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RESUMO

O virus da Chikungunya (CHIKV) é um arbovirus transmitido pelos mosquitos da
espécie Aedes spp. pertencente ao género Alphaviridae e a familia Togaviridae sendo o
agente etioldgico responsavel pela Febre da Chikungunya (CHIKF). Doenca que se
caracteriza por febre alta, dor de cabeca, exantemas e dor articular, podendo evoluir
para um quadro crdnico caracterizado por artrite debilitante que pode durar meses ou
anos. Durante a fase inicial da doenca, € comum uma resposta imune modulada pela
imunidade inata seguido por uma resposta adaptativa caracterizada majoritariamente por
células T CD8". Em infeccdes virais, essas células caracterizam forte resposta a viremia
por expressao de citocinas e destruicdo de células infectadas pelo virus, porém néo se
sabe completamente seu papel durante a fase aguda da doenca e se ela pode influenciar
no desenvolvimento da fase crénica. A riparina 11l é um produto natural extraido do
fruto imaturo do louro, acredita-se que essa molécula possui funcdo moduladora em
canais de Ca?* regulados por acetilcolina. Recentemente, foi descoberto que linfécitos e
outras células imunes expressam receptores muscarinicos e nicotinicos e sdo capazes de
sintetizar acetilcolina, provavelmente sendo capazes de estimular esses receptores de
forma autdcrina e/ou paracrina. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade imunomoduladora da riparina Ill em linfécitos do tipo CD8" em pacientes
apresentando quadro agudo e cronico de Chikungunya. Para isso, foram coletadas
amostra de sangue periférico de individuos controles (n=6), pacientes agudos (n=5) e
pacientes cronicos (n=5), essas amostras foram analisadas por citometria de fluxo no
intuito de identificar o linfocito T CD8" e avaliar a expressdao de marcadores como
CDg9, IL-17, CD107, Granzima e Perforina. Nos grupos sem tratamento com riparina,
foi observado um aumento de todos os marcadores avaliados durante a fase aguda,
enquanto na fase cronica observou apenas um aumento na expressdo de CD69 e IL-17,
aumento este consideravelmente menor que na fase aguda. Nos grupos tratados com
riparina, foi observado uma elevacdo da expressdo de IL-17 e CD69 em grupos
controle, e em pacientes com a forma clinica aguda, uma diminuicdo significativa na
expressao de IL-17. Esses resultados sugerem que a fase aguda da CHIKV é marcada
por forte acdo pré-inflamatdria e citotoxica exercida pelo linfécito T CD8", e que a
expressao elevada em casos cronicos indica participacdo destas células na patologia.
Ainda, os resultados sugerem que a riparina Il pode possuir uma atividade moduladora
diversa dependendo do estado imunolégico do individuo, e isso pode estar diretamente
relacionado com a expressdo de receptores muscarinicos e nicotinicos durante diferentes
estados do linfécito T CD8", elucidando parte da modulacdo da acetilcolina em
linfécitos T CD8* em casos de viremia e demonstrando certa atividade anti-inflamatéria
por parte da riparina Ill.

Palavras-chave: CHIKV; Célula T; Acetilcolina; Produtos naturais



ABSTRACT

The Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus transmitted by Aedes spp. mosquitoes,
this virus is part of the Alphaviridae genus and the Togaviridae family and is the
ethiologic agent responsible for Chikungunya Fever (CHIKF). This disease is
characterized by high fever, headaches, several rashes and articular pain, that can evolve
to a chronic state characterized by severe arthritis that could last for months or even
years. During its initial phase, the normal response is associated by strong innate
immunity followed by adaptative immunity characterized majoritarily by T CD8"
lymphocytes. In viral infections, these cells modulate strong antiviral response by
expressing cytokines and destroying virus infected cells, however its function during
acute phase and if it’s able to contribute to the development of a chronic phase remains
uncertain. Riparin 111 is a natural product isolated from the unripe fruit of the louro tree,
it is believed that this molecule is capable of having a modulatory function in Ca®
channels regulated by acetylcholine. Recently, it was discovered that T lymphocytes
express muscarinic and nicotinic receptors and that they are able to synthetize
acetylcholine, probably being capable of activating their own receptors by an autocrine
or paracrine manner. The main objective of this work was to evaluate the
immunomodulatory activity of riparin 1l in T CD8" lymphocytes in patients afflicted
with an acute or chronic form of Chikungunya. For that, peripheric blood samples were
collected from healthy individuals (n=6), acute patients (n=5) and chronic patients
(n=5), these samples were analyzed by flow citometry in order to identify the CD8"
lymphocyte and evaluate the expression of markers such as CD69, IL-17, CD107,
Granzyme and Perforin. In the groups that weren’t treated with riparin, it was observed
an increase in all of the markers analyzed during acute phase, however in the chronic
state only CD69 and IL-17 were shown as overexpressed in relation to control, although
the control increase is significantly lower than the increase in the acute phase. In groups
treated with riparin 11, it was observed an increase in IL-17 and CD69 in healthy
individuals, and in acute patients an decrease in the expression of IL-17. These results
suggest that the acute phase of CHIKYV is characterized by strong pro-inflammatory and
cytotoxic response carried out by T CD8* lymphocytes, and the overexpression of some
markers in chronic phase may indicate a role for the cells on that state of the disease.
Also, the results suggest that riparin Ill may have a diverse modulatory activity
depending on the immunologic state of the individual, and that might be directly linked
to the expression of muscarinic and nicotinic receptors on T CD8* lymphocytes,
shedding some light in the modulation made by acetylcholine in T CD8* lymphocytes
activating during viremia and showing certain anti-inflammatory activity by riparin IlI.

Keywords: CHIKV; T cell; Acetylcholine; Natural products
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1 INTRODUCAO

Recentemente os virus transmitidos por artropodes, também conhecidos como
arbovirus, tém sido uma enorme problematica para a saude puablica, tanto do Brasil
como do mundo. Em 2015, surtos de Zika, Dengue e Chikungunya preocuparam e
reafirmaram a importancia da pesquisa em relagéo a essas doencas, onde a globalizacao
e 0 desenvolvimento de grandes centros urbanos permitiram uma distribuicdo global
desses virus, sendo observado infec¢bes de Chikungunya em todos os continentes ao
longo dos anos desde sua descoberta (CDC, 2019a).

O virus da Chikungunya (CHIKV) é um alfavirus pertencente a familia
Togaviridae (THIBERVILLE et al., 2013). O virus foi originalmente isolado em 1952
na Tanzania na regido de Makonde, onde seu nome significa “aquilo que curva” no
dialeto Makonde, devido aos graves sintomas de artralgia associadas pela infec¢do por
Chikungunya (MARTINEZ et al., 2019). Sua transmissdo habitual é realizada através
do repasto sanguineo de mosquitos da espécie Aedes spp, como o Aedes aegypti e 0
Aedes albopictus, sendo o seu principal vetor o Ae. aegypti em areas urbanas e o Ae.
albopictus em éreas rurais (MONTERO, 2015).

Dentre os sintomas mais comuns que podem ser observados durante uma
infeccdo por CHIKV na fase aguda estdo a febre alta, dor de cabeca, artralgia e mialgia
severa e exantema (BURT et al., 2012). Geralmente, a febre da Chikungunya é uma
doenca autolimitada, ou seja, 0s sintomas observados desaparecem alguns dias apos a
sua manifestacdo sem necessidade de tratamento especifico, porém, em cerca de 40%
dos casos (MCCARTHY et al., 2018), os pacientes infectados podem apresentar uma
fase crbnica caracterizada por artrite que tende a persistir por meses ou até anos,
sintoma caracteristico em infeccdes por alfavirus (LWANDE et al., 2015; MCCARTHY
etal., 2018).

Analisando a faceta imunoldgica, a fase aguda da infec¢do por Chikungunya é
caracterizada por uma forte resposta da imunidade inata, com forte presenca de IFN-a e
outras citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias, acompanhada por uma resposta
adaptativa, inicialmente desempenhada por linfécitos T CD8", com intuito de erradicar
com maior efetividade a instaura¢do do virus nas células do corpo e controlar as células
infectadas (WAUQUIER et al., 2010). Apesar das respostas imunoldgicas dos pacientes
que contrairam a febre da Chikungunya ndo serem totalmente elucidadas, € possivel

observar a importancia do linfécito T CD8" durante o processo de recuperacdo do
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enfermo, e, apesar de ser extensivamente conhecida a resposta do linfécito T CD8"
frente & vérias infeccbes virais, ainda existem lacunas importantes que necessitam ser
preenchidas na instauragédo da febre Chikungunya, especialmente pelo fato desta doenga
apresentar um desenvolvimento para um quadro crdnico no qual esse linfocito também
toma parte (MCCARTHY et al., 2018).

Atualmente, ndo existe uma vacina comercial ou tratamento padronizado para a
infeccdo pelo virus da Chikungunya, apesar de algumas ja estejam em testes clinicos
(WEAVER et al., 2012), sendo o tratamento recomendado para a fase aguda repouso,
ingestdo abundante de liquido e utilizacdo de anti-inflamatérios ndo esteroidais para o
alivio sintomatico. No caso da fase cronica, tratamento geralmente se d& semelhante ao
utilizado em artrite reumatoide, com a utilizagdo de metotrexato para diminui¢do do
quadro inflamatério (MARTINEZ et al., 2019). A auséncia de tratamento viaveis e
especificos para Chikungunya deixam a desejar, visto que a existéncia de um controle
dessa doenca poderia auxiliar no ndo desenvolvimento da fase cronica. Dessa forma, a
prospeccao por um tratamento ou farmaco adequado seria de grande importancia para a
melhoria da qualidade de vida daqueles afligidos por esta virose.

