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RESUMO

A febre da Chikungunya (CHIKF) € uma doenca aguda seguida de artralgia grave
sendo o virus (CHIKV) transmitido por fémeas de mosquitos dipteros do género
Aedes. Composto de RNA de fita simples, o genoma viral codifica um total de 10
proteinas sendo 4 nédo estruturais e 6 estruturais. Desde que foi isolado em 1952,
surtos da doenca foram confirmados em diversos paises gerando transtornos sociais
e econdbmicos. Embora avancos tenham sido realizados ao longo dos anos sobre a
participacdo da imunidade inata e adaptativa na doenca, ainda sdo necessarias
pesquisas objetivando um melhor entendimento acerca das respostas do sistema
imune nas fases aguda e cronica. Assim, visando melhor compreenséo acerca dos
mecanismos imunoldgicos envolvidos com o estabelecimento da infeccdo pelo
CHIKV, foram analisadas a frequéncia populacional de linfécitos T CD4, além da
sintese das citocinas interleucina 10 (IL-10), Fator de transformacédo do crescimento
B (TGF-B) e interferon-y (IFN-y), e a expressédo das ectoenzimas CD39 e CD73 e
dos receptores inibitorios proteina associada a linfocitos T citotoxicos 4 (CTLA-4) e
proteina de morte celular programada 1 (PD-1) nas fases aguda e cronica da
doenca. Para isso, foram coletadas amostras sanguineas de 7 pacientes acometidos
com a Chikungunya na fase aguda (CHIK.A), 4 pacientes acometidos com a
Chikungunya em fase cronica (CHIK.C), bem como 7 voluntarios saudaveis
compondo o grupo controle (CTL). Para caracterizacao fenotipica das células T CD4
bem como analise da producdo de citocinas, enzimas e receptores, as amostras
foram submetidas a lise de hemacias e, posteriormente, adquiridas em citbmetro de
fluxo. A andlise dos dados revelou reducdo na frequéncia populacional de linfocitos
T CD4 durante a fase aguda. Quanto a producédo das citocinas IL-10 e IFN-y,
observou-se aumento na fase aguda, seguida de diminuicdo no estagio crbénico. No
entanto, a produgao da TGFB se mostrou inalterada em ambas as fases, resultado
também observado para a expressao de CD39. Por outro lado, a ectonucleotidase
CD73 se mostrou reduzida nos grupos agudo e cronico enquanto que a co-
expressdo CD39/CD73 apresentou reducdo em fase crénica. Quanto ao PD-1, ndo
foram reveladas diferencas estatisticas significativas enquanto que a fase aguda
apresentou aumento na producdo do CTLA-4. No grupo crdnico, por sua vez, nao
houve diferenca estatistica significativa quanto a producdo deste receptor. Sugere-
se, portanto, que o estabelecimento da fase crbénica poderia ser facilitado pelo
aumento de acdes imunossupressoras observadas no estagio agudo. Neste, por sua
vez, a maior producdo de IFN-y assim como reducdo na expressdo de CD73,
auxiliaria em um quadro pro-inflamatério o qual contribuiria com o desenvolvimento
de alguns sinais clinicos.

Palavras-Chave: Citocina. CD73. CTLA-4.



ABSTRACT

Chikungunya fever (CHIKF) is an acute iliness followed by severe arthralgia. The
virus (CHIKV) is transmitted by female Aedes dipterous mosquitoes. Composed of
single-stranded RNA, the viral genome encodes a total of 10 proteins, 4 non-
structural and 6 structural. Since it was isolated in 1952, outbreaks of the disease
have been confirmed in several countries, generating social and economic disorders.
Although advances have been made over the years on the rule of innate and
adaptive immunity in the disease, research is still needed in order to better
understand the responses of the immune system in the acute and chronic phases.
Thus, aiming a better understanding of the immunological mechanisms involved with
the establishment of CHIKV infection, the population frequency of CD4 T
lymphocytes was analyzed, along to the synthesis of cytokines interleukin 10 (IL-10),
Growth Transformation Factor B (TGF- ) and Interferon-y (IFN-y), the expression of
ectoenzymes CD39 and CD73 and inhibitory receptors Protein Associated with
Cytotoxic T Lymphocytes 4 (CTLA-4) and Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1)
in the acute phases and chronic. For this purpose, blood samples were collected
from 7 patients affected with Chikungunya in the acute phase (CHIK.A), 4 patients
affected with Chikungunya in the chronic phase (CHIK.C) and 7 healthy volunteers
composing the control group (CTL). For phenotypic characterization of CD4 T cells
as well as analysis of the production of cytokines, enzymes and receptors, the red
blood cells were lysed and leukocytes acquired in a Flow Cytometer. Data analysis
revealed a reduction in the population frequency of CD4 T lymphocytes during the
acute phase. The production of the cytokines IL-10 and IFN-y increased in the acute
phase returning to basal levels in the chronic stage. However, the production of
TGFB was unchanged in both phases, a result also observed for the expression of
CD39 and coexpression of CD39 / CD73. On the other hand, CD73 ectonucleotidase
was shown to be reduced in the acute and chronic groups. As for PD-1, statistically
significant differences were not observed while the acute phase showed an increase
in CTLA-4 production. In the chronic group there was no statistically significant
difference regarding the production of this receptor. It is suggested, therefore, that
the establishment of the chronic phase could be facilitated by the increase in
immunosuppressive actions observed in the acute stage. The greater production of
IFN-y as well as a reduction in CD73 expression in acute phase, would assist in a
development of pro-inflammatory microenvironment which would contribute with
some clinical signs.

Keywords: Cytokine. CD73. CTLA-4.
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1 INTRODUCAO

O virus da Chikungunya (CHIKV), pertencente ao género Alphavirus e a
familia Togaviridae, teve origem no continente africano. Seu nome, derivado da
lingua Makonde, provincia da regidao da Tanzania, significa “Aquele que se curva”
em virtude das fortes dores articulares que acometem parte dos infectados
(ZELLER, BORTEL e SUDRE, 2016). Apo6s algumas décadas do seu isolamento, em
1952, casos da doenca foram notificados em todos os continentes ocasionando
transtornos sociais e econdmicos (VAIRO et al., 2019). No Brasil, em 2018, 76.742
registros foram inseridos no contexto de casos provaveis para a doenca,
aumentando para mais de 100.000 casos em 2019 (BRASIL, 2019).

A disseminacdao viral ocorre, principalmente, através do repasto sanguineo de
mosquitos do género Aedes (A.). Na regido africana, caracterizada pelo ciclo de
transmissao silvestre, as espécies A. furcifer, A. taylori, A. dalzieli, A. luteocephalus,
A. vittatus e A. cordellier sdo responsaveis pela infeccdo de animais ndo sendo
observadas, no entanto, manifestacdes clinicas (WALDOCK et al., 2016; ZELLER,
BORTEL e SUDRE, 2016). Por outro lado, Aedes aegypti e Aedes albopictus se
enquadram como 0s principais vetores envolvidos no ciclo de transmissdo urbana
(TSETSARKIN et al., 2011).

Em humanos, apés o periodo de incubacdo que varia de 2 a 12 dias,
manifestacbdes clinicas podem surgir. Estas, de acordo com a extensdo e duracao
dos sinais clinicos, dividem-se em trés estagios. Na fase aguda, tem-se febre alta
acima de 39°C, poliartralgia, mialgia, cefaleia, fotofobia, erupcdes cutaneas, vomito,
diarréia e dores abdominais (PETITDEMANGE, WAUQUIER e VIEILLARD, 2015;
CUNHA E TRINTA, 2017). Apos 21 dias, dores articulares intensas podem
permanecer, o que caracteriza a fase pés-aguda (MCCARTHY, DAVENPORT e
MORRISON, 2018). Ja a cronicidade da doenca caracteriza-se pela persisténcia no
quadro de poliartralgia por meses ou anos, apresentando menor intensidade quando
comparado as primeiras semanas da doenca (PETITDEMANGE, WAUQUIER e
VIEILLARD, 2015; PAIXAQO et al., 2018).
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Acerca dos mecanismos imunolégicos estimulados pela infecgcdo do CHIKV,
pesquisas em modelos animais revelaram que macrofagos/mondcitos auxiliam na
imunopatologia da Chikungunya através de sua capacidade migratéria para regides
infectadas, contribuindo com o desenvolvimento de caracteristicas clinicas edemas
articulares e perda de massa 0ssea (MICHLMAIR et al., 2018). Ademais, ao atuarem
como reservatérios virais, auxiliam na disseminacdo e persisténcia do virus
(PETITDEMANGE, WAUQUIER e VIEILLARD, 2015).

As células Natural Killers (NK), por sua vez, desempenham acéao fundamental
no inicio da doenca, contribuindo com um eficiente papel protetor poucos dias apés
a inoculacdo do virus. (MAUCOURANT et al.,, 2019). Através de mecanismos
citotéxicos e producdo de citocinas, as NKs auxiliam no controle da doenca,
principalmente através da eliminacdo de células infectadas (THANAPATI et al.,
2015). No entanto, ao apresentarem capacidade migratoria para regides articulares,
as NKs contribuem com a criacdo de um microambiente pro-inflamatorio auxiliando,
assim, na inflamagéao articular (MAUCOURANT et al., 2019).

A resposta adaptativa também se mostra essencial no estabelecimento e
desenvolvimento das caracteristicas da doenca. Assim, cita-se a atuacdo dos
linfécitos B no controle da infeccdo através da sintese de anticorpos (LONG e
HEISE, 2016), com a consequente opsonizacdo de estruturas patogénicas e
ativacdo do sistema complemento (PETITDEMANGE, WAUQUIER e VIEILLARD,
2015). Além disso, a producao do isotipo 1Gg3 nos momentos iniciais da doenca
parece estar relacionados ndo apenas com o clearance viral, mas também com

menor risco de persisténcia dos sintomas (KAM et al., 2012).

Enquanto os linfocitos T CD8+ parecem nao contribuir com a imunopatologia
ou clearance viral durante a fase aguda, as células T CD4+ efetoras exibem
capacidade de migracdo para regifes sinoviais auxiliando nos sinais clinicos da
doenca (FOX; DIAMOND, 2017). Além disso, pesquisas em modelos animais
demonstram a acao das células T auxiliadoras como uma das principais mediadoras

da inflamacéo, formacéo de edemas e danos teciduais na doenca (TEO et al., 2013).

Nessa conjuntura, destaca-se a participacdo de determinadas subpopulacdes
de linfocitos T CD4+, como as Thl7, presente ndo apenas em infec¢cdes causadas

por alphavirus, mas também em determinadas doencas autoimunes como artrite
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reumatoide (LEE et al.,, 2015). Citocinas caracteristicas da subpopulacdo Thl
também se mostraram elevadas em tecidos inflamados e soro de camundongos
infectados com o CHIKV (TEO et al., 2013). Além disso, estudos mostram a acao de
células T reguladoras (Treg) na atenuacdo de respostas pro-inflamatorias,
contribuindo assim, com a diminuicdo da gravidade sintomatologica (LEE et al.,
2015).

Assim, cientes da importancia dos linfocitos T CD4+ na imunopatologia da
Chikungunya, torna-se notério a necessidade de maiores estudos acerca dos
mecanismos envolvidos nas fases aguda e crénica da doenca. Nessa conjuntura, o
presente estudo objetivou avaliar as respostas de tais células em pacientes
infectados pelo virus, visando corroborar com achados presentes no campo das
arboviroses. Além disso, ao tracarmos parte do perfil imunoldgico dos linfocitos T
auxiliadores envolvidos na infeccdo pelo CHIKV, esperamos contribuir com a
descoberta de potenciais alvos terapéuticos que possam proporcionar uma melhor
qualidade de vida aos que sofrem com as consequéncias da doenca.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 EPIDEMIOLOGIA
A febre da Chikungunya € uma doenca causada por um virus de mesmo

nome com origem no continente africano. Isolado inicialmente na regido da
Tanzania, em 1952, o termo Chikungunya deriva da lingua Makonde cujo
significado, “aquele que se curva”, remete as fortes dores articulares e debilitantes
sofridas por parte dos acometidos (PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD,
2015). O CHIKV, que pertence a familia Togaviridae, faz parte do género Alphavirus,
grupo este que engloba 31 viroses, sendo 7 responsaveis por desencadear dores
articulares. (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Estudos sugerem que os primeiros casos da Chikungunya tenham ocorrido no
século 18 nas regibes do Egito, Africa, Ardbia Saudita e Sudeste asiatico. Na
segunda metade do século 19, acredita-se que uma epidemia no arquipélago de
Zanzibar, Africa, foi disseminada para regiGes asiaticas e americanas (HLASTEAD,
2015). No entanto, o primeiro surto comprovado da doenga em humanos ocorreu em
1952 na regido da Tanzania, onde o virus foi isolado pela primeira vez (SILVA,
DERMODI, 2018).

