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RESUMO

O sistema imune € a principal linha de defesa contra o ataque de patdégenos e agentes
externos através do estabelecimento da inflamacao. Este, € dividido entre imunidade
inata e adaptativa, a imunidade inata consiste em células de defesas presentes no
organismo responsaveis pela resposta imediata contra agressoes, ja a imunidade
adaptativa caracteriza a memdria imunolégica com principais componentes 0s
linfécitos T e B. Os linfécitos B, alvo do trabalho, sdo responsaveis por mediar a
resposta adaptativa através de linfocitos T CD4 auxiliares e producdo de
imunoglobulinas de memoria. Além disso os linfocitos B sé&o capazes de secretar
diversas citocinas (IL-12, IL-10, TNFa, IFNy), que podem mediar sua acdo bem como
controlar a resposta por linfocitos T. A descoberta de subpopulacdes de linfécitos B
produtores de IL-10 vem sendo cada vez mais estudada e evidenciada ja que estes
podem atuar como supressores do quadro inflamatério. No presente estudo foram
analisados o perfil imunolégico de individuos saudaveis pela quantificacdo de
subpopulacdes de células B de memoria (CD3-CD19+CD27+CD38-), B de transi¢céao
(CD3-CD19+CD27-CD38+) e B imaturas (CD3-CD19+CD27-CD38++) e a expressao
de IL-10 e IFNy em cada uma dessas subpopulacdes além de comparacédo desses
niveis entre sexo. Foi visto que comparando aos demais niveis celulares, células B
CD38+ expressam, em maior quantificacdo IL-10 e IFNy. Isso pode indicar um
mecanismo de autorregulacdo. Além disso foi observado que individuos do sexo
feminino podem ter uma menor quantificacdo de células B com capacidades
imunossupressoras e maior expressao no microambiente celular de citocina pro-
inflamatorias, porém séo necessarios futuros estudos para que seja realizada uma
analise completa e mais aprofundada sobre o papel dessas subpopulacdes em

individuos saudaveis.

Palavras-chave: Bregs. Imunologia. Linfécitos B.



ABSTRACT

The immune system is the main line of defense against pathogens and external agents
through the establishment of inflammation. It is divided between innate and adaptive
immunity; the innate immunity consists of defense cells already present in the body
that are responsible for the immediate response against aggressions, whereas
adaptive immunity caracterizes the immune memory with the main componentes
including T and B lymphocytes, the last ones are main focus of this work, are
responsible for mediating the adaptive response through T CD4+ helper lymphocytes
and production of memory immunoglobulins. In addition, B lymphocytes are capable
of secreting several cytokines (IL-12, IL-10, TNFa, IFNy), which can mediate their
action as well as control the response by T lymphocytes. The discovery of sub-
populations of IL-10 produced by B lymphocytes has been increasingly studied and
evidenced since these can act as suppressors of the inflammatory condition. In the
present study, the immunological profile of healthy individuals was analyzed by
guantifying subpopulations of memory B cells (CD3-CD19 + CD27 + CD38-), transition
B (CD3-CD19 + CD27-CD38 +) and immature B (CD3-CD19 + CD27-CD38 ++), the
expression of IL-10 and IFNy in each of these subpopulations, and comparison of these
levels between sexes. It was seen that compared to the other cellular levels, CD38 +
B cells express, in greater quantification, IL-10 and IFNy. This may indicate a self-
regulatory mechanism. Furthermore, it was observed that female individuals may have
a lower quantification of B cells with immunosuppressive capacities and greater
expression in the pro-inflammatory cytokine cell microenvironment, however future
studies are still necessary for a complete and more in-depth analysis of the role these
subpopulations in healthy individuals.

Keywords: Bregs. L lymphocytes. Immunology.
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1. INTRODUCAO

O sistema imune possui como principal funcdo a manutencdo da homeostase do
organismo contra agressfes por patbgenos externos e manutencdo da homeostase
do organismo, constituido por uma série de érgdos capazes de produzir diferentes
células e por consequente uma gama de moléculas quimicas intrinsicamente
relacionadas entre si (MESQUITA JUNIOR et al, 2010). Esse sistema é dividido entre
a imunidade inata e a adaptativa, constituida por mecanismos que compreendem
barreiras fisicas, quimicas, bioldgicas. (MESQUITA JUNIOR et al, 2010), sendo assim,
capazes de atuar em conjunto gerando uma resposta eficiente e rapida contra a
agressdo. A capacidade do sistema imunoldgico de regular negativamente suas
respostas a fim de proteger as células do hospedeiro € denominada de tolerancia
imune. A tolerancia imunoldgica inclui a tolerancia aos antigenos (Ags) proprios, que
previne o desenvolvimento de doencgas autoimunes, como também a aceitacdo de Ags
nao-préprios, como ocorre durante transplantes e o controle negativo de respostas
imunes exacerbadas (BOUAZIZ, YANABA, TEDDER; 2008). Ja foram identificados
diversos tipos celulares capazes de contribuir com a tolerancia imunologica, como 0s
linfocitos T reguladores. Usualmente os linfocitos B sé@o descritos por serem
reguladores positivos da resposta imune, porém cada vez mais vem sendo estudado
uma nova classe dessas células que podem suprimir essa resposta positiva através
da producdo de interleucina 10 (IL-10), uma citocina supressora da inflamacéo
(BOUAZIZ, YANABA, TEDDER; 2008). Embora a cdo dessa classe de células B
produtoras de IL-10, também denominadas de Breg venha sendo cada vez mais
estudadas em doencas autoimunes, seu papel nas mesmas ainda é desconhecido
(MIELLE et al., 2018). As células B reguladoras atuam principalmente na atenuacéo
da inflamacéo, contribuindo para a manutencéo da tolerancia imune. Essas células
sdo advindas principalmente de subpopulacGes imaturas e de transicdo, e, em
guadros autoimunes, geralmente estdo numericamente deficientes ou disfuncionais
(OLEINIKA, MAURI, SALAMA, 2019). Cada vez mais novas evidéncias demonstram
gue os linfécitos B ndo sdo responsaveis apenas pela manutencdo da imunidade
adaptativa através da producdo de anticorpos, mas sim atuam ativamente na
regulacéo da resposta imune através da producao de citocinas (LUND, 2008). O perfil
de citocinas das células B ¢é influenciado pelo microambiente celular de linfécitos T

auxiliares, assim além da IL-10, essas células podem expressar diferentes outros tipos
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de citocinas, como IL-6 e IL-12. As células Bregs produtoras de IL-10 promovem
tolerancia e suprimem a resposta inflamatoria, enquanto as citocinas produzidas pelas
células B efetoras sdo capazes de amplificar a resposta imune humoral e celular,
através da producao, por exemplo, de TNF-A e IFNy (LUND, 2008). Em processos
patoldgicos, esse perfil celular pode ser alterado, podendo levar a um desbalanco de
citocinas proé e anti-inflamatérias (LUND, 2008). Em individuos saudaveis, por sua vez,
esse balanco contribui para a regulacéo da imunidade, porém ainda é pouco descrito
na literatura como é o perfil do microambiente celular durante os quadros de
homeostase, e se, citocinas pré inflamatérias e anti-inflamatérias atuam
conjuntamente para a manutencdo e producdo dessas células através de um
mecanismo de auto-regulagao.

Sendo assim, a hipotese do nosso trabalho € de que individuos saudaveis
possuam maior expressao de citocinas de carater supressor da inflamagcédo em seu
microambiente celular, com uma populacdo mais elevada de células Bregs, além de

menor populagao celular de B ativadas expressoras de citocinas pro-inflamatorias.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Introducgéo ao sistema imune

O sistema imune é constituido por uma gama de células e moléculas que
desencadeiam uma resposta coletiva e coordenada quando apresentados a
substancias desconhecidas sendo, assim responsavel pela defesa do organismo
guanto aos agentes externos ou patogénicos. A complexidade do sistema imune é
tanta quanto pode-se equiparar com o sistema nervoso (JERNE, 1973).

Apesar dos crescentes estudos envolvendo a area em questao, ainda se sabe
pouco acerca desse sistema. Para que ocorra a invasdao de um patégeno existem
primeiramente trés niveis de defesa. O primeiro nivel se trata das barreiras fisicas
propriamente ditas, como pele, muco e secre¢cfes enzimaticas. A segunda barreira é
chamada de sistema imune inato, sendo a resposta inicial do corpo em relagéo a um
microrganismo. E finalmente, a terceira barreira € chamada de resposta imune
adaptativa ou adquirida, que garante a eficacia e eficiéncia da resposta diante uma re-
exposicao ao patégeno com grande especificidade mediante a formacdo de memdria
imunologica. (DELVES e ROITT, 2000). As células do sistema imune séao
transportadas a partir do fluxo sanguineo, sendo capazes de alcancar todos os tecidos
através dos capilares e depois retornam a um sistema vascular proprio, o sistema
linféide (JERNE, 1973).

As moléculas reconhecidas pelas células do sistema imune sdo chamadas de
antigenos, que podem derivar desde pequenos padrdes moleculares de patdgenos
até estruturas proteicas complexas (DELVES e ROITT, 2000). Os padrdes especificos
de que podem ser reconhecidos por essas células sdo chamados de epitopos, que se
caracterizam por padrdes presentes na superficie de grandes moléculas, como
proteinas, polissacarideos e acidos nucleicos (JERNE, 1973). Apenas uma pequena
parcela de antigenos desencadeiam uma resposta imune de fato, sendo chamados
de imunoégenos. Alguns antigenos chamados de haptenos necessitam de moléculas
maiores chamadas de carreadores para que ocorra a resposta imune (DELVES e
ROITT, 2000). No ser humano, existem cerca de um trilhdo de células chamadas de
linfocitos e cerca de cem milhGes de trilhdes de anticorpos, essas células séo
responsaveis por garantir o reconhecimento dos antigenos e memaria imunoldgica a

longo prazo. Os linfécitos podem ser encontrados em grandes quantidades nos
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linfonodos e nos tecidos de sua origem e maturagéo, que incluem a medula 6ssea, 0
timo e o baco (JERNE, 1973)

2.2 Imunidade inata e adaptativa

A defesa inata consiste na primeira linha de defesa contra patdégenos,
caracterizada por mecanismos celulares e bioquimicos preparados para serem
rapidamente ativados diante da infeccdo. Os principais componentes que constituem
a defesa inata sdo barreiras fisicas e quimicas, como epitélio e muco; Células
fagociticas, como neutréfilos e macréfagos; Células dendriticas, Natural Killers,
Células linfoides inatas; Proteinas do sistema complemento, e citocinas mediadoras
de inflamacdes (ABBAS et al, 2015). De acordo com Delves e colaboradores (2000),
pensava-se que a imunidade inata consistia em todas as respostas imunes que néo
possuem memaoria imunologica, apresentando sempre a mesma resposta
independentemente do antigeno e do numero de vezes que fosse ativada. Porém,
estudos mais recentes ja descreveram memoria epigenética na imunidade inata,
através de mudancas transcricionais do coédigo genético dos receptores de
reconhecimento de padrao (“Pattern Recognition Receptors” do inglés, ou PRR’s),
sendo responsavel pelo reconhecimento de antigenos, e regulacdo de genes
envolvidos na imunidade inata (ZHANG; CAO, 2019). Essa regido da cromatina pode
sofrer alteracGes para reconhecer padrdes genéticos especificos, ou para adaptacdes
relacionadas a mudancas ambientais. Para sobreviverem e replicarem, diversos
patdgenos desenvolveram uma variedade de estratégias a fim de contornarem essa
linha de defesa, como a modificacdo direta de proteinas e cromatina do hospedeiro
(ZHANG; CAO, 2019). Além disso, habitos comportamentais externos também podem
modificar os PRR’s, tanto dificultando o reconhecimento dos antigenos quanto para a
expressao de fatores de defesa (ZHANG; CAO, 2019).