A utilizacdo de moléculas provindas de produtos naturais vém sendo uma
estratégia de grande interesse para a industria farmacéutica, tendo contribuido
vastamente na descoberta e desenvolvimento de importantes agentes terapéuticos. As
riparinas, moléculas extraidas dos frutos imaturos da Aniba riparia, planta pertencente a
familia Lauraceae e conhecida popularmente como louro, sdo moléculas de origem
natural que demonstraram possuir interessante atividade farmacoldgica, entre elas
atividades anti-inflamatoria (CARVALHO et al., 2013), ansiolitica (OLIVEIRA, 2012)
e espasmolitica (THOMAS et al., 1994; CASTELO BRANCO et al., 2000), esta tltima
sendo relacionada com a inibicdo da contracdo provocada pela acetilcolina e com
modulacéo na concentragdo de célcio intracelular. Dentre as riparinas testadas (riparina
I, 11 e II), a riparina 11l se destacou como melhor candidato em cobaias na atividade
bloqueadora dos canais de calcio no ileo e no Gtero de murinos (CASTELO BRANCO
et al., 2000). Estes canais de célcio estdo intrinsecamente ligados & ativagdo de
linfécitos T CD8" e uma modulagdo imunoldgica pro-inflamatéria (LEWIS, 2013).
Pensando nisto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito imunomodulador da
Riparina Ill na atividade de linfécitos T CD8" em pacientes infectados por CHIKV

tanto na sua fase aguda quanto na fase cronica.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 AGENTE ETIOLOGICO

O virus da Chikungunya, como todos do género Alphavirus, possui formato
esférico com um envelope formado por uma membrana fosfolipidica e caracterizado por
um RNA de cadeia simples de senso positivo, com cerca de 12kb de comprimento e que
codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1 a nsP4), cinco proteinas estruturais (E1,
E2, E3, C e 6K) traduzidas a partir de duas sequéncias de abertura de leitura (ou ORFs —
Open Reading Frames) (VU; JUNGKIND; LABEAUD, 2017; SOLIGNAT et al.,
2009). O virus apresenta em seu genoma um cap de N-metil guanosina na posicéo final
da extremidade 5’ e uma cauda poli-A na extremidade 3’, assemelhando-se a um RNA
mensageiro (RNAm) eucariotico (Figura 1).

As proteinas E1 e E2 sdo glicoproteinas presentes no envelope fosfolipidico da
CHIKYV, estas sdo responsaveis pela adesdo e entrada do virus nas células a serem
infectadas (SILVA et al.,, 2017), esta adesdo ocorre quando ocorre associacdo do
CHIKYV a um receptor celular ainda ndo descoberto, enquanto a penetracdo do patégeno
na célula est4 associado a via endocitica clatrina-dependente (SOLIGNAT et al., 2009).
As proteinas ndo-estruturais nsP1-4 codificadas no genoma do CHIKV estdo
diretamente envolvidos na replicacdo viral (BURT et al., 2017). As proteinas E3 e 6K
sdo peptideos lideres das estruturas E2 e E1, respectivamente. Eles sdo normalmente
associados a marcadores de secre¢do e raramente sao encontrados em um virion maduro
( VU; JUNGKIND; LABEAUD, 2017; OMAN; DONK, 2010).

A primeira linhagem viral identificada do Chikungunya é de origem africana,
isolada na floresta de Semliki. Acredita-se que esse virus se espalhou pela Asia através
de navegacdes e, durante o0s subsequentes surtos epidémicos causados por esse
patdgeno, foram isoladas outras linhagens virais, sendo atualmente reconhecidas quatro
linhagens: a linhagem do oeste africano, a linhagem do leste, centro e sul africano
(ECSA), e a asiatica (BURT et al., 2017).
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Figura 1 - Esquema da estrutura do virus da Chikungunya
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Fonte: https://viralzone.expasy.org/625?outline=all_by species (Adaptado).

2.2 CICLO DE TRANSMISSAO

O virus da Chikungunya apresenta dois ciclos de transmissdo distintos: o ciclo
enzodtico e o ciclo urbano (SILVA et al., 2018a). Estes dois ciclos tém como
responsaveis pela propagacdo do virus diferentes espécies de mosquitos do género
Aedes. A transmissdo enzooética tem como responsaveis varios dipteros do género
Aedes, como o Ae. furcifer e Ae. taylori (SILVA et al., 2018a) e ocorre quando a fémea
realiza o repasto sanguineo em um primata ndo-humano ou em roedores infectados. Ao
se alimentar de sangue infectado pelo CHIKYV este diptero se torna um vetor deste virus,
que se replica ao penetrar as células epiteliais do intestino médio do Aedes spp., onde
posteriormente infecta as glandulas salivares e ovarios do vetor, desta maneira o virus
pode ser transmitido para um novo hospedeiro através da saliva em um repasto
sanguineo posterior (LIM et al., 2018). O ciclo urbano ocorre majoritariamente por agao
de duas espécies: Aedes aegypti e Aedes albopictus (LIM et al., 2018), onde o repasto
sanguineo em humanos infectados podem acarretar um possivel ciclo de transmissdo
guando um Aedes ndo-infectado realizar um repasto posterior em um humano saudavel.
Estas duas espécies sdo as principais responsaveis pela transmissdao do CHIKV em
todos os continentes que esse agente etiologico foi observado, isso se deve a alta
capacidade adaptativa do Ae. aegypti a ambientes urbanos, que o permite realizar seu
ciclo de vida em areas domésticas (HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

Além dos ciclos de transmissdo convencionais, também foi relatado a

transmisséo venerea do virus para fémeas de Aedes saudaveis a partir de contaminagéo
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vertical de dipteros machos (MAVALE et al., 2010), também foi documentada a
presenca do virus em geragdes posteriores de descendentes de uma fémea infectada
(CHOMPOOSRI et al., 2016), estes dois fendmenos podem explicar o reaparecimento
do CHIKV em regides que a mesma tinha sido considerada erradicada. Também foi
observado transmissdo vertical entre mae-feto em humanos (CAMPOS et al., 2016),
além disso, a carga viral foi identificada em sémen, sugerindo a possibilidade de
infecgdo por relagBes sexuais, porém ndo foi confirmado nenhum caso de transmisséo
venérea em humanos (BANDEIRA et al., 2016a).

A fémea do Aedes aegypti realiza a inoculagdo viral através do repasto
sanguineo, onde o virus € introduzido nos capilares subcutaneos apés a lesdo provocada
na derme do hospedeiro. Uma vez dentro dos capilares, o CHIKV inicia sua replicacdo
apos adentrar células da pele, como macréfagos, fibroblastos e células endoteliais
(PETITDEMANGE et al., 2015). Essa infeccdo intracelular ocorre ap0ds a ligacdo da
glicoproteina E2 presente no virus a receptores ainda ndo documentados da célula. Em
seguida, o virus adentra a célula através de uma endocitose mediada por clatrina, e,
finalmente entra em meio citoplasmatico ap6s uma fusdo entre o envelope viral e a
membrana endossomal mediada pela proteina E1 (SILVA et al., 2017). Ao chegar no
citoplasma, o capsideo presente no CHIKYV ¢é desestruturado para a liberagdo do RNA
viral no citosol para a realizacdo da traducdo do mesmo e a sintese de proteinas néo-
estruturais nsP1-4 para produzir a estrutura de replicacdo responsavel pela replicacdo do
material genético, essa maquinaria se posiciona em estruturas adjacentes a membrana
plasmatica (SILVA et al., 2017). Por fim, as proteinas estruturais E1 e E2 séo
processadas no reticulo endoplasmatico e posteriormente transportadas para membrana
plasmatica onde o virus € estruturado a partir de uma espécie de brotamento na
membrana (SILVA et al., 2017).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

O virus da Chikungunya, de origem africana, foi primeiramente isolado no
planalto de Makonde na Tanzénia em 1952, apds um surto de uma infeccdo por um
virus similar a dengue, porém com uma queixa de um novo sintoma, uma grave
artralgia (VU; JUNGKIND; LABEAUD, 2017). Acredita-se que existiram surtos

prévios aos do planalto de Makonde, porém devido a semelhanca sintomatica do
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CHIKYV a dengue, a epidemia foi erroneamente atribuida ao virus da dengue (SILVA et
al., 2017).

Desde o isolamento, o virus permaneceu causando pequenos surtos em paises
africanos e sul asiaticos (POWERS; LOGUE, 2007). Apenas em 2004 um surto de
maior escala foi observado, onde uma epidemia observada no Quénia se espalhou por
varios paises africanos e por ilhas do Oceano Indico, como a ilha de Comores e La
Réunion, onde 215.000 e 255.000 pessoas foram infectadas pelo CHIKV,
respectivamente (SILVA et al., 2017). Acredita-se que este surto se atribuiu a uma
mutacdo na glicoproteina envelope E1 (a mutacdo E1-A226V) do virus, que facilitou
sua infeccdo em Ae. albopictus, tornando-os vetores mais viaveis (SILVA et al., 2017).
Em 2007 foi documentado o aparecimento da CHIKF na Europa, que foi introduzida na
Italia através de um viajante infectado (REZZA et al., 2007). Outra apari¢do do CHIKV
na Europa foi observada em 2010 na Franga, onde dois casos autoctones do virus foram
documentados (GRANDADAM et al., 2011). Em 2013, a regido dos Caribes foi a
primeira regido das Américas que sucedeu a deteccdo da primeira infeccdo, onde
ocorreu rapida transmissao para outras regides, resultando em 42 paises e territorios da
América do Sul, Central e do Norte apresentando casos documentados até o inicio de
2015 (BURT et al., 2017).

No Brasil, o primeiro caso autdctone foi documentado em 2014 na cidade de
Oiapogue no Amap4, e em Feira de Santana na Bahia (SILVA et al., 2018b). Apds
analise molecular do virus, foi observado que os dois casos possuiam diferentes
linhagens, o encontrado no Amapa pertencia a linhagem asiatica enquanto a encontrada
na Bahia se identificava como a linhagem ECSA (SILVA et al., 2018b). Entre o periodo
do primeiro caso em 2014 e o fim de 2015, foram identificados 47.830 novos casos
(SILVA et al., 2018b), este nimero possivelmente é maior devido ao fato do CHIKF ser
uma virose onde o paciente se recupera rapidamente, em boa parte dos casos sem a
necessidade de ir a 6rgdos de saude e notificar o caso. Um dos maiores fatores de
sucesso para a introducdo do CHIKV no Brasil foram as caracteristicas climéticas e
ambientais, que favorecem a disseminacdo do Ae. aegypti e do Ae. albopictus, os
principais transmissores. Acoplado ao clima, outro fator importante para a instauracao
da epidemia de Chikungunya é a imunidade n&o especifica da populagdo para o CHIKV,
uma vez que o contato da populagdo com este agente etioldgico € inédito.