A partir de 1952 ocorréncias de proporcées variadas foram notificadas, com
destaque para o continente asiatico. Entre as décadas de 50 e 60, a populacéo
tailandesa foi acometida por diversos surtos que resultaram em 31% da sociedade
soropositiva para o virus. Em Mandras, por sua vez, 40% da populacdo foi
acometida pelo CHIKV entre 1962 e 1964, enquanto que no ano de 1973 em Barsi,
india, a taxa de infeccdo populacional atingiu cerca de 37% (PETERSEN; POWERS,
2016).

Os surtos mais recentes da Chikungunya tiveram inicio em 2004, sendo 0s
gendtipos ECSA e asiatico os principais responsaveis pelos casos em regides
tropicais e subtropicais (PETERSEN; POWERS, 2016). No mesmo ano, uma
epidemia no Kenya se disseminou para as regides africanas de Mayotte, Comores,
Madagascar e ilha de La Reunion (SHARMA et al, 2017).

Nas ilhas de La Reunion, em 2005, um limitado nimero de casos foi

notificado devido a baixa frequéncia populacional do mosquito Aedes aegypti. No
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entanto, mutacdes em compostos estruturais do virus facilitaram sua adaptacéo a
espécie Aedes albopictus, resultando em um terco da populacdo humana infectada
(PETERSEN; POWERS, 2016), visto a elevada densidade populacional do inseto na
regido (JR et al, 2018). Além disso, essa adaptacdo facilitou a disseminagéo do virus
para a india (PETERSEN; POWERS, 2016), onde, em 2006, cerca de 1.4 milhdo de
pessoas foram acometidas pela doenca (SHARMA et al, 2017).

Em 2007, o virus alcancou o norte da lItalia, levado, possivelmente, por um
vigjante indiano. Emilia Romagna correspondeu a regido mais afetada, com cerca de
200 casos confirmados (POLLETI et al, 2018). Trés anos depois, casos autéctones
foram notificados na Franga. No mesmo ano, Indonésia, Myanmar, Tailandia,
Maldivas e Ilha de La Reunion registraram casos da doenga (JR et al, 2018). Em
outubro de 2013, as primeiras ocorréncias de Chikungunya foram relatadas no
continente americano, mais especificamente no Caribe, sendo o genoétipo asiatico a
linhagem prevalente (SILVA et al, 2018).

No Brasil, em setembro de 2014, foram registrados os dois primeiros casos de
transmissao autéctone (de origem no préprio pais), sendo em Oiapoque, Amapa,
identificada a linhagem asiatica e em Feira de Santana, Bahia, o genétipo ECSA
(SILVA et al, 2018). Em 2015, dos 38.499 casos suspeitos distribuidos em 704
cidades, 17.971 obtiveram confirmacdo no qual 14 Obitos pela doenca foram
relatados nos estados de Pernambuco (7), Bahia (5) e Sergipe (2) (BRASIL, 2017).

Entre os anos de 2015 e 2016, a regido Nordeste concentrou 0 maior nimero
de notificacbes com 36.433 (94,63%) e 235.136 (86,5%) casos suspeitos,
respectivamente. Nesse periodo, o Estado da Paraiba apresentou 44 e 19.981
casos provaveis (BRASIL, 2017). Por outro lado, observou-se uma reducédo
consideravel na frequéncia de provaveis infec¢coes pelo CHIKV nos anos de 2017
(1.739) e 2018 (1.021) com pequeno aumento em 2019 (1.449) em relagédo ao ano
anterior (BRASIL, 2019; BRASIL, 2020) (Gréfico 1).



Grafico 1. Niamero de casos suspeitos no Brasil, regido Nordeste e estado da Paraiba.
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Fonte: Adaptado de dados divulgados pela Secretaria de Salde entre os anos de 2017 e 2020. A

imagem mostra as oscila¢cdes quanto ao nimero de casos supeitos no pais entre os anos de 2015 e

2019.

A analise comparativa do niumero de casos suspeitos entre os estados do

Nordeste revela que a Paraiba ndo se configurou entre os 3 mais acometidos. No

entanto, ao se avaliar a taxa de incidéncia/100.000 habitantes o estado, nos anos de

2018 e 2019 alcancou, respectivamente, a 3° e 4° posi¢ao sendo, portanto, um dos

mais afetados da regido (Grafico 2). Até a quarta semana epidemiologica (SE4) de

2020, 14 possiveis casos foram contabilizados na Paraiba (BRASIL, 2020).
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Grafico 2. Analise comparativa entre o estado da Paraiba com os demais estados da regido
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Fonte: Adaptado de dados divulgados pela Secretaria de Salde entre os anos de 2017 e 2020. A
imagem mostra oscilagdes quanto a posicao da Paraiba frente ao nimero de casos suspeitos bem
como a taxa de inscidéncia por 100.000 habitantes.

2.2 ESTRUTURA VIRAL

O virus da Chikungunya possui formato esférico, com cerca de 60-70 nm de
diametro. Em seu envelope fosfolipidico, derivado da membrana celular do
hospedeiro, (PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015), estdo incrustadas
as glicoproteinas E1 e E2 que organizam-se em trimeros heterogéneos com simetria
T = 4. O capsideo viral, por sua vez, é formado por 240 coépias das Proteinas do
Capsideo (PC), que realizam o encapsulamento do material genético (SHARMA et
al, 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Demonstracdo esquematica da estrutura do CHIKV
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Fonte: Adaptado Nature. A imagem revela os componentes estruturais da esférica particula viral
no qual observa-se as glicoproteinas E: e E> formando complexos triméricos, além do capsideo
e da bicamada lipida dereivada da membrana de células do hospedeiro.

Formado de RNA de fita simples com aproximadamente 11.8 kb de
comprimento, o material genético da Chikungunya apresenta estruturas protetoras
semelhantes ao RNA de eucariotos. Assim, nas extremidades 5’ e 3’ encontram-se a
5’cap (composto de metilguanosina, um derivado de guanosina metilada importante
para a sintese de proteina) e a cauda poli(A) (sequéncias de nucleotideos de acido
poliadenilico) respectivamente (SHARMA et al, 2017), conferindo resisténcia génica
viral. Além disso, duas janelas de leitura abertas (ORF) codificam um total de 10
proteinas, 6 estruturais (PC-Esz-E2-6K/TF-E1) e 4 n&o estruturais (nsP1-nsP4)
(TANABE et al, 2018) (Figura 2).
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Figura 2. Representacdo esquematica do RNA do CHIKV
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Fonte: Prépria. Demonstragédo das ORFs components do RNA do CHIKV. Destacado em azul,
observa-se a regido codificadora das proteinas ndo estruturais que se acoplam em um complexo
de replicagéo viral. Sinalizado em verde, tem-se a regido codificadora de proteinas estruturais
componentes das particulas virais.

Dentre as proteinas estruturais codificadas pelo genoma viral, as
glicoproteinas Ei1, E2 e PCs sdo as que possuem funcbes melhor estabelecidas. A
primeira, formada por 442 aminoacidos, apresenta 3 dominios (I, Il e Ill) (PORTA et
al, 2016), responsaveis pela fusdo da membrana viral com a membrana lisossomal
das células do hospedeiro durante o processo de infeccdo. A glicoproteina E2 é
constituida de 443 aminoé&cidos organizados em 3 regides distintas (A, B e C), com 0
dominio A responsavel pela interacdo virus/receptor celular (LI et al, 2010)°. As PCs
possuem peso molecular de aproximadamente 30 kDa, com 3 regides (I, 1l e Ill)
distribuidas ao longo de 261 aminoacidos. A porcao Il caracteriza-se por possuir
atividade de autoclivagem (METZ; PIJLMAN, 2016).

Menos conhecidas, as proteinas Es, 6K e Transfame (TF) desempenham
acOes importantes durante o ciclo de vida do CHIKV. A glicoproteina E3 apresenta
aproximadamente 65 aminoacidos e atua no transporte da poliproteina Es-E2-6K-E1
no reticulo endoplasmatico (SNYDER; MUKHOPADHYAY, 2013). A importancia da
proteina 6K, por sua vez, foi demonstrada por MELTON e colaboradores em 2002
ao revelar a participagcdo da mesma na formacgédo de canais seletivos de cétion em
células infectadas. SNYDER e sua equipe revelaram em 2013 a acao da proteina

Transfame (TF) na sustentacdo de canais iGnicos na célula do hospedeiro. A sua
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auséncia, no entanto, pareceu ndo afetar mecanismos importantes de montagem

das particulas virais.

As proteinas ndo estruturais (nsP) formam um complexo de replicacdo na
regido citoplasmatica das células infectadas, proporcionando mecanismos de
montagem da estrutura do virus. A nsP1 apresenta 535 aminoéacidos distribuidos ao
longo de 3 dominios (N-terminal, Dominio Médio e C-terminal), cujas principais
funcdes sdo o capeamento da extremidade 5 (5'cap) do RNA viral e a interacéo
entre o complexo de replicagdo com a membrana do hospedeiro. (KUMAR et al,
2018). A nsP2, composta de dois dominios (N-terminal e C-terminal), atua como
RNA helicase além de cisteina-protease. Este tem importancia na clivagem da
poliproteina nsP1234 viral (NARWAL et al, 2018). A nsP3 facilita a adaptagdo do
virus a diferentes células do hospedeiro através de mudancas em regides
hipervaridveis do seu genoma (MESHRAM et al, 2018). Por fim, a enzima nsP4
efetua papel de RNA polimerase sendo, portanto, responsavel pela sintese do RNA
gendmico e subgendmico viral (CHEN et al, 2017).

2.3 REPLICACAO VIRAL
Ao realizar o repasto sanguineo, fémeas infectadas do mosquito inoculam o

virus que, através das vias intradermais, alcanca 0s capilares subcutaneos,
passando a se replicar em células permissivas da pele, como macréfagos,
fibroblastos e células endoteliais (PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD,
2015). O processo de replicacdo inicia-se com a interacdo da glicoproteina E2 com
receptores presentes na membrana da célula do hospedeiro (possivelmente
proibitina (PHB) | e Il; actina gama |; colageno tipo | - alfa 1) (PORTA et al, 2016;
SCHNIERLE, 2019) que ativa mecanismos de endocitose, resultando na
internalizacdo da particula viral (SILVA; DERMODY, 2018). O ambiente acido do
endossomo celular desencadeia mudancas conformacionais na glicoproteina Ez,
resultando em sua dissociacdo a glicoproteina Ei. Esta, por sua vez, forma
homotrimeros (LI et al, 2010) que possibilitam a fusdo entre as membranas viral e
endossomal, com a consequente liberacdo do RNA do CHIKV no ambiente
citoplasmatico (DUIJL-RICHTER et al, 2015).
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Uma vez no citoplasma, o RNA viral passa por mecanismos de traducéo,
formando a poliproteina P1234 que ao ser clivada pela acdo da nsP2 gera as
estruturas proteicas P123 e nsP4. A associagdo entre as nsPs com proteinas do
hospedeiro formam, na membrana celular, um complexo de replicagdo no qual o
RNA do CHIKYV fica protegido por esferas vesiculares (SILVA; DERMODI, 2018). A
internalizacdo e posterior fusdo destas originam grandes vacuolos citoplasmaticos
onde estdo presentes varios complexos de replicagdo. Assim, um acumulo das
poliproteinas P123 promove sua clivagem completa, resultando no aumento da
sintese de RNA gendmico, bem como na traducdo do RNA subgendmico, gerando a
poliproteina estrutural (PPE) PC-Es-E2-6K-TF-E1 (SPUUL et al, 2010).

Devido a sua atividade de autoclivagem (METZ; PIJLMAN, 2016), a PC é
liberada da PPE e, através de sua associacdo com o genoma viral recém formado,
se oligomeriza, resultando na formacéo dos nucleocapsideos, cada um comportando
um RNA viral (SILVA; DERMODI, 2018). Em paralelo, a continua tradugdo do RNA
subgendémico patogénico forma as poliproteinas Es-E2-6K-E1 e Es-E2-TF, cujo
direcionamento e processamento no reticulo endoplasmatico (RE) e complexo de
golgi (CG) geram as estruturas TF, 6K, E1 e pE2 (Es-E2) (FIRTH et al, 2008). As duas
dltimas, durante sua passagem pelo complexo de golgi (CG), passam por alteracbes
pés-traducionais e, através de vesiculas liberadas pelo CG, atingem a membrana
plasmatica. O recrutamento do nucleocapsideo a regides de membrana onde estdo
presentes as glicoproteinas Ei1 e E2 resulta na montagem e posterior liberacdo da
particula viral madura para o ambiente extracelular (SILVA; DERMODI, 2018)
(Figura 3).
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Figura 3. Representacdo esquematica da replicacdo do CHIKV
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Fonte: Prépria. Demonstracao esquemética do processo de infeccéo e replicacdo viral em células do
hospedeiro.

2.4 CICLO DE TRANSMISSAO

A Chikungunya enquadra-se como um arbovirus uma vez que, em seu ciclo
de transmisséo, sdo necessarios artropodes para o processo de disseminacéo viral
(DONALISIO; FREITAS; RUBEN, 2017). No entanto, alguns fatores sao essenciais
para o sucesso dos mecanismos de transmissdo do patdégeno. Destes, cita-se a
importancia ndo apenas da susceptibilidade do mosquito ao virus, como também o
tempo de vida do vetor, devendo, este, ser suficiente para o processo de replicacao
viral. Além disso, torna-se importante que o0s niveis de particulas virais no
hospedeiro vertebrado estejam elevados para que, durante o repasto sanguineo, as
chances de infeccdo do mosquito sejam elevadas (HIGGS; VANLANDINGHAM,
2018).