Em contraste com o reconhecimento pelos receptores do sistema imune inato,
onde as células ja estdo em sua forma funcional principal para sua programacao
genética, as respostas imunes adaptativas dependem de receptores que Sao
customizados e selecionados apos varios processos de recombinacdo somatica de
um grande numero de segmentos genéticos. ApGs 0 primeiro encontro com 0
patégeno, as células que expressam esses receptores imunes podem persistir no

organismo, promovendo memdria imunolégica e a capacidade de resposta rapida
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caso ocorra uma re-exposicao (BONILLA e OETTGEN, 2010). As células do sistema
imune adaptativo incluem os linfocitos T, que sdo maturados no timo sendo os efetores
da resposta imune celular, e os linfécitos B, que sdo produzidos a partir da medula
0ssea e sao capazes de produzir anticorpos.

Os linfocitos sdo produzidos a partir de células tronco primordiais do figado fetal
e medula éssea através de interagcbes com células do estroma, como fibroblastos e
citocinas (DELVES e ROITT, 2000). Essas células sdo extremamente mdéveis, apos
seu desenvolvimento nos tecidos linféides primarios (timo e medula 6ssea), viajam até
os tecidos linféides secundarios, que incluem os linfonodos e baco, onde podem
identificar antigenos circulantes na linfa e sangue. (BONILLA e OETTGEN, 2010). Em
seus estagios iniciais de formacao, ndo € necessaria a presenca de um antigeno para
a sobrevivéncia celular, mas assim que passarem a expressar em sua superficie um
receptor maduro, a sua diferenciacdo e expansao passam a ser antigeno-dependente.
Os linfécitos antigeno-especificos possuem estruturas diferentes de acordo com a sua
fungcédo (DELVES e ROITT, 2000)

E estimado que os linfocitos sdo capazes de produzir mais de mil diferentes
regides variaveis de anticorpos para células B e um nuamero similar de regides
variaveis para receptores de células T. Essa grande capacidade de variacdo €
promovida por menos de 400 genes, ocorrendo a partir de processos de
recombinacdo que cortam, separam e modificam as regides génicas variaveis.
(DELVES e ROITT, 2000). A disposicado e combinacéo das instrucdes genéticas nas
regides variaveis envolvem a recombinacéo dos genes dos segmentos V, D e J unindo

um segmento de cada tipo. (Figura 1)
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Figura 1. Configuragdo da linha germinativa para recombinacdo dos segmentos dos genes VDJ e
montagem das regifes variaveis dos anticorpos.

seqmentos v seqmentos 0 segmentos J

Regido de éxons constantes

Recombinagio 0
HHHHEHEHE S
Recombinagio ¥-0J
IS N
Hontagem

Fonte: Adaptado de BRITISH SOCIETY FOR IMMUNOLOGY (2020). A figura demonstra as regides
de éxons presentes nos segmentos variaveis VDJ e a regido constante responsavel pela recombinacao
e montagem final da linha germinativa para a formacéo de um anticorpo.

Cada linfocito usa diferentes combinacdes desses segmentos génicos para
formar o codigo genético do seu receptor antigénico. As sequéncias dos receptores
de células T geralmente permanecem inalteradas durante a divisado celular, mas isso
nao € o caso da célula B, onde cada um dos centros germinativos de érgaos linfoides
secundarios podem passar por ainda mais rearranjos do segmento V, em um processo
chamado de edicdo de receptor. Esse mecanismo garante que as ceélulas B
autorreativas sejam capazes de identificar o erro em suas vias e que se alterem
através da substituicdo de genes na regido variavel. Nesse processo, 0 gene V ja
existente na sequéncia rearranjada VDJ é substituido por outro gene V (DELVES e
ROITT, 2000).

2.3 Linfocitos B e sua importancia

Os linfécitos B sdo uma classe de células muito descritas por serem capazes
de regular positivamente a resposta imune e por serem O0S principais

desencadeadores patogénicos de doencas autoimunes devido a sua habilidade de
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producdo de autoanticorpos (MAURI; BOSBA, 2012). S&o populagbes celulares
originadas a partir da medula éssea caracterizadas por expressarem clonalmente
imunoglobulinas (lg) de superficie celular capazes de reconhecer epitopos de
antigenos. O desenvolvimento dessas células em mamiferos ocorre primeiramente
em tecidos linfoides primarios, como figado fetal e medula déssea adulta, com
subsequente maturacdo em tecidos linféides secundéarios como linfonodos e baco
(LEBIEN; TEDDER, 2008).

A descoberta dos linfécitos B como células fonte de anticorpos e seu caréater
protetor do organismo ocorreu entre os anos 1960 e 1970 utilizando modelos animais
e clinicos para analisar doencas que levam as deficiéncias imunes e foi 0 passo inicial
para os estudos que englobam esses tipos celulares (LEBIEN; TEDDER, 2008). Cada
tipo de anticorpo pode ser produzido como uma molécula circulante ou estacionaria.
Para serem estacionarias elas devem possuir uma transmembrana hidrofébica onde
ancora-se a molécula do anticorpo na membrana da célula B, passando a funcionar
como um receptor para a célula-B. (DELVES, 2000)

O desenvolvimento de células B inicialmente é caracterizado pelo rearranjo dos
loci nas cadeias H (pesada) e L (leve) das imunoglobulinas. A compreenséo inicial da
origem das células B se deu a partir da descoberta das Cadeias Leves Substitutas
(SLC) originalmente em modelos murinos (LEBIEN; TEDDER, 2008). As SLC sé&o
heterodimeros constituidos de duas proteinas distintas (5y e VpreB) que se pareiam
com a cadeia pesada H dando origem as células pré-B. A maturacdo dos linfocitos
requer a acao de uma rede de citocinas e fatores de crescimento, como a interleucina-
7 (IL-7) que promove o rearranjo das cadeias VDJ (LEBIEN; TEDDER, 2008).

Os anticorpos consistem em sua estrutura por duas cadeias pesadas idénticas
e duas cadeias leves unidas por ligac6es dissulfidicas (Figura 2). O N terminal de cada
cadeia possui um dominio variavel que se liga ao antigeno através das trés regides
hipervaridveis determinantes de complementariedade (DELVES e ROITT, 2000). Ja
os dominios C terminais em ambas as cadeias formam as regides constantes, e
determinam as classes e subclasses dos anticorpos. (Figura 2). A sequéncia de
aminodacidos nas regides constantes da cadeia pesada podem identificar cinco classes
de imunoglobulinas (IgG, IgA, IgM, IgD e IgE), sendo quatro subclasses de IgG e duas
subclasses de IgA. Todas essas classes e subclasses possuem diferentes
funcdes.(DELVES, 2000).
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Figura 2. Modelo estrutural do anticorpo, com a unido das cadeias leves e pesadas por ligacdes
dissulfidicas, sitio de ligagdo e reconhecimento de antigenos nas regides variaveis.

Antigeno no antigeno sitio de ligagio
sitio de ligagao N para antigeno

b

|

[ Icadeia leve (L

| ] Cadeia pesada {H)

0 Encyclopeadia Britannics, Inc. (@daptado)

Fonte: Adaptado de ENCYCLOP/EDIA BRITANNICA (2020). A figura demonstra as principais regiées
dos anticorpos incluindo sua estruturacdo entre cadeias leves e pesadas, unidas por pontes
dissulfidicas, sitio de ligacao para antigeno e regido efetora.

2.4 Diferenciacao e expanséao clonal

Para exercerem a funcao efetora ou de memodria, as células B necessitam se
diferenciar em células do plasma ou células B de memoria, respectivamente. Essa
escolha é influenciada dependendo da regido anatbmica em que elas se encontram
inicialmente, sendo as células localizadas préximas a medula O6ssea, de carater
hematopoieticas totipotentes, destinadas a linhagem para linfécitos B. A seguir,
prosseguem para o estagio pro-B onde ocorre a recombinacéo da cadeia pesada da
imunoglobulina (CHUNG; SILVERMAN; MONROE, 2003). As células que passarem com
sucesso por essa recombinacdo sdo selecionadas positivamente seguido de
expansao clonal através de multiplos ciclos mitéticos em tecidos linfoides secundarios
para entdo ser iniciada a recombinacdo da cadeia leve da Ig (CHUNG; SILVERMAN;
MONROE, 2003). Essas alteracdes de aminoacidos nas lgs também sdo responsaveis
por determinar a forca de ligacdo ou afinidade do préprio anticorpo ao antigeno
(DELVES e ROITT, 2000).

