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RESUMO 

 

O vírus da Chikungunya (CHIKV), pertencente ao gênero Alphaviridae e à família 

Togaviridae, é transmitido por mosquitos vetores do gênero Aedes sp., levando a 

uma doença caracterizada principalmente por febre alta, dor de cabeça, mialgia, 

erupção cutânea e dor articular. Sabe-se que diversas células do sistema imune 

inato e adaptativo agem a fim de promover a eliminação viral e retornar à 

homeostase do indivíduo, dentre elas as células T reguladoras (Treg). Essas células 

são caracterizadas por apresentarem diversos mecanismos de supressão do 

sistema imune. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar as respostas de 

células Treg e seus mecanismos em pacientes apresentando as formas aguda e 

crônica da doença Chikungunya. Para tal, amostras do sangue periférico de 

indivíduos controles (n=7), pacientes agudos (n=7) e pacientes crônicos (n=6) foram 

coletadas e avaliadas por citometria de fluxo para caracterizar as células Treg e 

marcadores como CD39, CD73, Granzima B, Perforina, PD-1, CTLA-4, INF-ɣ, IL-10 

e TGF-β. Foi observado: 1) Diminuição da frequência de células Treg em pacientes 

agudos (5,46 /20.000 leucócitos) e crônicos  (2,91 /20.000 leucócitos), comparados 

ao controle (12,71 Treg /20.000 leucócitos); 2) Diminuição da expressão de enzimas 

de clivagem de ATP extracelular (CD39/CD73) em células Treg de pacientes agudos 

e crônicos comparados ao controle; 3) Células Treg de pacientes agudos e crônicos 

apresentaram diminuição da produção de grânulos como Granzima B e Perforina 

quando comparados ao grupo controle; 4) As células Treg de pacientes agudos 

apresentaram diminuição de cerca de 50% da expressão de CTLA-4 quando 

comparadas ao controle, que é reestabelecida em pacientes apresentando a forma 

crônica da doença; 5) Além disso, o receptor PD-1 apresentava menor expressão na 

superfície de células Treg de pacientes agudos e crônicos comparados a indivíduos 

saudáveis; 6) A produção de INF-ɣ pelas células Treg é inalterada em ambas as 

formas da doença comparadas ao controle; 7) A produção de IL-10 em pacientes 

agudos não apresenta alterações comparadas ao grupo controle, contudo as células 

Treg de pacientes crônicos produzem maiores frequências de IL-10 em comparação 

a forma aguda da doença; 8) Células Treg de pacientes em ambas as formas da 

doença Chikungunya apresentam a produção diminuída da citocina moduladora 

TGF-β comparados ao grupo controle. Dessa forma, sugere-se que a diminuição de 

células T reguladoras na doença, e seus mecanismos contribuem para o 

favorecimento do clearance viral, porém, a manutenção da inflamação pode 

acarretar em danos celulares que relacionam-se a características clínicas mais 

graves da doença. Isso pode indicar que as células Treg apresentam papel 

essencial no desenrolar imunológico da patogenia da doença.  

 

 

 

Palavras-chave: CHIKV; Célula T; Fase aguda; Fase crônica 
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ABSTRACT 

 

Chikungunya virus (CHIKV) belongs to the genus Alphaviridae and to the family 

Togaviridae, and it transmitted by mosquito vectors of the genus Aedes sp., 

generating a disease characterized mainly by high fever, headache, myalgia, rash 

and joint. It is known that several cells of innate and adaptive immune system act in 

order to promote viral elimination and return to the homeostasis of the individual, 

such as regulatory T (Treg) cells. These cells are characterized by several 

mechanisms of suppression of the immune system. Thus, the aim of this work was 

evaluate Treg cell responses and its mechanisms in patients presenting both acute 

and chronic forms of Chikungunya disease. To reach this aim, peripheral blood 

samples from controls (n = 7), acute patients (n = 7) and chronic patients (n = 6) 

were collected and evaluated by flow cytometry for characterization of Treg cells and 

markers such as CD39, CD73, Granzima B, Perforin, PD-1, CTLA-4, INF-ɣ, IL-10 and 

TGF-β. It was observed: 1) Decrease in Treg cells frequency of acute (2,91 /20.000 

leukocytes) and chronic (2,91 /20.000 leukocytes) patients compared to controls 

(12,71 Treg /20.000 leukocytes); 2) Decreased expression of extracellular ATP 

cleavage enzymes (CD39 / CD73) in Treg cells from acute and chronic patients; 3) 

Treg cells from acute and chronic patients presented a decreased production of 

granules such as Granzyme B and Perforin compared to control group; 4) Treg cells 

of acute patients showed a decrease of 50% in CTLA-4 expression, which is 

reestablished in patients presenting the chronic form of the disease; 5) In addition, 

PD-1 receptor was decreased on the Treg cell surface of acute and chronic patients 

compared to healthy group; 6) Production of INF-ɣ by Treg cells did not change in 

both forms of the disease compared to controls; 7) Production of IL-10 in acute 

patients did not present alterations compared to control group, however the Treg 

cells of chronic patients produced higher frequencies of IL-10 compared to the acute 

form of the disease; 8) Treg cells from patients in both forms of Chikungunya disease 

decreased  the production of the TGF-β , a modulating cytokine, compared to 

controls. Thus, our results suggest that the decrease of regulatory T cells in the 

disease, and its mechanisms contribute to the favoring of viral clearance, however, 

the maintenance of inflammation can promote cellular damages that are related to 

severe clinical characteristics of the disease. This may indicate that Treg cells play a 

key role in the immune development of the pathogenesis of the disease. 

 

 

 

 

Keywords: CHIKV; T cell; Acute phase; Chronic phase 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Durante décadas as arboviroses foram pouco relacionadas à casos de 

mortalidade e desabilidade no mundo, dessa forma, poucos estudos e políticas de 

saúde foram direcionados ao controle e tratamento dessas doenças (WILDER-

SMITH et al., 2017). Contudo, a atual dinâmica de urbanização, globalização e 

mobilidade internacional favoreceram a emergência, nos últimos anos, de doenças 

transmitidas por artrópodes, notavelmente a Zika, Dengue, Febre amarela e 

Chikungunya, despertando o alerta mundial para essas infecções. 

O vírus da Chikungunya (CHIKV) é um vírus pertencente ao gênero 

Alphaviridae e à família Togaviridae (VU; JUNGKIND; LABEAUD, 2017), sendo 

encontrado em regiões tropicais e subtropicais do planeta. Esse alfavírus é originário 

da África e foi primeiramente isolado em 1952 no Planalto Makonde da província do 

sul da Tanzânia, antigo Tanganyika (THIBERVILLE et al., 2013). O vírus é 

transmitido por mosquitos dípteros especialmente do gênero Aedes, destacando-se 

o Aedes aegypti em áreas urbanas e Aedes albopictus em áreas rurais, e o nome 

Chikungunya é derivado da língua Makonde, significa “aquele que se dobra”, usado 

para descrever tanto o vírus quanto a doença, que é altamente incapacitante e de 

sintomatologia grave. 

 A doença é caracterizada principalmente por febre alta, dor de cabeça, 

mialgia, exantema e dor articular (BURT et al., 2012). Juntamente com outros 

alfavírus, o CHIKV apresenta sua característica mais destacada, que é a capacidade 

artritogênica (PAL, 2015; WESLUVA OLIVIA et al., 2015). Na maioria dos pacientes 

os sintomas desaparecem em alguns dias, porém, outros apresentam dores 

articulares que podem persistir por anos, caracterizando um quadro de doença 

crônica.  

Os mecanismos imunopatológicos envolvidos nas infecções aguda e crônica 

da Chikungunya e sua relação com as características clínicas dos pacientes ainda 

são pouco elucidados, especialmente no que diz respeito às interações hospedeiro-

patógeno que garantem a evolução de um paciente para a cura ou a cronicidade da 

doença. Sabe-se que o vírus, primeiramente, infecta células residentes epiteliais 

como queratinócitos, melanócitos e fibroblastos (COUDERC et al., 2008 e PUIPROM 

et al., 2013), iniciando uma resposta imune local na tentativa de conter o vírus 

(SCHILTE et al., 2010). O vírus pode então disseminar-se para órgãos como 
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músculo, fígado, rins, coração e cérebro (COUDERC et al., 2008; KAM et al., 2009; 

COUDERC et al., 2012 e PUIPROM et al.). 

Diversas células do sistema imune inato e adaptativo agem a fim de promover 

a eliminação viral e retornar à homeostase do indivíduo. Dentre essas células 

encontram-se células T CD4+ e T CD8+ que atuam em estágios iniciais e 

posteriores da infecção (WAUQUIER et al., 2010). As células T CD4+, 

especialmente, parecem apresentar uma participação crítica na sintomatologia 

relacionada a inflamações nas articulações (TEO et al., 2013 e TEO et al., 2015). 

Outro subtipo celular da imunidade adaptativa são as células T reguladoras 

(Treg). Essas células são caracterizadas por apresentarem fenótipo CD4+ e a 

expressão de marcadores imunes de supressão, estando envolvidas em diversas 

imunopatologias de doenças infecciosas como Hepatite C (SPENGLER et al., 2007) 

e Vírus sincicial respiratório (FULTON et al., 2010), indicando sua relação com 

mecanismos de infecções virais, porém o papel dessas células em infecções agudas 

e crônicas da Chikungunya ainda não foi elucidado.  