Mosquitos fémea do género Aedes tornaram-se importantes vetores para o
CHIKV, tanto em humanos, quanto em animais auxiliados, principalmente, por
fatores ambientais (como clima) e populacionais (nimero de hospedeiros

vertebrados e vetores). No entanto, elementos intrinsecos, a exemplo da
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composicao salivar e tempo de vida do mosquito além da capacidade de replicacéo
viral parecem desempenhar papel fundamental nos mecanismos de adaptacao e
transmissdo do patdgeno (MONTEIRO et al., 2019).

O processo de infeccdo do mosquito ocorre de duas formas: a transmissao
vertical e horizontal. A primeira acontece através do repasto sanguineo. Neste
processo h& ingestdo, por parte do mosquito, de células infectadas do sangue do
vertebrado que passam por mecanismos de digestdo no intestino do animal. A
degradacédo celular resulta na liberacdo das particulas virais que, ao adentrarem no
sistema circulatério do vetor, atingem suas glandulas salivares onde sofrem
replicagéo e ficam armazenadas (COFFEY; FAILLOUX; WEAVER, 2014).

A transmissdo horizontal ocorre através da presenca do virus nos ovos do
vetor. No entanto, o CHIKV necessita persistir aos diferentes estagios de
desenvolvimento do mosquito para que possa, durante a fase adulta do vetor, ser
disseminado (AGARWAL et al., 2014). Embora em menor grau, estudos revelaram
gue esse mecanismo de transmissao € de extrema importancia para a sobrevivéncia

do patégeno durante condicbes ambientais adversas (MILLER et al., 2000).

Atualmente, sao estabelecidos dois ciclos de transmissédo para o CHIKV: o
urbano e o silvestre. Este ocorre principalmente no continente africano, entre
animais como primatas ndo humanos, roedores e morcegos ndo havendo nestes
manifestacdes de sinais clinicos (WALDOCK et al., 2016). Diversos mosquitos do
género Aedes ssp parecem estar envolvidos nos mecanismos de transmisséo
silvestre, sendo o Aedes furcifer e o Aedes africanus 0s mais prevalentes
(TSETSARKIN; CHEN; WEAVER, 2017).

O ciclo urbano, por sua vez, teve inicio com o estabelecimento de populacdes
humanas em regides proximas a areas florestais. Além disso, a preferéncia dos
vetores ancestrais ao sangue humano bem como a realizagdo da postura dos ovos
em recipientes de agua artificiais foram fundamentais para a adaptacdo do mosquito
a ambientes domésticos sendo a espécie Aedes aegypti o principal exemplo de
adaptacdo (TSETSARKIN; CHEN; WEAVER, 2017).

O processo de globalizacdo, por sua vez, somados ao comportamento

antropolégico do vetor contribuiram com a propagacgéo do Aedes aegypti para outros
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continentes (OLIVEIRA; FAILLOUX, 2017). Além disso, mutacdes em estruturas
proteicas virais favoreceram adaptacées do CHIKV a outras espécies de mosquito.
Destaca-se a adaptacdo da linhagem ECSA ao diptero da espécie Aedes albopictus
em virtude de mutacdes ocorridas nas glicoproteinas E1 e posteriormente em E-z.
(TSETSARKIN; CHEN; WEAVER, 2017).

2.5 SINAIS E SINTOMAS
ApoOs o periodo de incubacédo, com duracdo de 2 a 12 dias (PETITDEMANGE;

WAUQUIER; VIEILLARD, 2015), os individuos podem apresentar caracteristicas
clinicas com intensidade variavel. A principio tem-se a fase aguda que ocorre nas 3
primeiras semanas sendo acompanhada de febre alta e abrupta acima de 39°C,
poliartralgia (atingindo os membros de maneira simétrica e bilateral), muitas vezes
intensa e debilitante, cefaleia, fotofobia e manifestacdes epiteliais (CUNHA; TRINTA,
2017).

Ainda na fase aguda, sintomatologias como vomito, diarreia e dores
abdominais podem ocorrer sendo, no entanto, menos recorrentes
(PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015). Somados a isso, ha relatos de
rigidez principalmente nas regides do cotovelo, pulsos e interfalanges das maos e
pés. Embora autolimitante, a Chikungunya pode desencadear sintomas graves que
envolvem o sistema nervoso central, respiratorio e urindrio (CUNHA; TRINTA, 2017)
podendo levar ao 6bito como registrado em surtos ocorridos na ilha La Reunion e
em regides do continente americano (PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD,
2015).

Cerca de 50 a 90% dos pacientes apresentam persisténcia de algumas
manifestagdes clinicas apds 21 dias do seu inicio, caracterizando a fase pos-aguda.
Esta possui duragdo de aproximadamente 3 meses nos quais os individuos séo
afetados por um quadro de poliartralgia e poliartrite, geralmente menos intenso
comparado a fase aguda e intercalado por intervalos assintomaticos. Além disso,
sinais pouco relacionados a doencga, como fadiga cronica, mudangas na tonalidade
da pele, queda de cabelo e alteracdes metabdlicas e enddcrinas, podem ocorrer
(CUNHA; TRINTA, 2017; PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015).
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Por fim, acometendo entre 40 a 80% dos infectados sintomaticos, a fase
cronica caracteriza-se pela persisténcia de manifestacdes clinicas apds 3 meses de
seu inicio (CUNHA; TRINTA, 2017), apresentando menor intensidade se comparada
a fase aguda (PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015). Nesse contexto,
poliartralgia e poliartrite correspondem aos sinais mais comuns. No entanto, edemas
nas regides articulares acompanhados de formigamentos podem estar presentes em
alguns pacientes (MANIMUNDA et al., 2010).

2.6 IMUNOLOGIA DA CHIKUNGUNYA

2.6.1 Imunidade Inata
As células NK constituem a primeira linha de defesa do organismo cuja

funcdo é regulada através de receptores de ativacdo e inibicdo (TANABE et al.,
2018). Petitdedemange e colaboradores em 20144 revelaram uma poderosa agéo
destas células durante a fase aguda tendo sua atividade citotoxica destacada frente

a producdo de citocinas pré-inflamatérias como IFN-y.

Durante a cronicidade da doenca estudos constataram que as NK
apresentaram aumento na expressao de receptores de modulagédo negativa (NKG2A
e CD94) contribuindo com a diminuicdo de atividades citotoxicas com aumento,
porém, da sintese de IFN-y (PETITDEDEMANGE et al, 2014). Além disso,
caracteristicas clinicas como artralgia foram intensificadas pela capacidade de
infiltracdo de tais células para regides articulares além do estabelecimento, por parte

destas células, de um microambiente pro-inflamatério (MAUCOURANT et al., 2019).

Ainda sobre os mecanismos da imunidade inata na doenca, macréfagos e
monaocitos desempenham papel chave na fisiopatologia da Chikungunya. Sabe-se
que as estruturas articulares sao revestidas pelo tecido sinovial sendo este,
composto por dois tipos principais de células: células sinoviais semelhantes a
macrofagos (SSM) e sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (SSF) (TANABE et al.,
2018).

Phuklia e equipe em 2013 demonstraram que as SSM e SSF apresentam alta
susceptibilidade para infecgéo pela Chikungunya resultando na produgéo de IL-6, IL-

8, RANKL, MCP1 e CCL2. Estas agem no recrutamento de mondcitos e na
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diferenciacdo desta em células semelhantes a osteoclastos que passam a produzir
IL-6 e TNF-qa, citocinas caracteristicas de doencas artrinogénicas. Além disso, tais
células, através da producdo de mataloproteinases, ndo apenas auxiliam na
degradacéo do coldgeno mas também na ativacdo de osteoclastos contribuindo com
o desgaste 6sseo (COOLES; ISAACS, 2011).

Somados a capacidade de danos ao tecido 0sseo, mondcitos/macrofagos
atuam como reservatorios virais contribuindo com a disseminagdo do CHIKV para
regides articulares, musculos, tecidos linfoides, figado e sistema nervoso (LABADIE
et al., 2010). Kumar e colegas em 2012 observaram que macréfagos infectados
auxiliavam na modulacdo de respostas inflamatérias através da producéo de IFN-q,
sendo a concentracdo desta proporcional a carga viral. Além disso, tais células
poderiam contribuir com o balanco entre as subpopulagdes Thl e Th2 bem como
com as vias de ativacao classica e alternativa dos macréfagos (MAGUIRAGA et al,
2012).

2.6.2 Imunidade Adaptativa
Nos ultimos anos, o papel da resposta adaptativa na infeccdo pela CHIKV

vem sendo estudada exaustivamente sendo o mecanismo humoral de extrema
importancia para o controle da infeccdo. Anticorpos IgM séo detectados em poucos
dias do inicio dos sintomas, diminuindo a partir da segunda semana. A producao de
IgG, por sua vez, ocorre apés 13 dias do surgimento dos sinais clinicos com
persisténcia durante a fase crénica (LUM et al.,, 2013). KAM e colaboradores em
2012 demonstraram que o IgG3 € o subtipo prevalente nas fases aguda e cronica
sendo sua presenca relacionada a condicbes sintomatolégicas mais severas. No
entanto, pacientes com alta carga desse anticorpo apresentaram procedimentos de

clearance viral mais rapidos além de ndo desenvolverem artralgia persistente.

LUM et al., 2013 demonstraram o papel protetivo dos linfocitos B através do
uso de modelos experimentais de camundongos depletados para células T CD4.
Nesse estudo, mesmo havendo uma reducdo da carga de anticorpos, estes se
mostraram importantes no controle da infeccdo em virtude da especificidade destas

para a glicoproteina E2. Por outro lado, a administragdo de anticorpos em
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camundongos knockout para linfécitos T e B foram suficientes para a reducdo da

persisténcia do virus de acordo com estudos realizados por HAWMAN et al., 2013.

Além dos linfécitos B, as células T também participam dos mecanismos
imunologicos na infeccdo pelo virus da Chikungunya. Sabe-se que o local de
inoculacdo viral ocorre inicialmente em regides epiteliais. Nesse contexto,
guestionou-se se células T yd, também presentes em regides do epitélio e mucosa,
poderiam ter participacdo nos mecanismos imunoldgicos da doenca (HAYDAY,
2000; LATHA et al., 2014). Assim, LONG et al., 2016, realizaram pesquisas com
camundongos revelando que a auséncia desse subtipo de linfocito T provocou
aumento nos sinais clinicos como edemas na regido das patas e alteracdes
histopatolégicas. Além disso, o0 mesmo estudo demonstrou a participacdo destas
células no controle de mecanismos pré-inflamatérios como a producao da citocina

IFN-y e migracao de células da imunidade inata para sitios de inflamacgao.

Os linfécitos T CD8, através de seu papel citotoxico, auxiliam nos
mecanismos de destruicdo de células infectadas pelo virus (TANABE et al., 2018).
Pesquisas desenvolvidas por WAUQUIER e colaboradores em 2011 demonstraram
que em periodos iniciais da fase aguda, estas células apresentavam maiores taxas
de ativacdo e proliferacdo podendo, tais niveis, permanecer por semanas em
pacientes acometidos com sintomas artritogénicos. Por outro lado, embora modelos
animais demonstrem a capacidade de infiltracdo de tais células nos sitios articulares,
postula-se que os linfécitos T CD4 e nédo as células T CD8 contribuam com a maioria
das caracteristicas clinicas (TEO et al., 2013).

Ao contrario das células T CD8, os linfocitos T CD4 apresentam um aumento
em sua frequéncia populacional em momentos tardios da fase aguda atingindo um
pico de proliferagdo por volta do quarto dia (WAUQUIER et al.,, 2011). Células T
CD4, também nominadas Linfocitos T auxiliadores (Th), sdo importantes células da
imunidade adaptativa que apresentam papel central nas funcdes imunoldgicas.
Dentre os diversos papéis destacam-se o estimulo a producdo de anticorpos pelas
células B, melhoria e manutencédo das funcdes citotoxicas dos linfocitos T CD8 e
regulacdo das fungbes dos macrofagos. Sua capacidade em auxiliar nas respostas

contra uma gama de micro-organismos patogénicos ocorre em virtude de tais células
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se diferenciarem em subpopulacées com caracteristicas fenotipicas distintas (ZHU;
YAMANE; PAUL, 2010).

Como mencionado, ambos os linfocitos CD4 e CD8 apresentam capacidade
de infiltracdo em regides sinoviais. No entanto, alguns estudos mostram que as
células Th possuem participacdo mais ativa nas caracteristicas sintomatolégicas da
doenca. TEO, et al., 2013 utilizando modelos murinos observaram que apenas as
células CD4* contribuiam com os inchacos nas articulagbes ndo possuindo um
aparente papel no controle da replicacdo e disseminacao viral. Em 2017, TEO e
colaboradores, demonstraram que a transferéncia de linfocitos T CD4+ provenientes
de camundongos infectados, para animais também infectados, porém com auséncia
de receptores TCR, conduziam a um quadro clinico mais grave caracterizado nao
apenas pelos edemas articulares mas também com extravasamento vascular,

necrose do musculo esquelético e edema subcutaneo.