Desde o inicio da infeccdo de Chikungunya no Brasil, o Ministério da Saude

incluiu a doenca nos Boletins Epidemiolégicos, documentos eletrénicos de livre acesso
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ao publico que séo emitidos de formas mensal e semanalmente, informando casos de
doengas sazonais, sendo de grande importancia para monitoramento de infecgfes por
arboviroses como Dengue, Zika e Chikungunya e outras doencas. De acordo com o
Boletim Epidemiolégico emitido pelo Ministério da Saude, do periodo do dia
30/12/2018 até o inicio de fevereiro de 2019, foram registrados 4.149 casos possiveis de
infeccdo pelo CHIKYV, correspondendo uma incidéncia de 2,0 casos/100 mil habitantes
(SVS, 2019).

Figura 2 - Mapa ilustrando locais que apresentam ou apresentaram infeccdes
por Chikungunya.

~

I Locais de transmissio prévios ou atuais do Chikungunya Virus

Fonte: https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html (Adaptado).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

Assim como as outras arboviroses, as manifestacfes clinicas da infecgdo por
Chikungunya sdo majoritariamente sintomatolégicas. Apds a infeccdo do virus através
do repasto sanguineo do mosquito, o CHIKV possui um periodo de incubacdo
assintomatica que dura em média trés a sete dias (PETITDEMANGE et al., 2015).
Comparada as outras arboviroses, a febre da Chikungunya apresenta maiores chances de
apresentar sintomas, onde cerca de 75% dos infectados apresentam alguma
manifestacdo da doenga, enquanto no caso da Zika e Dengue, apenas 20% dos pacientes
apresentam infecgdes sintométicas (MARTINEZ; LA GARZA; CUELLAR-
BARBOZA, 2019). Apos o periodo de incubagdo, o sintoma mais comum observado

nos pacientes é uma febre alta, e associada a outras manifestacdes como cefaleia,
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mialgia, diarreia, artralgia, dor abdominal, émese e erupgdes cutdneas
(PETITDEMANGE et al., 2015).

Dentre todos os indicios da infeccdo, a poliartralgia é o sintoma mais
caracteristico da febre da Chikungunya (CHIKF), afetando principalmente, mas néo
restritivamente as articulaces dos tornozelos, pulsos e falanges (PETITDEMANGE et
al., 2015). Normalmente, estes sintomas se resolvem até o 21° dia de infeccdo, porém,
em alguns casos, a artrite pode perdurar por meses ou até anos, instaurando a fase pos-
aguda que consiste na persisténcia das dores por até trés meses, e posteriormente a fase
cronica que possui tempo indefinido para cessdo das dores (EDINGTON; VARJAO;
MELO, 2018).

A fase cronica tende a acometer cerca de 10 a 60% dos infectados e é
caracterizada normalmente por poliartrite, sendo fatores de risco importantes para a
instauracdo dessa condicdo clinica a idade avancada, sexo feminino e gravidade da
artralgia na fase aguda (MCCARTHY et al., 2018). O CHIKV também possui a
capacidade de infectar osteoblastos, podendo ser um dos fatores para a artrite erosiva
(BURT et al., 2017). Apesar de a artrite causada pela CHIKF ser sintomaticamente
semelhante a artrite reumatoide, indicios mostram que ndo ha uma correlacdo direta
entre uma infeccdo por Chikungunya e o desenvolvimento de um quadro de artrite
reumatoide, isso pode ser confirmado pela auséncia do fator reumatoide (RF) e do
anticorpo anticitrulina (AcP) nos pacientes que apresentavam a fase cronica
(MANIMUNDA et al., 2010).

Além dos sintomas habituais da infeccdo, a CHIKF pode apresentar
manifestacdes ndo usuais, como por exemplo a presenca da sindrome de Guillain-Barré,
também foram observados casos de hepatite e manifestacdes cardioldgicas. Na fase
crbnica da doenca também foram relatadas incidéncias incomuns, como alopecia e
complicagdes oftalmoldgicas como retinite e uveite também foram identificadas
(SILVA et al., 2018a e WEAVER et al., 2012). Em casos de infec¢es congeénitas,
foram observados sintomas variados nos recém-nascidos, como febre, apneia,
encefalite, falta de apetite e uma variedade de manifestacfes cuténeas, como lesdes
bolhosas e irritagbes (CARVALHO et al, 2019; GOPAKUMAR et al., 2012;
BANDEIRA et al., 2016b).

Casos de obito séo raros em uma infecgdo por Chikungunya, geralmente sao
acompanhados por outras complicacdes clinicas prévias do paciente e/ou idade

avancada. Em um estudo na ilha de La Reunion que abrangeu 157 pacientes apenas
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cinco destes pacientes vieram a obito, onde a média de idade dos infectados era de 79.4
anos, variando de 70 a 88 anos (BORGHERINI et al., 2007).

2.5 DIAGNOSTICO

Os métodos que podem ser utilizados para a deteccdo da infeccdo por
Chikungunya podem ser tanto diretos quanto indiretos, onde o método direto se trata da
identificacdo da presenca do virus do paciente, ou seja, com enfoque em identificar
componentes virais como material genético do mesmo ou antigenos, enquanto o indireto
consta na observacdo de sinais de respostas imunes do hospedeiro ao virus
(MONTERO, 2015). A escolha do teste utilizado dependera dos recursos disponiveis
para realizacdo do mesmo e o tempo que se passou desde a instauracdo da doenga.

Normalmente, € realizado um diagnostico preliminar baseado em algumas
informacBes do paciente, como sintomas, se 0 mesmo habitou ou frequentou areas
endémicas e sua rotina em geral. Uma das maiores dificuldades para o diagnostico
através de sintomas clinicos da Chikungunya é sua semelhanca a outras arboviroses,
como Dengue e Zika, desta forma, estas suspeitas s6 podem ser confirmadas através de
testes mais especificos, especialmente em areas que estes virus cocirculam (CDC,
2019b; JOHNSON et al., 2016). Caso seja observado manifestacdes clinicas
relacionadas a infeccdo por Chikungunya e esteja confirmado que o paciente visitou
areas endémicas, ele sera caracterizado como um suspeito de contrair CHIKV.

O teste direto normalmente utilizado para a detec¢do do CHIKV em um
paciente é a reacdo de polimerizacdo em cadeia utilizando transcriptase reversa (RT-
PCR) com primers especificos para amplificagdo do material genético viral. Geralmente
ele é utilizado quando existe uma grande carga viral no sangue e no soro do hospedeiro,
desta forma, este teste € realizado assim que 0s sintomas aparecem e pode ser realizado
até seis dias depois da instauracdo sintomatica para que a detec¢do por esta técnica seja
bem-sucedida (JOHNSON et al., 2016).

O isolamento viral € outro teste direto utilizado para deteccdo de Chikungunya,
apesar de ndo ser regularmente utilizado para diagnostico rotineiramente. A técnica
consiste na coleta de soro de um paciente com até sete dias do estabelecimento da
doenga e na inoculacdo do mesmo em linhagens celulares de mamiferos ou insetos
suplementadas por um meio de cultura. A deteccdo de replicacdo viral por ensaios de
imunofluorescéncia ou RT-PCR indicam um resultado positivo para um quadro de
infeccdo por Chikungunya. (SILVA et al., 2018a).
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Testes indiretos para diagnostico sdo geralmente utilizados quando o paciente
ja apresenta mais de seis dias de infeccdo, podendo ser detectados a imunoglobulina M
e imunoglobulina G (IgM e IgG, respectivamente). A deteccdo dos anticorpos IgM e
IgG é a partir de ensaios imunol6gicos como ensaio imuno-absorvente de captura por
ligacdo de anticorpo (ELISA), onde o IgM pode ser detectada em fases agudas e pds-
agudas, englobando um periodo de dois dias até trés meses da instauracdo da doenca,
enquanto o IgG pode ser detectado por muitos anos (SILVA et al., 2018; JOHNSON et
al., 2016).

2.6 IMUNOLOGIA

Apo6s a inoculacdo do virus em um hospedeiro proveniente do repasto
sanguineo de um mosquito fémea, o CHIKV adentra os capilares subcutaneos e se
replica em células como fibroblastos, macréfagos e células endoteliais
(PETITDEMANGE, 2015). Apo6s a reproducdo nas células infectadas, o virus se
espalha rapidamente pelo sistema circulatorio atingindo taxas médias de viremia de 10’
PFU/mL de plasma na fase aguda da infeccdo, que ocorre nos primeiros seis dias apos a
inoculacdo viral (THIBERVILLE et al., 2013). Como em outras infec¢bes virais, a
resposta imune inicial da CHIKF é mediada por forte presenca de interferons de tipo | e
outras quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias (NG et al., 2009; PETITDEMANGE et
al., 2015; SILVA et al., 2017).

Normalmente, os sintomas relacionados a fase aguda séo resolvidos dentro de
duas semanas apds as manifestacdes sintomaticas, a diminuicdo da carga viral esta
relacionada ao desenvolvimento da resposta adaptativa CHIKV-especifica (TANABE et
al., 2018). Acredita-se que casos cronicos e o dano ao tecido sinovial estio relacionados
a persisténcia de material genético e proteinas do virus em locais imunoprivilegiados
como o tecido sinovial, acoplados a persisténcia do CHIKV também foi observada
nestes tecidos a expressao génica de IL-10, CCL2 e IFN-a (HOARAU et al., 2010).

A primeira linha de defesa contra a CHIKV séo as células da imunidade inata
como por exemplo células Natural Killer (NK), que possuem a capacidade de mediar
uma resposta antiviral atraves da producdo de citocinas imunoregulatérias (como IFN-y)
e promover atividade citotoxica através de granulos citoliticos e por receptores de
membrana (PETITDEMANGE et al., 2011), a0 mesmo tempo que a infiltracdo de NKs
em tecidos sinoviais promovem atividade pro-inflamatdria e instauracdo de artralgia

(HOARAU et al., 2010). Os macréfagos e mondcitos apresentam uma dualidade em sua



27

funcdo na infeccdo, onde ao mesmo tempo que o macrofago serve como reservatorio
viral contribuindo para danos associados & tecidos sinoviais, eles também podem
contribuir com o controle viral através da sua atividade fagocitica e expressdo de
quimiocinas como CCL2, CCL4, CCL5, IL-8 e IP-10, responsaveis pelo recrutamento
de leucdcitos que por sua vez auxiliam na defesa antiviral (PETITDEMANGE et al.,
2013; SOURISSEAU et al., 2007). A artralgia também € agravada por respostas pro-
inflamatorias associadas & migracdo de macrdfagos e mondcitos para os tecidos
sinoviais. Além disso, RNA e antigeno viral foram detectados em macréfagos do tecido
sinovial, acredita-se que esse fator esta relacionado a instauracdo da fase cronica da
doenca (HOARAU et al., 2010; MCCARTHY et al., 2018).A imunidade adaptativa
também desempenha importante papel no clearance do CHIKYV, anticorpos de isotipos
IgM e 1gG sdo detectados em média dois e sete dias apds o aparecimento dos sintomas
(TANABE et al., 2018; SILVA et al., 2017), e estdo diretamente relacionados com a
neutralizacdo direta do virus a partir da ligacdo com a estrutura proteica E2 e com a
ativagdo do sistema complemento (FOX; DIAMOND, 2016 e SMITH et al., 2015).