Considerando a importância desse subtipo celular na regulação imunológica, 

a hipótese que norteou este trabalho foi que os mecanismos de regulação de células 

Treg poderiam estar envolvidos na patôgenese de pacientes infectados com o 

CHIKV contribuindo para o desenvolvimento do quadro da doença em fases aguda e 

crônica. Esse trabalho objetivou avaliar as respostas de células T reguladoras e 

seus mecanismos em pacientes apresentando as formas aguda e crônica da 

Chikungunya, utilizando a técnica de citometria de fluxo, demonstrando o perfil de 

marcadores característicos dessas células frente à infecção viral, caracterizando um 

trabalho pioneiro relacionado aos estudos imunológicos dessas doenças em seres 

humanos. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 O vírus da Chikungunya 

O vírus da Chikungunya (CHIKV) é um vírus de envelope fosfolipídico, 

apresentando RNA de cadeia simples e de sentido positivo de aproximadamente 12 

kb e contendo 2 sequências de leitura aberta (ORFs- opening reading frames) 

(SMITH et al., 2015).  O vírion maduro de CHIKV contém duas glicoproteínas, a 

proteína de fusão E1 e a de ancoramento E2, a qual é gerada a partir de um 

precursor poliproteico p62-E1, pela clivagem proteolítica (SMITH et al., 2015) (Figura 

1). 

O genoma viral do CHIKV codifica 4 proteínas não estruturais (nsP1 a nsP4) e 

cinco proteínas estruturais, sendo flanqueado por regiões não traduzidas com um 

tampão de N-metil guanosina 5 'e uma cauda de poliA, entre as quais residem duas 

ORFs. A ORF no final 5’ codifica 4 proteínas não estruturais (nsP1-nsP4), que 

formam o complexo de replicação envolvido na síntese de RNA genômico bem como 

o RNA subgenômico (PAL, 2015; WICHIT et al., 2017). A ORF no final 3’ (PAL, 

2015) codifica proteínas estruturais que compõem o capsídeo viral, glicoproteínas do 

envelope E1 e E2 (SILVA et al., 2014), e dois pequenos produtos de clivagem, E3 e 

6K (VU; JUNGKIND; LABEAUD  2017). 

O gênero Alfavírus, apresenta diversos soro complexos agrupados com base 

em suas propriedades antigênicas (BURT et al., 2012), sendo o CHIKV pertencente 

ao complexo antigênico do vírus da floresta Semliki (SERGON et al., 2008). Estudos 

indicam que CHIKV é de origem africana, no qual diversas e distintas linhagens 

genéticas foram identificadas, a linhagem da África ocidental e a linhagem oriental, 

central e sul africana, que inclui um genótipo asiático. A diversidade de genótipos e a 

adaptação evolutiva do vírus ao mosquito vetor vêm sendo associados aos surtos 

mais frequentes observados desde os anos 2000 (KOGA et al., 2017). 
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Figura 1. Estrutura do vírus da Chikungunya. 

 

 
Fonte: https://netnature.wordpress.com/2016/03/10/xxx-aedes-aegypti-e-a-epidemiologia-do-

chikungunya/ (Adaptado) 

 

2.2 Ciclo de Transmissão 

Os ciclos de infecção do vírus da Chikungunya são classificados como ciclos 

silvestre e urbano de acordo com a região e a espécie do vetor de transmissão 

(NASCI, 2014). Dentre os mosquitos dípteros envolvidos na transmissão da doença, 

destaca-se o Aedes aegypti em áreas urbanas e Aedes albopictus em áreas rurais 

(HONÓRIO et al., 2015) (Figura 2). O ciclo silvestre, com sua primeira aparição no 

continente africano, é um ciclo zoonótico que envolve padrões semelhantes ao de 

outras arboviroses, como a febre amarela, no qual o vírus é transmitido a um 

mosquito vetor do gênero Aedes spp através do repasto sanguíneo em primatas não 

humanos e roedores infectados com o vírus, em seguida, caso o mosquito realize o 

repasto sanguíneo em um hospedeiro não infectado, o mesmo poderá vir a ser 

contaminado (KOGA, 2017).  

Em contrapartida, o ciclo urbano inicia-se quando o vírus encontra, em áreas 

previamente não ocupadas pelo mesmo, situações favoráveis de proliferação, 

especialmente em mosquitos adaptados a áreas urbanas como o Aedes aegypti. 

Esses mosquitos vivem em áreas domésticas ou peri domésticas, e por sua vez, 

entram em contato com humanos, iniciando o processo de infecção na realização do 

repasto sanguíneo a um indivíduo não infectado (THIBERVILLE et al., 2013). Após a 

infecção, o tempo de incubação varia de 2-12 dias após o repasto sanguíneo 

(DELISLE et al., 2015). 



22 
 
 

Os humanos funcionam como reservatório durante períodos epidêmicos, 

enquanto em períodos inter-epidêmicos, outras espécies são utilizadas como 

hospedeiros, como macacos, roedores e pássaros (THIBERVILLE et al., 2013). Para 

adquirir uma transmissão eficiente, diversos fatores envolvendo os hospedeiros, os 

vetores, o vírus e condições ambientais devem convergir (VEGA-RÚA et al., 2014).  

 

Fonte: https://www.zikavirusdiseases.com/the-zika-virus-mosquitoes/  

 

 

Relacionado à infecção, esta é iniciada após a inoculação do vírus por 

mosquitos fêmeas infectadas através da via intradermal em capilares subcutâneos. 

O vírus da Chikungunya possui um ciclo de replicação semelhante a outros alfavírus, 

iniciando a replicação imediatamente após a internalização do vírus nas células 

permissivas da pele, como macrófagos, fibroblastos e células epiteliais. A ligação da 

proteína do capsídeo E1 com receptores celulares leva a fusão da partícula viral 

com a membrana da célula hospedeira (PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 

2015) resultando na internalização viral por endocitose (LEE et al., 2013; THAA et 

al., 2015). Em seguida, as partículas virais são envolvidas por endossomas iniciais, 

a partir dos quais o capsídeo viral é liberado no citosol pela formação de poros de 

fusão (LEE et al., 2013).  

O último processo é desencadeado pelo ambiente de baixo pH no endossoma 

que induz uma mudança irreversível na conformação da glicoproteína e uma 

dissociação dos heterodímeros E2/E1, seguidos de trimerizações E1 (WICHIT et al., 

2017). A síntese do RNA viral acontece em complexos localizados próximo à 

membrana plasmática (THAA et al., 2015). As proteínas E1 e E2 são traduzidas no 

Figura 2. Imagens dos mosquitos vetores Aedes aegypti (Esquerda) e Aedes albopictus 

(Direita). 
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retículo endoplasmático, transportadas e processadas pelo Complexo de Golgi e, 

finalmente, transportadas para a membrana plasmática onde ocorre o surgimento do 

vírus (WICHIT et al., 2017). 

 

2.3 Epidemiologia 

O CHIKV é um alfavírus originário da África, primeiramente isolado em 1952 

no Planalto Makonde da província do sul da Tanzânia, antigo Tanganyika 

(THIBERVILLE et al., 2013). Após o isolamento do vírus, em 1953 sabe-se que o 

mesmo permaneceu circulante em ciclos silvestres na África, sendo a primeira re-

emergência documentada com sua introdução no sudeste asiático e na Índia, no ano 

de 2005, instalando-se em um ciclo esporádico de transmissão urbana que 

permanece atualmente (HONÓRIO et al., 2015; MORRISON; PLANTE, 2016; 

PRESTI et al., 2016). Esses surtos documentados estão associados a mutações no 

genoma viral do CHIKV que facilitaram a replicação do vírus em mosquitos Aedes 

albopictus (THIBERVILLE et al., 2013).  

Em 2004, no Quênia, a segunda re-emergência do vírus ocorreu atingindo 

diversas ilhas do Oceano Índico, Índia e sudeste asiático. No ano de 2006, o vírus 

atingiu as Ilhas La Réunion, na África, sendo essa epidemia estudada por muitos 

pesquisadores devido ao surgimento de mutações virais levando a uma 

transmissibilidade mais eficaz pelo Ae. Albopictus (HONÓRIO et al., 2015; FROS; 

PIJLMAN, 2016). Em outubro de 2013, o CHIKV alcançou o continente americano 

através do Caribe, resultando em milhares de infecções. Em maio de 2014 o Caribe 

apresentava mais de 100.000 suspeitos e 4.000 casos laboratoriais confirmados, e 

durante as duas semanas epidemiológicas seguintes, o número de casos reportados 

foi dobrado (CDC, 2017; SLAVOV et al., 2015).  

Boletins epidemiológicos relacionados às arboviroses circulantes no Brasil 

são constantemente emitidos pelo site da Secretaria de Saúde. A dengue, a febre da 

Chikungunya e a febre pelo vírus Zika são doenças de notificação compulsória e 

estão presentes na Lista Nacional de Notificação Compulsória de Doenças, Agravos 

e Eventos de Saúde Pública, sendo que a febre pelo vírus Zika foi acrescentada a 

essa lista apenas pela Portaria nº 204, de 17 de fevereiro de 2016, do Ministério da 

Saúde (SINAN, 2017). Isso implica que quaisquer casos suspeitos de infecção por 

uma dessas arboviroses devem ser cadastrados através de fichas individuais de 
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notificação e investigação em um banco de dados nacional denominado SINAN 

(Sistema de informação de agravos de notificação).  