Alguns estudos demonstram a participacdo de certas subpopulagbes de
linfécitos T CD4 durante a infeccdo pela Chikungunya. Nesse contexto estdo as
células T reguladoras. Estas, sdo de extrema importancia na manutencdo da
tolerancia, no controle de respostas inflamatérias exacerbadas e,
consequentemente, na homeostase durante as respostas inflamatérias (LEE et al.,
2015). KULKARNI, et al., 2017 observaram uma reducao destas células nas fases
aguda e cronica quando comparadas a grupos controle e pacientes recuperados

sugerindo seu envolvimento com 0 progresso ou resolugcéo da doenca.

Os linfocitos T CD4 desempenham papel chave durante doencas infecciosas
através da producdo de citocinas e mecanismos de contato célula-célula. No
entanto, um balanco entre mecanismos proé-inflamatérios e imunossupressores
torna-se importante para o controle das respostas contra patdégenos invasores
auxiliando, assim, na reducdo de danos teciduais que tais respostas poderiam

causar no organismo (LIANG et al., 2011).

Dentre os mecanismos de acao dos linfécitos T CD4 estdo a producdo de
citocinas. Como exemplo, cita-se a IL-10 como uma citocina imunossupressora
produzida por diversas células da imunidade inata como macréfagos, células

dendriticas (DC) e NK e da imunidade adaptativa a exemplo dos linfécitos T CD4, T
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CD8 e T yo. Uma vez ligada ao seu receptor (IL-10R), a IL-10 ativa vias de

sinalizacdo que suprimem mecanismos pro-inflamatoérios (ROJAS et al., 2017).

A citocina TGFB, por sua vez, desempenha fungdes no controle da
proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e migracdo de células T. Esse peptideo
apresenta efeito pleiotropico por contribuir com mecanismos imunossupressores ou
pro-inflamatérios a depender de sua associagdo a outras citocinas (TRAVIS;
SHEPPARD, 2014). O IFN-y, por fim, consiste em uma importante citocina pré-
inflamatoria produzida principalmente pelas células T CD4, T CD8 e NKs. Dentre as
principais acdes, destacam-se a melhora na apresentacdo antigénica, auxilio na
atividade de macrofagos e inducdo da sintese de proteases antivirais (SCHRODER
et al., 2004).

Além de citocinas, a acdo de enzimas torna-se importante para o controle das
respostas imunoldgicas. Destaca-se a acdo de mecanismos envolvidos com o
metabolismo das purinas como as ectonucleotidases CD39 e CD73. Estas, através
da conversao da adenosina trifosfato (ATP) extracelular em adenosina (Ad) regulam
a duracdo e magnitude dos sinais purinérgicos que atuam nas células componentes
do sistema imunolégico (ANTONIOLI et al.,, 2013). Sendo o ATP e a Ad, no
microambiente extracelular, moléculas de acdo pré6 e anti-inflamatérias,
respectivamente (FAAS; SAEZ; VOS, 2017), a acdo conjunta de ambas enzimas
auxilia no estabelecimento de mecanismos imunossupressores importantes para

homeostase imunoldgica (BEAVIS et al., 2012).

Mecanismos de contato célula-célula também apresentam extrema relevancia
na homeostase imunologica. Nesse cenario, destaca-se o receptor Antigeno
Associado aos Linfocitos T Citotoxicos 4 (CTLA-4). Este, uma vez expresso na
membrana celular, auxilia na regulacdo negativa das fungdes das células T através
de sinais inibitérios e impedimento da interacdo entre ligantes e receptores
importantes para a co-estimulacao celular (TEFT; KIRCHHOF; MADRENAS, 2006).
O PD-1, por sua vez, corresponde a um regulador negativo das funcdes das células
T através da inibicdo de mecanismos de proliferacdo, producdo de citocinas e
sobrevivéncia celular. A elevada expressdo dessa estrutura € um importante
marcador de exaustdo celular e geralmente sua alta produgéo ocorre em infecgoes

cronicas e cancer (BUCHBINDER; MD; ANUPAM, 2016).
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Cientes da participacdo dos linfocitos T CD4+ no estabelecimento de
caracteristicas clinicas em infeccbes desencadeadas pelo CHIKV, a hipétese que
norteou esse trabalho foi de que células T CD4+, através de marcadores
imunolégicos moleculares poderiam estar associados com o estabelecimento da
cronicidade da doenca bem como no envolvimento de determinadas manifestacdes
clinicas observadas nas fases aguda e crénica de pacientes residentes na regido
metropolitana de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil. O presente trabalho é pioneiro na
analise de mecanismos purinérgicos CD39 e CD73 de células T CD4+ totais em

infeccbes desencadeadas pelo CHIKV.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar mecanismos imunolégicos desencadeados pelas células T CD4 em

pacientes em pacientes residentes na regido metropolitana de Jodo Pessoa,

Paraiba, Brasil com infeccéo pelo virus da CHIKV nas fases aguda e crénica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar a frequéncia populacional de células T CD4 durante as fases aguda e

cronica da Chikungunya em humanos;

- Caracterizar a populacdo de células T CD4 quanto aos mecanismos de contato

célula-célula de co-estimulagédo negativa (CTLA-4) e exaustao (PD-1);

- Avaliar a populacao de células T CD4 quanto a producéo das citocinas IL-10, TGF-
B e IFN-y.

- Avaliar o potencial de mecanismos envolvidos no metabolismo purinérgico (CD39 e
CD73) em células TCDA4.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS
O estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa - CONEP (CAAE:

59833416.6.0000.5183) sendo o projeto, denominado “Estudos das infecgbes
causadas pelos virus da Zika, Chikungunya e Dengue”. Todos os contribuintes da
pesquisa foram informados sobre a importancia da mesma bem como, via assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), participaram

voluntariamente do projeto.

4.2 SELEQAO DOS GRUPOS CONTROLE, AGUDO E CONTROLE
Para os casos de Chikungunya Agudo (CHIKV A) foram selecionados 7

individuos (n = 7), no Estado da Paraiba, com sintomas compativeis com a infeccao
em até 5 dias do inicio dos sintomas. O grupo crénico (CHIKV C), por sua vez, foi
composto por 4 voluntarios (n = 4) com persisténcia sintomatica de pelo menos 6
meses. Com relacdo ao controle (CTL) (n = 7), foram utilizados como critério de
inclusdo de pessoas ndo acometidas por infeccdes prévias das arboviroses Dengue,
Zika e Chikungunya, ndo apresentando doencgas crbnicas e ndo fazendo uso recente
de medicamentos. A titulo de comprovagcdo de nédo infeccao prévia dos individuos

componentes do grupo controle, teste soroldgico foi realizado.

4.3 AMOSTRAS CLINICAS
Amostras sanguineas foram coletadas do sangue periférico de pacientes

assistidos na Unidade de Pronto Atendimento do Cristo Redentor (UPA-Cristo) e do
Hospital Materno Infantii Jodo Marsicano — Bayeux sendo, posteriormente
processadas no Laboratorio de Imunologia das Doencas Infecciosas (LABIDIC),
localizado no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba. O
processamento das amostras objetivou a aquisicdo do sangue total (ST) para estudo
de marcadores imunologicos relacionadas com as células T CD4+ em ambas as
fases da doenca e do soro visando a tipagem viral via técnica de gRT-PCR. As
amostras foram associadas a fichas de identificagdo bem como dados de coleta

contendo informacdes clinicas a respeito do paciente.
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4.4 CONTROLE VIRAL
Os controles para CHIKV foram isolados de pacientes infectados no Estado

da Paraiba e do Rio Grande do Norte, pelo Laboratério de Imunologia das Doencas
Infecciosas da Universidade Federal da Paraiba e pelo Laboratério de Biologia
Molecular de Doengas Infecciosas e do Cancer da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte.

4.5 EXTRACAO DO RNA VIRAL
O RNA viral das amostras de soro e sangue foi extraido através do QIAmp

Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), de acordo com o protocolo descrito
pelo fabricante, para a realizacao da técnica de gRT-PCR.

4.6 TRANCRICAO REVERSA SEGUIDA DA REACAO EM CADEIA
PELA POLIMERASE (qRT-PCR) PARA DETECCAO DO ViRUS
CHIKUNGUNYA

Para a realizacdo qRT-PCR, o RNA viral foi extraido das amostras de sangue
através do QIAmp Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA). A técnica de PCR
em tempo real, por sua vez, seguiu o protocolo proposto por Lanciotti et al., 2007 no

qual foi utilizada a sonda TagMan® para a identificagdo do virus da Chikungunya.

4.7 OBTENCAO DE LEUCOCITOS PARA ENSAIOS BIOLOGICOS

4.7.1 Lise de hemacias
Foram coletados, em tubos vacutainer heparinizados, 10 mL de sangue

periférico de 7 individuos saudaveis nao infectados (soro negativos), 7 voluntarios
em fase aguda da Chikungunya e de 4 pacientes com caracteristicas clinicas de
cronicidade da doenca. Todos os voluntarios apresentaram idade acima de 18 anos.
Na sequéncia, foram transferidos 2mL do sangue para tubos falcon del5 mL sendo,

posteriormente adicionados 12 mL de solugdo de lise de células vermelhas,
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vortezados e incubados a temperatura ambiente durante 10 minutos. ApdOs esse
periodo, a amostra foi submetida a centrifugacdo com programacéao de 2000 rpm a
25°C durante 5 minutos em uma aceleracdo 4 e desaceleragdo 0. Assim, o
sobrenadante foi desprezado enquanto e as células leucocitarias lavadas com
Solucéo Fosfato Salina (PBS) por 3 vezes. A cada lavagem, a amostra foi submetida
a centrifugacédo cuja programacéo correspondeu a mesma utilizada para a solucao
de lise. Apés a ultima lavagem, as células foram ressuspendidas em um volume de
200puL de PBS.

4.7.2 Plaqueamento celular
Em camara de fluxo, foram inseridas 175uL de RPMI suplementado somados

a 25uL da amostra de leucécitos (apresentando uma concentracao celular proximo a

2,5 x 10°) em placas de 96 pocos de fundo U.

4.7.3 Marcacao de parametros extra e intracelulares
Ainda em camara de fluxo, foram acrescentados 10uL de Brefeldina A

(substancia que impede o transporte de proteinas para o Complexo de Golgi
promovendo, assim, seu acumulo no citoplasma) aos pocos sendo, posteriormente,
incubadas em estufa 5% de CO2 a 37°C durante 4 horas. Apos esse periodo, a placa
foi centrifugada durante 8 minutos em temperatura de 4°C a 1300 rpm com
aceleracédo e desaceleracdo 0 sendo, na etapa seguinte, retirado o sobrenadante e a
placa vortezada. Mixes de anticorpos extracelulares, diluidos em Solucao Diluidora
de Anticorpos (SDA), foram acrescidos em concentragcbes previamente
padronizadas na quantidade de 40ulL/pogo onde, sequencialmente, a placa foi
incubada por 15 minutos em geladeira (4°C). Assim, 150uL de PBS/pogo foram
adicionados sendo, a placa, posteriormente centrifugada durante 8 minutos a 1300
rom em temperatura de 4°C com aceleracdo e desaceleracdo 0 no qual o
sobrenadante foi, posteriormente, removido e as células ressuspendidas usando o
vortex. Em seguida, foram adicionados 100uL de PBS e 100uL Formaldeido 4% em
cada poco seguida de incubacéo a temperatura ambiente durante 20 minutos. Apos
esse intervalo, a placa foi centrifugada em rotacéo correspondente a 1300 rpm, em
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temperatura de 4°C e com aceleracao e desaceleracdo 0 durante 8 minutos. Logo
apo6s o descarte do sobrenadante, a placa foi vortezada e 150uL/pogo de PBS foram
incorporados sendo, na sequéncia, submetida a centrifugacdo em rotacdo de 1300
rpm em temperatura de 4°C com aceleragéo e desaceleragdo O, durante 8 minutos.
ApoOs o processo, o sobrenadante foi descartado, a placa vortezada e em cada poco
foram adicionados 150uL de Permeabilization Buffer (PB) visando a permeabilizacéo
da membrana celular para a marcacdo de parametros intracelulares. A placa foi,
entdo, deixada em repouso por 10 minutos submetendo-a, na sequéncia, a
centrifugacédo durante 8 minutos em rotacdo de 1300 rpm em temperatura de 4°C
com aceleracdo e desaceleracdo 0. Apos a remocdo do sobrenadante seguida da
ressuspencao celular utilizando o vértex, 40uL de mixes de anticorpos intracelulares
diluidos em PB foram adicionados nos poc¢os de interesse. A placa foi entdo
submetida a incubacdo durante 30 minutos a temperatura ambiente e na sequéncia
adicionados 150uL/pogco de PB. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas
durante 8 minutos a 1300 rpm em temperatura de 4°C com aceleracdo e
desaceleracdo 0. ApGs esse intervalo, 0 sobrenadante foi removido e as células
ressuspendidas através do vortex. Finalmente, 200 yL/pogo de Wash B (PBS/BSA),
foram acrescidas e as amostras transferidas para tubos de FACS, préprios para
leitura em citbmetro, e armazenadas a 4°C para evitar que os fluorocromos
perdessem a fluorescéncia até o momento daleitura. Assim, as amostras foram
submetidas a andlise por citometria de fluxo (modelo FACSCANTO II) onde 50.000

eventos foram adquiridos sendo, os dados, analisados no programa Flowjo.