Os linfocitos T tem sua funcdo pouco elucidada na literatura, apesar de se
mostrar bastante presente tanto na fase aguda quanto na fase cronica. As citocinas do
perfil Tul estdo presentes no periodo inicial da infeccdo e ao mesmo tempo que
promovem ativacdo celular também contribuem para lesbes teciduais
(PETITDEMANGE et al., 2015; VENUGOPALAN; GHORPADE; CHOPRA, 2014).
Em estagios iniciais da doenca, foi observada um quadro de linfopenia nos pacientes,
condi¢do que perdura por cerca de dois meses (PETITDEMANGE et al., 2015). Os
linfocitos T CD8" séo ativados logo apos a aparicdo dos sintomas, com seu pico de
ativacdo ocorrendo nos dois primeiros dias ap6s o surgimento das manifestacdes
clinicas, enquanto as células T CD4" possuem uma populacdo reduzida em relacéo a um
individuo saudavel nestes dias iniciais, ocorrendo um pico de ativacao destes linfdcitos
apenas a partir do quarto dia (WAUQUIER et al., 2010). Em contrapartida, os linfécitos
T CD8" e CD4" estdo presentes no fluido sinovial durante diferentes fases da doenca,
onde ambos se encontram durante a fase aguda e apenas as células T CD4" persistem de
maneira relevante na fase cronica, sendo possiveis contribuidores para um quadro pro-
inflamatdrio nas articulacdes e a artrite associada (HOARAU et al., 2010).

Hoarau e colaboradores (2013) demonstraram que durante a fase cronica da
doencga o IFN-y periférico foi majoritariamente produzido pelas células T CD8*, e, em

outras arboviroses, o papel do CD8" na fase aguda esta associado a rapida recuperagdo



28

dos pacientes de um quadro de poliartrite (POWERS; LOGUE, 2007). Em
contrapartida, o T CD8" aparece ativado ou em estado inflamat6rio em casos de artrite
autoimune, com a producdo de TNF, IL-17 e granzima B aumentada em relacdo a
individuos saudaveis (PETRELLI; VAN WIJK, 2016), a producdo dessas citocinas esta
associada a um quadro pré-inflamatorio capaz de agravar a patologia da fase cronica
(OMIDIAN et al., 2018). De fato, estudos com murinos sugerem que um tratamento
neutralizando IL-17 reduz a inflamag&o das articulagdes, a destruicdo da cartilagem e a
erosdo 0ssea (LUBBERTS et al., 2004).

A ativacdo de linfocitos T CD8" pode ser detectada a partir da presenca de
CD69, sendo considerado um marcador de ativagdo dessas células imunes podendo ser
observado apenas duas horas apds ativacio do linfécito (CIBRIAN; SANCHEZ-
MADRID, 2017). A expressdao de CD69 tambem estd relacionada a cronicidade da
doenca, sendo identificadas em células T e NKSs infiltradas nos tecidos sinoviais tanto
na CHIKV, quanto na artrite reumatoide (CIBRIAN; SANCHEZ-MADRID, 2017;
MCCARTHY etal., 2018).

Quando ativado, o linfécito T CD8* citotéxico (CTL) possui a capacidade de
se conjugar a uma célula infectada e induzir sua apoptose por duas principais vias, a
primeira via consiste na ligacdo do ligante Fas (CD95) presente no CTL com o receptor
FasL (CD95L) da celula infectada, acarretando na ativacdo das caspases e induzindo a
célula ao estado de apoptose (LOWIN et al.,, 1994). A segunda via baseia-se na
liberacdo de proteinas citoliticas como granzima e perforina, esse processo ocorre
através da degranulacdo do CTL, que pode ser observado através da presenca do
CD107, um marcador de degranulagdo (JENKINS; GRIFFITHS, 2010). A segunda via
pode atuar de duas maneiras, na ativacao da via das caspases pela granzima B, ou pela
ativacdo de uma via independente de caspase, que causa danos ao DNA tanto da célula
infectada quanto do virus infectante, essa via é ativada pela granzima A (TRAMBAS;
GRIFFITHS, 2003).

2.7 RIPARINA 111

As riparinas sdo uma classe especial alcaloides que possuem funcdo amida,
também conhecidos como alcamidas. Essas moléculas foram primeiramente extraidas
do fruto imaturo da Aniba riparia, uma arvore da familia das Lauraceae normalmente

encontrada na regido da Amazonia e Guiana e popularmente conhecida como louro
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(NUNES et al., 2013). Devido ao seu uso na medicina popular, essas moléculas
despertaram interesse na investigacdo do seu potencial farmacoldgico, sendo facilmente
obtidas em laboratorios de sintese organica, onde ganharam o nome riparina baseado na
espeécie da arvore a qual foram primeiramente isoladas.

A partir da Aniba riparia (Ness) Mez, foram extraidas uma variedade de
riparinas, onde se destacaram as moléculas denominadas riparina I, Il e Ill, justamente
por apresentarem atividades farmacoldgicas interessantes, como a atividade ansiolitica e
antidepressiva pela riparina | e 11, e a atividade antinociceptora e anti-inflamatdria pela
riparina Il provavelmente modulada por histamina e/ou acetilcolina (CARVALHO et
al., 2013; CARVALHO et al., 2018; OLIVEIRA, I. C. M. O., 2012; SOUSA et al.,
2004). Derivados sintéticos da riparina (como a riparina A e riparina B), apresentaram
atividade anti-inflamatéria em murinos por reducdo de niveis de citocina pro-
inflamatdrias e reducdo do namero de neutrofilos e leucdcitos na area de inflamacao
(SANTIAGO et al., 2015; SILVA et al., 2015).

Carvalho e colaboradores (2013) demonstraram uma atividade anti-
inflamatdria de uma das riparinas, caracterizada por uma reducdo de TNF-a e IL-1p na
inflamacdo aguda, indicando que as riparinas possam ter outras atividades
imunomoduladoras em respostas desempenhadas por células imunes.

As riparinas I, Il e Il apresentaram interessante atividade relaxadora em
contracdes provocadas por histamina e acetilcolina no ileo e no Utero de cobaias, sendo
a riparina Ill quase duas vezes mais efetiva que as outras moléculas, e sugerindo uma
reducdo da concentracio de Ca?* intracelular através da inibicdo da liberacdo de Ca®
dos estoques via receptores de IP3, cuja atividade pode ser modulada através da ativacao
de receptores muscarinicos acoplados a Gg11/PLC-B1 (CASTELO BRANCO et al.,
2000; THOMAS et al., 1994).

Diante do exposto, o trabalho avaliou a atividade imunomoduladora da riparina

I11 durante a infeccéo aguda e cronica causada pelo virus da Chikungunya.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a resposta imunoldgica da infeccdo pelo virus da Chikungunya
(CHIKV) em pacientes tratados ou ndo com riparina Il1, correlacionando as fases aguda

e crénica da doencga com individuos saudaveis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I — Avaliar em linfocitos T CD8" a expressdo dos marcadores CD69, IL-17, CD107,
granzima e perforina em pacientes agudos e cronicos na infeccdo por CHIKV em

relacdo a individuos saudaveis.

Il — Avaliar o potencial imunomodulador da riparina Ill em linfocitos T CD8" através da
expressdo de marcadores CD69, IL-17, CD107, granzima e perforina em pacientes
agudos e cronicos na infeccdo por CHIKV em relacdo a individuos saudaveis,

correlacionando com grupos agudos e crénicos ndo tratados com riparina.
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4 METODOLOGIA

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa-
CONEP (CAAE: 59833416.6.0000.5183), estando enquadrada no projeto intitulado
“Estudos das infecgdes causadas pelos virus da Zika, Chikungunya e¢ Dengue”
(Apéndice 1), e todos os individuos que contribuiram para a realizacdo deste estudo
foram esclarecidos sobre a importancia do trabalho e participaram voluntariamente da
pesquisa mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
(Apéndice I1).

4.2 SELEGAO DE CASOS AGUDOS, CRONICOS E CONTROLE

As amostras foram selecionadas de pacientes (n=5) com até 7 dias do inicio do
aparecimento dos sinais e sintomas compativeis com infec¢éo por Chikungunya (CHIK
A) e pacientes (n=5) com a CHIKV cronica (CHIK C), com permanéncia de sintomas
articulares ap6s 6 meses de infeccdo, provenientes do Hospital Universitario Lauro
Wanderley- HU na cidade de Jodo Pessoa- PB. Todas as amostras foram acompanhadas
dos dados do paciente, tais como numero e ficha de identificacdo, bem como dados
relatados do inicio da doenga. Além da coleta dos pacientes infectados foi realizada a
coleta do controle negativo, em individuos que nunca tiveram contato com o CHIKV

(n=6), ap0s a coleta foi realizada a sorologia.
4.3 OBTENCAO DOS LEUCOCITOS

4.3.1 Banco de amostras

As amostras foram coletadas em tubos de heparina com 10mL de sangue e
outro tubo sem anticoagulante com 2mL. Foi criado um banco de dados para o
armazenamento das informacdes obtidas referentes as amostras. Cada amostra recebeu

um codigo de identificagdo para o controle interno (ex: ARBOQO).