As fichas de cadastro utilizadas na notificação dessas doenças de agravo 

contêm informações importantes para estratégias epidemiológicas como sexo, área 

residencial (urbano ou rural), estado e município de residência, data dos primeiros 

sintomas, município, estado e país da infecção (para determinação de casos 

autóctones), além disso, informações relacionadas às características clínicas dos 

pacientes (SINAN, 2017). O SINAN (Sistema de Informação de Agravos de 

Notificação) objetiva registrar os dados sobre agravos de notificação em todo o 

território nacional, fornecendo informações para análise do perfil da morbidade e 

contribuindo, desta forma, para a tomada de decisões em nível municipal, estadual e 

federal. 

Em 2014, a primeira transmissão autóctone foi detectada no Brasil, na cidade 

de Oiapoque (Amapá) (HONÓRIO et al., 2015). O Brasil era um país considerado 

“virgem” para o vírus da Chikungunya, o que indica que os habitantes não 

apresentavam memória imunológica para o mesmo. Além desse fator, suas 

características climáticas e ambientais associadas à ineficácia do controle dos 

mosquitos do gênero Aedes, garantiram que o vírus da Chikungunya encontrasse no 

Brasil um cenário de alta receptividade a sua disseminação.  

Ao longo de 2014, 2.772 casos de CHIKV foram confirmados, distribuídos em 

seis Unidades Federativas: Amapá (1.554 casos), Bahia (1.214), Distrito Federal (2), 

Mato Grosso do Sul (1), Roraima (1) e Goiás (1). No ano de 2016 foram registrados 

no país 271.824 casos prováveis de febre Chikungunya (taxa de incidência de 133,0 

casos/100 mil hab.), distribuídos em 2.829 municípios, dos quais 151.318 (55,7 %) 

foram confirmados, ocorrendo 196 óbitos (SVS, 2017). Já no ano de 2017, até a 

Semana Epidemiológica 4, foram registrados 3.754 casos prováveis de febre 

Chikungunya e uma taxa de incidência de 1,8 caso/100 mil hab., sendo 564 (15,02 

%) casos confirmados, números muito menores se comparados aos dados de anos 

anteriores (SVS, 2017). 
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Figura 3. Ilustração dos países que apresentam ou apresentaram transmissões pelo vírus da 

Chikungunya. 

 

Fonte: http://infectologiabr.blogspot.com.br/2014/11/chikungunya-duas-linhagens-virais.html (Adaptado) 

 

2.4 Manifestações clínicas 

A infecção pelo CHIKV acarreta, em sua maioria, em manifestações 

sintomatológicas. O primeiro sintoma relatado da doença Chikungunya é a febre alta 

e abrupta após os dias 2 a 7 de infecção pelo vírus (WESULA OLIVIA et al., 2015). 

Além da febre, outras complicações podem acometer os indivíduos infectados, como 

erupções cutâneas, artralgia e mialgia (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012).  

 Os sintomas mais conhecidos e incapacitantes desta infecção estão 

relacionados à artrite e a artralgia que geralmente são resolvidas de 1 a 3 semanas 

após o início dos sintomas, porém algumas vezes esses sintomas podem persistir 

por meses ou anos caracterizando a doença crônica (CHANG et al., 2014). Essa 

artralgia acomete várias articulações do indivíduo, sendo assim denominada 

poliartralgia (VU; JUNGKIND; LABEAUD, 2017). As articulações mais comumente 

envolvidas são as articulações das extremidades e dos joelhos, no entanto outras 

articulações também são afetadas (SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 

2012; ZEANA et al., 2016). Os pacientes agudos também apresentam sintomas 

como fadiga, dores musculoesqueléticas, náuseas, vômitos e conjuntivite 

(MCCARTHY; MORRISON, 2016; VU; JUNGKIND; LABEAUD, 2017).  

Alguns dos pacientes, cerca de 40 a 80% dos pacientes agudos, evoluem para 

casos crônicos (WIM et al., 2010 e MANIMUNDA et al., 2010). Esses pacientes 
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apresentam a persistência de dor nas articulações, artralgia, inchaço e mialgia, além 

de complicações como desgaste ósseo, inflamação nos tendões e estafa (ARROYO-

ÁVILA e VILÁ, 2015). 

Essa doença febril pode levar a sérias complicações e possui fatalidade em 

alguns casos. Complicações neurológicas foram relatadas em um surto em 2006 na 

Ilha de La Réunion e em um surto na Índia. Dentre as complicações foram descritas 

a Encefalite e síndrome de Guillain-Barré. Além dessas, outras complicações graves 

da CHIKV incluem miocardite e hepatite (VU; JUNGKIND; LABEAUD, 2017)  

Essas complicações podem ainda ser exacerbadas a depender da idade dos 

indivíduos acometidos. Em um surto de infecção de por CHIKV no ano de 2006 em 

Ahmedebad, na Índia, dos 90 casos relatados, 18 foram fatais, das quais 15 

apresentavam 60 anos ou mais (VU; JUNGKIND; LABEAUD, 2017).  

 

2.5 Diagnóstico 

Diversos testes diagnósticos são aplicados para a detecção de infecções pelo 

vírus da Chikungunya. Alguns deles partem da premissa de detecção do vírus, de 

componentes virais, como antígenos e ácidos nucleicos, já outros, da detecção de 

componentes da resposta imune humana do hospedeiro ao vírus (HUNSPERGER et 

al., 2014; MARDEKIAN; ROBERTS, 2015;). A escolha do teste varia de acordo com 

o propósito do mesmo, e dos recursos disponíveis para sua realização. Os testes 

diagnósticos utilizados para determinação da infecção pelo vírus da Chikungunya 

incluem análises clínico-epidemiológicas, a detecção viral, imunoensaios e detecção 

de material genético. 

As análises clínico-epidemiológicas levam em consideração a avaliação de 

características clínicas dos pacientes como sinais, sintomas e exames, associado a 

avaliação epidemiológica de ambientes em que o paciente esteve inserido. Dessa 

forma, a apresentação de sintomas característicos da Chikungunya associados à 

presença do indivíduo em áreas endêmicas ou epidêmicas para o CHIKV, 

caracteriza um paciente como um paciente suspeito de infecção pelo CHIKV.  

Já a detecção viral é caracterizada pelo isolamento dos vírus presentes no 

sangue, soro, plasma e tecidos do hospedeiro. As amostras são inoculadas em 

meios de cultura seletivos, e caso haja o crescimento do vírus, o diagnóstico é 

considerado positivo. Apesar de altamente específico, o teste exige o uso de 
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laboratório de segurança nível 3 sendo essa uma característica limitante do 

processo (MARDEKIAN; ROBERTS, 2015). Esses laboratórios destinam-se ao 

trabalho com agentes de risco biológico da classe 3, ou seja, com microrganismos 

que acarretam elevado risco individual e baixo risco para a comunidade. O uso do 

mesmo necessita de treinamentos rigorsos, o uso de vestimenta específica, além de 

exigir instalações físicas especiais (SANGIONI et al., 2013). 

 Além do isolamento viral, o teste de imunoensaio também é amplamente 

realizado, em âmbito clínico e acadêmico, sendo um de seus principais 

representantes o teste ELISA. Este ensaio é capaz de detectar anticorpos IgM e IgG 

em soro de pacientes infectados por meio de ensaios imuno-absorventes de captura 

por ligação de anticorpo. A detecção de infecção por Chikungunya utilizando 

imunoensaio permite a identificação de infecção aguda (detecção de IgM) e de 

prévia infecção pelo vírus (detecção de IgG) (REDDY et al., 2012; PRAT et al., 2014; 

SOH et al., 2015). 

A detecção de material genético viral também é um método diagnóstico 

aplicado para infecções por Chikungunya. A técnica da reação em cadeia da 

polimerase (PCR) é capaz de realizar a amplificação de regiões do genoma viral do 

sangue e soro de pacientes infectados, porém, o mesmo só se aplica caso o 

paciente ainda apresenta vírus circulantes. Esse tipo de diagnóstico é definitivo, 

porém depende da viremia dos pacientes assim como o teste de isolamento viral. 

Apesar de ser um limitante, a viremia não parece ser um problema para diagnósticos 

em infecções pela Chikungunya, isso porque o vírus da Chikungunya apresenta alta 

persistência viral em humanos, diferente do vírus da zika, por exemplo, na qual a 

viremia é transiente e o diagnóstico por PCR não é eficaz após os primeiros dias de 

infecção (PETERSEN et al., 2016).  

 

2.6 Imunologia 

Após a inoculação intradermal do vírus a partir do repasto sanguíneo de um 

mosquito fêmea, o CHIKV adentra capilares subcutâneos e inicia sua replicação em 

fibroblastos, macrófagos e células endoteliais (PETITDEMANGE et al., 2015).  