Considerando a fase inicial da resposta imune, chamada de resposta pré-CG,
as células B recentemente ativadas podem adentrar o centro germinativo (CG), que é

aregiao ativada do foliculo linfoide, para entao diferenciarem-se em células do plasma
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de vida curta ou em células de memoaria. (SHINNAKASU, KUROSAKI; 2017). Durante
uma resposta imune dependente de linfocitos T, as células B também passam por
proliferacdo, diferenciacdo e selecdo no microambiente do centro germinativo,
levando a formacéo do compartimento das células de memoria.(COFFEY, ALABYEV,
MANSER; 2009) Foi descrito que as células B imaturas presentes na resposta pré-
CG podem passar por uma rapida expansao clonal no perimetro folicular sem uma
inducdo de hipermutacdo somatica, mudanca de isétipo da cadeia pesada ou
expressao de genes necessarios para adentrar no centro folicular durante os estagios
iniciais da resposta imune dependente de T, (COFFEY, ALABYEV, MANSER; 2009)
evidenciando o papel dessas células ainda imaturas. Além disso, foi demonstrado que
nesse tipo de resposta, uma maior afinidade pelo receptor de B (BCR) induz uma
maior sinalizacdo nessas células, que consequentemente demanda maior ajuda por
linfocitos T auxiliares. (SHINNAKASU, KUROSAKI; 2017).

ApOs a exposicao dos BCR ao antigeno, as células B foliculares migram para
a borda de zonas T no centro germinativo, onde passam pela interacdo com linfécitos
T auxiliares (COFFEY, ALABYEV, MANSER; 2009). Enquanto a regido constante é
responsavel por especificar a classe do anticorpo (Ex. IgM ou IgG) durante a resposta
imune, a regido variavel VDJ nas células B podem se unir a diferentes outras regides
constantes para alterar a classe do anticorpo, em um processo chamado de mudanca
de epitopo (DELVES e ROITT, 2000). Subsequentemente, as células B ainda imaturas
presentes na resposta pré-CG podem viajar até o centro do foliculo e rapidamente se
proliferar em associacdo com células dendriticas foliculares (CDFs) resultando na
formacéo e ativacdo do proprio centro germinativo. (COFFEY, ALABYEV, MANSER,;
2009).

Cada célula B é programada para expressar apenas uma das grandes
possibilidades de anticorpos em potencial, possuindo a mesma especificidade para
um antigeno. Os clones selecionados para participar de uma resposta imune séo
selecionados caso eles possuam um receptor capaz de se ligar ao antigeno
apresentado, em um processo chamado de selecao clonal (DELVES e ROITT, 2000).
Na expansao clonal as células selecionadas por antigenos se proliferam, levando ao
rapido aumento do nimero de células B ou T capazes de reconhecer o antigeno. A
maioria das respostas envolvem diferentes clones, sendo assim consideradas

policlonais (figura 3), jA que até mesmo 0s antigenos mais simples possuem Varios
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diferentes epitopos, sendo cada um deles capazes de se ligar a somente um clone
em especifico (DELVES, 2000).

Figura 3. Durante a expanséo clonal as células B produzem anticorpos policlonais, capazes de se
ligarem a diversas proteinas expressas pelos antigenos de interesse.

Anticorpos monoclonais Anticorpos policlonais

- célula produz miltiplos clones
- diversa especificade antigénica

- célula produz um dnico clone
- sitios de ligagao idénticos

Fonte: prépria. A ilustracdo demonstra a diferenca de especificidade antigénica dos anticorpos
monoclonais e policlonais.

Em alguns casos pode-se existir o que se chama de resposta imune cruzada,
gue de maneira geral reflete as relagbes filogenéticas entre 0s organismos
(AALBERSE; AKKERDAAS; VAN REE, 2001). Uma relacdo filogenética mais
intrinseca pode resultar em um alto grau de homologia entre estruturas primarias de
certas proteinas ou sequéncia de aminoacidos sendo capaz de ser reconhecidos por
certas células de memdrias com epitopos semelhantes, resultando em uma resposta
imune secundaria mesmo para um organismo novo, devido ao alto grau de relacéo
entre eles (AALBERSE; AKKERDAAS; VAN REE, 2001). A resposta imune cruzada
geralmente acontece diante exposicao a diferentes alérgenos e alguns tipos de virus
(STETTLER et al, 2016).

Em alguns flavivirus a resposta cruzada é a principal caracteristica de
potencializar o papel patolégico de doencas, ja que 0s anticorpos com resposta
cruzada séo elicitados a partir de infeccbes prévias de virus heterdlogos. Esse
fenbmeno € conhecido como amplificacdo dependente de anticorpo (em inglés
“‘Antibody Dependent Enhancement” ou ADE) (STETTLER et al, 2016). Ja é descrito

epidemiologicamente que para 0s quatro sorotipos do virus da dengue (DENV), uma
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infeccdo priméria é capaz de proteger contra a reinfec¢cdo para 0 mesmo sorotipo,
porém representa um risco para o desenvolvimento de um quadro mais grave da
doenca caso ocorra reinfeccdo com um sorotipo diferente (STETTLER et al, 2016). O
papel dos anticorpos em casos de dengue grave é demonstrado por estudos que
avaliaram que a presenca de anticorpos maternos em criangas pode representar um
maior risco para o desenvolvimento da forma mais grave da doenca. Além disso
também vem sendo corroborada a tese de que individuos com anticorpos para DENV
podem desenvolver um quadro mais grave da infeccdo pelo virus da zika (ZIKV) e
vice-versa (STETTLER et al, 2016).

2.5 Subpopulacdes de linfécitos B

As células B sao subdivididas em duas grandes familias: B1 que s&o originadas
em precursores do figado fetal e maturam em mucosas, cavidade pleural e peritoneal;
e a B2 que séo originadas de precursores derivados de medula 6ssea e maturam em
tecidos secundarios linféides. As células B1 ainda podem ser subdivididas em células
Bla e Blb, enquanto as células B2 podem ser subdivididas em células imaturas
transicionais (T1, T2 e T3), células B maturas foliculares (FO) ou de zonas marginais
(MZ) (LUND, 2008).

A proliferacéo de linfocitos naive durante o primeiro encontro com o antigeno
caracteriza a resposta imune primaria, gerando tanto células T e B efetoras e de
memoria. As células B de memdria promovem uma resposta imune secundaria
guantitativamente e qualitativamente superior apds um encontro subsequente com o
mesmo antigeno (DELVES e ROITT, 2000). As células B de memoaria estao incluidas
no grupo B2, ja que sua maturac&o ocorre em centros germinativos de tecidos linfoides
secundarios. Quando isso ocorre, as células B naive entram em expanséao clonal com
mudanca do isotipo e hipermutacdo somatica na regido genética IgV apos interacao
com antigenos, para que ocorra a diferenciacdo em células B de memoria e outras
células do plasma (AGEMATSU et al, 2000)

As células de memdria estdo em maior nimero quando comparado com as
subpopulacdes imaturas, além de serem mais faceis de serem ativadas garantindo
gue a resposta secundaria seja mais rapida do que a resposta primaria. A resposta
secundaria produz um maior namero de linfécitos e no caso das células B, promove a

inducdo de maiores niveis de anticorpos que possuem maior afinidade com o
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antigeno. (DELVES e ROITT, 2000). Baseado nesse fato, pode-se afirmar que o
conceito de vacinacdo promove a exposicdo de uma versdao modificada de um
patdgeno de forma a ser inofensiva ao organismo porém ainda capaz de induzir a
formacdo de células de memoéria sem promover os efeitos patolégicos do agente
infeccioso. Dessa forma, o sistema imune € capaz de promover uma resposta
secundaria com um forte e imediato efeito contra a versdo patogénica do
microorganismo em uma exposicao futura. (DELVES e ROITT, 2000)

Enquanto as células B ainda estdo imaturas, ocorre a selecdo negativa dos
clones capazes de reconhecer antigenos préprios. Essas células imaturas auto-
reativas podem passar tanto por um processo de recombinacao continuada da cadeia
leve de modo a gerar um receptor novo nao reativo, ou, sofrerem apoptose. (CHUNG;
SILVERMAN; MONROE, 2003) Caso essa edi¢cao nao seja bem sucedida, a célula pode
ser eliminada por delecéo clonal ou pode continuar sobrevivendo com uma funcgéo
alterada ou reduzida para que ndo reaja com auto-antigenos, o que é referido por
anergia clonal (DUTY et al 2009) (Figura 4). Essas células B imaturas e maturas
autorreativas potencialmente patogénicas representam cerca de 20% das células B

circulantes em adultos humanos saudaveis (DUTY et al 2009).

Figura 4. As células B imaturas auto-reativas podem seguir trés caminhos diferentes, o silenciamento
funcional (anergia), sua morte por apoptose (delecdo) ou edicdo de receptor através da substituicao
dos genes das imunoglobulinas.
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Fonte: Adaptado de ZOUALLI, 2008. A figura demonstra as possibilidades que as células B auto-reativas
podem tomar para evitar danos ao hospedeiro.

Ainda é pouco compreendido como e por qué essas células auto reativas sao
capazes de passar pelos pontos de verificacdo e sobreviver com suas funcdes
reduzidas ou alteradas para que nao reaja com o proprio (DUTY et al 2009), porém
existe crescente evidéncias que sugerem que essas populagbes podem responder

diante quadros de infeccdo ou vacinacdo. Em estudo realizado por Steach e
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colaboradores (2020) foi sugerido que as células B imaturas com receptores
especificos para antigenos externos possuem baixa resposta cruzada para antigenos
préprios, além de serem menos provaveis de se expandirem clonalmente (STEACH
et al, 2020).

Finalmente, as subpopulacées B de transicdo séo caracterizadas pelas células
imaturas ndo reativas que saem da medula 6ssea e procedem para circulacao até o
baco. A emigracdo da medula é marca da transi¢cdo do estado imaturo de B até o
estado transicional 1 (T1). O desenvolvimento continuado dessas células marcam o
estado transicional 2 (T2) para entdo culminarem em células maturas
imunocompetentes. (CHUNG; SILVERMAN; MONROE, 2003)

2.6 Caracterizacao celular de linfocitos B

A classificacdo para anticorpos monoclonais (mAbs) se da a partir da
identificacé&o de receptores de membrana Unicos para cada subpopulagéo celular, os
chamados grupamentos de diferenciacdo (CD ou Cluster Differentiation) (LEBIEN;
TEDDER, 2008). Os principais marcadores de mAbs de linfécitos B sdo o CD19 que
englobam majoritariamente todas as linhagens de B, sendo um receptor capaz de
regular sinais intracelulares de transducédo amplificando a atividade das proteinas-
tirosina-quinase-SRC. O CD20 por sua vez, identifica células B maduras e € um
receptor que regula canais de ions calcio (Ca2+) de membrana e o0 CD21/C3d que é
0 receptor viral do Epstein-Barr que interage com o CD19 para gerar sinais
transmembrana capaz de informar a célula sinais de inflamac&do no microambiente
(LEBIEN; TEDDER, 2008).