4.3.2 Obtencéo do soro

Os tubos sem anticoagulante da coleta permaneceram em descanso por 1 hora,
sendo entdo centrifugados a 1500rpm, 25°C por 5 minutos. Foram abertos em fluxo
estéril para transferéncia de 1 mL de soro para eppendorfs (codigo de controle interno).
Seguindo para congelamento no freezer -20°C overnight, e transferido para -80°C no

dia seguinte.
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4.3.3 Obtencao de leucdcitos

Cerca de 8 mL de sangue heparinizado foi utilizado para obtencdo dos
leucdcitos de pacientes com chikungunya e individuos saudaveis. Os leucdécitos foram
obtidos a partir da lise das hemacias com 12 mL de solugdo de lise, que foram
colocados em tubo de Falcon de 15 mL, logo apos o tubo foi vortexizado ativamente e
incubado por 10 minutos protegido da luz. Em seguida, foi realizada a centrifugacéo a
2000 rpm, 25°C durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi
vortexizado e completado o volume para 12 mL de solugdo salina. O procedimento de
lavagem foi realizado até 2 vezes. Apos a Ultima lavagem foi desprezado o sobrenadante
e o pellet foi resuspenso em 500uL de PBS e as células seguiram para o protocolo de

marcacgéo de citometria de fluxo.

4.3.4 Extracdo do RNA viral

Para realizacdo da técnica de PCR em tempo real foi extraido o RNA viral das
amostras de soro atraves do QIAmp Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA),
seguindo protocolo predeterminado pelo fabricante. A deteccdo do CHIKYV, seguindo
protocolo especifico descrito por Lanciotti e colaboradores (2007) para o virus foi

realizado através da técnica de gPCR.

4.4 TRATAMENTO COM RIPARINA 111

Os leucocitos obtidos do sangue periférico dos pacientes com Chikungunya
aguda (n=5) e cronica (n=5) foram tratados durante 18 horas com o alcaléide Riparina
Il (10pg/mL) gentilmente cedida pelo prof. Dr. José Maria Barbosa Filho para
avaliacdo de mudancas fenotipicas que podem ocorrer com a imunomodulacdo
produzida por essa droga. O tempo e a dose do tratamento foram obtidos em testes
anteriores realizados por nosso grupo de pesquisa.

4.5 IMUNOFLUORESCENCIA DAS CELULAS T CD8*

4.5.1 Protocolo de marcacéo dos leucocitos apos o tratamento com as drogas em
estudo.

Utilizando uma placa estéril de 96 pogos foram adicionados em cada pogo
25uL de células (2,5 x 10°), foi realizado ou n&o o tratamento com drogas em estudo em
18h. Apbs os tempos de incubacdo, em pocos que foram realizadas marcacoes
intracelulares foi adicionado 10puL de brefeldina, essa substancia age sobre o complexo

de Golgi impedindo a exportacdo de proteinas para 0 meio extracelular possibilitando a



35

marcacdo de citocinas intracelulares. Em seguida foi adicionado 165uL de meio RPMI.
A placa foi incubada em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 por quatro horas.
Em seguida foi retirada da estufa e centrifugada por 8 minutos (1300rpm, 4°C). O
sobrenadante foi desprezado e as células foram suspensas por agitacdo. Em sequéncia
foram adicionados os anticorpos marcadores de superficie, conforme a titulagcédo
padronizada através do teste de padronizacdo de reagentes. Posteriormente a adi¢do dos
anticorpos, a placa protegida da luz foi incubada por 15 minutos a 4°C. Ap6s o0 término
do tempo de incubacdo foi adicionado 150uL de PBS gelado em todos 0s pocos e a
placa foi centrifugada (8 minutos, 1300rpm, 4°C). Apds a centrifugacdo o sobrenadante
foi desprezado, vertendo a placa, e as células foram suspensas através de agitacdo. Foi
adicionado 100uL de PBS e 100uL de formaldeido 4% em cada poco para fixacdo das
marcacdes realizadas, o periodo de incubacéo foi de 20 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, centrifugacdo por 8 minutos (1300rpm, 4°C), desprezar sobrenadante e
suspender as células.

As celulas foram lavadas com 150uL de PBS (centrifugar, desprezar
sobrenadante e suspender as células). Realizou-se a permeabilizacdo celular através da
adicdo de 150uL de PB (Permeabilization Buffer), e foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente. A placa foi centrifugada, o sobrenadante desprezado e as células
suspensas. Em sequéncia, foram adicionados aos pocos os anticorpos intracelulares com
as concentracOes pré-determinadas pelo teste de titulacdo. Foi incubada por 30 minutos
a temperatura ambiente. ApOs a incubacdo, a placa foi centrifugada (8 minutos,
1300rpm, 4°C), sobrenadante foi desprezado e placa agitada para suspensao das células.
As células foram lavadas por centrifugacdo com 150uL de PB. Por fim, ao desprezar o
sobrenadante e agitar a placa, as células foram diluidas em 200uL de Wash B e
incubadas overnight a 4°C protegidas da luz.

4.5.2 Anticorpos monoclonais fluorescentes

Os anticorpos monoclonais, com seus respectivos canais de citometria, que
foram utilizados para as marcacOes extracelulares serdo: anti-CD69 (FITC), anti-CD8
(APC), anti-CD107A (PE). Para as marcag0es intracelulares foram utilizados os
anticorpos: anti-1L-17 (PE), anti-GRANZ-B (FITC) e anti-PERF (PE).

4.5.3 Citometria de fluxo

Os painéis de marcacOes celulares realizados com anticorpos monoclonais

foram avaliados em citbmetro de fluxo — FACScantoll (Becton & Dickinson)
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imediatamente ou no maximo 24 horas ap6s a marcacdo descrita. As amostras foram
transferidas dos pocos da placa para os tubos de citometria, agitando-se levemente de
forma a suspender as células.

Durante o processo de aquisicdo de dados foram obtidos 50.000 eventos. A
analise dos dados foi realizada pelo software Flowjo (Treestar), um software de

computador especifico para anélise de dados de citometria.
4.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad
Prism (Versdo 5.01, Graphpad Software, Inc.) (SAS Institute Inc.). Para anélise
comparativa entre os diferentes grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney, com o objetivo de detectar diferencas entre os grupos de individuos néo
infectados, e os pacientes infectados o virus da chikungunya, foi realizado o teste
Wilcoxon, no intuito de realizar andlises pareadas. As diferencas estatisticamente

significativas serdo consideradas quando p < 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS DOS PACIENTES AVALIADOS

Analisando os dados dos pacientes e individuos saudaveis envolvidos na
realizacdo deste trabalho, foi observado no grupo de enfermos apresentando a fase
aguda da infeccdo uma média de idade de 36 anos (29-43 anos) e razdo de 3:2
(Mulheres:Homens) (Quadro 1). Para os pacientes que desenvolveram o quadro crénico
da doenga, a idade foi em média de 31,8 anos (22-41 anos) e razdo de género é de 4:1
(Mulheres:Homens) (Quadro 2). Ja os controles apresentaram meédia de idade 38 anos
(20-51 anos) e razdo 5:1 (Mulheres:Homens) (Quadro 3). Os pacientes com quadro
agudo da doenca relataram a presenca de sintomas como febre alta (média de 38,8°C),
vOmito, exantema, edema articular, artralgia, mialgia, cefaleia, exantema, e em alguns
casos dor retro orbital. Os pacientes cronicos descreveram a presenca de artralgia, e, dor

retro orbital e exantema.

Quadro 1: Descri¢do dos dados do grupo Chikungunya Aguda

Tempo
de inicio
cODIGO Idade Género dos Sinais e Sintomas
sintomas
(Dias)
N0 Febre (39.2°C), cefaleia, vomito,
ARB 12 |. M 5 exantema, mialgia e artralgia
informado
DENG Febre (38°C), vdmito, exantema e edema
36 F 1 .
37 articular
N0 Febre (40°C); mialgia, artralgia, cefaleia,
ARB38 |. F 5 hipertrofia ganglionar
informado
DENG Febre (38°C), cefaleia, edema leve,
a1 43 M 1 exantema, dor nas costas e olhos
Febre (39° C), vbmito, edema articular,
DENG . .
43 29 F 4 nausea, prurido e exantema macular
Média 36 (3F:2M) 3,2 -

Fonte: Propria. A tabela detalha o cddigo utilizado para identificacdo do paciente, a idade, o género, o
tempo de inicio dos sintomas e os sintomas do grupo estudado. M representa género Masculino e F
representa género Feminino.
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Quadro 2: Descricao dos dados do grupo Chikungunya Cronica.

Tempo
) de inicio
CODIGO Idade Género dos Sinais e Sintomas
sintomas
(Meses)
ARB 18 33 F 10 Edema, artralgia, dor retro orbital
Febre, edema nas extremidades, artralgia
ARB 19 29 F 6 nos membros inferiores; exantema.
ARB 20 34 F 7 Artralgia, edema nas pernas, exantema
ARB 27 99 M 8 Artralgia e edema
Cefaleia, exantema, edema, prurido, dor
ARB 28 41 F 10 retro orbital
Média 31.8 (4F:1M) 8.2 -

Fonte: Prépria. A tabela detalha o cddigo utilizado para identificacdo do paciente, a idade, o género, o
tempo de inicio dos sintomas e 0s sintomas do grupo estudado. M representa género Masculino e F

representa género Feminino.

Quadro 3: Descricao dos dados do grupo controle.

Tempo
Cadigo Idade Género de (;r;iscio Sinais e Sintomas
sintomas
CTLO1 50 F - Individuo Saudavel
CTL 02 51 F - Individuo Saudavel
CTL 03 20 F - Individuo Saudavel
CTLO4 51 F - Individuo Saudavel
CTL 05 31 M - Individuo Saudavel
CTL 06 25 F - Individuo Saudavel
Média 38 (5F:1M) - -

Fonte: Propria. A tabela detalha o codigo utilizado para identificacdo do paciente, a idade, 0 género, o
tempo de inicio dos sintomas e os sintomas do grupo estudado. M representa género Masculino e F

representa género Feminino.
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5.2. NUMERO DE CELULAS T CD8* EM PACIENTES AGUDOS, CRONICOS E
CONTROLE TRATADOS OU NAO COM RIPARINA Il

As analises por citometria de fluxo do nimero total das células T CD8" ndo
indicaram nenhuma diferenca significativa entre os grupos estudados, sendo eles
tratados ou ndo com riparina Il (Figura 3).

Figura 3 -Porcentagem de células T CD8+ em grupos controle, agudo e crénico tratados
ou ndo com riparina Ill.
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Fonte: Propria. Porcentagem de células T CD8* em grupo controle (CTL), CHIKV agudo (CHIK A) e
CHIKYV crénico (CHIK C) tratados ou ndo com riparina I1l.