Apesar das respostas anti-virais iniciais do hospedeiro, o mesmo rapidamente se 

distribui pelo sistema circulatório. Altas taxas de replicação viral culminam a uma 

taxa de cerca 108 PFU/mL de plasma (BAUTISTA-REYES et al., 2018) apresentando 
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o pico de infecção após 1 ou 6 dias do início dos sintomas (THIBERVILLE et al., 

2013). Assim como em infecções virais diversas, a fase aguda da Chikungunya é 

acompanhada por respostas iniciais de IFN-α (HOARAU et al., 2010). As respostas 

relacionadas ao perfil de citocinas TH1 são essenciais para promover a ativação 

celular no combate ao patógeno, porém, também é responsável pela causa de 

injúrias teciduais (PETITDEMANGE et al., 2015).  

A persistência dos sintomas parece ser uma consequência direta da infecção 

viral e das respostas imunológicas pró-inflamatórias (TSETSARKIN et al., 2014 e 

HOARAU et al., 2010). Os sinais de fase aguda normalmente são resolvidos de 1 a 

3 semanas após o início dos sintomas, porém, a artralgia pode persistir por meses e 

até mesmo anos em alguns pacientes (PETITDEMANGE et al., 2015). É plausível 

que o CHIKV persista em sítios imunoprivilegiados, inflingindo danos diretos ao 

tecido sinovial, de fato, Hoarau e colaboradores (2010) evidenciaram a persistência 

de antígenos virais e RNA em tecidos sinoviais de pacientes com artralgia crônica, e 

a persistência foi associada à expressão de IFN-α, IL-10 e CCL2. 

As células da imunidade inata como células Natural killer (NK) constituem a 

primeira linha de defesa contra uma variedade de infecções virais, incluindo a 

Chikungunya, além de contribuir com mecanismos imunopatológicos pela infiltração 

em tecidos sinoviais e manutenção de um ambiente inflamatório que contribuem 

para o desenvolvimento de sintomas de artralgia (HOARAU et al., 2010).  Além das 

células NK, os monócitos/macrófagos apresentam papel fundamental na patologia 

da infecção pelo CHIKV, agindo como um reservatório para o vírus e parecem 

participar de sinalizações do controle da apoptose e do INF-α. Além disso, 

monócitos/macrófagos infectados migram para tecidos sinoviais, contribuindo para o 

desenvolvimento de processos inflamatórios (PETITDEMANGE et atl., 2015). 

A imunidade adaptativa também participa da imunopatologia da Chikungunya. 

Anticorpos naturais anti-CHIKV de isotipos IgM e IgG foram identificados em 

pacientes em diversos estágios da doença. Anticorpos anti-CHIKV são capazes de 

promover proteção inicial e o controle da disseminação do vírus pela neutralização 

direta e ativação do sistema complemento (KAM et al., 2012). 

Os estudos relacionados ao envolvimento de células T na Chikungunya ainda 

são recentes. Em estágios iniciais da infecção, é observada diminuição de valores 

de frequência e número total de células T comparado a controles, que retorna a 

valores basais em cerca de dois meses (PETITDEMANGE et al., 2011). As células 
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remanescentes, contudo, apresentam-se como importantes efetoras durante a 

infecção viral, ambas as células T CD4+ e T CD8+ são requeridas para a eliminação 

de células infectadas (NG, 2017). As células T CD8+ parecem dominar os primeiros 

estágios da doença, com as células T CD4 atuando tardiamente (WAUQUIER et al., 

2010). Células T CD4+ mas não T CD8+ são detectadas em tecidos sinoviais de 

pacientes com inflamação crônica (HORAU et al., 2010), além de células de perfil 

TH17 serem relatadas na patogênese de diversas infecções por arbovírus, bem 

como na artrite reumatóide (NG, 2017).  

Mecanismos regulatórios que silenciam as respostas inflamatórias são 

requeridos para a manutenção da homeostase do organismo. Células T regulatórias 

(Treg), são uma subpopulação de células T CD4+ que mantém a tolerância 

imunológica e estão envolvidas em doenças autoimunes e infecciosas (DHAZE et 

al., 2015 e BELKAID et al., 2007). A patologia da Chikungunya prevê o 

estabelecimento desenfreado de respostas inflamatórias, caracterizando dessa 

forma uma desregulação da inflamação em fases agudas da doença e crônicas da 

doença (NG 2017).   

As Tregs caracterizam uma subpopulação de linfócitos T CD4 as quais 

expressam o receptor de IL-2 (CD25) e o fator nuclear FOXP3. Essas células 

induzem a supressão das células T efetoras, bloqueando a ativação e a função 

destes linfócitos, sendo assim importantes no controle da resposta imunológica a 

antígenos próprios e não-próprios por diversos mecanismos (MELO e CARVALHO, 

2009).  

O primeiro mecanismo descrito das Treg está no consumo do IL-2, uma 

citocina responsável pela proliferação celular. A alta expressão do receptor CD25 

promove o consumo do IL-2 disponível no microambiente, diminuindo dessa forma a 

proliferação de células efetoras e favorecendo o desenvolvimento de células Treg 

(SHEVACH, 2009).  

Em adição, as células Treg apresentam a regulação a partir de receptores 

específicos como PD-1 e CTLA-4 que caracterizam o contato célula-célula. O CTLA-

4 é uma molécula que apresenta alta afinidade de ligação aos receptores B7-1 

(CD80) e B7-2 (CD86). Devido à alta afinidade de ligação, essa molécula se 

sobrepõe à atividade do receptor CD28, antagonizando, dessa forma, o segundo 

sinal mediado por esse receptor e anulando assim o sinal de ativação das células T 

efetoras (KAUFFMAN et al., 2007 e RUDD et al., 2009). O PD-1, por sua vez, é 
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expresso em diversas células T ativadas e ao realizar ligação nos receptores PD-L1 

e PD-L2 presente em diversos leucócitos como linfócitos e monócitos, promove 

anergia, apoptose e exaustão celular (CURRAN et al., 2010). 

A produção de grânulos e citocinas também são mecanismos utilizados pela 

Treg para promover imunomodulação. A IL-10 é uma citocina de supressão geral 

que apresenta papéis importantes na regulação de respostas imune contra 

infecções, especialmente relacionados à inibição de ativação de células 

apresentadoras de antígeno (MESCOUTO e CARVALHO, 2009). Já o TGF-β é uma 

citocina de papel pleiotrópico em múltiplos tipos celulares afetando diversos 

processos biológicos, incluindo respostas imunes. Essa molécula promove a 

regulação de células T, além de garantir a manutenção de células Treg periféricas 

(LI et al., 2008). 

Granzima B e perforina são enzimas presentes nos grânulos sintetizados por 

diversos tipos celulares, incluindo as células Treg, sendo utilizadas pelas mesmas 

como um mecanismo de regulação através da indução de apoptose em células 

específicas (LORDE et al., 2003). 

Além desses mecanismos, as células Treg expressam em sua superfície 

moléculas responsáveis pela clivagem de ATP extracelular, as Ntpdases como o 

CD39, além de enzimas de clivagem de mediadores purinérgicos como as 

ectonucleotidases CD73. Juntas elas promovem a formação de adenosina (MELO; 

CARVALHO, 2009). Esta, por sua vez, induz a diferenciação de células Treg a partir 

da ligação em receptores A2, além de promover efeitos supressores em células T 

efetoras. Dessa forma, a adenosina atua como uma molécula anti-inflamatória 

mediadora de supressão (HASKÓ et al., 2008; GREGORI; GOUDY; RONCAROLO, 

2012). 

Diante do exposto, o trabalho avaliou células Treg e seus mecanismos nas 

infecções aguda e crônica causada pelo vírus da Chikungunya, em pacientes 

provenientes do Hospital Universitário Lauro Wanderley e da Unidade de Pronto 

atendimento do Cais do Cristo (PB/Brasil). 
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3. OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar as respostas de células T reguladoras e seus mecanismos de ação em 

pacientes apresentando as formas aguda e crônica da doença Chikungunya. 

3.2 Objetivos específicos 

-Avaliar o número de células T reguladoras no sangue periférico de pacientes 

infectados com o vírus da Chikungunya na fase aguda e crônica da doença, 

comparado a indivíduos saudáveis; 

-Avaliar a expressão das enzimas CD39 e CD73, e dos receptores PD-1 e CTLA-4 

em células Treg de pacientes agudos e crônicos; 

-Avaliar a produção das citocinas IL-10, TGF-β e INF-ɣ, e dos grânulos contendo as 

enzimas perforina e granzima pelas células Treg de pacientes agudos e crônicos. 
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4. METODOLOGIA 

4.1 Considerações Éticas 

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissão Nacional de Ética em pesquisa-

CONEP (CAAE: 59833416.6.0000.5183), estando enquadrada no projeto intitulado 

“Estudos das infecções causadas pelos vírus da Zika, Chikungunya e Dengue” 

(ANEXO 1), e todos os indivíduos que contribuíram para a realização deste estudo 

foram esclarecidos sobre a importância do trabalho e participaram voluntariamente 

da pesquisa mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 

(TCLE) (ANEXO 2). 

 

4.2 Seleção de casos agudos crônicos e controles 

Indivíduos apresentando sinais e sintomas compatíveis com infecção por 

Chikungunya, com até 5 dias do início da sintomatologia, provenientes do Estado da 

Paraíba (PB-Brasil) foram selecionados para participar do projeto, sendo 

enquadrados no grupo CHIKV A (n=7). Além disso, pacientes apresentando infecção 

prévia por CHIKV (n=6), no mínimo 6 meses após o início dos sintomas, e 

apresentando sintomatologia característica de Chikungunya crônica foram 

recrutados e enquadrados no grupo CHIKV C. Indivíduos saudáveis (n=7), sem 

infecções prévias por ZIKV, DENV ou CHIKV e sem doenças crônicas ou uso 

recente de medicamentos foram selecionados e enquadrados no grupo CTL. 