4.8 ANTICORPOS MONOCLONAIS (MABS)
Os anticorpos utilizados para marcacdo de moléculas de superficie foram:

controles de Isotipo marcados (FITC e PE), anti-CD4, anti-PD1, anti-CD39 e anti-
CD73. Para efetuarmos as marcagoes intracelulares foram utilizados os seguintes
anticorpos: anti-CTLA-4, anti-IL10, anti-TGFB e anti-IFNy. Todos os anticorpos
utilizados foram adquiridos das companhias BD Phamigen™ (CA, USA) ou
Ebioscience (San Diego, CA, USA).
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4.9 AQUISICAO E ANALISE DE DADOS POR CITOMETRIA DE
FLUXO

As preparagbes celulares marcadas com o0s anticorpos monoclonais
fluorescentes foram avaliadas em citobmetro de fluxo modelo FACScanto Il (Becton &
Dickinson). Durante a aquisicdo dos dados foram coletados 50.000 eventos. Os
dados coletados foram analisados utilizando o programa de computador Flowjo
(Tree Star).

4.10 ESTRATEGIA DE ANALISE
A andlise da frequéncia populacional de células T CD4 bem como a producéo

das citocinas IL-10, TGFB e IFNy, das enzimas CD39 e CD73 e dos receptores
CTLA-4 e PD-1 foram realizadas através do software FlowJo (V10.0.7). Para isso, foi
feito um gate na regido correspondente aos linfocitos, visualizados pelas
caracteristicas de tamanho-FSC e granulosidade-SSC (Figura 4A). Posteriormente,
objetivando a selecéo das células T CD4, os parametros FSC (eixo X) e CD4 (eixo
Y) foram selecionados (Figura 4B). Na sequéncia, dentro da populacdo de CDA4,
foram observados a producéo de IL-10, TGFB, IFNy, CD39, CD73 e co-expressao,
CTLA-4 e PD-1 (Figura 4C).



Figura 4. Estratégia de analise para selecao dos linfécitos T CD4+
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Fonte: Prépria. O grafico A demonstra a selecéo de linfocitos através das caracteristicas de tamanho

(FSC - Forward Scatter) e granulosidade (SSC — Side Scatter) celular. O grafico B demonstra a
selecdo das células T CD4+. O gréfico C retrata a selecao de células T CD4+ que expressam o

parédmetro em estudo (representada pela expressao da ectoenzima CD73).

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Através do software Graphpad Prism (Versdo 5.01) (SAS Institute Inc) foram

realizadas as analises estatisticas. As andlises comparativas foram geradas através

do teste ndo paramétrico Mann-Whitney e teste T ndo pareado cujas diferencas

estatisticas significativas foram consideradas quando p < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1 ANALISE SINTOMATOLOGICA NOS GRUPOS AGUDO E
CRONICO

Durante a vigéncia do projeto, as amostras de sangue periférico foram
inseridas em tubos de coleta heparinizados. As coletas ocorreram em voluntérios
localizados no Hospital Materno infantil Jodo Marsicano — Bayeux e na Unidade de
Pronto Atendimento (UPA) do bairro Cristo Redentor, Jodo Pessoa. Para a
realizacdo do estudo, foram estabelecidos os grupos Controle (CTL), Chikungunya
agudo (CHIKV.A) e Chikungunya cronica (CHIKV.C).

O grupo controle foi composto por 7 individuos saudaveis, ndo acometidos
por infeccdes prévias pelas arboviroses Dengue, Zika e Chikungunya, ndo afetados
por doengas cronicas bem como néo faziam uso recente de medicamentos. A média
de idade para o grupo foi de 36,28*/.13,82. A proporcdo entre individuos do sexo
masculino (M) e feminino (F) foi de 1M:6F (Tabela 1).

Tabela 1. Caracterizacéo de individuos integrantes do grupo controle por idade e género.

CODIGO IDADE | GENERO | TEMPO DE COLETA | SINAIS E SINTOMAS
CONTROLE 1| 50 F N.I. N.P.S.
CONTROLE2 | 51 F N.I. N.P.S.
CONTROLE 3| 20 F N.I. N.P.S.
CONTROLE 4 | 51 F N.I. N.P.S.
CONTROLE5 | 31 M N.I. N.P.S.
CONTROLEG6 | 25 F N.I. N.P.S.
CONTROLE 7| 26 F N.I. N.P.S.

MEDIA/ 36.28 1M : 6F N.I.

PROPORCAO

Fonte: Prépria. F representa o género feminino e M representa o género masculino. N.I. corresponde
a dado N&o Informado. N.P.S.- Nao Possuem Sintomas. Trata-se de individuos saudaveis.
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O grupo correspondente a fase aguda (CHIKV.A) compreendeu sete
voluntarios com as caracteristicas clinicas da doenca cujo diagnostico foi confirmado
pela técnica de biologia molecular Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A
média de idade para o grupo foi de 36,28 anos*/-11,00. A propor¢ao entre individuos
do sexo masculino (M) e feminino (F), por sua vez, foi de 4M:3F (Tabela 2). Dentre
0s sintomas apresentados pelos acometidos durante a fase aguda estdo; vémito,
edema, artralgia, cefaléia, mialgia, exantema, febre, dores orbitais e hipertrofia
ganglionar (Gréfico 3).

Tabela 2. Caracterizagéo por idade, género, tempo de coleta de amostras e sintomatologia de
pacientes acometidos pelo virus da Chikungunya em fase aguda.

CODIGO IDADE | GENERO | DIAS DE COLETA SINTOMAS

Cefaléia, febre
(38°C), artralgia, dor
DENG 26 57 F 3 retro-orbicular

Exantema, febre
(38,5°), Mialgia
DENG 39 58 M 2

Edema, exantema,
febre (38°C),
DENG 41 43 M 1 cefaleia, Mialgia,

Dor Orbicular

Febre (39.8°C),
Artralgia, Edema,
ARB 03 30 F 2 Dor Orbicular,

Cefaléia, Mialgia

Febre (39.2°C),
cefaleia, artralgia,
ARB 12 N/I M 5 vomito, exantema
mialgia

Febre (39.5°C),
Exantema, Artralgia,
ARB 35 37 M 2 Cefaléia, hipertrofia
ganglionar e dor

retro-orbital

Febre (40°C),
Mialgia, Artralgia,
Cefaléia, hipertrofia
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ARB 38 N/I F 5 ganglionar
MEDIA/ 36.28 4M:3F 2.85
PROPORCAO

Fonte: Prépria. N/l corresponde idade ndo informada. M representa o género masculino e F o género
feminino.

Gréfico 3. Proporgéo sintomatoldgica de individuos acometidos pelo virus da Chikungunya em
fase aguda utilizados no projeto.
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Fonte: Prépria. Frequéncia de sinais clinicos em individuos acometidos pela fase aguda da
Chikungunya. Os valores localizados no eixo Y do gréafico representam o nimero de pacientes que
manifestaram a sintomatologia em um total de 7 voluntarios inseridos no grupo agudo (CHIKV.A).

O grupo composto pelos acometidos na fase crénica (CHIKV.C) compreendeu
4 individuos com as caracteristicas clinicas da doenca cujo diagndéstico também foi
confirmado pela técnica de biologia molecular PCR. A média de idade para o grupo
foi de 37,25 anos*/-9,62. A proporcao entre individuos do sexo masculino (M) e
feminino (F) foi de 1M:3F (Tabela 3). Artralgia, edema, prurido, cefaleia, dor orbital,
mialgia e exantema foram os sintomas observados nos componentes do referido

grupo (Gréfico 4).
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Tabela 3. Caracterizacdo por idade, género, tempo de coleta de amostras e sintomatologia de
pacientes acometidos pelo virus da Chikungunya em fase cronica.

CODIGO IDADE | GENERO | DIAS DE COLETA SINTOMAS

ARB 21 48 F 7Me e 2D Artralgia, edema,
prurido, mialgia

ARB 22 37 F 12Me e 12D Artralgia, cefaleia,
dor retro orbital,
prurido, edema

ARB 27 22 M 7Me e 25D Artralgia e edema

Cefaleia, exantema,
42 F 13Me edema, prurido, dor

ABR 28 retro orbital

MEDIA/ 37,25 1M:3F ~ 10Me
PROPORCAO

Fonte: Fonte prépria. Na tabela, M representa o género masculino e F o género feminino. Me
corresponde a meses e D representa dias.

Gréfico 4. Proporcéo sintomatoldgica de individuos acometidos pelo virus da Chikungunya em
fase crbnica utilizados no projeto.

SINAIS E SINTOMAS

35
3
2,5
2
15
1
1
0
ARTRALGIA EDEMA  PRURIDO  CEFALEIA DOR MIALGIA EXANTEMA
ORBITAL

Fonte: Prépria. Frequéncia de sinais clinicos em individuos acometidos pela cronicidade da
Chikungunya, Os valores localizados no eixo Y do gréafico representam o ndmero de pacientes que
manifestaram a sintomatologia em um total de 4 voluntarios inseridos no grupo crénico (CHIKV.C).
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5.2 FREQUENCIA POPULACIONAL DE LINFOCITOS T CD4
Foi avaliada, inicialmente, a frequéncia (%) populacional de linfécitos T CD4

em sangue periférico dos voluntarios componentes de cada grupo. As andlises
comparativas entre os grupos de estudo revelaram reducdo no numero destas
células em pacientes apresentando a fase aguda (CHIKV.A) da doenca. Em fase

crdnica, porém, ndo observamos diferenca significativa (Gréafico 5).

Grafico 5. Frequéncia de células T CD4 de pacientes infectados com o virus da Chikungunya
em fase aguda (CHIKV.A), crénica (CHIKV.C) e do grupo controle (CTL).
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Fonte: Fonte propria. Frequéncia de células T CD4+ por 50.000 leucécitos circulantes dos grupos
controle (n=7), agudo (n=7) e crbénico (n=4). Os valores situados acima do grafico em barras
representam diferencga significativa com p<0.05. As analises comparativas foram realizadas através
do teste ndo paramétrico Mann-Whitney e teste T ndo pareado.

53 AVALIACAO DA PRODUCAO DE CITOCINAS PELOS
LINFOCITOS T CD4 DURANTE AS FASES AGUDA E CRONICA
DA CHIKUNGUNYA EM HUMANOS.

A producao de citocinas pelos linfécitos T CD4 é essencial para mecanismos
de regulagcdo da imunidade inata e adaptativa. Nesse sentido, investigamos a
frequéncia de células T CD4 produtoras das citocinas IL-10, TGF-B e INF-y pelas
células T auxiliadoras. Os resultados revelaram um aumento na produgéo da IL-10
durante a fase aguda da doenca. Nao foram observados, por outro lado, diferencas
significativas entre os grupos controle e cronico. Porém, confrontando os grupos

agudo e crénico, observou-se uma redugdo significativa com um possivel retorno
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aos niveis basais (Gréafico 6). Quanto a producéo da citocina TGF@, ndo foram

observadas alteracdes significativas nas fases aguda e cronica (Grafico 7)

Gréfico 6. Producéao de IL-10 pelas células T CD4 de pacientes infectados com o virus da
Chikungunya nas fases aguda (CHIKV.A), crénica (CHIKV.C) e do grupo controle (CTL).
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Fonte: Prépria. Frequéncia de células T CD4+ que expressam IL-10 dos grupos controle (n=7), agudo
(n=7) e crbnico (n=4). Os valores situados acima do grafico em barras representam diferenca
significativa com p<0.05. As analises comparativas foram realizadas através do teste ndo paramétrico
Mann-Whitney e teste T ndo pareado.

Gréfico 7. Produgao de TGFp pelas células T CD4 de pacientes infectados com o virus da
Chikungunya nas fases aguda (CHIKV.A), crénica (CHIKV.C) e do grupo controle (CTL).
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Fonte: Prépria. Frequéncia de células T CD4+ que expressam TGF-f3 dos grupos controle (n=7),
agudo (n=7) e cronico (n=4). A auséncia de valores acima do gréafico de barras revela a auséncia
alterac6es significativas com p<0.05. As analises comparativas foram realizadas através do teste ndo
paramétrico Mann-Whitney e teste T nao pareado.
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O IFN-y, semelhante ao IL-10, apresentou um aumento de producéo na fase
aguda da Chikungunya. Por outro lado, embora alteracdes significativas ndo tenham
sido observadas entre os grupos controle e crbnico, visualizou-se reducdo na
produgdo desta citocina em pacientes com Chikungunya cronica quando

comparadas a voluntarios em fase aguda da doenca (Grafico 8).