Para as células de memdria, o CD27 é uma das proteinas que podem ser
utilizados para sua caracterizacéo, estando presente durante sua diferenciacéo, se
trata de uma glicoproteina do tipo 1 expressa com aumento gradual de acordo com a
idade da célula. (AGEMATSU et al, 2000). As células CD27 negativas ou imaturas,
possuem menor tamanho e o citoplasma escasso além da menor producdo de
imunoglobulinas (AGEMATSU et al, 2000). A ativacao celular pode ser caracterizada
pelo CD38, que é uma ectoenzima associada a membrana expressa em linfocitos
ativados capaz de induzir a proliferacéo, diferenciacdo e apoptose. A expressao de
CD38, geralmente por células imaturas, € conhecida por estimular a autoimunidade e

em grande expressao (CD38high), sdo descritas em células chamadas de B
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regulatérias, capazes de produzir IL-10. (DOMINGUEZ-PANTOJA et al, 2018). O
termo “células de transigao” foi originalmente designado para caracterizar o grupo de
células emigrantes da medula 0ssea. Essas células expressam inicialmente IgD e
CD10, porém a expresséao de altos niveis de CD38 também vem sido associadas para
sua identificac&o. E importante que o CD27 também seja incluido se for o caso, ja que
populacdes CD38hiCD24hi podem conter células CD27+ que sejam mais propensas
as populacdes IgM de memoria (MARTIN et al, 2016). Com esse fato, os antigenos
gue podem ser utilizados para a identificacdo das subpopulacdes de células B de
memoria, B imaturas e B de transicdo podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Caracterizacao fenotipica das subpopulactes de células B maduras de meméria, de transicdo
e B imaturas.

Células B de memboéria CD3-CD19+CD27+CD38-

Células B de transicéao CD3-CD19+CD27-CD38+

Células B imaturas CD3-CD19+CD27-CD38++

Fonte: proépria.
2.7 Expressao de citocinas em células B

Além da importancia para o desenvolvimento do sistema imune, as células B
também sdo capazes de regular seu funcionamento através da expressao de citocinas
imunomoduladoras (como IL-6, IL-10 e IFNy) independentemente da producéo de Igs
(LEBIEN; TEDDER, 2008). As citocinas sdo um grupo de mediadores solUveis que
agem como mensageiros tanto no proprio sistema imune quanto em outros sistemas
no corpo, constituindo uma rede integrada altamente envolvida com a regulagédo das
respostas imunes. As células sdo capazes de identificar citocinas através de
receptores especificos (DELVES e ROITT, 2000).

A diferenciacdo entre as citocinas propriamente ditas e seus receptores as
vezes € de dificil percepcéo, pois existem alguns tipos de receptores que se

encontram em sua forma sollvel e alguns tipos de citocinas que sdo ancoradas na
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membrana. Além de atuarem como mensageiros, algumas citocinas possuem um
papel direto para defesa, como é o caso dos interferons liberados por células
infectadas por virus, o que induz o estado de resisténcia viral para as células
adjacentes saudaveis (DELVES e ROITT, 2000). No caso dos linfocitos B a expressao
de citocinas é capaz de influenciar linfécitos T, células dendriticas e funcdes das
células apresentadoras de antigenos, regulacdo e neogénese dos tecidos linféides,
regulacao para a rejeicao de tecidos transplantados e o desenvolvimento e imunidade
tumoral. (LEBIEN; TEDDER, 2008)

As células B produtoras de citocinas podem ser subdivididas em dois grupos,
0 primeiro seria para a populacéo reguladora com producao discreta de citocinas e o
segundo grupo seria para as chamadas “B efetoras” (LUND, 2008). As células B
regulatoérias (Bregs) podem ser distinguidas através da producéo de IL-10 e TGFbeta-
1, que ao contrario de exacerbar as respostas imunolégicas, possuem um carater de
suprimir respostas inflamatérias, sendo assim de carater protetor ao organismo
durante a inflamacédo. Ja as células B efetoras produzem citocinas relacionadas ao
tipo de resposta imune (LUND, 2008), por exemplo, células B presentes na resposta
do tipo Thl sdo chamadas de Be-1 e produzem citocinas associadas a esta resposta,
como IFNy e IL-12, enquanto as células B presentes na resposta do tipo Th2 (Be-2)
podem produzir IL-2, IL-13 e IL-4, que s&o citocinas relacionadas a respostas alérgicas
(LUND et al 2005; LUND, 2008).

Assim como os linfécitos Treg, as Breg produtoras de IL-10 podem ser
derivadas de diferentes populacdes de células B como os linfocitos B2 de zonas
marginais e os linfocitos Bla. As células B efetoras, por sua vez, advém de células B2
maduras foliculares (BLAIR et al, 2010).

Existe um crescente papel da utilizacao de citocinas e seus antagonistas como
terapéutica (DELVES e ROITT, 2000). Ja é descrito a combinacéo de IL-2 e IFN-alpha
como tratamento favoravel para melanoma (KEILHOLZ et al, 1998) e a selecéo de
anticorpos monoclonais contra fatores de necrose tumoral em pacientes com artrite
reumatoide (FELDMANN et al, 1997). No caso das células B, o perfil de citocinas
expressos por elas podem variar durante alguma doenca autoimune ou naturalmente
de acordo com a presenca de células T helper e receptores ligantes de T,
responsaveis pela diferenciacéo de linfécitos B (LUND, 2008). Em cultura de linfocitos
B totais podem ser produzidas tanto citocinas pré inflamatérias (IL-12, TNFa, IFNy)

guanto citocinas supressoras (IL-10), e isso acontece pois nesse meio podem ser
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produzidos tanto células B imaturas capazes de suprimir a resposta imune e células
B de memaria que irdo produzir citocinas efetoras (LUND, 2008).

O balanco da producéo dessas citocinas pode ser alterado diante de quadros
de doencas autoimunes. Em estudo realizado por Duddy, et al (2007) com pacientes
com esclerose multipla foi visto que as células B destes pacientes produziam menos
IL-10 do que quando comparado a pacientes saudaveis (DUDDY et al, 2007). Quando
realizada a deplecao das células B em individuos com artrite reumatoide, Adlowitz e
colaboradores (2015) demonstraram que as células B de memoria e efetoras
possuiam uma maior propenséao a produzir citocinas pro-inflamatdrias, principalmente
Fatores de Necrose Tumoral (TNF). Ainda nesse estudo, também foi observado uma
maior producdo de citocinas reguladoras e anti-inflamatérias, como a IL-10, pela
subpopulacao de células B imaturas ainda nao apresentadas a antigeno (ADLOWITZ
et al, 2015), corroborando com o que foi demonstrado por Sim e colaboradores (2015)
onde os niveis de IL-10 em subpopulacdes de células B imaturas (CD27-CD38hi) e
transicionais (CD27-CD38int) sdo mais altos em relacdo as subpopulacdes de
memoria (CD27+) em pacientes com ldpus sistémico eritematoso. As células B
reguladoras, ou seja, produtoras de IL-10, também podem estar presentes em
subpopulacgdes transicionais, suas func¢des ainda ndo sdo completamente elucidadas.
NOVA-LAMBERTI e colaboradores (2016), demonstrou que essa subclasse
transicional produziu mais IL-10 e expressou maiores niveis de receptores para IL-10
apos ativacao com CD40 in vivo, sugerindo um mecanismo de regulacdo mediado por
linfocitos T (NOVA-LAMBERTI et al, 2016). Em individuos saudaveis, o principal papel
das células B reguladoras vem sendo associado ao seu papel protetor e de
manutencao ao suprimir reacées imunes indesejadas (MAURI; BOSBA, 2012). Além
disso em células CD19+CD24+CD38high foi observado que estas sdo responsaveis
por suprimir a diferenciacdo de linfocitos T auxiliares em individuos saudaveis pela
producéo de IL-10 (BLAIR et al, 2010). Diante do exposto, o presente trabalho avaliou
a quantificacdo de subpopulacdes celulares de linfécitos B de memodria, de transicao
e imaturos quanto a expressao de IFNy e IL-10 em individuos saudaveis seguida por

comparacao entre sexo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar subpopulacdes de células B imaturas, de transicdo e memaria e verificar

sua expressao de IFNy e IL-10 em individuos saudaveis do sexo masculino e feminino.

3.2 Objetivos especificos

|. Caracterizar subpopulacdes de células B imaturas (CD3-CD19+CD27-
CD38++), células B de transicdo (CD3-CD19+CD27-CD38+) e células B de
memoéria (CD3-CD19+CD27+CD38-);
[I.  Avaliar a frequéncia populacional dessas subpopulacbes em ambos 0s sexos;
lll.  Avaliar as subpopulagbes com relagdo a expressdo e intensidade de
fluorescéncia para as citocinas IL-10 e IFNy;
IV. Realizar comparacéo quanto a expressdo de IL-10 e IFNy por subpopulacdes

de células B em homens e mulheres saudaveis.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Consideracfes éticas

O projeto foi aprovado e incluido pela Plataforma Brasil sob titulo “Estudos das
infecgbes causadas pelos virus da Zika, Chikungunya e Dengue” (CAAE:
59833416.6.0000.5183) (ANEXO A) para ensaios laboratoriais em Humanos. Todos
os voluntarios foram claramente informados acerca da importancia da pesquisa bem
como 0s possiveis riscos fisicos através da assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B)

4.2. Grupos de estudo

Todos os individuos que aceitaram participar voluntariamente deste estudo
fizeram parte de dois grupos: 1) Individuos do sexo masculino (n=4), 2) Individuos do

sexo feminino (n = 3). Do namero total, todos apresentaram idade entre 18-27 anos

(Ma = 20,57 | Dp = 2,99), e foram submetidos a testagem rapida soroldgica a fim de

identificar infec¢des anteriores por DENV ou CHIKV.

4 .3. Critérios de inclusado e exclusao

Para o projeto realizado foram selecionados apenas individuos saudaveis que
nunca apresentaram nenhuma sintomatologia de arboviroses (dengue, zika e
chikungunya), confirmados por testes rapidos de sorologia para anticorpos IgG para
DENV e CHIKV. Os testes sorologicos devem ser realizados em individuos
clinicamente saudaveis para evitar a presenca de anticorpos virais especificos
causadores de reacdes de imunidade cruzada que podem interferir no resultado final.
Além disso, nenhum dos individuos faziam uso de medicacdo continua durante os

ensaios.