  

4.3 Amostras clínicas 

As amostras sanguíneas utilizadas nesse estudo foram provenientes do 

hospital Hospital Materno Infantil Joao Marsicano - Bayeux e da Unidade de Pronto 

Atendimento do Cristo Redentor (UPA-Cristo), sendo coletadas e processadas para 

obtenção de soro e sangue total no Laboratório de Imunologia das Doenças 

Infecciosas do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraíba (João 

pessoa – PB/Brasil) visando a tipagem viral por métodos moleculares (qRT-PCR) em 

colaboração com o Laboratório de Biologia Molecular de Doenças Infecciosas e do 

Câncer da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (RN-Brasil). Essas 

amostras foram coletadas em tubos heparinizados e sem anti-coagulante e, em fluxo 
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estéril, sendo 1mL de amostras de soro (Tubo sem anti-coagulante) e sangue total 

(tubo heparinizado) transferidas para eppendorfs e congelados em freezer -20ºC 

overnight, seguido do freezer -80ºC no dia posterior, sendo assim mantidas até o 

momento de sua utilização. Todas as amostras foram associadas a fichas de 

identificação e dados de coleta em relação ao início da doença e características 

clínicas dos pacientes. Em adição, amostras de sangue periférico desses pacientes 

foram coletadas para realização de análises de células Treg e seus fenótipos pela 

técnica de citometria de fluxo.  

4.4 Controles Virais 

Os controles positivos (pacientes infectados e confirmados) CHIKV foram 

previamente isolados de pacientes infectados no Estado da Paraíba e do Rio 

Grande do Norte, pelos Laboratório de Imunologia das Doenças Infecciosas da 

Universidade Federal da Paraíba e pelo Laboratório de Biologia Molecular de 

Doenças Infecciosas e do Câncer da Universidade Federal do Rio Grande do Norte.  

4.5 Extração do RNA viral e Transcrição Reversa seguida da Reação em Cadeia 

pela Polimerase (q-PCR) para detecção do vírus Chikungunya 

O RNA viral das amostras de soro e sangue foi extraído através do QIAmp 

Viral Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), de acordo com o protocolo descrito 

pelo fabricante, para a realização da técnica de q-PCR. O protocolo da PCR em 

tempo real utilizava a sonda TaqMan® para a identificação do vírus da chikungunya, 

baseado no protocolo proposto por Lanciotti et al., 2007. Para tal, uma mistura de 

reagentes descritos na tabela 1 foi utilizado, sendo obtido um volume final de 20μl, 

do mix dos reagentes e RNA, por tubo. Esses tubos foram transferidos para o 

termociclador de qPCR e aplaca foi submetida aos parâmetros de termociclagem: 

(95°C por 20 minutos)- transcrição reversa;  (95°C por 3 minutos)- Inativação da 

transcriptase reversa; (95ºC por 3 minutos)- desnaturação do DNA; (60°C por 30 

minutos)- Anelamento, por 40 ciclos subsequentes. 
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Tabela 1. Reagentes e sequência para realização da transcrição reversa seguida da Reação em 

Cadeia pela Polimerase (q-PCR) para detecção do vírus Chikungunya. 

Fonte: Gomes, 2017 

4.6 Obtenção de leucócitos para ensaios biológicos de Imunofluorescência visando a 

avaliação de células T reguladora através da expressão de marcadores de superfície 

e intracelulares 

  Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue periférico em tubos 

vacutainer contendo heparina de indivíduos saudáveis não infectados (Controles – 

n=7), Pacientes Chikungunya agudos (CHIKV A- n=7) e paciente Chikungunya 

crônicos (CHIKV C – n=6). Os Leucócitos foram obtidos através de lise de hemácias 

(Solução de Lise, BD) e as células foram lavadas três vezes com tampão fosfato 

salina (PBS 1x), sendo centrifugadas a 200 x g, 4oC, 10 min. Os leucócitos obtidos 

foram ressuspendidos em um volume de 1 mL e utilizados para análises biológicas.  

 Utilizando-se placa estéril de 96 poços, 25 µL de suspensão de células em 

uma concentração de 2,5 x 105 foram adicionadas aos poços com 175 µL de RPMI 

suplementado. Em seguida, foi adicionada aos poços brefeldina A (1mg/ml), a qual 

durante as 4 horas de incubação em estufa de CO2, agiu sobre a estrutura do 

complexo de Golgi impedindo exportação de proteínas para o meio extracelular. Ao 

final das quatro horas, a placa foi submetida a centrifugação por 10 minutos (200 x 

g, 4ºC) e o sobrenadante foi desprezado, sendo as células suspensas por agitação. 

Em seguida foram adicionados os anticorpos de superfície, já diluídos, conforme 

titulação padronizada na fase de padronização dos reagentes, em um volume final 

de 40µL. Após adição dos anticorpos, a placa foi incubada a 4ºC por 15 minutos ao 

abrigo da luz. Ao fim da incubação, as células foram lavadas utilizando 150 µL de 

PBS gelado em cada poço. A placa foi novamente submetida à centrifugação por 10 

minutos (200 x g, 4ºC), seguida da retirada do sobrenadante e suspensão de células 

por agitação. 100µL de PBS e 100µL de solução de formaldeído 4% foram utilizadas 

para a fixação por 20 minutos à temperatura ambiente.  
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Após remover a solução de fixação por centrifugação e lavar as células com 

150µL de PBS, a permeabilização celular foi realizada utilizando solução de 

saponina 0,5% à temperatura ambiente em incubação por 10 minutos. A placa foi 

então centrifugada por 10 minutos (200 x g, 4ºC), seguida de retirada do 

sobrenadante e adição de 40µL da solução de anticorpos intracelulares 

adequadamente diluídos em solução de saponina 0,5%. As amostras foram 

incubadas por 30 minutos à temperatura ambiente. Após este período, as células 

foram lavadas, por centrifugação adicionando a cada poço, 150µL da solução de 

saponina. Esta operação foi repetida duas vezes, e por último as células foram 

lavadas em tampão Wash B (PBS/BSA). Finalmente, após desprezar o 

sobrenadante e agitar a placa, as células foram diluídas em wash B. O volume final 

de 200µL de solução contendo as células marcadas será transferido para tubos 

próprios para leitura no citômetro de fluxo FACSCANTOII (Becton & Dickinson). As 

células foram mantidas a 4ºC, ao abrigo da luz para que as fluorescências não 

fossem perdidas até a leitura no citômetro. Durante a aquisição dos dados foram 

coletados 70.000 eventos por tubo. Os dados coletados foram analisados utilizando 

o programa de computador Flowjo (Tree Star). 

4.7 Anticorpos monoclonais (Mabs) 

  Os anticorpos utilizados para a marcação de moléculas de superfície foram: 

controles de Isotipo marcados (FITC, PE), anti-CD4, anti-CD25, anti-CD39, anti-

CD73, anti-PD-1 e anti-LAP. Para efetuarmos as marcações intracelulares os 

seguintes anticorpos foram utilizados: anti-FOXP3, anti-CTLA-4, anti-IL-10, anti-INF-

ɣ, anti-granzima B e anti-perforina. Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos 

das companhias BD PharmigenTM (CA, USA) ou Ebioscience (San Diego, CA, USA). 

4.8 Estratégia de análise 

Para a estratégia de análise, foi utilizada a metodologia proposta por Hoffman 

e colaboradores (2006), no qual foi realizado um gate para seleção de linfócitos no 

gráfico de tamanho e granulosidade. Dentro dos linfócitos, células TCD4+CD25high 

foram selecionadas. Dentro dessa população a seleção de células FOXP3+ foi 

realizada, sendo obtidas dessa forma as células Treg. Dentro da população 

CD4+CD25highFOXP3+, as células foram avaliadas quanto aos marcadores CD39, 
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CD73, Perforina, Granzima, PD-1, CTLA-4, INF-ɣ, IL-10 e TGF-β, como 

demonstrado na figura 4. 

 

Figura 4. Estratégia de análise de células Treg. Avaliação de células Treg a partir de 

Gate na região de linfócitos, CD4+, CD25high e FOXP3+. 

 

Fonte: Própria 

4.9 Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do software Graphpad 

Prism (Versão 5.01, Graphpad Software, Inc) (SAS Institute Inc.). Para análise 

comparativa entre os diferentes grupos foram utilizados o teste não paramétrico 

Mann-Whitney e teste T pareado. Os dados avaliados foram normalizados e o 

intervalo de confiança foi de 95% e os valores serão considerados significativos 

quando p<0.05. 
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5. RESULTADOS 

5.1 Características dos pacientes avaliados 

 

Avaliando as características dos pacientes e controles envolvidos na 

pesquisa, foi observada uma média de idade de 37 anos (27-57 anos) e razão de 3:4 

(Mulheres:Homens) para os pacientes apresentando a forma aguda da doença 

(Tabela 2) e 38 anos (21-50 anos) e razão 5:1 (Mulheres:Homens) para os pacientes 

apresentando a forma crônica (Tabela 3), já os controles apresentavam média de 

idade 36,28 anos (25-51 anos) e razão 6:1 (Mulheres:Homens) (Tabela 4). Os 

pacientes agudos relataram a presença de sintomas como febre alta (39°C), 

artralgia, mialgia intensa, dor retro orbital, cefaleia, exantema, e em alguns casos 

vômito e diarreia. Os pacientes crônicos descreveram a presença de edema nas 

articulações, mialgia intensa, e em muitos casos prurido e fraqueza nos membros. 