5.3. AVALIACAO DE CELULAS T CD8+ EXPRESSANDO CD69 EM PACIENTES
AGUDOS, CRONICOS E CONTROLE TRATADOS OU NAO COM RIPARINA 111

A avaliacdo da expressdo do marcador de ativacdo da célula T CD8* também
foi mensurada. Dentre os grupos ndo tratados com riparina Ill, foi observada uma
diferenca entre o grupo controle e os grupos agudo e cronico, onde as duas populagdes
apresentaram uma expressao elevada de CD69 em relacdo ao controle. Nos grupos
tratados, é possivel observar um aumento da expressao do marcador no grupo controle

tratado em relagéo ao néo tratado (Figura 4).
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Figura 4 - Porcentagem de células T CD8+ expressando CD69 em grupos controle,
agudo e cronico tratados ou ndo com riparina Il1.
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Fonte: Prépria. Porcentagem de células T CD8* em grupos controle (CTL), agudo (CHIK A) e cronico
(CHIK C) tratados ou ndo com riparina Ill.

5.4. AVALIACAO DA DEGRANULACAO POR CELULAS T CD8+ EM

PACIENTES AGUDOS, CRONICOS E CONTROLE TRATADOS OU NAO COM
RIPARINA 111

Através da analise por citometria foi possivel avaliar o marcador de
degranulacdo da célula T CD8". Dentre os grupos estudados, a populacdo aguda ndo
tratada com a riparina Il apresentou um aumento significativo na expresséo de CD107

em relacdo ao grupo controle ndo tratado (Figura 5).
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Figura 5 - Porcentagem de células T CD8+ expressando CD107 em pacientes controle,
agudo e cronico tratados ou ndo com riparina Il1.
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Fonte: Préopria. Frequéncia de células T CD8* expressando CD107 dos grupos controle (CTL), CHIKV
agudo (CHIK A) e CHIKYV crénico (CHIK C) tratados ou ndo por riparina Ill.

5.5. AVALIACAO DO PERFIL DE GRANULOS PELAS CELULAS T CD8* EM
PACIENTES AGUDOS, CRONICOS E CONTROLES TRATADOS OU NAO COM
RIPARINA 111.

A producdo de granulos citotoxicos pelas células T CD8* também foi avaliada
em individuos controle, e em pacientes CHIKV agudo e cronico. Nos grupos nao
tratados, foi avaliado um aumento na expressao da granzima e perforina durante a fase
aguda da CHIKF em relagcdo ao controle. Em relacdo a coexpressdo Granz*/Perf*, ndo

foi observada nenhuma diferenca entre os grupos estudados (Figura 6).
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Figura 6 - Porcentagem de células T CD8+ expressando granzima, perforina e
granzima/perforina em grupos controle, agudo e crénico tratados ou ndo com riparina
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Fonte: Propria. Porcentagem de células T CD8" expressando Granzima (A), Perforina (B) e
Granzima/Perforina (C) em grupos controle (CTL), agudo (CHIK A) e crdnico (CHIK C) tratados ou hdo
com riparina I11. Barras indicam o desvio padrdo médio.

5.6. AVALIACAO DA PRODUCAO DA CITOCINA IL-17 EM CELULAS T CD8*
EM PACIENTES AGUDOS, CRONICOS E CONTROLES EM PACIENTES
TRATADOS OU NAO COM RIPARINA I

Foi avaliada a capacidade da célula T CD8" de expressar a citocina IL-17.
Entre os grupos néo tratados por riparina Il1l, os grupos agudo e cronico apresentaram
um aumento da expressdo de IL-17 em relacdo a populacdo controle, onde a producéo
dessa citocina por CHIK A foi expressivamente maior que de CHIK C. Nos grupos
tratados por riparina Ill, foi possivel observar um aumento da expressdo de IL-17
quando comparados o grupo controle ndo tratado e tratado. Em contrapartida, foi
possivel observar uma diminuicdo significante da producdo de IL-17 entre o grupo

agudo tratado e ndo tratado com a molécula (Figura 7).



45

Figura 7 - Porcentagem de células T CD8+ expressando IL-17 em grupos controle,
agudo e cronico tratados ou ndo com riparina Il
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Fonte: Propria. Porcentagem de células T CD8* expressando I1L-17 em grupos controle, CHIKV agudo
(CHIK A) e CHIKYV crdnico (CHIK C) tratados ou ndo com riparina I1I.
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6 DISCUSSAO

A infeccdo pelo virus da Chikungunya instaura um quadro agudo de
sintomatologia intensa, como febre alta e artralgia, e que pode se desenvolver em um
quadro cronico e incapacitante de artrite. Os pacientes agudos e crénico avaliados neste
estudo apresentaram sintomatologia similar as observadas na literatura (THIBERVILLE
et al., 2013; MONTERO, 2015). Muitos estudos associam o0 sexo feminino como fator
de risco para desenvolvimento da cronicidade da infeccdo (MCCARTHY et al., 2018).
Neste estudo, mostra uma tendéncia com maior prevaléncia em mulheres com
instauracdo da doenca cronica.

As células T CD8" efetoras sdo importantes ferramentas do sistema imune na
defesa contra infecgdes virais devido a sua capacidade de induzir apoptose em células
infectadas por virus, além da expressdo de citocinas e outras respostas que auxiliam o
clearance da infeccédo viral (BETTS et al., 2003). Estes linfocitos estdo intrinsecamente
relacionados com a infec¢do por Chikungunya e, apesar de ndo ser completamente
elucidada sua funcdo na doenca, estas células sdo a primeira resposta da imunidade
adaptativa nas fases iniciais da infeccdo (WAUQUIER et al., 2011), e contribuem para
diferenciacéo de linfocitos T de memoria (PETITDEMANGE et al., 2015). Alem disso,
a resposta destas células na fase aguda esta relacionada a uma menor chance da
instauracdo de um quadro crénico em infeccBes por outros alfavirus (POWERS;
LOGUE, 2007). Durante a fase cronica, foi sugerido que apenas o linfécito T CD4*
seria responsavel pela inflamagdo em tecidos sinoviais, mesmo o T CD8* estando
presente também nesses tecidos, apesar de que em menor quantidade (TEO et al., 2012;
HOARAU et al.,, 2010). Ainda, Hoarau e colaboradores (2013) observaram que
linfécitos T CD8" periféricos sdo os principais produtores de IFN-y durante a fase
cronica e levantaram a hipo6tese da relacdo entre a auséncia de T CD8" em tecidos
sinoviais e a persisténcia viral durante a fase crénica.

Outro resultado analisado por Hoarau e colaboradores (2013) indica que a
cronicidade da infecgdo por Chikungunya estd associada aos peptideos antigénicos
apresentados e que induziram atividade ao T CD8", onde todos os pacientes que se
recuperaram durante a fase aguda apresentavam linfdcitos ativados por peptideos
relacionados a estrutura viral E2, enquanto cerca de 59% dos pacientes que
apresentavam a doenca cronica apresentaram reatividade ao mesmo peptideo, onde o

restante do grupo analisado apresentava reatividade a estrutura nsP1, indicando que a
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resposta do linfécito T CD8" pode apresentar modulacdo no desenvolvimento do
quadro crénico.

Neste estudo ndo foi observada uma diferenca estatistica significativa entre os
grupos tratados ou nao com a riparina Ill. As provaveis razdes de nao se observar um
aumento significativo de T CD8" na fase aguda em relacdo ao grupo controle como
postulado na literatura sdo a linfopenia associada a doenca, reduzindo o nimero de
populacdo a niveis controle, ou a data de coleta do sangue dos pacientes agudos, onde a
mudanca normalmente observada do perfil T CD8" para o perfil T CD4" ja aconteceu,
reduzindo significativamente a populacdo analisada (WAUQUIER et al., 2011).

Apesar disso, foi observada uma mudanca na populacdo de células T CD8"
expressando CD69, marcador expresso apoOs estimulacdo desses linfocitos (LA
FUENTE et al., 2012), onde os grupos agudo e crénico ndo tratados com riparina Ill
apresentaram um aumento deste marcador em relacdo ao controle. De fato, esse
resultado concorda com outros encontrados na literatura, onde € observada uma ativagado
maior dessas células tanto na fase aguda quanto na fase cronica (WAUQUIER et al.,
2011; HOARAU et al., 2010; MINER et al., 2015). A expressao de CDG69 cai
drasticamente na fase crénica quando comparada a fase aguda, apesar de manter-se
acima dos niveis controle, isso indica uma participacdo do T CD8" na fase cronica, que
pode estar associada a producdo de IFN-y observada na literatura (HOARAU et al.,
2013).

O linfécito T CD8* citotéxico apresenta sua capacidade citolitica de duas
maneiras: através da ligagao entre os receptores do linfécito T CD8" e a célula infectada
CD95/CD95L ou através da secrecdo de proteinas citoliticas como granzima e perforina,
neste trabalho foi analisada a Ultima atividade citada (TRAPANI; SMYTH, 2002). A
liberacdo dessas proteinas pelo linfocito T CD8* efetor esta intrinsecamente ligado com
a expressao do marcador CD107, observado quando ocorre a degranulacdo da perforina
e da granzima no micro-ambiente entre a célula infectada e o linfocito (BETTS et al.,
2003). Neste estudo, foi avaliado a expressdao do marcador de degranulagdo CD107 e
das enzimas citoliticas perforina e granzima, sendo observado um aumento da expressdo
de todos pelos pacientes agudos ndo tratados com a riparina em relacdo ao grupo
controle, sugerindo uma atividade citolitica durante a fase aguda da doenca pelos
linfocitos T CD8". O tratamento da riparina Ill ndo gerou nenhum dado significativo,
apesar de haver uma reducgdo consideravel de granzima e perforina entre os pacientes

agudo tratado com a molécula e o ndo tratado. A grande discrepancia entre niveis desses
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granulos citotdxicos apresentados por pacientes aparenta ser 0 motivo de ndo haver uma
diferenca significativa, talvez um nimero mais elevado de amostras de pacientes agudos
e cronicos possa garantir resultados mais conclusivos do que os obtidos neste trabalho.