Grafico 8. Producédo de INF-y pelas células T CD4 de pacientes infectados com o virus da
Chikungunya nas fases aguda (CHIKV.A), crénica (CHIKV.C)e do grupo controle (CTL).
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Fonte: Prépria. Frequéncia de células T CD4+ que expressam IFN-y dos grupos controle (n=7), agudo
(n=7) e cronico (n=4). Os valores situados acima do gréafico em barras representam diferenca
significativa com p<0.05. As analises comparativas foram realizadas através do teste ndo paramétrico
Mann-Whitney e teste T ndo pareado.

5.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS ECTONUCLEOTIDASES
CD39 E CD73 PELOS LINFOCITOS T CD4 DURANTE AS FASES
AGUDA E CRONICA DA CHIKUNGUNYA EM HUMANOS.

Ao analisarmos a expressao da ectoenzima CD39 pelos linfocitos T CD4, néo
observamos diferencas significativas entre os grupos avaliados (Grafico 9). Por outro
lado, células T CD4 de pacientes acometidos pelas fases aguda e crbnica da
Chikungunya apresentaram reducdo na expressao da CD73 comparados aos
voluntarios saudaveis (Grafico 10). Com relacdo a co-expressdao CD39/CD73, o
grupo agudo néo apresentou alteracdes significativas porém, a cadeia purinérgica se
mostrou diminuida em fase cronica comparada ao grupo controle (Grafico 11).
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Gréfico 9. Expresséo de CD39 pelas células T CD4 de pacientes infectados com o virus da
Chikungunya nas fases aguda (CHIKV.A), crénica (CHIKV.C) e do grupo controle (CTL).
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Fonte: Prépria. Frequéncia de células T CD4+ que expressam CD39 dos grupos controle (n=7),
agudo (n=7) e crbnico (n=4). A inexisténcia de valores acima do grafico de barras revela a auséncia
de alteracdes significativas com p<0.05. As analises comparativas foram realizadas através do teste
nao paramétrico Mann-Whitney e teste T ndo pareado.

Grafico 10. Expresséo de CD73 pelas células T CD4 de pacientes infectados com o virus da
Chikungunya nas fases aguda (CHIKV.A), crénica (CHIKV.C) e do grupo controle (CTL).
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Fonte: Prépria. Frequéncia de células T CD4+ que expressam CD73 dos grupos controle (n=7),
agudo (n=7) e crbnico (n=4). Os valores situados acima do grafico em barras representam diferenca
significativa com p<0.05. As analises comparativas foram realizadas através do teste ndo parameétrico
Mann-Whitney e teste T ndo pareado.
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Grafico 11. Co-expressao de CD39/CD73 pelas células T CD4 de pacientes infectados com o
virus da Chikungunya nas fases aguda (CHIKV.A), crénica (CHIKV.C) e do grupo controle
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Fonte: Prépria. Frequéncia de células T CD4+ que co-expressam CD39 e CD73 dos grupos controle
(n=7), agudo (n=7) e crbnico (n=4). A inexisténcia de valores acima do grafico de barras revela a
auséncia de alteragdes significativas com p<0.05. As analises comparativas foram realizadas através
do teste ndo paramétrico Mann-Whitney e teste T ndo pareado.

55 AVALIACAO DA EXPRESSAO DO RECEPTOR PD-1 E DA
PRODUCAO DO RECEPTOR CTLA-4 PELOS LINFOCITOS T
CD4 DURANTE AS FASES AGUDA E CRONICA DA
CHIKUNGUNYA EM HUMANOS.

Quanto a expressao do PD-1, a andlise comparativa entre 0os grupos de
estudo ndo demonstraram diferencas significativas em ambas as fases quanto a
expressdo da PD-1 (Grafico 12). A producdo do receptor CTLA-4 também foi
avaliada. Ao analisarmos 0s grupos em estudo, observou-se um aumento na
producdo deste receptor pelas células T CD4 de individuos em fase aguda da
doenca. Porém, a avaliacdo do grupo CHIKV.C n&o demonstrou diferenca
significativa comparadas com grupos CTL e CHIKV.A (Grafico 13).
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Gréfico 12. Expresséo de PD-1 pelas células T CD4 de pacientes infectados com o virus da
Chikungunya nas fases aguda (CHIKV.A), crénica (CHIKV.C) e do grupo controle (CTL).
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Fonte: Prépria. Frequéncia de células T CD4+ que expressam PD-1 dos grupos controle (n=7), agudo
(n=7) e crbnico (n=4). A inexisténcia de valores acima do gréfico de barras revela a auséncia de
alteracg@es significativas com p<0.05. As analises comparativas foram realizadas através do teste ndo
paramétrico Mann-Whitney e teste T ndo pareado.

Grafico 13. Producdo da CTLA-4 pelas células T CD4 de pacientes infectados com o virus da
Chikungunya nas fases aguda (CHIKV.A), crénica (CHIKV.C) e do grupo controle (CTL).
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Fonte: Prépria. Frequéncia de células T CD4+ que produzem CTLA-4 dos grupos controle (n=7),
agudo (n=7) e cronico (n=4). Os valores situados acima do grafico em barras representam diferenca
significativa com p<0.05. As analises comparativas foram realizadas através do teste ndo paramétrico
Mann-Whitney e teste T ndo pareado.
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DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

As células T CD4+ apresentam participacdo central nas respostas
imunoldgicas. Dentre os diversos papéis destacam-se o estimulo a produgédo de
anticorpos pelas células B, manutencdo e melhoria das funcfes citotoxicas dos
linfécitos T CD8+ e regulacédo das acdes de leucocitos componentes da imunidade
inata. Sua capacidade em auxiliar nas respostas contra uma gama de micro-
organismos patogénicos ocorre em virtude de sua diferenciacdo em subpopulagdes
com caracteristicas distintas (ZHU; YAMANE; PAUL, 2010). Esta é desencadeada
por um microambiente composto por rede de citocinas que, através da ativacdo de
fatores de transcricdo, direcionam os linfocitos T CD4 a um determinado perfil
fenotipico (LUCKHEERAM et al., 2012).

A analise em citbmetro de fluxo do sangue periférico de voluntarios, revelou
gue pacientes em fase aguda apresentaram reducdo na frequéncia populacional das
células T CD4. Estudos realizados em pacientes acometidos pela doenca
demonstraram um quadro de linfopenia (reducdo no numero de linfocitos) cujo
retorno aos niveis basais ocorreu apos cerca de 2 meses (PETITDEMANGE et al.,
2015). Wauquier e colegas em 2015 observaram que no inicio da fase aguda houve
maior ativacdo das células T CD8+ enquanto que os linfocitos T CD4+ sofreram
apoptose mediada por CD95 (receptor de morte mediador de apoptose celular)
(PETER et al., 2015) nos primeiros dois dias apds o inicio dos sintomas. Assim,
nossos resultados em estagio agudo corroboram com dados revelados em outras
pesquisas. No entanto, apenas a andlise quantitativa de linfocitos T CD4+ sao
insuficientes para compreensdo do papel destas células na imunopatologia da

Chikungunya.

Objetivando elucidar a correlacdo do papel das células em estudos com
algumas manifestagBes clinicas, a producdo de citocinas foi analisada. Estas
correspondem a pequenas proteinas, importantes na modulagdo das respostas
imunologicas através de mecanismos autocrinos, paracrinos e endocrinos (ZHANG;
AN, 2007). Nesse cenario, tem-se o IFN-y, apresentando papel fundamental nas
funcbes fagociticas dos macrofagos, na sintese de citocinas pro-inflamatorias e
compostos antimicrobianos e na apresentacao antigénica pela inducéo da sintese de
MHC classe | e classe Il (ABBAS, 8° ed, 2015).
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LABADIE, GRAND e ROQUES, 2010, ao analisarem mecanismos
desencadeados pela CHIKV durante a fase aguda em modelos primatas néao
humanos, observaram uma correlagao entre a producéao de determinadas citocinas e
a carga viral. O interferon-y se mostrou aumentado a partir do segundo dia apds o
inicio dos sintomas que, em conjunto com outras citocinas pro-inflamatorias, nao
foram capazes de prevenir o estabelecimento da doenca. No entanto, SOURISSEAU
e colaboradores, em 2007, demonstraram a sensibilidade do virus aos IFN-a, IFN-f3
e IFN-y, no que concerne seus mecanismos de replicagdo em células Hela
infectadas. Assim, sugere-se que o0 aumento na producdo do IFN-y pelas células T
CD4 estejam relacionadas com a tentativa do organismo em promover o controle da
carga viral sendo, porém, insuficiente no impedimento da dissemina¢édo do patégeno

no organismo.

Sabe-se que as células T CD4+ possuem potencial migratério para regides
articulares (PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015). Assim, supde-se que
durante a fase aguda, poderiam contribuir com o desenvolvimento das
caracteristicas artritogénicas na doenca por meio de um microambiente proé-
inflamatorio auxiliado pelo IFN-y. Porém, sua ineficiéncia nos mecanismos de
clearance do patdgeno justificariam, em parte, a persisténcia de antigenos e RNA
viral facilitando, consequentemente, o estabelecimento da cronicidade da doenca.
Nesta, sugere-se que a reducdo na sintese de IFN-y, como revelado no presente
trabalho, estaria envolvida na persisténcia de particulas virais bem como na

atenuacao dos sinais clinicos quando comparados a fase aguda.

A TGFB ¢é uma citocina cujo precursor inativo necessita passar por
processamento no interior celular para que, ao ser expresso, desempenhe funcdes
imunomoduladoras. Em células T CD4+, este peptideo atua inibindo a diferenciacao
nos subtipos pro-inflamatorios Thl e Th2 além de auxiliar na diferenciagéo do perfil
Th17. Por outro lado, ao induzir a expressao do fator de transcricdo Foxp3, a TGFp
diferencia linfocitos T CD4+ naive em células T reguladoras induziveis (iTreg) além
de contribuir com a sobrevivéncia de células T reguladoras naturais (nTreg)
(TRAVIS; SHEPPARD 2014). Quanto a producéo desta citocina, nossos resultados
ndo mostraram diferenca estatistica significativa entre os grupos avaliados. Vale

ressaltar que o presente estudo avalia as células T CD4 totais ndo caracterizando
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fenotipicamente subpopulagbes especificas. Assim, o resultado ndo reflete na
producdo desta citocina no comportamento das diferentes subpopulacdes de CD4+

na doenca.

A interleucina 10 (IL-10) € uma citocina produzida por células da imunidade
inata e adaptativa, atuando como um dos principais moduladores negativos da
magnitude das respostas pro-inflamatorias (ROJAS et al., 2017). Nossos resultados
revelaram aumento na producdo da IL-10 em pacientes na fase aguda da
Chikungunya, com retorno aos niveis basais durante a fase crbnica. Estudos
realizados por Brooks e colaboradores em 2006, observaram que camundongos
infectados com uma variante do virus da Coriomeningite Linfocitaria (LCMV),
incapazes de expressarem esta interleucina, apresentaram resposta robusta das
células T pro-inflamatérias efetoras com um rapido mecanismo de clearance viral.
Somados a isso, 0 bloqueio de receptores IL-10R em murinos C57BL/6 infectados
pela variante viral ndo apenas proporcionou 0 aumento e manutencdo de
mecanismos desenvolvidos pelos linfécitos T como reduziu rapidamente a carga
viral desse modelo animal. Assim, sugere-se que o aumento da IL-10 na fase aguda
contribua com a reducdo de mecanismos pro-inflamatorios robustos desencadeados

pela CHIKV atenuando, assim, os danos teciduais consequentes.

No entanto, a reducdo das respostas pro-inflamatorias poderia comprometer
mecanismos de clearance das particulas virais contribuindo com sua persisténcia no
organismo e facilitando o estabelecimento da fase cronica. Por outro lado, o retorno
aos niveis basais desta citocina meses ap0s o inicio da infeccdo, auxiliaria na
eliminacdo de estruturas virais remanescentes. Resultados semelhantes, porém em
células T CD8+ presentes em sangue periférico dos mesmos pacientes introduzidos
no presente trabalho foram revelados em estudos realizados por nosso grupo de
pesquisa. Nesse contexto, houve aumento de IL-10 durante a fase aguda e cronica
comparados com o grupo controle. No entanto, observou-se redugao dessa citocina
em estagio crénico quando comparado com o grupo agudo (DIAS et al., 2018).
Assim, a reducdo de mecanismos imunossupressores podem contribuir com a
persisténcia dos sintomas desencadeadas, principalmente, por respostas pro-

inflamatorias frente a antigenos virais persistentes em sitios imunoprivilegiados.
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Dentre as fun¢bes da IL-10, destaca-se a capacidade de modulacdo negativa
das respostas desencadeadas pelas células Thl principalmente através da inibicao
de sintese de INF-y (ABBAS 8° ed. 2015). Como demonstrado, observa-se que
durante a fase aguda, ambas as citocinas analisadas apresentaram um aumento em
sua producdo. Yamana e colegas, em 2004, relataram que linfécitos T CD4+ de
pacientes com artrite reumatoide em sua fase ativa possuiam resisténcia a acao
inibitéria da IL-10 no que concerne a producao de IFN-y. Em paralelo, as células T
CD8+ apresentaram aumento na producdo da interleucina-10, auxiliando no
desenvolvimento de um possivel micro ambiente imunossupressor (DIAS et al.,
2018). Sabendo que a artrite reumatoide e a Chikungunya compartilham
caracteristicas imunolégicas e sintomatologicas (AMDEKAR; PARASHAR;
ALAGARASU, 2017) sugere-se que em fase aguda os linfocitos T CD4+ apresentem
vias de sinalizacdo alternativas para a sintese do IFN-y que nao sejam bloqueadas

ou dificultadas pelos mecanismos inibitérios da IL-10.