4.4. Material biolégico e processamento das amostras

Foram coletadas amostras de sangue periférico dos voluntarios no Laboratério
de Imunologia das Doencas Infecciosas localizado no Centro de Biotecnologia da
Universidade Federal da Paraiba, que foram imediatamente associadas as fichas de
identificagdo de cada individuo contendo seus dados clinicos. A coleta sanguinea se

realizou a partir de via intravenosa em tubos sem anticoagulantes para obten¢éao do
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soro, e em tubos com heparina, para obtencao e processamento do sangue total. Os
tubos sem anticoagulante foram mantidos em temperatura ambiente por no minimo
uma hora para que houvesse a retracdo do coagulo e em seguida submetidos a
centrifugacdo a 1500rpm por 5 minutos a 25°C. Com as aliquotas do soro obtido foi
realizado sorologia para DENV ou CHIKV e conservados a -20°C.

4.4.1. Lise de hemécias

Foram adicionados 2 mL do sangue coletado em tubos vacutainer com
heparina em um tubo Falcon de 15mL, em seguida foram adicionados 12 mL de
solucdo tampao de lise contendo bicarbonato e cloreto de aménio. Apés a adicao da
solucdo de lise, houve a homogeneizacdo em vortex e incubacdo a temperatura
ambiente durante 10 minutos sob protecdo de luminosidade; Apds esse periodo os
tubos foram centrifugados a 2000 rpm a 25°C durante 5 minutos com freio desligado.
Efetuado o descarte do sobrenadante, foi realizada a ressuspensao do pallet celular
com posterior adicdo de 12mL de solucao salina ou PBS e posterior centrifugacéo sob
as mesmas configuracdes. Esse processo de ressuspensao e lavagem foi realizado
por duas repeticdes, apos a ultima centrifugacao as células foram ressuspendidas em
PBS 1X em um volume final de 200uL (o que equivale a 10x menos o volume do

sangue colocado inicialmente no tubo Falcon).

4.4.2. Plagueamento celular

Em capela de fluxo laminar vertical foram adicionados 25 pL das amostras em
placas de 96 pocos de fundo em U juntamente com 175 uL de RPMI suplementado e
10uL de brefeldina A. A brefeldina é necessaria para o acumulo de proteinas de
interesse para marcacao no interior do citoplasma, ja que impede seu transporte ao
Complexo de Golgi. Posteriormente as placas foram incubadas em estufa de CO2

durante 4 horas.

4.4.3. Marcacéao intra e extracelular

Apés o periodo de incubacédo, a placa foi centrifugada durante 8 minutos a
1300rpm a 4°C onde o sobrenadante foi desprezado e a placa foi vortexada. Em
paralelo foram preparadas as solu¢cdes contendo 0s mixes de anticorpos
extracelulares diluidos em Solu¢cdo de Diluigdo de Anticorpos (SDA) nas

concentracbes padronizadas de 40 pL/poco e adicionadas a placa que deve ser
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incubada durante 15 minutos em geladeira a 4°C. Ap6s a incubacdo foram
acrescentados aos pocos 150 uL de PBS e centrifugados durante 8 minutos a 1300
RPM e 4°C em seguida desprezando seu sobrenadante e resusspendendo as células
em 100 uL de PBS e 100 uL de Formaldeido 4% obedecendo o periodo de incubacgéo
de 20 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo a placa foi novamente
centrifugada durante 8 minutos a 1300RPM e 4°C e foi desprezado o sobrenadante
para a adicao de 150 uL de PBS e submetido & uma nova centrifuga¢éo seguindo os
mesmos parametros e subsequente adicdo de 40uL das solugbes contendo o0s
anticorpos intracelulares diluidos em Permeabilization Buffer (PB) e incubados
durante 30 minutos em temperatura ambiente, em seguida adicionados mais 150uL
de PB em todos os poc¢os para centrifugacéo durante 8 minutos a 1300RPM e 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas usando o voértex.
Posteriormente, foram adicionados 150uL de PBS, sendo a placa novamente
centrifugada sob mesmos parametros mencionados. Finalmente, o conteudo de todos
os pocos foi ressuspendido em 200uL de solucdo Wash B para transferéncias de
tubos FACS especificos para leitura em Citbmetro de Fluxo FACS CANTO Il (onde
foram obtidos cerca de 70.000 eventos e posteriormente analisados no software
FlowJo).

4.5. Anticorpos monoclonais

Foram adquiridos anticorpos monoclonais adquiridos na BD-Pharmigen TM
(CA, USA) ou Ebioscience (San Diego, CA, USA). As informacdes referentes aos

anticorpos monoclonais e 0s respectivos canais sao demonstrados na tabela 2.

Tabela 2: Painel de marcacédo dos anticorpos monoclonais utilizados de acordo com seus canais
especificos de leitura.

FITC PE PECy5 PECy7 APC

CD38 CD19

Fonte: Propria.
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4.6. Estratégia de analise de dados a partir de citometria de fluxo

A analise populacional dos linfocitos B (CD19) e a producédo das citocinas de
interesse IL-10 e IFNy foram realizadas através do software FlowJo (V10.0.7). Para
isso foi realizado um gate na regido correspondente aos linfocitos, podendo ser
visualizados através de suas caracteristicas padréo de tamanho e granulosidade FSC-
SSC (Fig. 5a). E posteriormente selecdo das células B de interesse correspondendo
as populacdes equivalentes as células com marcacédo CD19 positiva e CD3 negativas
(Fig. 5b). As subpopulacdes das células B puderam ser demarcadas e identificadas
através da comparacao entre os parametros CD27 (eixo Y) e CD38 (eixo X) (Fig. 5c).
Finalmente cada subpopulacéo péde ser avaliada individualmente em sua expressao
de IL-10 e IFNy (Fig. 5d-5e).

Figura 5. Estratégia de analise das populacdes celulares de linfécitos B e expressao das citocinas IL-
10 e IFNy nas subpopulactes especificadas
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4.7. Andlises estatisticas

As andlises estatisticas e comparativas foram realizadas através do software
Graphpad Prism (SAS Institute INC. / Versdo 8.4.2). Para a comparacao entre dois
grupos distintos foi realizado os testes de Mann-Whitney e teste T do tipo n&o
pareados cujas diferencas estatisticas significativas foram consideradas quando p
value < 0.05. Ja para as andlises comparativas entre trés grupos distintos, foram
gerados resultados através de testes ANOVA com multiplas comparagcfes seguido
pelo método de Tukey cujas diferencas estatisticas significativas foram consideradas

quando p value < 0.05.
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5. RESULTADOS

5.1. Testes soroldgicos como critério de exclusao

Foram realizados testes rapidos para DENV e CHIKV em 15 individuos (tabela

3) e excluidos todos aqueles com resultado positivo (figura 6).

Tabela 3. Resultado dos testes soroldgicos para todos os individuos testados. Foram coletadas e

processadas as amostras bioldgicas de individuos com resultado negativo para o teste.

Identificacao Sexo Teste Cddigo final
001 F + )
002 F + ]
003 F ) CTL1
004 F + -
005 F + -
006 M + -
007 M - CTL2
008 M - CTL3
009 M + -
010 M - CTL4
011 M - CTL5
012 F - CTL6
013 M + -
014 M + -
015 F - CTLY

Fonte: prépria. A tabela distribui a quantidade de individuos voluntarios total pelo sexo, resultado do
teste soroldgico e caso positivo, o cédigo utilizado para identificagdo da amostra bioldgica encaminhada
para o processamento por citometria de fluxo.

Figura 6. Comparacao entre um teste sorolégico considerado positivo (A) e um considerado negativo

(B).
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Fonte: Prépria. A realizacdo de testes imunocromatograficos deve indicar positividade para a primeira
listra controle (reagente), o que garante a eficiéncia do teste, e, caso exista interacdo antigeno-
anticorpo de interesse, uma nova listra sera obtida (positividade).

5.2. Frequéncia das subpopulacdes de células B

De maneira geral, foi visto que os maiores niveis entre subpopulacdes celulares
analisadas correspondem as células B de memadria CD27+ (figura 7). Esses niveis
celulares foram seguidos das células B de transicdo CD38+ e células B imaturas
CD38++, em menor quantificacdo porém com expressao ainda relevante (figura 7).

Figura 7. Quantificacdo das populac¢des celulares de B de memoéria CD27+, transicdo e imaturas
CD38+
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Fonte: Propria. O gréfico correlaciona as subpopulagcfes de B de memaria, B de transigcdo e
B ativadas reguladoras em funcdo da sua quantificacéo celular total.

Além disso, foi realizada uma comparacgdo entre os sexos masculino e feminino
em relacdo aos niveis dessas populacdes celulares (figura 8), onde foi observado que
existem diferencas estatisticamente relevantes com um aumento de células de
memoéria em individuos do sexo feminino. Para as demais populacdes ndo existiram
diferencas significativas entre os sexos, porém pode-se observar uma tendéncia com
aumento para as células B CD38+ em individuos do sexo masculino.

Figura 8. Niveis de células B totais de memoria, transi¢do e imaturas em individuos do sexo masculino
e feminino
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Fonte: Prépria. Cada grafico demonstra as subpopulac¢des da esquerda para a direita respectivamente:
B de memodria, B de transicéo e B imaturas em fung&o da sua quantificagéo celular total nos individuos
do sexo masculino e feminino.

5.3. Expressao de IL-10 nas subpopulacdes de células B

Foram avaliadas a expressao de IL-10 nas trés subpopula¢des de linfocitos B
(Figura 9). Comparativamente, embora alteracGes estatisticas significativas nao
tenham sido observadas, células CD38+ apresentam uma tendéncia de aumento em

comparacao com as células CD27+.
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Figura 9. Quantificacéo total de IL-10 nas subpopulac¢des de B de memodria, de transi¢ao e regulatorias.
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Fonte: Prépria. E apresentada a quantificacdo total da expressdo de IL-10 por cada

subpopulacéo estudada.

Em relacdo a comparacéao entre o sexo correlacionando a expresséao de IL-10
por essas subpopulacdes estudadas (figura 10), foi visto que entre individuos do sexo
masculino e feminino a porcentagem dessa citocina em células CD27+ provavelmente
é maior entre individuos do sexo feminino. E é observada uma maior tendéncia para
expressao IL-10 de maneira geral em ambos os sexos em células CD38+, em relacéo

as subpopulacdes de memoaria.
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Figura 10. Quantificagdo de IL-10 em subpopulagfes de linfocitos B de memoria CD27+ e ativados
CD38+ em individuos do sexo masculino e feminino
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Fonte: Prépria. Cada grafico demonstra as subpopulacdes da esquerda para a direita respectivamente:
B de memdria, B de transicdo e B ativadas reguladoras; em funcdo da sua expressao de IL-10 nos
individuos do sexo masculino e feminino.