Apesar de caracteristico do linfocito Th17, ja é documentado que uma gama de
células imune sdo capazes de produzir IL-17, dentre elas se encontra o linfécito T CD8*
(SRENATHAN et al., 2016). Essa citocina pré-inflamatoria ja foi documentada em uma
sorte de doencas inflamatorias, incluindo a fase aguda da Chikungunya (WAUQUIER
et al., 2011; KIM; JORDAN, 2012). Ainda, a citocina IL-17 foi detectada em varias
patologias autoimunes artritogénicas, como a artrite psoriatica e artrite reumatoide,
sendo interessante avaliar a atuagdo da mesma em casos cronicos da infecgdo por
Chikungunya (OMIDIAN et al., 2018). Nos grupos ndo tratados, foi possivel identificar
um aumento significativo na expressao de 1L-17 por pacientes agudos e crénicos, sendo
a expressao dos pacientes agudos significativamente maior que a crénica, indicando que
essa citocina possa estar relacionada aos sintomas de inflamacdo nas articulagdes
apresentados na fase aguda e também relacionado a instauracdo da cronicidade dessas
inflamacGes artritogénicas. De fato, 0 aumento de IL-17 na fase aguda corrobora com 0s
estudos presentes na literatura (WAUQUIER et al., 2011). Com relacdo ao grupo
tratado com a riparina I11, foi observada uma reducdo significativa entre o grupo agudo
tratado e o ndo tratado, indicando um efeito anti-inflamatério da molécula que pode
influenciar diretamente nos quadros de artrite e até modular a cronicidade destes
quadros. Também foi observado um aumento na producdo de IL-17 com 0s grupos
controle tratados por riparina Il em relagdo aos nédo tratados, indicando uma possivel
atividade pré-inflamatdria em pacientes saudaveis.

Em anos recentes, a sintese de acetilcolina (ACh) e sua fungdo extraneuronal
vem sido bastante estudada (KAWASHIMA, 2000; KAWASHIMA; FUJII, 2004), este
neurotransmissor pode ser produzido por células do sistema imune como células T,
celulas dendriticas e macrofagos, esta capacidade sintética foi comprovada pela
presenca da colina aciltransferase (ChAT), enzima responsavel pela produgdo de ACh
nessas células(FUJII et al.,, 1995; KAWASHIMA; FUIJIIl, 2004; WESSLER,;
KIRKPATRICK, 2009), essas descobertas sugerem que os linfocitos T, principalmente
0 CD4", sdo os principais responsaveis pela concentracdo de acetilcolina no sangue e
em tecidos linfoides (FUJIMOTO et al., 2001; RINNER; KAWASHIMA;
SCHAUENSTEIN, 1998). Ainda, grande parte dos tipos celulares imunes, incluindo

células T, apresentam todos os subtipos de receptores muscarinicos (Mi- Ms) e alguns
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receptores nicotinicos, indicando uma possivel atividade imunoreguladora da ACh por
ativacdo autocrina e/ou paracrina destes receptores (SATO et al., 1999; WESSLER;
KIRKPATRICK, 2009).

Os receptores nicotinicos apresentam uma grande variedade de subtipos, e
ainda é necesséria a elucidacdo de todos os receptores presentes em células imunes,
apesar disso, ja foram detectados receptores a3, a5, a7, 09 e al0 em células T e B
(KAWASHIMA et al., 2015). No caso dos receptores muscarinicos, 0s subtipos M1, M3
e Ms estdo acoplados a proteina Gg11, mediando a atividade da fosfolipase C-p1 e
subsequente aumento na concentragdo de Ca?*, enquanto os subtipos Mz e My estdo
acoplados a Gip, que quando estimulado inibe adenilil ciclase e uma consequente
diminuigdo de AMPc (KAWASHIMA et al., 2012). Similar aos subtipos M1, M3z e Ms, a
ativacdo de linfocitos T do complexo TCR/CD3 através da apresentacdo de antigenos
nos MHCs presentes em células apresentadoras de antigenos (APCs) também estdo
associadas ao aumento da concentracdo intracelular de Ca?", que ocorre através da
fosforilacdo da proteina fosfolipase C-y (PLCy) que se encontra acoplada a este
complexo (LEWIS, 2001), também foi demonstrado que a via de ativacdo do complexo
TCR/CD3 aumenta a expressdo tanto de colina acetiltransferase como da
acetilcolinesterase, esta Gltima responsavel pela deplecdo de acetilcolina no sistema
(FUJII et al., 2017). Estes fatos sugerem que a ativacdo destes receptores muscarinicos
podem provocar uma resposta imunoreguladora positiva nessas células.

De fato, a atividade imunoregulatéria da ACh foi demonstrada por Zimring e
colaboradores (2005), onde a auséncia de acetilcolina inibia a diferenciacdo de
linfocitos TCD8™ naive em linfdcitos citoliticos, e 0s murinos que ndo apresentavam o
receptor M1 possuiam deficiéncia nessa diferenciacdo. Outro estudo realizado por
Mashimo e colaboradores (2016) demonstrou que a ativacao de receptores M3 e/ou Ms
estimulavam o influxo de Ca?* extracelular através da ativagdo de canais de célcio por
IP3, reduzindo a expressdo de IL-2. Ainda, foi documentado que murinos deficientes em
M1 e Ms apresentaram expressdo reduzida de TNF-a, IFN-y e IL-6, sugerindo que um
ou ambos subtipos de receptores contribuem para a regulagdo de citocinas pro-
inflamatdrias (FUJII et al., 2017).

Uma possivel explicacdo para o aumento na producdo de IL-17 e na expressao
de CD69 pelo grupo controle é a baixa expressdo do canal nicotinico a7, que acredita
ser um importante regulador de atividade anti-inflamatoria, responsavel por uma
reducdo da producdo de IL-1B, IL-6 e TNF em macrofagos (WANG et al., 2002;
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ROSAS-BALLINA et al., 2009; NIZRI et al., 2006). As citocinas reduzidas pela via de
acetilcolina no receptor o7 observada nos estudos acima sdo similares com as
observadas no tratamento de riparina A na inflamag&o aguda por Silva e colaboradores
(2005), esse trabalho sugere que a molécula tem atividade inibidora na producéo de IL-
1B ¢ TNF-o em macréfagos.

Os linfécitos T CD8" também demonstraram expressar o receptor nicotinico a7
e foi sugerido que esse receptor possua atividade anti-inflamatoria (KAWASHIMA et
al., 2015). Baseado nisso, é possivel levantar uma nova hipétese para a atividade da
riparina: um efeito agonista no receptor nicotinico a7 das células imunes ou modulador
positivo da sintese de acetilcolina. A correlacdo desse fato com a expressdo mais
elevada de CD69 e IL-17 pelo grupo controle ao mesmo tempo que existe uma redugéo
da expressdo desses marcadores por pacientes agudos pode ser explicada por Nizri e
colaboradores (2006), onde foi demonstrado que células T ativadas expressam cerca de
oito vezes mais o receptor o7. Fato similar foi observado por Qian e colaboradores
(2011), onde células T CD4" e T CD8" de murinos expressaram receptores o7 apenas
apos estimulacdo antigénica, e a modulacdo anti-inflamatoria promovida por esse
receptor nicotinico diminuiu significativamente a expressdo de IL-17. Dessa forma, a
atividade anti-inflamatéria promovida pela acetilcolina no receptor a7 € potencializada
em casos de inflamacdo aguda, enquanto em casos controle é possivel que exista um
maior contato da acetilcolina com receptores muscarinicos pro-inflamatérios,
promovendo ativacdo desses linfocitos e secrecao de citocinas.

De fato, a diferenciacdo para linfdcitos citotoxicos ja foi correlacionada com o
receptor muscarinico M1, onde murinos com deficiéncia nesse receptor apresentavam
dificuldades de ativacdo desses linfocitos (ZIMRING et al., 2005). Acoplado a esses
resultados, ja foi observado um efeito modulatério positivo na sintese de acetilcolina e
de acetilcolinesterase (AChE) quando é apresentado um antigeno a um linfdcito naive
(FUJII et al., 2017), e a inibicdo da AChE e consequente maior disponibilidade de
acetilcolina extracelular pode estar relacionada a um efeito anti-inflamatério (NIZRI et
al., 2006; BOROVIKOVA et al., 2000), divergindo ainda mais da ideia de que o efeito
anti-inflamatoério da riparina possa ser realizado através da atividade antagonista de
receptores muscarinicos, como inicialmente suspeitado.

Nos grupos agudos ndo tratados, foi possivel observar um aumento
significativo na expressdo de CD69, IL-17, CD107, granzima e perforina, indicando um

quadro inflamatorio bastante importante, marcado pela grande ativacéo de linfécitos T
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CD8" e sua atividade citolitica para destruicdo de células infectadas com o virus e
também um expressivo aumento na producdo da citocina pro-inflamatéria IL-17,
concordando com resultados encontrados na literatura que indica um papel importante
do T CD8" na infeccdo por Chikungunya (WAUQUIER et al., 2011). Em pacientes
crénicos, foi observado um aumento na expressao de CD69 e IL-17 em relacdo aos
individuos saudaveis, sugerindo participacdo desse linfocito na patologia da fase cronica
da doenca. De fato, a citocina IL-17 j& foi identificada em outros casos de artrites
crénicas e outras doengas autoimunes, aumentando a possibilidade da participacao desse
linfécito na instauracéo da artrite (OMIDIAN et al., 2018).

Apesar de ndo contemplado por esse estudo, uma das atividades relacionadas
as riparinas sdo a inibicdo da migracdo de leucdcitos dessas moléculas em sitios de
inflamacdo e a expressdo reduzida de IL-1p ¢ TNF-o (CARVALHO et al., 2013;
SILVA et al., 2015). Essa modulacdo migratoria de leucécitos pode ser interessante se
observada na infeccdo por Chikungunya, uma vez que a persisténcia viral em tecidos
sinoviais e artralgia associada pode estar relacionada com a migracdo de macrofagos
infectados para estes sitios (PETITDEMANGE et al., 2015). Outro fator interessante é a
inibicdo de IL-1p, uma citocina que ja foi relacionada na literatura com casos graves de
Chikungunya (NG et al., 2009), sendo vélido avaliar a expressdo desse marcador
durante uma infecgéo por CHIKV.