Somadas a producdo de citocinas, a expressdo das ectoenzimas CD39 e
CD73 foram analisadas. Estas séo ectonucleotidases relacionadas com o controle
da duracdo, magnitude e natureza quimica dos sinais purinérgicos através da
conversdo da adenosina trifosfato (ATP), molécula de carater pré-inflamatério, em
adenosina, de papel imunossupressor. A CD39 consiste em uma enzima integral de
membrana que fosfohidroliza o ATP em adenosina monofosfato (AMP) contribuindo
com a reducao dessa molécula no ambiente extracelular (ANTONIOLI et al., 2013).
Nossos estudos revelaram que a CD39, comparada com o grupo controle, nédo
apresentou diferenca estatistica significativa em ambas as fases da doenca,
sugerindo uma nao modulacdo deste parametro pelas células T CD4+.

O segundo passo no metabolismo das purinas ocorre através da CD73 que
realiza a desfosforilagdo do AMP gerando adenosina (ANTONIOLI et al., 2013). No
ambito imunolégico, e em meio extracelular, esta molécula atua através dos
receptores A2A e A2B sendo, estes, expressos em varias células do sistema imune.
(CEKIC; LINDEN, 2016). A analise dos linfocitos T CD4 revelaram diminuicdo na
expressdo da CD73 em ambas as fases, sendo, no estagio crénico mais acentuada.
Sugere-se, portanto, que a reducdo dessa enzima auxiliaria na diminuicdo da

adenosina extracelular no microambiente. Além disso, com a manutencdo na
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expressdo da CD39, um possivel desbalanco entre as vias pro-inflamatérias,
desencadeadas pelo ATP e imunossupressoras, estimuladas pela adenosina,
contribuiriam com os mecanismos de clearance viral. Por outro lado, infere-se que a
reducdo desta enzima na fase cronica seria uma resposta do organismo no combate

as particulas virais remanescentes a exemplo do RNA e peptideos.

De fato, Smith e colaboradores (2015) avaliaram a expressao dessa enzima
em linfécitos T CD8 de pacientes acometidos pela Artrite Idiopéatica Juvenil em suas
fases branda e grave. No primeiro grupo, observou-se maior presenca da CD73 no
fluido sinovial com consequente aumento dos niveis extracelulares de adenosina
comparado a voluntarios com sintomatologia grave. Chrobak et al., 2015, por sua
vez, relataram que modelo de camundongos com artrite coldgeno-induzida (utilizado
para 0 estudo de artrite reumatoide) deficientes na expressdo de CD73
apresentaram maior producéo de citocinas pré-inflamatérias, aumento das respostas
Thl, bem como destruicdo nas regibes articulares apresentando, assim, maior
susceptibilidade para a doenca. Sabendo que Chikungunya e artrite reumatoide
compartilham similaridades sintomatoldgicos e respostas imunologicas (AMDEKAR,;
PARASHAR; ALAGARASU, 2017) e que os linfocitos T CD4 apresentam capacidade
de migragéo para regides sinoviais na doenca (MORRISON et al., 2011), sugere-se
que alteracbes na homeostase purinérgica caracterizada por uma menor producao
de adenosina e possivel manutencéo dos niveis de ATP extracelular, poderia auxiliar

nas caracteristicas clinicas articulares.

Regateiro e colaboradores (2011) demonstraram a capacidade da TGF- em
induzir a expressédo da CD73 em linfocitos T CD4. No entanto, este mecanismo se
mostrou prejudicado através da acdo das citocinas IL-10 e IFN-y. Como revelado
acima, durante a fase aguda as células T auxiliadoras apresentaram um aumento na
producdo de ambas as proteinas, retornando, porém, aos niveis basais em estagio
crénico. Quanto a sintese do TGFf, nossos estudos ndo demonstraram diferengas
estatisticas significativas em ambas as fases. Em paralelo, estudos com sangue
periférico dos mesmos pacientes citados neste trabalho, revelaram que a produgéo
desta citocina pelos linfécitos T reguladores diminuiu no estagio agudo e de maneira

mais acentuada em fase crbnica (Macédo, 2018, p. 46). Assim, supde-se que 0O
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microambiente observado no sangue periférico em nossas pesquisas poderia

contribuir com a reducéo da expresséo da CD73 observada em células T CD4+.

A coexpressado da CD39/CD73 pelos linfocitos T CD4+ também foi analisada,
revelando reducédo em fase crénica quando comparado ao grupo controle. Diante do
exposto, sugere-se que a reducdo na coexpressao da cadeia enzimatica envolvida
no metabolismo purinérgico pelas células T CD4+ auxiliariam em aumento da
concentracdo extracelular de ATP em paralelo com reducdo quantitativa de
adenosina. Como consequéncia, tem-se possivel estabelecimento de um
microambiente pro-inflamatério que contribuiria com danos teciduais em algumas
regibes do organismo. Assim, somado a capacidade de infiltracdo de linfécitos T
CDA4+ para regides articulares (PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015)
infere-se que estas poderiam ser acometidas pela destruicao tecidual resultando em
sinais clinicos como artralgia durante o estagio cronico. Por outro lado, o desbalanco
purinérgico favoravel ao aumento de ATP, poderia contribuir com o clearance de

particulas virais remanescentes.

A producao do receptor CTLA-4 também foi avaliada. Conhecida por CD152,
esta glicoproteina transmembrana atua na regulacdo negativa de ativacdo dos
linfocitos T (TEFT; KIRCHHOF; MADRENAS, 2006). Este necessita, além do
reconhecimento  antigénico, de sinais coestimuladores proporcionados,
principalmente, pela proteina CD28. Através da interacdo desta com receptores
CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), expressos em células apresentadoras de antigenos
(APC), diversas vias de sinalizacdo sdo desencadeadas resultando, assim, no inicio
responsivo das células T (ABBAS, 8° ed, 2015). Nesse contexto, o CTLA-4 exerce
suas funcdes inibitérias através de 3 mecanismos principais: competicdo entre sinais
inibitorios e estimuladores, sinalizacdo negativa direta e remocéo das moléculas B7
da superficie de APCs (TEFT; KIRCHHOF; MADRENAS, 2006).

Nossos resultados revelaram uma maior producéo de CTLA-4 no grupo agudo
gquando comparado a individuos saudaveis o0 que poderia resultar num aumento
competitivo entre os mecanismos de sinalizacdo desencadeados pelo CTLA-4 e
CD28. Sabe-se que a sinalizacdo proporcionada por este Ultimo conduz a
proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e aumento enérgico dos processos
metabalicos celulares (BUCHBINDER; MD; ANUPAM, 2016). Assim, sugere-se que
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um aumento na producao de CTLA-4 pelos linfocitos T CD4 estariam envolvidos na
reducdo da frequéncia populacional de tais células contribuindo, assim, com o

quadro de linfopenia descrito em literatura.

Ao avaliar, na Chikungunya aguda, substancias com potencial terapéutico na
AR, Miner et al., 2017 demonstrou que certos compostos de ativacdo do CTLA-4
proporcionaram melhora do quadro inflamatério assim como na redugéo dos edemas
articulares. A diminuicdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias com a
consequentemente reducdo da frequéncia de infiltracdo de células do sistema
imunologico contribuiram com a melhora do quadro. Nesse contexto, sugere-se que
o0 aumento da producdo do CTLA-4 na fase aguda contribua com a atenuacéo da
severidade das respostas pro-inflamatorias bem como das caracteristicas clinicas da
doenca além de auxiliar na evasdo do CHIKV no organismo facilitando, assim,

estabelecimento da fase crbénica.

Durante a fase cronica ndo foram revelados resultados estatisticos
significativos na producdo do CTLA-4. No entanto, observou-se tendéncia na
reducdo desse receptor no qual o numero de componentes poderia justificar uma
ndo diferenca estatistica. Portanto, faz-se necessaria uma extensdo na analise deste
parametro, no qual o aumento no nimero de voluntarios poderia confirmar ou refutar
a hipétese sugerida. Caso haja confirmacéo, pesquisas mostram que a duracdo da
carga viral circulante varia de 7 a 12 dias ap0s o inicio dos sintomas (JAFFAR-
BANDJEE et al, 2009) tendo seu pico variavel de acordo com o local da epidemia
(PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015). Além disso, sabe-se que a
expressdo de CTLA-4, diferentemente da CD28, aumenta com a ativacdo dos
linfécitos T (CHAN et al., 2013). Assim, infere-se que a reducdo da carga viral
circulante esteja diretamente relacionada a uma diminuicdo da ativacdo de células T
CD4 o que justificaria uma possivel diminuicdo na producdo do CTLA-4 na fase
cronica. Além disso, tal redugdo poderia contribuir com mecanismos inflamatérios

em resposta a persisténcia de componentes virais remanescentes.

Por fim, foi analisada a expressdo do PD-1 (Morte Celular Programada 1)
pelas células T CD4 nas fases aguda e crénica. O PD-1 corresponde a um regulador
negativo das funcbes das células T através da inibicio em mecanismos de

proliferacdo, producédo de citocinas e sobrevivéncia celular. A elevada expressao



69

dessa estrutura € um importante marcador de exaustdo celular e geralmente o
aumento de producdo ocorre em infec¢cdes crénicas e cancer (BUCHBINDER,;
ANUPAM, 2016). Nossos resultados ndo mostraram diferencas estatisticas
significativas sugerindo que, em ambas as fases, esse parametro ndo € modulado.
Além disso, com esse resultado, infere-se que o CTLA-4 esteja entre os principais

mecanismos inibitérios de contato célula-célula na fase aguda da doenca.

Diante do exposto, demonstra-se que os linfocitos T CD4+ podem
desempenhar papel fundamental na imunopatologia de infec¢cbes causadas pelo
virus da Chikungunya. Através de mecanismos pro-inflamatérios e
imunossupressores, as células em estudo podem contribuir com determinadas
caracteristicas clinicas observadas bem como com o estabelecimento da
cronicidade que ocorre em parcela consideravel da populacdo acometida pela

doenca (Figura 5).

Figura 5. Representacdo das alteracGes imunoldgicas entre 0os grupos controle, agudo e
cronico.

€39

GRUPO CONTROLE GRUPO AGUDO GRUPO CRONICO

Fonte: Propria. A imagem revela a modulagdo dos parametros imunoldgicos pré-inflamatérios e
imunossupressores em células T CD4+ de voluntarios acometidos pelas fases aguda e cronica da
Chikungunya.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os linfécitos T CD4 séo células do sistema imunolégico que apresentam um
papel chave na modulacdo das respostas desencadeadas por células que compde
as vias inata e adaptativa. Ao longo dos anos, estudos vem demonstrando sua
importante participacdo em caracteristicas imunolégicas e sintomatoldgicas
originadas pelo virus da Chikungunya. Assim, cientes de sua importancia na doenca,
o0 presente trabalho objetivou contribuir com o entendimento de possiveis
mecanismos desenvolvidos durante as fases aguda e crbnica, pelas células T
auxiliadoras.

Durante a vigéncia do projeto, foi observada reducdo na frequéncia
populacional de células T CD4 na fase aguda. Somados a isso, 0 aumento na
producdo das citocinas IL-10 e IFN-y em estagio agudo com retorno aos niveis
basais na fase cronica e auséncia de diferenca estatistica significativa para
producdo de TGFB compuseram os resultados associados as citocinas. Quanto a
andlise de enzimas envolvidas no metabolismo de purinas, a expressdo da CD73 se
mostrou reduzida em ambas as fases da doenca enquanto que a CD39 assim como
a co-expressdo CD39/CD73 manifestaram semelhanca com o grupo controle.
Acerca dos receptores inibitérios avaliados, ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas quanto a expressdo da PD-1 enquanto que o CTLA-4
apresentou aumento na fase aguda.