5.4. Expressao de IFNy nas subpopula¢ées de células B

Em quantificagcdo de IFNy nas subpopulacdes estudadas (figura 11), também
nao houve alteracdes estatisticas significativas porém ainda foi observado a tendéncia
para maior concentracdo em células CD38+ quando comparado as células CD27+.

Figura 11. Expressao de IFNy nas subpopula¢des de B de memoria, transi¢do e reguladoras
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Fonte: Propria. E apresentada a quantificacéo total da expressdo de IFNy por cada subpopulagéo
estudada.

Foi realizada também a comparacao entre individuos do sexo masculino e
feminino em relagdo a expressao de IFNy (figura 12). Pode ser observado as células
CD38+ podem expressar essa citocina em maior quantidade em ambos 0s sexos
guando comparado as subpopulacbes CD27+

Figura 12. Quantificagdo de IFNy em células B de memoria CD27+ e imaturas CD38+ em individuos
do sexo masculino e feminino.
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Fonte: Propria. Cada grafico demonstra as subpopulacBes da esquerda para a direita
respectivamente: B de memdria, B de transicdo e B imaturas; em funcéo da sua expressdo de IFNy
nos individuos do sexo masculino e feminino.
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6. DISCUSSAO

Em panorama geral de quantificacéo das subpopulagdes celulares analisadas,
uma maior populacéo total de células CD27+ € esperada, 0 que corrobora a ideia de
maturacdo de células B imaturas em de memoria com a producgéo de anticorpos 1gG
apos exposicdo a diferentes antigenos ao longo da vida, como em processos de
imunizacao controlada como as vacinas (AGEMATSU et al, 2000). Sabendo que as
células B de memdria CD27+ estdo relacionadas com as respostas mediadas por
linfécitos T helper e subsequente producao de anticorpos e citocinas pré-inflamatérias
(AGEMATSU et al, 2000), os resultados obtidos podem indicar que individuos do sexo
feminino saudaveis possuem um perfil imunolégico mais ativo comparado aos
individuos do sexo masculino, o que deve ser relacionado a variagdes fisiologicas
hormonais (BEAGLEY e GOCKEL, 2003). Ja é descrito na literatura que individuos do
sexo feminino possuem uma maior resposta para células B e T e possuem maior
guantidade de células T CD4 circulantes do que homens. Além disso a incidéncia da
maior parte das doencas autoimunes estdo presentes em mulheres, e a severidade
dessas doencas tendem a diminuir durante a gravidez (BEAGLEY e GOCKEL, 2003)
indicando um mecanismo direto de correlacdo do sistema imune-endocrino. Estudos
anteriores com modelos animais demonstraram que em resposta para imunizacao em
camundogos do sexo feminino, foi apresentada uma resposta mais ativa de T CD4
com consequente maior producdo de anticorpos e células de memoria (BEAGLEY e
GOCKEL, 2003). Em modelos animais de IUpus eritematoso sistémico, foi descrito que
o estradiol além de impedir a tolerancia de inducéo de células B autorreativas, também
€ responsavel por mediar a expansao dessas células B de zonas marginais, assim
aumentando a producédo de anticorpos autorreativos (BEAGLEY e GOCKEL, 2003).

Considerando os resultados obtidos em relacdo a expressao de IL-10, foi
observada maior quantificacdo total dessa citocina em células CD38+ em relacédo a
CD27+. Isso ocorre pois as células CD27 negativas também conhecidas como B naive
ou B imaturas sao produtoras de IL-10. A IL-10 € uma citocina capaz de suprimir um
guadro inflamatério e € descrita por serem produzidas por células B imaturas e de
transicdo desempenhando papel regulador. Ja foi realizado estudo com quadro de
deplecdo de células B de meméria CD27+ onde ocorreu a supressdo do perfil
inflamatorio, evidenciando o papel dessas células no estabelecimento da inflamacéo

(DUDDY et al, 2007). Além disso, mudancas na quantificacdo de outras
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subpopulacbes de B também podem alterar o repertério de citocinas
imunomoduladoras, como foi descrito por Duddy (2007) que mostrou um grande
aumento de producdo de IL-10 em modelos murinos para Lupus, sugerindo uma
correlacdo entre 0 aumento de células B de zonas marginais durante a patologia. O
mesmo grupo demonstrou ainda que pacientes com esclerose multipla que foram
tratados com Rituximab e Mitoxantrone (drogas depletoras de células B)
apresentaram um perfil inflamatério suprimido com maiores niveis de citocinas anti-
inflamatérias circulantes, o que ocorreu devido a diminuicdo de células de memdria
CD27+ concluindo que essas sado capazes de produzir citocinas pré-inflamatérias.

Como o presente estudo foi realizado apenas com pacientes saudaveis, pode
ser observado que todas as populacbes expressaram IL-10 em algum grau, porém
sua maior tendéncia em células CD38+, o que pode corroborar com os estudos ja
existentes na literatura. Quando realizada a comparacdo entre 0 Sexo
correlacionando a expresséo de IL-10 pelas subpopulacdes estudadas, foi visto que
entre individuos do sexo masculino e feminino a porcentagem dessa citocina em
células CD27+ provavelmente é maior entre individuos do sexo feminino. Como o
desvio padrdo das amostragens € muito alto devido a variacdo do perfil imunolégico
de cada paciente, seria necessario realizar novos estudos com uma amostragem
maior para confirmar ou excluir as sugestdes aqui descritas. Sabendo disso e
considerando estudos mais recentes, também ja foi demonstrado que tanto
subpopulacdes de células B imaturas, quanto células maduras e plasmoblastos
possuem capacidade de se diferenciarem em células produtoras de IL-10 em
camudongos e humanos, caracterizando um mecanismo de plasticidade celular
(ROSSER, MAURI; 2015). Isso pode sustentar o conceito de que o pré-requisito inicial
para a determinacdo em células Breg ndo € a expressao de um fator de linhagem
especifico, mas sim o microambiente em que a célula B se encontra (ROSSER,
MAURI; 2015). Dessa forma, também € necessaria a identificagdo do estimulo
necessario para a inducdo da transformacdo de uma célula B para adquirir a
capacidade reguladora.

No caso da populacdo de células B regulatérias, ou Bregs é necessario ainda
gue exista novos estudos acerca da caracterizagao fenotipica dessas subpopulacées,
bem como seus mecanismos de inducao e estabilidade in vivo. Além da IL-10, quando
estimuladas, as células B podem produzir uma gama de citocinas pré-inflamatérias,

como IL-4, IL-17, IFNy, fator de crescimento transformante beta (TGF-b) e IL-35
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(ROSSER, MAURI; 2015). Essas evidéncias demonstram a importancia da avaliagao
do papel em conjunto dessas substancias no microambiente celular em quadros
saudaveis e patologicos. O IFNy, citocina alvo de estudo no atual projeto, é um tipo Il
de interferon que possui varios papéis importantes para a resposta imune inata contra
infeccbes e para a regulacao de respostas imunes adaptativas. Acredita-se que este
tipo de IFN majoritariamente produzido por células natural killers (NK) e células T
CD4+ pode fortalecer a imunidade inata através da inducao de fatores antimicrobianos
ou cascatas degradativas em outras células imunes. Porém, mais recentemente
também ja foi descrita sua producdo a partir de células B efetoras, na qual essas
células Bef IFNy+ sdo capazes de induzir a ativacdo de macrofagos e desenvolver
protecdo tumoral, além de exacerbar a resposta de linfécitos T auxiliares.
(MATSUSHITA, 2019).

Em quantificacdo de IFNy nas subpopulacfes estudadas foi observado sua
maior tendéncia de expressao a partir de células CD38+ quando comparado as células
CD27+. Mais recentemente, foi descrito na literatura que o IFNy no microambiente
celular € capaz de induzir a formacdo de células CD38+ produtoras de IL-10 e
imunoglobulinas (VAN DE VEEN et al, 2016), sugerindo um mecanismo de
compensacao em respostas inflamatorias mediadas por linfécitos T, que produzem
citocinas proé-inflamatorias. Portanto, essa maior expressdo de IFNy em células
CD38+ corrobora que esta citocina desempenha um mecanismo de autoinducao para
a formacao de novas células reguladoras CD38+, capazes de produzir IL-10. Quando
realizada a comparacdo entre sexo, pode ser observado que apenas as células
CD38+ expressaram IFNy em maior quantidade em ambos 0s sexos com um leve
aumento em individuos do sexo feminino quando comparada as células de memdéria
CD27+. Sabendo que a expresséao de IFNy por essas células promove um mecanismo
de compensacdo para a producdo de novas células CD38+ reguladoras produtoras
de IL-10 (VAN DER VEEN, 2016), € sugestivo que em individuos do sexo feminino
possam ter a expressdo mais acentuada dessa citocina como regulacdo da
autoimunidade adaptativa. Em andlise conduzida por Beagley e Gockel (2003) foi
realizado um estudo em modelo animal demonstrando que a progesterona e estradiol
aumentaram a expressao de células T CD8 em culturas de PBMC (LU et al, 2002).
Assim, foi sugerido que as acdes de hormoénios esteroides nesse grupo celular podem
regular a secrecdo de anticorpos mediados por células B em tecidos linfoides

sistémicos e resposta do tipo Th2, que envolve a expressao direta de IL-10 por essas
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células. (BEAGLEY e GOCKEL, 2003). Além disso, Bruscoli e colaboradores (2018)
foi o primeiro grupo que estudou o mecanismo de regulagédo da expressédo de IFNy a
partir de linfécitos B, enfatizando a importancia da proteina ziper de leucina induzida
por glicocorticoide (GILZ) que desempenha um importante papel capaz de regular a
expressdo de IFNy em células B. Células deficientes de GILZ produzem uma maior
guantidade dessa citocina e demostra que a GILZ é capaz de regular a atividade de
células T CD4+ via producdo de IFNy pelas células B (BRUSCOLI, et al 2018),
evidenciando as interacfes cada vez mais intrinsecas de B/T para a regulacdo de
respostas imunes adaptativas.