 

Tabela 2. Descrição de dados do grupo Chikungunya Aguda.  

Código Idade Gênero 

Tempo de 

início dos 

sintomas 

(Dias) 

Sinais e Sintomas 

DENG 26 57 anos F 3 
Cefaleia, febre (38°C), artralgia, dor 

retro orbital 

DENG 39 28 anos M 2 Exantema, febre (38,5°), mialgia 

DENG 41 43 anos M 1 
Edema leve, exantema, febre (38°C), 

cefaleia, dor retro orbital e mialgia 

ARBO03 30 anos F 2 
Febre (39.8°C), artralgia, edema leve, 

dor retro orbital, cefaleia, mialgia 

ARBO12 
Não 

Informado 
M 5 

Febre (39.2°C), cefaleia, vômito, 

exantema, mialgia e artralgia 

ARBO 35 27 anos M 2 
Febre(39.5°C), artralgia, cefaleia, 

hipertrofia ganglionar, dor retro orbital 

ARBO 38 
Não 

informado 
F 5 

Febre (40°C); mialgia, artralgia, 

cefaleia, hipertrofia ganglionar 

Média 37 (3 F :  4M) 2,85  

Fonte: Própria. A tabela demonstra a idade, o gênero, o tempo do início dos sintomas e os sinais e 

sintomas do grupo estudado. F representa o gênero Feminino e M o gênero Masculino. 
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Tabela 3. Descrição de dados do grupo Chikungunya Crônica.  

Código Idade Gênero 

Tempo de 

início dos 

sintomas 

(Meses) 

Sinais e Sintomas 

ARBO21 47 F 6 Artralgia, edema, prurido, mialgia 

ARBO22 36 F 12 
Artralgia, cefaleia, dor retro orbital, 

prurido, edema 

ARBO27 21 M 8 Artralgia e edema 

ARBO28 41 F 12 
Cefaleia, exantema, edema, prurido, 

dor retro orbital 

ARBO 37 50 F 9 Artralgia, edema, cefaleia e mialgia 

ARBO18 33 F 10 Edema, artralgia, dor retro orbital 

Média 38 (5 F : 1 M) 9,5  

Fonte: Própria. A tabela demonstra a idade, o gênero, o tempo do início dos sintomas e os sinais e 

sintomas do grupo estudado. F representa o gênero Feminino e M o gênero Masculino. 

 

Tabela 4. Descrição de dados do grupo controle.  

Código Idade Gênero 

Tempo de 

início dos 

sintomas  

Sinais e Sintomas 

CTL 1 50 F - Indivíduo Saudável 

CTL 2 51 F - Indivíduo Saudável 

CTL 3 20 F - Indivíduo Saudável 

CTL 4 51 F - Indivíduo Saudável 

CTL 5 31 M - Indivíduo Saudável 

CTL 6 25 F - Indivíduo Saudável 

CTL 7 26 F - Indivíduo Saudável 

Média 36,28 (6 F : 1 M) -  

Fonte: Própria. A tabela demonstra a idade, o gênero, o tempo do início dos sintomas e os sinais e 

sintomas do grupo estudado. F representa o gênero Feminino e M o gênero Masculino. 
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5.2. Número de células T reguladoras circulantes em pacientes agudos, crônicos e 

controles 

 

 As análises por citometria de fluxo das células T reguladoras do grupo 

controle, paciente CHIKV agudos e CHIKV crônico demonstraram que o grupo 

controle apresenta maior média de células T reguladoras por leucócitos circulantes 

(12,71 Treg /20.000 leucócitos) em comparação aos grupos de pacientes CHIKV A 

(5,46 /20.000 leucócitos) e CHIKV C (2,91 /20.000 leucócitos) (Figura 5). 

 

Figura 5. Número de células T reguladoras circulantes nos grupos controle, CHIKV 

agudo e CHIKV crônico. 

 

Fonte: Própria. Número de células T reguladoras por 20.000 leucócitos circulantes dos 

grupos controle (CTL), CHIKV agudo (CHIKV A) e CHIKV crônico (CHIKV C). O símbolo * 

representa diferença estatística com p<0,05; Barras indicam desvio padrão médio. 

5.3. Avaliação de enzimas de clivagem purinérgica de células Treg em pacientes 

agudos, crônicos e controles 

 

Ao avaliar marcadores imunológicos de mecanismos de ação característicos 

de Treg, foi demonstrada a diminuição da expressão de ectoenzimas relacionadas à 

disrupção metabólica de ATP extracelular em Treg de pacientes apresentando 

CHIKV A e CHIKV C em comparação aos controles. Células Treg de pacientes 

CHIKV A e CHIKV C apresentaram diminuição da expressão da ectoenzima CD39 

em comparação ao controle (Figura 6A), enquanto somente pacientes CHIKV C 

apresentaram diminuição na expressão do CD73 em comparação ao controle 

(Figura 6B). Avaliando a co-expressão das ectoenzimas CD39/CD73 na superfície 
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de células Treg, é observada a diminuição da frequência de co-expressão dessas 

moléculas nas células de pacientes CHIKV A e CHIKV C em comparação ao 

controle (Figura 6C). 

 

Figura 6. Frequência de células T reguladoras expressando CD39, CD73 e CD39/73 

dos grupos controle, CHIKV agudo e CHIKV crônico. 

 

 

Fonte: Própria. Frequência de células T reguladoras expressando CD39 (A), CD73 (B) e 

CD39/73 (C) dos grupos controle (CTL), CHIKV agudo (CHIKV A) e CHIKV crônico (CHIKV 

C). O símbolo * representa diferença estatística com p<0,05; Barras indicam desvio padrão 

médio. 

A 

B 

C 
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5.4. Avaliação do perfil de produção de grânulos pelas células Treg de pacientes 

agudos, crônicos e controles 

 

A produção de grânulos pelas Treg também foi avaliada demonstrando que 

pacientes CHIKV A e CHIKV C apresentam diminuição significante na produção de 

perforina (Figura 7A) e granzima (Figura 7B) pelas células Treg em comparados ao 

grupo controle, bem como, foi observada a diminuição da co-produção desses 

grânulos pelas Treg de pacientes CHIKV A e CHKV C (Figura 7C). 

 

Figura 7. Frequência de células T reguladoras expressando Perforina, Granzima B e 

Perforina/Granzima B dos grupos controle, CHIKV agudo e CHIKV crônico.  

 

A 

B 
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Fonte: Própria. Frequência de células T reguladoras expressando Perforina (A), Granzima B (B) e 

Perforina/Granzima B (C) dos grupos controle (CTL), CHIKV agudo (CHIKV A) e CHIKV crônico 

(CHIKV C). O símbolo * representa diferença estatística com p<0,05; Barra indicam desvio padrão 

médio. 

5.5. Avaliação da expressão de receptores de regulação em células Treg de 

pacientes agudos, crônicos e controles 

 

A expressão do receptor PD-1 nas células Treg de pacientes CHIKV A e 

CHIKV C apresentou uma diminuição em comparação às células Treg dos controles 

(Figura 8A). Além disso, a avaliação do receptor CTLA-4 intracelular em células Treg 

demonstrou diminuição de expressão em pacientes CHIKV A comparado ao controle 

e ao grupo CHIKV C (Figura 8B). 

 

Figura 8. Frequência de células T reguladoras expressando PD-1 e CTLA-4 dos grupos 

control, CHIKV agudo e CHIKV crônico.  

 

C 

A 
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Fonte: Própria. Frequência de células T reguladoras expressando PD-1 (A) e CTLA-4 (B) dos grupos 

controle (CTL), CHIKV agudo (CHIKV A) e CHIKV crônico (CHIKV C). Os símbolos *,# representam 

diferença estatística com p<0,05; Barras indicam desvio padrão médio. 

5.6. Avaliação da produção de citocinas pelas células Treg de controles e pacientes 

agudos e crônicos 

 

As análises de citometria também incluíram a avaliação de citocinas 

produzidas pelas células Treg como INF-ɣ, IL-10 e TGF-β. Não existem diferenças 

na produção de INF-ɣ pelas células de Treg de pacientes e controles (Figura 9A). 

Contudo, as células Treg de pacientes CHIKV crônicos apresentaram maior 

produção de IL-10 em comparação aos pacientes CHIKV agudos e controles (Figura 

9B). A avaliação da expressão de TGF-β demonstrou que células Treg de pacientes 

CHIKV A e CHIKV C apresentam produção dessa citocina diminuída quando 

comparado a células de voluntários saudáveis (Figura 9C). 

 

Figura 9. Frequência de células T reguladoras expressando INF-ɣ, IL-10 e TGF-β dos 

grupos controle, CHIKV agudo e CHIKV crônico.  