O estudo das atividades colinérgicas em células imunes ainda estd pouco
elucidado e, devido a sua grande complexibilidade e efeitos imunomodulatérios
antagdnicos, como por exemplo efeitos pro-inflamatérios em alguns receptores
muscarinicos enquanto imunoldgico do individuo (FUJII et al., 2017). Nesse estudo, foi
possivel observar a dualidade da acdo da riparina Ill, onde em individuos saudaveis
aumentou a expressdo de CD69 e IL-17 ao mesmo tempo que em pacientes agudos foi
verificada uma diminuigéo significativa da expressdo de IL-17 e uma tendéncia em
diminuicdo da expressdo de CD69, CD107, granzima e perforina. Em pacientes cronicos
ndo foi observado nenhuma atividade significativa da riparina 11, visto que o virus so se
mantém presente em zonas imunoprivilegiadas com pouca ou nenhuma infiltracdo desse
subtipo de linfdcito nestes tecidos (HOARAU et al., 2010), também pode se supor que
existe uma mudanca no perfil de expresséo de citocinas, como ja observado na literatura
(MCCARTHY et al., 2018). Porém, é necessaria a elucidacdo sobre a real atividade
modulatoria da riparina Il na via colinérgica de células imunes para que se possa tirar

vantagem destas vias para a producdo de farmacos ou outras atividades biotecnoldgicas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste trabalho indicam uma forte acdo anti-viral
promovida por linfécitos T CD8" através da expressdo de citocinas pré-inflamatorias e
producdo de granulos citoliticos para destruicdo de células infectadas, sugerindo um
papel de extrema importancia no controle da viremia na fase aguda da doenca. Também
foi observada a presenca de linfocitos ativados e uma expressdo aumentada de IL-17 em
fase cronica, citocina bem documentada em doencas autoimunes como artrite
reumatoide, isso sugere uma participacdo dessas células na patologia associada ao
quadro crénico. Em pacientes tratados com riparina Ill, os resultados sugerem uma
dualidade na modulacdo onde em individuos saudaveis apresentaram um aumento na
expressao de CD69 e IL-17 indicando uma atividade pré-inflamatéria, ao mesmo tempo
que em pacientes agudos foi verificado uma diminuicdo significativa do IL-17 e uma
tendéncia de diminuigdo do CD69 e de outros marcadores analisados indicando uma
atividade anti-inflamatéria, essas observacdes sugerem que sua atividade dependa da
caracteristica imunolégica do individuo e que também seja regulada pela expressédo de
receptores muscarinicos e nicotinicos durante uma patologia. Dessa forma, esse estudo
demonstra o papel dos linfécitos T CD8" na fase aguda da infeccdo por chikungunya,
sugerindo uma possivel participacao dessas células na patologia cronica. Ainda, elucida
um pouco sobre a atividade imunomodulatéria da riparina 111, sugerindo novas possiveis
vias de acdo desta molécula e contribuindo para o conhecimento acerca da atividade da
acetilcolina em linfécitos T CD8".

Como perspectivas do trabalho, seria interessante a avaliagdo da
imunomodulacdo da atividade da riparina 111 em macréfagos de pacientes infectados
com a CHIKF, visto que sua migragéo para tecidos sinoviais sdo 0s principais suspeitos
da patologia da artralgia observada na infeccdo, e que algumas riparinas ja descrevem
atividades de reducdo de migracdo de leucdcitos, sugerindo que talvez essa molécula
possa modular esse deslocamento e até impedir o desenvolvimento de um quadro

cronico.
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Apéndice Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Avaliacdo da resposta imune humana inata e adaptativa nas arboviroses:
Correlagdo entre mecanismos celulares e progndstico na infeccdo pelos virus Zika,

Chikungunya e dengue

Pesquisadora: Tatjana Keesen de Souza Lima

l. Esclarecimentos

Estamos convidando vocé para participar como voluntdrio de uma pesquisa sobre a Zika,
Chikungunya e Dengue, que sdo doencgas causadas por um microorganismo (micrdbio) transmitido para o ser
humano através da picada do mosquito, que se chama Aedes aegypti. Nosso objetivo com essa pesquisa é
avaliar porque existem pessoas que ficam mais doentes que as outras quando estdo com essas doengas e
comparar a diferenca entre elas; por exemplo, algumas podem ter hemorragia (sangramento intenso) no caso
da dengue, dores articulares mais fortes na Chikungunya e manchas avermehdas parecida com alergia no caso
da zika. Outras pessoas apresentam a doenga apenas com sintomas leves como febre, dores musculares, dor
de cabecga, entre outros, que podem confundir o diagndstico, por serem muito parecidas. Para isto, vamos
realizar um estudo do seu sistema de defesa (imunoldgico), no qual serdo analisadas as células que sdo capazes
de defender o organismo contra o microorganismo que causa a Zika, a Chikungunya e a dengue. Iremos
observar um grupo determinado de células que regulam o sistema de defesa humano e se a presenga dessas
células estd relacionada a capacidade da pessoa desenvolver formas mais graves da doenca.

Caso aceite participar do estudo vocé fard uma consulta médica e deverd permitir a realizagdo da
coleta do seu sangue. Além disto, vocé deverd autorizar o nosso acesso a sua ficha médica, para que possamos
coletar informacgdes sobre o estado atual da sua doenca e os resultados dos exames realizados. Vocé também
devera responder um questiondrio a respeito da sua saude. Quando vocé estiver respondendo esse
guestionario se alguma pergunta lhe causar constrangimento vocé poderd deixar de respondé-la.

Vamos a seguir, explicar a vocé para que utilizaremos o material coletado e os riscos e desconforto
que poderao existir.

Coleta de sangue - Serdo coletados, por uma pessoa devidamente treinada, aproximadamente 10 mL do seu
sangue; utilizando material estéril e descartdvel. Os riscos e desconfortos que vocé correrd nessa coleta sao
minimos e poderdo ser desmaio, sangramentos, manchas arroxeadas ou infec¢do no local da coleta. Entretanto
iremos minimizar estes riscos com cuidados na realizacdo deste procedimento, que sao a limpeza no local da
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coleta através da utilizagdo de alcool e pressionando a regido do braco onde foi feita a coleta com algodao por
alguns minutos, apds a retirada da agulha. Com o sangue coletado iremos realizar um exame das células do seu
sangue (hemograma), para determinar se vocé tem anemia. Destas células do sangue iremos realizar o estudo
determinando caracteristicas especificas importantes da doenga, para estudar seu sistema de defesa (sistema
imunolégico ), como também faremos uma andlise para confirmar se vocé tem Zika, Chikungunya ou dengue.

Com a sua autorizagdo, uma parte do material coletado serad enviada para outro pais (Inglaterra),
onde os pesquisadores de 13 fardo estudos de substancias no sangue que podem influenciar na resposta do seu
sistema de defesa (imunoldgico). Todos os procedimentos estardo de acordo com a Resolu¢ao do Conselho
Nacional de Satude (CNS 441/11, Art. 19, itens 2.1l e 6; Portaria MS 2.201/11, Capitulo Il, Artigos 5° e Capitulo Ill,
Artigo 89).

O material bioldgico utilizado neste trabalho (sangue periférico) sera utilizado somente para pesquisa
e em seguida devidamente descartado.

Sua participacdo é voluntdria, o que significa que vocé podera desistir a qualquer momento, retirando
seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade.

Os beneficios da sua participacdo nesta pesquisa é que vocé serd informado do resultado do teste
para as doencas estudadas (Zika, Chikungunya e Dengue), que iremos realizar com a amostra do sangue
coletado.

Vocé também ira contribuir com a busca pela melhoria dos estudos na pesquisa dessas doencas com
informacgdes que poderdo beneficiar o tratamento da doenca e/ou da cura.

Garantimos que todas as informacgGes obtidas serdo sigilosas e seu nome ndo serd identificado em
nenhum momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgacdo dos resultados sera feita de
forma a ndo identificar os voluntarios. Caso vocé tenha interesse nos resultados da pesquisa basta solicitar ao
pesquisador responsavel.

Apesar de existir o risco de vazamento de dados presentes nos prontudrios dos pacientes para fora
da equipe de pesquisa, os dados dos prontudrios e questiondrios aplicados serdao guardados em local seguro,
conhecido apenas pela equipe brasileira envolvida na pesquisa, como biorepositério, que é um tipo de
armazenamento das suas amostras somente no tempo de execugdo deste projeto. Havera também envio do
seu sangue para um centro estrangeiro de pesquisa na Inglaterra, para estudos mais detalhados, no intuito de
conhecer mais sobre essas doengas. Apesar do risco de uso de seu material para outra finalidade, ja que seu
sangue ira para outro centro de pesquisa, garantimos que seus dados e suas amostras serao utilizados apenas
para este estudo e, em seguida, descartados.

Sua participagdo nesta pesquisa é voluntaria, vocé ndo serd pago por participar do estudo. No
entanto, caso vocé tenha algum gasto que seja devido a sua participagdo na pesquisa, vocé serd ressarcido, e
se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé tera direito a indenizagao.

Vocé ficard com uma cdpia deste documento e toda duvida que vocé tiver a respeito desta pesquisa,
podera entrar em contato com a Dr2 Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente, no Centro de Biotecnologia,
Departamento de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba, Cidade Universitaria- Jodo
Pessoa - PB - Brasil - CEP: 58051-900 Fone: (83) 3216-7371.

Duvidas a respeito de questGes éticas desta pesquisa poderdo ser esclarecidas junto ao Comité de
Etica em Pesquisa da UFPB do hospital universitdrio Lauro Wanderley (CEP/HULW)- Endereco: Hospital
Universitario Lauro Wanderley-HULW- 4°andar.Campus I|-Cidade Universitdria-Bairro: Castelo Branco-
CEP:58059-900-Jod0 Pessoa-PB- FAX (083) 32167522- CNPJ:24098477/007-05- Telefone: (083) 32167964- E-
mail:comitedeetica@hulw.ufpb.br.
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Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela serd
desenvolvida, os riscos e beneficios envolvidos, bem como os meus direitos, e concordo em
participar voluntariamente do estudo “Avaliagdo da resposta imune humana inata e
adaptativa nas arboviroses: Correlagdo entre mecanismos celulares e progndstico na
infec¢ao pelos virus Zika, Chikungunya e dengue” autorizando o uso do meu sangue para a

realizacdo deste estudo.

Participante da pesquisa: (assinatura ou impressdo datiloscépica):

data / /

Voluntario:

data / /

Pesquisador