A atividade reguladora dessas células B expressoras de IL-10 mediada por
resposta T vem sendo cada vez mais estudada. Em estudo realizado por M. e
colaboradores (2019) com caracterizacao ex-vivo de células B regulatérias CD38high,
foi observado que estas promovem a transformacéo e expansao de células Tregs
devido a presenca de IL-10 e também foi visto que elas inibem a expansao de células
T citotoxicas, Natural Killers além de outras citocinas pro-inflamatorias. Além disso,
pacientes com Leucemia Linfocitica Cronica que foram submetidos ao tratamento com
anticorpos anti-CD38 tiveram menor quantidade de células Bregs e Tregs com
aumento proporcional de células pro-inflamatérias (MANNA et al 2019). Isso sugere
gue essas células produtoras de IL-10 podem ser alvo de pesquisas para sua
utilizacdo de forma terapéutica para o alivio de doencas autoimunes e de carater
inflamatorio. Ja foi demonstrado que em camundongos com com delecdo para uma
subpopulacao especifica de células B produtoras de IL-10 também apresentaram uma
deficiéncia relacionada com as células Tregs, o que foi associado como consequéncia
de células T pré-inflamatorias apds indugéo da autoimunidade (CARTER et al, 2011).
Em estudo conduzido por Blair e colaboradores (2010), foi analisada propriedades
funcionais e reguladoras de populacfes isoladas de células B obtidas a partir sangue
periférico em adultos saudaveis, onde puderam concluir que algumas dessas
subpopulac¢des podem suprimir a diferenciacdo de células T CD4 auxiliares bem como
a producéo de citocinas pro-inflamatoérias (BLAIR et al, 2010). Portanto, a producéo
de IL-10 através de células B em individuos saudaveis possui carater inibitorio do
estado de inflamacéo persistente.

A principal resposta do sistema imune efetiva é o estabelecimento de um
guadro inflamatério, onde as células T e B séo capazes de expressar citocinas que

podem provocar mudancas no microambiente celular para defesa do hospedeiro
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contra um antigeno (MEDZHITOV, 2008). De acordo com Nathan e Ding (2010), “O
problema da inflamacao nédo € a quantidade de vezes que € iniciada, mas sim quantas
vezes ela falha em cessar”. Apos a infecgao, a resposta inflamatoéria € essencial para
a defesa contra patdgenos e ativacao de proteinas que controlam a cicatrizacdo. Caso
ndo seja resolvida, a resposta inflamatoéria é capaz de causar danos ao tecido do
hospedeiro, que podem levar a uma enorme variedade de patologias (MEDZHITOV,
2008). A inflamacdo ndo resolvida propriamente dita € a principal caracteristica
patogénica de diversas doengas autoimunes, como aterosclerose, obesidade, cancer,
doenca obstrutiva pulmonar crbnica, asma, artrite reumatoide, etc (MEDZHITOV,
2008). Essa inflamacao nédo € a causa principal para essas doengas, mas possuem
uma grande importancia para o estabelecimento da patogenicidade (NATHAN, DING,;
2010). Em individuos saudaveis a inflamacdo é auto-limitante, ou seja, o proprio
organismo € capaz de regular mecanismos para que esse quadro seja cessado. A
maioria das células pro-inflamatérias sdo apoptoticas, sendo capazes de regularem
sua atividade até a sua apoptose, que em seguida sdo fagocitadas por outras células
viaveis, como 0s macréfagos, que também expressam citocinas anti-inflamatorias
como TGF-beta e IL-10. Assim, a resolucdo da inflamacdo € majoritariamente
controlada através da liberacdo de mediadores e citocinas anti-inflamatoérias, como a
interleucina-10 (IL-10) produzida pelas células reguladoras (KENNEDY et al, 2009;
NATHAN, DING; 2010;).

Considerando as perspectivas mais atuais para a utilizacdo de subpopulacdo
de células B como medidas terapéuticas para doencas autoimunes, a deplecdo de
Acs anti-CD20 vem demonstrando cada vez mais sua eficacia (MATSUSHITA, 2019).
Esses efeitos benéficos podem ter como principal causa o desbalanco entre as
subpopulacdes de células B reguladoras e B efetoras no inicio e estabelecimento das
doencas. (NATHAN, DING; 2010). Sabendo que as subpopulacdes reguladoras
possuem um papel protetor com a expressao de citocinas anti-inflamatérias € de se
esperar que as células B efetoras possuam o papel contrario com a expressao de
citocinas promotoras da inflamacao, como IL-6 e IFNy. Porém, essas subpopula¢cdes
possuem um papel essencial no que se diz respeito a protecdo contra a resposta
imune para patdgenos e células tumorais (MATSUSHITA, 2019). Portanto, é
necessario que exista um correto balanco entre essas subpopulacfes de células B
para a correta manutencéo do sistema imune. Cada vez mais novas subpopulacoes

de células B reguladoras vém sendo descritas com expresséo de diferentes citocinas
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que até entdo sdo pouco exploradas na literatura. Matsushita (2019) elencou
diferentes citocinas ja expressas por essas subpopula¢gdes com consideravel potencial
regulador, como a IL-35, que antes acreditava ter sua producgéo restrita pelas Tregs,
mas ja foi descrita a producdo em células B e capacidade reguladora em
camundongos (MATSUSHITA, 2019). Além disso também j& foi descrita protecédo e
tolerancia ao transplante em camundongos induzidas por células B positivas para
TGF-b (LEE, et al 2014; MATSUSHITA, 2019). Outro fator importante a ser analisado,
mesmo ainda cedo para sugerir, € a epigenética da resposta imune dessas
subpopulacdes envolvidas, que pode alterar diretamente o balanco celular de
linfécitos B reguladores e efetores em individuos saudaveis baseados em seus habitos
comportamentais ao longo da vida. Portanto, ainda é necesséaria analise mais
aprofundada considerando o estilo de vida de cada voluntario e como isso € refletido

na quantificacdo total celular e expresséo de citocinas pro e anti-inflamatorias.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Cada vez mais tem sido de interesse os estudos relacionados as células B, ja
gue estas sao capazes de mediar a regulacao da imunidade adaptativa mediada pelos
linfécitos T. As células CD27+ efetoras ou de memoria sdo descritas em maiores
guantidades quando comparadas a outras popula¢cdes em individuos saudaveis, o que
€ corroborado por serem células diretamente relacionadas com a imunidade
secundaria apls exposi¢do a antigenos ao longo da vida. As células B reguladoras
séo subpopulagdes ainda imaturas (CD38+) capazes de secretar IL-10, uma citocina
supressora da resposta imune. Em individuos saudaveis foi verificada a quantificacéo
de citocinas pré-inflamatérias (IFNy) e anti-inflamatérias (IL-10) nessas
subpopulacdes celulares estudadas bem como a comparacédo do perfil imunoldgico
por sexo do individuo. Foi observado que em individuos do sexo feminino possuem
no geral menor populacdo de células CD38+ e secrecdo em maior quantidade de
citocinas pro-inflamatorias em relacdo aos individuos do sexo masculino, o que pode
ser correlacionado com as mudancas hormonais mais expressivas no corpo feminino.
Sabe-se também que o interferon gama (IFNy) no microambiente induz a expanséo
clonal de células imaturas, entdo sua maior quantificacdo ndo indica necessariamente
uma inflamacé&o, mas pode ser visto como um mecanismo regulador auxiliar para a
producéo de novas células reguladoras produtoras de IL-10. Esses resultados ainda
sao inconclusivos devido a alta variagdo do desvio padréo, portanto, € necessario que
seja realizado novos estudos com um maior nimero de individuos para que sejam
realizadas futuras analises. E esperado que sejam descobertas novas populacées de
linfocitos B reguladores capazes de expressar diferentes citocinas que possam
contribuir com a supressdo da resposta imune, para assim serem futuros alvos
terapéuticos em doencas autoimunes e principalmente qual é o papel das citocinas

descritas até entdo como “pro-inflamatérias” no desenvolvimento dessa classe celular.
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GLOSSARIO

Apoptose. Autodestruicdo programada de uma célula que € realizada pela prépria

célula para controle da populacao de células saudaveis.

Anticorpo. Moléculas que atuam na defesa do organismo e sdo produzidos

plasmacitos originarios da diferenciacéo dos linfdcitos B.

Antigeno. Particula ou molécula capaz de deflagrar a producdo de anticorpo
especifico

Autoimunidade. Falha em uma diviséo funcional do sistema imunolégico que resulta

em respostas imunes contra as ceélulas e tecidos do proprio organismo.

Ciclo mitético. E o ciclo de duplica¢éo celular que compreende as fases de intérfase

e mitose.

Citocina. Designacdo genérica de certas substancias secretadas por células do

sistema imunitario que controlam a imunorreagéo do organismo.

Cromatina. Complexo de DNA e proteinas que se encontram dentro do nucleo celular

nas células eucarioticas.

Enddgeno. Qualquer substancia que se origina no interior do organismo a partir de

um tecido interno ou érgao.

Epitopos. E a menor porcdo de antigeno capaz de gerar a resposta imune.

Estroma. Tecido vascularizado que forma o tecido nutritivo e de sustentacdo de um

orgao ou glandula.

Fibroblastos. Células que constituem a base do tecido conjuntivo e que podem se

diferenciar outros elementos.
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Filogenia. Histdria evolutiva de uma espécie ou grupo taxonémico.

Flavivirus. Género de virus de RNA de cadeia positiva da familia Flaviviridae

transmitidos por mosquitos ou carrapatos.

Hematopoiese. Processo de formacao, desenvolvimento e maturagcédo dos elementos

figurados do sangue a partir de um precursor celular comum e indiferenciado.

Hipermutag&o somatica. E um mecanismo de mutac&o celular que faz com que o

sistema imunoldgico se adapte a novos elementos invasores.

Homeostase. Estado de equilibrio interno que se mantém constante independente

das alteracbes que ocorrem no meio externo.

Hospedeiro. Um organismo que abriga e nutre outro organismo parasita ou nao.

Imunocompeténcia. Capacidade de apresentar uma resposta imunitaria apos

exposicao ao antigeno.

Imundégenos. Outra denominacao para antigenos.

Imunoglobulinas. Outra denominacé&o para anticorpos.

Imunologia. Ramo da biologia que estuda o sistema imunitario de todos os

organismos.

Inflamac&o. Reacdo do organismo a uma infeccdo ou lesédo tecidual que pode

erradicar microrganismos ou agentes irritantes para que o ocorra a regeneracao.