Durante a vigéncia do projeto, revelamos que a modulacdo de mecanismos
pré-inflamatérios (IFN-y) e imunossupressores (IL-10, CD39/CD73 e CTLA-4) podem
auxiliar na compreensao acerca da participacdo dos linfécitos T CD4+ em infeccdes
pelo CHIKV. Infere-se, portanto, que sinais artritogénicos bem como a persisténcia
sintomatica, caracteristica da fase cronica poderia ser auxiliada pelas células T
auxiliadoras. No entanto, torna-se importante a realizacdo de estudos adicionais
para que se possa confirmar ou refutar as sugestées aqui fornecidas. Além disso, se
faz necessario o aumento no niumero de voluntarios nos grupos em estudo além de
ampliacdo de parametros imunoldgicos a serem analisados. Com isso, objetiva-se
esclarecer a diversidade funcional das células em estudo durante infeccdes

estabelecidas pelo CHIKV.
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9. GLOSSARIO

ARBOVIROSE: Virose causada por arbovirus.

ARBOVIRUS: Virus transmitidos por vetores artropodes hemato6fagos.
ARTRALGIA: Dor nas regifes articulares

FOTOFOBIA: Intolerancia a luz.

GENOMA: Corresponde a todos os genes de um organismo.
GUANOSINA: Nucleotideo que possui a guanina como base nitrogenada.

IMUNOGLOBULINA: Também conhecida por anticorpos, diz respeito a estruturas

produzidas por plasmadcitos que atuam em mecanismos de defesa contra patdgenos.
IMUNOPATOLOGIA: Respostas do sistema imunologico frente a enfermidades.
LINFOCITOS: Células de ntcleo arredondado que comp&e a imunidade adaptativa.

OPSONIZAR: Diz-se o processo de cobertura de microsganismos por anticorpos ou

estruturas do sistema complemento facilitanto, assim, a eliminagdo do mesmo.

PATOLOGIA: Alteracdes fisiolégicas ou anatbmicas que podem desencadear

alguma doenca.

POLIPROTEINA: Consiste em mais de uma proteina unidas em uma Unica

estrutura.

VETOR: Organismo capaz de transmitir virus, bactérias ou parasitas a outro ser

Vivo.
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10. ANEXOS

Figura 6. Parecer consubstianciado do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

HOSPITAL UNIVERSITARIO % PlaboPorma
LAURO WANDERLEY/UFPB %ﬂ-ﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudos das infecedes causadas pelos virus da Zika, Chikungunya e Dengue
Pesquisador: Tafjana Keesen de Souza Lima Clemente

Area Tematica: Genética Humana:
(Havera envio para o exterior de material genético ou qualguer material bioldgico
humano para obtengdo de material genético, salvo nos cases em que houver
cooperagdo com o Governo Brasileiro;);
Pesquisas com coordenagdo efou patrocinio originados fora do Brasil, excetuadas aquelas
com copatrocinio do Governo Brasileiro;

Versdo: 1

CAAE: 59833416.6.0000.5183

Instituigio Propoenente: Hospital Universitario Laure Wanderdey/UFPEB
Patrocinador Principal: Financiamento Propric

DADOS DD PARECER

Himero do Parecer: 1.766.906

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo guantitative, prospectivo, longitudinal, com etapas observacional e experimental,
analitico, clinico-laboratorial, em gue pacientes infectados com virus da Zika, Dengue & Chikungunya serdo
estudados quanto a seus marcaderes imunclégicos e dades clinicos na fase aguda das doengas e na fase
de cura apds 12 meses. Varias hipoteses serfo testadas, visando estudar mecanismos moleculares e sua
correlacdo com dados clinicos.

Objetive da Pesquisa:

Objetive Primario:

Investigar a fisicpatologia de infeccdo pelos arbovirus (DENY, ZIKY, CHIKV),correlacionando caracteristicas
clinicas dos pacientes acometidos & mecanismos imunoldgicos e genéticos associados & infeccio.

Objetivo Secundario:

Este projeto foi dividido em cinco grupos de objetivos especificos:

Enderego: Hospital Universitario Lauro Wanderey - 2° andar- Campus | - UFPB.

Bairre: Cidade Universitana CEP: 58.058-800
UF: PB Municipio: JOAD PESSOA
Telefone: [B3)3216-7064 Fax: (33)3216-7522 E-mail: comitedestica@hulw.ufpb.br
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Figura 7. 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: Avaliagdo da resposta imune humana inata e adaptativa nas arboviroses:
Correlagdo entre mecanismos celulares e prognostico na infecgdo pelos wirus Zika,

Chikungunya e dengue

Pesquisadora: Tatjana Keesen de Souza Lima

I. Esclarecimentos

Estamos convidando vocé para participar como voluntdrio de uma pesquisa sobre a Zika, Chikungunya
e Dengue, que sao doengas causadas por um microorganismo (microbio) transmitido para o ser humano através
da picada do mosquito, gue se chama Aedes aegypti. Nosso objetivo com essa pesquisa € avaliar porgue existemn
pessoas gue ficam mais doentes que as outras gquando 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 avermelhadas parecidas com alergia no caso da zika. Outras pessoas
apresentam a doenca apenas com sintomas leves como febre, dores musculares, dor de cabeca, entre outros,
que podem confundir o diagnastico, por serem muito parecidas. Para isto, vamos realizar um estudo do seu
sisterna de defesa (imunclogico), no qual serdo analisadas as células que s3o capazes de defender o organismo
contra o microorganismo que causa a Zika, a Chikungunya e a dengue.

Caso aceite participar do estudo vocé fara uma consulta médica e devera permitir a realizacdo da
coleta do seu sangue. Além disto, vocé devera autorizar o nosso acesso a sua ficha médica, para que possamos
coletar informacdes sobre o estado atual da sua doenca e os resultados dos exames realizados. Vocé também
devera responder um questionario a respeito da sua salde. Quando vocé estiver respondendo esse guestionario
se alguma pergunta lhe causar constrangimento vocé poderd deixar de respondé-la. Esses procedimentos se
justificam pelo fato da avaliagdo meédica, as informacgdes acerca do seu estado de salde e também das
informacdes que constardo no questiondrio, nos permitir inclui-lo no grupo de pessoas doentes ou saudaveis,
visando uma correta distribuicdo e analise dos resultados obtidos.

Vamos a seguir, explicar a vocg para que utilizaremos o material biclogico e os riscos e desconforto que
poderdo existir.

Todos os procedimentos estardo de acordo com as Resolugdes do Conselho MNacional de Sadde. Com
sua permissao serao coletados, por uma pessoa devidamente treinada, aproximadamente 15 mL do seu sangue;
utilizando material estéril e descartavel. Os riscos e desconfortos que vocé correrd nessa coleta s3o minimos e
poderdo ser desmaio, sangramentos, manchas arroxeadas ou infeccdo no local da coleta. Entretanto iremos
minimizar estes riscos com cuidados na realizacdo deste procedimento, que 530 a limpeza no local da coleta
através da utilizacdo de dlcool e pressionando a regido do brago onde foi feita a coleta com algoddo por alguns
minutos, apos a retirada da agulha. Com o sangue coletado iremos realizar um exame das células do seu
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sangue (hemograma), para determinar se vocé tem anemia. Uma parte do seu sangue sera armazenada a uma
temperatura que permita a conservacdo das células em um equipamento direcionado para esse fim. A outra
parte do seu sangue iremos utilizar para estudar seu sistema de defesa (sistema imunolégico ), como também
faremos uma anadlise para confirmar se vocé tem Zika, Chikungunya ou Dengue. Além disso, serd realizado o
estudo farmacologico da riparina, uma substancia isolada de uma planta, gque guando colocada em contato com
o seu sangue poderd atuar de maneira positiva, ativando o s2u sistema de defesa a combater melhor a infeccdo.
Esza abordagem permitira a proposigdo futura de novas estratégias de diagnostico e tratamento e associacdes
terapéuticas, visando a melhoria da qualidade de vida dos portadores dessas doencas. Apos a realizacdo dos
ensaios seu material bioldgico sera descartado.

Com a sua autorizacdo, uma parte do material bioldgico, o que foi acondicionado de maneira adequada
para manutengao das células, sera enviada para outro pais (Inglaterra), onde os pesquisadores de la fardo
estudos de substdncias no sangue que podem influenciar na resposta do seu sistema de defesa (imunologico).
Apds a realizacdo dos ensaios seu material bioldgico serd descartado.

Sua participacdo & voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualguer momento, retirando
seu consentimento, para a guarda e utilizacdo do material bicldgico sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou
penalidade. Para erradicar qualguer risco de vazamentos dados dos prontuarios e questionadrios aplicados seréo
guardados em local seguro, conhecido apenas pela equipe brasilzira envolvida na pesquisa. A amostra serd
armazenada como biorepositorio, que & um tipe de armazenamento das suas amostras, somente no tempo de
execucdo deste projeto. Também garantimos gue, o 52U sangue que ira para Inglaterra, sera utilizado apenas
para este estudo 2, em seguida, descartados.

Todos os seus dados serdo confidenciais & colocados de maneira andnima por devida codificacdo dos
seus dados (ARBXX). Todas as informacdes do seu prontudrio & questionarios serdo depositadas em um banco
de dados (drive), cuja senha s0 terd acesso os pesquisadores envolvidos. 50 apos essa codificacdo € gue o seu
material bioldgico s2rd encaminhado a Inglaterra. Garantimos que todas as informacdes obtidas serdo sigilosas e
seu nome nao sera identificado em nenhum momento. Os dados serdo guardados em local seguro & a divulgacio
dos resultados serd feita de forma a ndo identificar os voluntarios. Também & importante assegurar que caso
vocé tenha interesse nos resultados de exames e da pesquisa basta solicitar ao pesquisador responsavel.

0z beneficios da sua participacdo nesta pesquisa s3o0 que vocé estara contribuindo para um melhor
entendimento da doenga, e com estudos gue podem trazer a descoberta de novos tratamentos efou cura .
Dessa maneira, contribuindo com a ciéncdia e a comunidade a sua volta.

Sua participagdo nesta pesquisa & voluntaria. Vocé ndo sera pago por participar do estudo. No entanto,
caso vocé tenha algum gasto, como por exemplo, com transporte e alimentagdo, vocé sera ressarcido. Caso sofra
algum dano decorrente da pesquisa (direto ou indireto, imediato ou tardio), vocé tera direito a assisténcia
integral e imediata pelo tempo que for necessario, além do direito de buscar indenizacio.

Voré recebera uma via deste documento devidamente assinada pelo pesguisador & por vocé e
rubricada em todas as pdginas por ambos. Toda divida que vocé tiver a respeito desta pesquisa, poderd entrar
am contato com a pesguisadora Dr2 Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente, no Centro de Biotecnologia,



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Departamento de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba, Cidade
Universitaria- Jodo Pessoa - PB - Brasil - CEP: 58051-900 Fone: (83) 3216-7371.

Dividas a respeito de questdes sticas desta pesguisa poderdo ser esclarecidas junto ac Comits de Etica
em Pesquisa (CEP) da UFPB. O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) & um colegiado interdisciplinar e
independente, que existe nas instituigdes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado
para defender os interesses dos sujeitos em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolimento
da pesquisa dentro dos padrdes éticos. Endersco: Hospital Universitdario Lauro Wanderley-HULW- 22 andar (ao
lado da biblioteca) Hordario do Expediente: 8:00 as 12:00 hs e 13:00 as 17:00 hs. Campus |-Cidade Universitaria-
Bairro: Castelo Branco-CEP:58059-900-Jodo Pessoa-PE- FAX (083) 32167522- CNF):24098477,/007-05- Telefone:
{083) 32167964~ E-mail:comitedeetica@hulw. ufpb_ br.

Além do CEP, também existe o CONEP - A Comissio Nacional de Etica em Pesquisa — que & responsavel
por examinar os aspectos éticos de pesquisas envolvendo seres humanos, nas seguintes areas: Genética
humana, reproducdo humana, novos dispositivos para a sadde, pesquisas em populacdes indigenas, pesquisas
conduzidas do exterior e aquelas que envolvam aspectos de biosseguranca. Enderego: Esplanada dos
Ministérios, Bloco G, Anexo B. Sala 104B. Brasilia-DF, CEP: 70.058-900. Fone: {(61) 3315-3821 / 3315-2151 f
3315-3566. e-mail: cns@saude.gov.br

Wocé, ou alguém que vocé indigue em caso de abito ou condicdo incapacitante, tera o acesso gratuito a
todas as informagdes e resultados associados a seu material biolégico, inclusive informagdes genéticas que
possam implicar riscos para doengas nao preveniveis ou familiares. Quando tiver necessidade vocé também tera
aconselhamento genético gratuito. E importante afirmar que os seus dados genéticos s3o confidenciais e que
ndo serdo repassados a terceiros. Todas as suas informacdes genéticas serdo guardadas de forma andnima de
maneira codificada em um banco de dados guardado por senha. Apenas os pesquisadores envolvidos terdo
acesso a essas informagdes.

Declaro que compreendi os objetivos desta pesguisa, como ela serd
desenvolvida, os riscos e beneficios envolvidos, bem como os meus direitos, e concordo em
participar voluntariamente do estudo “Estudos das infecgdes causadas pelos virus da Zika,

Chikungunya e Dengue” autorizando o uso do meu sangue para a realizacdo deste estudo.

Participante da pesquisa: (assinatura ou impressao datiloscopica):

data / /

Voluntario:

data f /

Pesquisador
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