 

 

B 

A 

# 
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Fonte: Própria. Frequência de células T reguladoras expressando INF-ɣ (A), IL-10 (B) e TGF-β (C) 

dos grupos controle (CTL), CHIKV agudo (CHIKV A) e CHIKV crônico (CHIKV C). Os símbolos *,# 

representam diferença estatística com p<0,05; Barras indicam desvio padrão médio. 
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6. DISCUSSÃO 

 

A Chikungunya é uma doença de sintomatologia intensa e incapacitante, que 

leva a manifestações clínicas características tanto em fases agudas quanto crônicas 

da doença. Nesse estudo os pacientes na fase aguda apresentaram sintomas 

semelhantes àqueles descritos em epidemias como a da Tanzânia e La Reunión 

(MASON e HADDOW, 1957; STAPLES et al., 2009; SCHILTE et al., 2013). Além 

disso, a evolução dos pacientes para estágios crônicos da doença meses após a 

infecção foi relatado por Schilte e colaboradores (2013), com sintomatologia 

equivalente às relatadas no presente estudo como artralgia e edema.   

As células T reguladoras são constantemente associadas a evolução clínica 

dos pacientes devido ao seu envolvimento em resolução de inflamações e 

manutenção da homeostase dos tecidos, especialmente em processos infecciosos, 

através de diversos mecanismos (LAIDLAW et al., 2015), contudo, seu papel em 

infecções virais crônicas ainda são pouco elucidados (PARK ET AL., 2015). Pela 

primeira vez na literatura científica células Treg foram avaliadas em pacientes com 

Chikungunya, comparando suas formas clínicas aguda e crônica com indivíduos 

saudáveis. No presente estudo foi demonstrado que os voluntários do grupo controle 

apresentaram maior número de células T reguladoras por leucócitos circulantes em 

comparação aos grupos de pacientes apresentando infecção aguda por 

Chikungunya e pacientes Chikungunya crônicos.  

A Chikungunya é uma doença caracterizada pela presença de células pró-

inflamatórias e seus moduladores (BAUD et al., 2016), e a associação entre o 

balanço de células T reguladoras e células efetoras são chaves no entendimento da 

imunomodulação da patologia acarretada pela infecção. A presença de elevados 

números células T reguladoras circulantes em infecções virais já foi relacionada à 

capacidade de buffer de respostas pro-inflamatórias em humanos. Liang et al. (2014) 

demonstraram em estudos com pacientes apresentando falha crônica hepática 

derivada de infecções pelo o vírus da Hepatite B, que o aumento de células T 

reguladoras no sangue periférico dos pacientes apresentava relação inversamente 

proporcional com a presença de células e mediadores pro-inflamatórios, 

especialmente células de perfil Th17. Além disso, pesquisadores demonstraram 

menores níveis de células Treg no sangue periférico de pacientes infectados com o 

vírus da Hepatite B, e dessa forma, os pacientes apresentaram altos níveis de 
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células pro-inflamatórias (Chen et al., 2014), assim como acontece na Chikungunya 

aguda e crônica. Dessa forma, é proposto que a diminuição de células T reguladoras 

circulantes em pacientes CHIKV A e CHIKV C podem estar associados ao perfil pro-

inflamatório evidente nas duas formas da doença, e inclusive contribuir para a 

imunopatologia da doença crônica. 

Além disso, uma discussão recente relacionada à capacidade de células do 

sistema imune em adquirir fenótipos diferenciados dependentes do microambiente 

em que estão inseridos vem sendo levantada. Em situações patológicas, como em 

infecções virais, células Treg (CD4+CD25+FOXP3+) podem sofrer modificações 

epigenéticas em regiões gênicas específicas do FOXP3 acarretando em um 

fenômeno denominado plasticidade celular. As modificações epigenéticas silenciam 

a expressão gênica do FOXP3, descaracterizando a célula Treg e qualificando-a 

como uma célula ex-treg (BHELA et al., 2017). Pesquisadores demonstraram que 

em doenças acarretadas por vírus, como HSV-1, a participação de células ex-Treg 

plásticas na produção de citocinas características de células de eixo TH1, como INF-

ɣ podem contribuir para o estabelecimento de microambientes patológicos altamente 

inflamados pela diminuição de células reguladoras, bem como pela produção de 

citocinas inflamatórias (BHELA et al., 2017).  

Interessantemente, levando em consideração as características clínicas dos 

pacientes infectados com o vírus da Chikungunya, tanto em fases agudas quanto 

crônicas, observam-se sintomatologias graves e incapacitantes, especialmente 

àquelas relacionadas a dor e inchaço. Estudos envolvendo pacientes infectados com 

Vírus do oeste do Nilo (WNV) indicaram correlação entre altas frequências de 

células Treg e a diminuição de infecções sintomáticas do WNV (LANTERI et al., 

2009). Levando em consideração essas informações, isso nos direciona ao fato de 

que a baixa frequência de células Treg em pacientes CHIKV agudos e crônicos, 

pode ser relacionada às características de sintomas de fortes dores observadas nos 

pacientes. 

Além da diminuição de números de células Treg de pacientes CHIKV A e 

CHIKV C, alguns mecanismos relacionados a atividade dessas células parecem 

alteradas nesses grupos. A avaliação das enzimas de disrupção metabólica do ATP 

demonstrou diminuição da expressão da Ntpdase CD39 na superfície de células 

Treg de pacientes agudos e crônicos em comparação ao controle. Essa enzima é 

responsável pela clivagem imediata do ATP extracelular presente no microambiente 
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produzindo o mediador intermediário AMPc (DOU et al., 2017). A clivagem do ATP 

extracelular garante a diminuição do sinal de perigo gerado pelo ATP, além de 

influenciar em respostas específicas da imunidade, isso porque, o ATP é conhecido 

por amplificar a ativação a partir do receptor TCR de células T, por aumentar a 

produção de IL-2 e também por inibir a diferenciação e função de células Treg, 

(SCHENK et al., 2011; YIP et al., 2009; FAAS et al., 2017), enquanto estimula a 

diferenciação de células pro-inflamatórias (FAAS, 2017). Dessa forma, a diminuição 

dessa enzima na superfície de células Treg em pacientes agudos e crônicos pode 

acarretar em déficits na eliminação de ATP extracelular favorecendo um perfil pro-

inflamatório e de inibição da proliferação de células Treg, bem como, pode estar 

associado com o favorecimento da permanência de sintomas articulares, uma vez 

que a presença de ATP em líquidos sinoviais foram associados à inflamação e 

influxo de células locais (LABASI et al., 2002; MCINNES et al., 2014). 

Outra enzima associada com metabolismo purinérgico é o CD73, que realiza 

a hidrólise de nucleosídeos monofosfatados extracelulares em nucleosídeos 

intermediários bioativos, como por exemplo, a adenosina, que por sua vez atua em 

receptores A2a, expressos em uma grande variedade celular promovendo 

imunorregulação (COLGAN et al., 2006). Foi demonstrada uma diminuição na 

expressão da ectoenzima CD73 em Treg de pacientes CHIKV C em comparação ao 

controle. Isso indica que a formação de adenosina a partir dessa enzima parece 

prejudicada em pacientes crônicos, enquanto que para os pacientes agudos esse 

mecanismo parece inalterado. A baixa expressão desta ectoenzima pode promover 

um déficit da modulação por adenosina, o que a nível celular induz a diminuição da 

ativação de células Treg e aumento de respostas inflamatórias por células T 

efetoras, garantindo por sua vez um ambiente favorável para o desenvolvimento da 

inflamação em pacientes crônicos.  

A diminuição de adenosina na artrite reumatoide parece estar envolvida com 

a patogênese articular da doença (FORREST et al., 2005), isso porque estudos in 

vitro em cultura de células do sangue total e em modelos murinos demonstraram 

que o estímulo de receptores A1, A2 e A3 promovem diminuição da liberação de 

TNF-α, sugerindo a inibição de monócitos (FORREST et al., 2005), além da 

diminuição de infiltrados de células mononucleadas e de manifestações clínicas 

características da doença (MONTES et al., 2016). Sabe-se que a doença da 

Chikungunya crônica compartilha semelhanças fisiológicas e imunes com a artrite 
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reumatoide (AMDEKAR et al., 2017). Dessa forma, a diminuição de 

ectonucleotidases como o CD73, parece estar intimamente relacionado com a 

diminuição de adenosina, que como na patologia da artrite reumatoide pode estar 

associada ao desenvolvimento das manifestações clínicas ligadas a produção de 

citocinas como IL-17, TNF-α e IL-15, bem como o favorecimento de infiltração de 

células, levando ao desenvolvimento da patologia articular. 

 A co-expressão das moléculas CD39 e CD73 também foram avaliadas nas 

células Treg, uma vez que a ação conjunta dessas enzimas para conversão de ATP 

em adenosina é característica de células T reguladoras. Foi demonstrada a 

diminuição da frequência de co-expressão dessas moléculas nas células de 

pacientes CHIKV A e CHIKV C em comparação ao controle. Essa diminuição pode 

indicar disfunção da atividade em cadeia para clivagem de ATP e formação de 

adenosina, o que favorece o desenvolvimento de microambientes de inflamação por 

permanência de ATP extracelular e diminuição da ação de adenosina. Esse perfil 

também é observado em estudos envolvendo infecção por Salmonella em C57BL/6, 

no qual a down regulação de CD39/CD73 promove diminuição de produção de 

adenosina como um mecanismo de células do hospedeiro de favorecer a produção 

de inflamação na busca de eliminação do patógeno (ALAM et al., 2014). 