Interferon. Proteina produzida por linfécitos e fibroblastos para interferir na replicacao
de fungos, virus, bactérias, células tumorais e estimular a atividade de defesa de

outras células.
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Interleucina. Proteinas produzidas por linfécitos com variadas fungdes.

Linfocitos. Sao células responsaveis pela resposta imune e pela defesa do corpo.

Microambiente celular. Ambiente local que cerca uma célula que contém os sinais

fisicos e quimicos capazes de influenciar o comportamento celular.

Microrganismo. Qualquer organismo microscépico, como bactérias, fungos e virus.

Patégenos. Organismos que sdo capazes de causar doenca em um hospedeiro.

Recombinacgé&o génica. Troca aleatoria de material genético durante a meiose.

Sorotipo. Grupo de microrganismos relacionados que se distinguem por diferirem na

resposta a diferentes anticorpos.

Tecido linfoide. Tecido conetivo no sistema linfatico que contém grande quantidade

de linfocitos.

Totipotencia. E a capacidade de uma Unica célula geralmente uma célula-tronco, de

se dividir e produzir todas as células diferenciadas no organismo.
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer de Aprovagio pela Comiss&o Nacional de Etica e Pesquisa

COMISSAO NACIONAL DE > Plataforma
ETICA EM PESQUISA %ﬁd

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

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

Area Tematica: Genética Humana:

(Havera envio para o exterior de material genético ou qualquer materal biclogico
humano para obtengdo de material genético, salvo nos casos em gue houver
cooperagao com o Governo Brasileiro;);
(Havera armazenamento de material biologice ou dados genéetices humanos no
exterior @ no Pais, quando de forma conveniada com instituigies estrangeiras ou
em instituigies comerciais;);

Pesquisas com coordenacdo elou patrocinio originados fora do Brasil. excetuadas aquelas

com copatrocinio do Govemno Brasileire;

Vers3o: 4

CAAE: 50833416.8.0000.5183

Instituigio Proponente: Hospital Universitario Lauro Wanderey/UFFPE
Patrocinador Principal: National Institutes of Health (MIH}

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2.117.372

Apresentagdo do Projeto:

INTRODUGAD

Os virus gque causam a Dengue, a Zika & a Chikungunya periencem ac grupo dos arbovirus, virus
transmitidos por artrepodes, da ordem diptera. 530 virus que permanecem na natureza em ciclos complexos
envolvendo um ou mais vertebrados-reservatorios, que podem ser humanes ou animais domésticos, e
insetos vetores que infectam-se apés o repasto sanguineo do vertebrado virémico, transmitinds o virus a
outros vertebrados (apds pericdo de incubagdo extrinseca necessaria). Dentro desse grupo temos virus
classificados em diferentes grupos (Togaviridade, Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridas, Rhabdovindaes). Os
virus da Dengue (DENV) & da Zika (ZIKV) estdo inclusos na familia Flaviviridae gque & composta por trés
géneros: O génera Flavivirus (no qual estio agrupados os quatro sorotipos dos Virus Dengue (DENV 14), o
Zika Virus, Virus da Febre Amarela, Virus do Oeste do Nilo & da Encefalite Japonesa), o género Pestevirus

na qual inclui-se os virus da diareia bovina e da peste suina classica, e o género Hepacivirus, no qual

Endsrego: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3* ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unigade Il - Ministeno da Saide

Balrro:  As3 Norte CEP: 70.750-521
UF: DF Municiplo: BRASILIA
Telsfons: |54)3315-5875 E-mall: conep@sawde gav.or
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOD

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

Chikungunya e dengue

Pesquisadora: Tatjana Keesen de Souza Lima

l. Esclarecimentos

Estamos convidando vocé para participar como voluntario de uma pesguisa sobre a Zika, Chikungunya
e Dengue, que sdo doengas causadas por um microorganismo (microbio) transmitido para o ser humano através
da picada do mosquito, gue se chama Aedes gegypti. Nosso objetive com essa pesquisa & avaliar porque existem
pessoas que ficam mais doentes que as outras quando estdo com essas doencas 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 doenga apenas com sintomas leves como febre, dores musculares, dor de cabeca, entre outros,
que podem confundir o diagnostico, por serem muito parecidas. Para isto, vamos realizar um estudo do seu
sisterna de defesa (imunclogico), no qual serdo analisadas as células que s30 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 deverd autorizar o nosso acesso a sua ficha médica, para que possamos
coletar informagdes sobre o estado atual da sua doenca e os resultados dos exames realizados. Vocé também
devera responder um questiondrio a respeito da sua sadde. Quando vocé estiver respondendo esse questionadrio
se alguma pergunta lhe causar constrangimento vocé poderd deixar de respondé-la. Esses procedimentos se
justificam pelo fato da avaliacdo meédica, as informacdes acerca do seu estado de salde e também das
informacdes que constardo no questionario, nos permitir inclui-lo no grupo de pesscas doentes ou saudaveis,
visando uma correta distribuigdo e andlise dos resultados obtidos.

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

Todos os procedimentos estardo de acordo com as Resolugdes do Conselho Nacional de Sadde. Com
sua permissao serdo coletados, por uma pessoa devidamente treinada, aproximadamente 15 mL do seu sangue;
utilizando material estéril & descartavel. Os riscos e desconfortos que vocé correra nessa coleta 580 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, gque 530 a limpeza no local da coleta
através da utilizagdo de alcool 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 sangus sera amazenada a uma
temperatura que permita a conservacao das células em um eguipamento direcicnado para esse fim. A outra
parte do seu sangue iremos utilizar para estudar seu sistema de defesa (sistema imunolagico ), como também
faremos uma andlise para confirmar se vocé tem Zika, Chikungunya ou Dengue. Além disso, serd realizado o
estudo farmacolagico da riparina, uma substancia isolada de uma planta, que quando colocada em contato com
o seu sangue podera atuar de maneira positiva, ativando o seu sistema de defesa a combater melhor a infeccdo.
Essa abordagem permitira a proposicdo futura de novas estratégias de diagnadstico e tratamento e associacdes
terapéuticas, visando a melhoria da qualidade de vida dos portadores dessas doengas. Apos a realizacgo dos
ensaios seu material bioldgico sera descartado.

Com a sua autorizacdo, uma parte do material bioldgico, o que foi acondicionado de maneira adequada
para manutengio das células, serd enviada para ocutro pais (Inglaterra), onde os pesquisadores de |3 fardo
estudos de substdncias no sangue que podem influenciar na resposta do seu sistema de defesa (imunologico).
Apos a realizacdo dos ensaios seu material biologico sera descartado.

Sua participagao € voluntaria, o que significa que vocé podera desistir a qualguer momento, retirando
seu consentimento, para a guarda e utilizagdo do material biologico sem que isso |he traga nenhum prejuizo ou
penalidade. Para erradicar qualquer risco de vazamentos dados dos prontuarios & questiondrios aplicados serdo
guardados em local seguro, conhecido apenas pela equipe brasileira envolvida na pesquisa. A amostra sera
armazenada como biorepositorio, que & um tipo de armazenamento das suas amostras, soments no tempao de
execucao deste projeto. Também garantimos gue, o s2u sangue que ira para Inglaterra, sera utilizado apenas
para este estudo e, em seguida, descartados.

Todos o5 seus dados serdo confidenciais e colocados de maneira andnima por devida codificacdo dos
seus dados (AREXX). Todas as informagdes do seu prontudrio e questionarios serdo depositadas em um banco
de dados [drive), cuja senha s0 terd acesso 05 pesquisadores envolvidos. 50 apds essa codificacdo € gue o seu
material biclogico seré encaminhado a Inglaterra. Garantimos que todas as informagdes obtidas serao sigilosas e
seu nome ndo sera identificado em nenhum maomento. Os dados serdo guardados em local segura e a divulgacio
dos resultados serd feita de forma a nao identificar os voluntarios. Também é 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 sdo que vocé estara contribuindo para um melhor
entendimento da doenca, & com estudos que podem trazer a descoberta de novos tratamentos efou cura .
Dessa maneira, contribuindo com a ciéncia e a comunidade 3 sua volta.

Sua participacdo 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 & assisténcia
integral e imediata pelo tempo que for necessario, além do direito de buscar indenizagao.

Vocé receberda uma via deste documento devidamente assinada pelo pesguisador e por vocé e
rubricada em todas as paginas por ambos. Toda divida que vocé tiver a respeito desta pesguisa, podera entrar
em contato com a pesquisadora Dr2 Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente, no Centro de Biotecnologia,
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Departamento de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba, Cidade
Universitaria- Jodo Pessoa - PB - Brasil - CEP: 38051-900 Fone: (83) 3216-7371.

Dividas a respeito de questSes éticas desta pesguisa poderSo ser esclarecidas junto ac Comité de Etica
em Pesquisa (CEP) da UFPB. O Comité de Etica em Pesquisa (CEF) & um colegiado interdisciplinar e
independente, que existe nas instituicdes que realizam pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, criado
para defender os interesses dos sujeitos em sua integridade e dignidade e para contribuir no desenvolvimento
da pesquisa dentro dos padrdes éticos. Endereco: Hospital Universitdrio Lauro Wanderley-HULW- 22 andar (ao
lado da biblioteca) Horario do Expediente: 8:00 4s 12:00 hs e 13:00 s 17:00 hs. Campus |-Cidade Universitéria-
Bairro: Castelo Branco-CEP:58059-200-Jod0 Pessoa-PBE- FAX (083) 32167522- CNPJ: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 &ticos de pesquisas envolvendo seres humanos, nas seguintes dreas: Genética
humana, reproducdo humana, novos dispositivos para a salude, pesquisas em populagdes indigenas, pesguisas
conduzidas do exterior e aguelas que envolvam aspectos de biosseguranga. Enderego: Esplanada dos
Ministérios, Bloco G, Anexo B. Sala 104B. Brasilia-DF, CEP: 70.058-900. Fone: (1) 3315-3821 / 3315-2151 /
3315-3566. e-mail: cns@saude.gov.br

Vocg, ou alguém gue vocé indigque em caso de abito ou condicdo incapacitante, tera o acesso gratuito a
todas as informagdes e resultados associados a sew material bioldgico, inclusive informagdes gensticas que
possam implicar riscos para doencas ndo 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 informagdes 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 pesquisa, como ela serd
desenvolvida, os riscos & 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 mew sangue para a realizagdo deste estudo.

Participante da pesquisa: (assinatura ou impressio datiloscopica):

data / /

Voluntario:

data / /

Pesquisador
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