Além dos mecanismos de regulação a partir de enzimas, as células T 

reguladoras apresentam a produção de grânulos como granzimas e perforinas como 

arsenal de regulação. No presente trabalho foi observada a diminuição da produção 

de granzima B e perforina pelas células Treg de pacientes CHIKV A e CHIKV C em 

comparação ao controle. Esses grânulos vêm sendo apontados como importantes 

mediadores regulatórios das células Treg através da indução de apoptose em 

células alvo (GONDEK et al., 2004). Estudos envolvendo transferência adotiva de 

células Treg de camundongos wild type para camundongos nocauteados na 

produção de granzima B (Gzmb), restauraram a capacidade de desenvolvimento de 

tumores através da inibição de células como NK (CAO et al., 2007), indicando a 

importância da produção de grânulos na regulação de células do sistema 

imunológico. Além disso, estudos envolvendo infecção com o vírus sincicial 

respiratório em camundongos quimeras depletados de células Treg foram realizados 

indicando que a expressão de Gzmb por células Treg possuem um papel 

fundamental na regulação da gravidade da doença durante a infecção viral aguda, 

de forma que os camundongos Gzmb − / − Tregs apresentavam doenças mais 
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graves que os Gzmb + / + Tregs (LOEBBERMANN et al., 2011). Levando em 

consideração essas informações, infere-se que além dos mecanismos observados 

anteriormente, a diminuição de produção de grânulos por células Treg podem estar 

associados às características de agravo observadas na Chikungunya aguda e 

crônica. 

As células Treg apresentam mecanismos de regulação, que incluem a 

expressão de receptores que definem interações célula-célula de modulação. Os 

mecanismos de contato celular avaliados nas células Treg dos grupos indicaram a 

diminuição do receptor PD-1 nas células Treg de pacientes agudos e crônicos. Esse 

receptor em células Treg são associados à modulação negativa de células com 

atividades efetoras. Wang e colaboradores (2009) demonstraram que o bloqueio de 

PD-1 promoveu a geração de células antígeno-específicas, favorecendo a formação 

e resistência de células CD8+ à supressão das Treg. Além disso, a molécula de PD-

1 é associada a mudança de eixos de polarização, de forma que a ligação dessa 

molécula a receptores PDL-1 acarreta na diminuição da produção de citocinas do 

eixo Th1/Th17 (MCALEES et al., 2015). Dessa forma, esses dados corroboram com 

o perfil de favorecimento da produção de citocinas características da doença aguda 

e crônica da Chikungunya, através da diminuição de receptores PD-1, demonstrando 

mais uma vez a possível participação das células Treg na patogenia da doença. 

 O CTLA-4, por sua vez, é uma molécula expressa de forma constitutiva em 

células Treg, e através das ligações em receptores específicos podem mediar a 

supressão de células alvo (KAUFMANN et al., 2007), caracterizando um mecanismo 

de contato. Nesse estudo foi observada a diminuição da expressão de CTLA-4 pelas 

células Treg de pacientes agudos e o restabelecimento da expressão dessa 

molécula em pacientes crônicos. Isso demonstra que um mecanismo característico e 

constitutivo de células Treg por contato célula-célula (CTLA-4) é modulado 

negativamente na fase aguda da chikungunya, provavelmente relacionado à 

tentativa da eliminação viral em fases agudas da doença. Já em estágios crônicos 

da doença, a expressão de CTLA-4 retorna a níveis semelhantes ao do controle, em 

que já não existe a necessidade de eliminação de vírus circulantes. 

 Na fase crônica da doença da Chikungunya, muito especula-se acerca da 

modulação viral do sistema imune do hospedeiro, sabe-se que em fases crônicas, a 

carga de vírus circulantes é nula (JAFFAR-BANDJEE, 2009), o que justifica o 

restabelecimento da expressão de CTLA-4 nas células Treg circulantes.  Por outro 
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lado, caso ocorra migração dessas células circulantes para sítios de persistência 

viral, um favorecimento da cronicidade da infecção através da inibição dependente 

de CTLA-4 da apresentação antigênica por células APC pode vir a ocorrer (Walker 

et al., 2015). Por exemplo, em infecções com Leishmania major e Trypanosoma 

cruzi, a persistência do microrganismo em estágios crônicos da doença é clara e 

constantemente associada aos mecanismos do CTLA-4 favorecendo o defeito do 

clearance do patógeno (KAUFMANN et al., 2007). 

Além disso, a participação de citocinas na modulação por células Treg 

através da modificação do microambiente e ligação a receptores específicos já são 

bem estabelecidos. A produção de INF-ɣ não é característica comum no repertório 

de mecanismos das células Treg, uma vez que a expressão do FOXP3 favorece a 

supressão de genes relacionados à produção de citocinas pró-inflamatórias 

(FONTENOTE e RUDENKI, 2005). Ao avaliarmos a expressão desta citocina nas 

células Treg de pacientes CHIKV A e CHIKV C, não existem alterações na produção 

dessa molécula, indicando a permanência da tendência de baixa atividade de 

produção dessa molécula por essas células. 

 A IL-10 é uma citocina de supressão geral que apresenta papéis importantes 

na regulação de respostas imune contra infecções, além disso, apresentam papel na 

sinalização que contribui para a exaustão de células T durante infecções virais 

crônicas (TIAN et al., 2016). Dessa forma, assim como observado nos estudos de 

Parish e colaboradores (2014), nenhuma alteração ocorre na expressão de IL-10 

pelas células Treg de pacientes agudos, enquanto há maior produção dessa citocina 

em pacientes crônicos. O estudo descrito utiliza camundongos quimeras infectados 

com LCMV para a avaliação da produção de IL-10 por diversos tipos celulares de 

linhagens linfoides e mieloides, incluindo células Treg, e demonstram a similaridade 

da produção de IL-10 entre células Treg do grupo controle e de fase aguda, e o 

aumento da produção dessa citocina em fases crônicas da doença. Esses dados 

indicam a possível participação de células Treg na manutenção de células 

infectadas em fases crônicas da Chikungunya a partir de mecanismos de regulação 

promovidos pela IL-10. 

Além disso, outras citocinas descritas pela atividade de repressão de 

respostas efetoras são atribuídas à produção por células Treg, como é o caso do 

TGF-β. Estudos com citocinas regulatórias na Chikungunya demonstram a 

importância dessas moléculas no estabelecimento da patologia. O fator de 
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transformação de crescimento β (TGF-β) é um supressor de diferenciação de eixos 

Th1 e Th2 e leva à conversão de células T àquelas com fenótipos regulatórios (Li e 

Flavell, 2008). A realidade da imunopatogenia da Chikungunya é a presença de 

elevados níveis de TGF-β em pacientes apresentando a doença, sendo essa 

molécula, inclusive, alvo de tratamentos em pacientes idosos infectados (Uhrlaub et 

al., 2016). Curiosamente, o que é observado nas células Treg periféricas de 

pacientes agudos e crônicos é a diminuição da produção de TGF-β por essas 

células, o que demonstra que a participação da produção dessa citocina na 

patologia não é dependente de células T reguladoras, apesar de em condições de 

homeostase as células Treg serem consideradas a maior fonte de produção de LAP 

(TGF-β de superfície) (YOSHIMURA et al., 2010). 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Dessa forma, esses achados sugerem que a depleção de células T 

reguladoras e disfunção de seus mecanismos na doença, podem contribuir para o 

favorecimento do clearance viral, uma vez que mecanismos de controle de 

respostas inflamatórias encontram-se diminuídos nessas células, como a produção 

de grânulos, disrupção metabólica e expressão do receptor PD-1. Por sua vez, a 

inflamação característica da doença promove danos celulares e relaciona-se com 

características clínicas mais graves da doença. Apesar da realização do clearance 

de vírus circulantes, a presença de formas virais latentes é observada em pacientes 

crônicos. A supressão mediada por células Treg na fase crônica apresenta-se 

também insuficiente, de fato, a liberação de citocinas como IL-10 por essas células 

parecem promover o favorecimento da cronicidade da infecção e por outro lado, 

outros mecanismos associados às células Treg parecem não ser capazes de 

suprimir respostas inflamatórias patogênicas, como o receptor CTLA-4, favorecendo 

respostas clínicas observadas em pacientes crônicos. Isso indica que células Treg 

apresentam papel essencial no desenrolar imunológico da patogenia da doença, 

especialmente relacionado a estágios crônicos, no qual as células T reguladoras 

demonstram falhas no processo de regulação do processo inflamatório, favorecendo 

a manutenção da inflamação característica da patogenia. Esclarece-se, dessa 

forma, pela primeira vez o perfil dessa célula em infecções crônicas e agudas da 

Chikungunya. 
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GLOSSÁRIO 
GLOSSÁRIO 

 

Clearence viral: eliminação de vírus; 

Homeostase: é a condição de relativa estabilidade da qual o organismo necessita 

para realizar suas funções adequadamente para o equilíbrio do corpo; 

Imunoensaio: Teste bioquímico que avalia a presença ou concentração de uma 

macromolécula ou uma pequena molécula em uma solução através do uso de 

mediadores imunológicos; 

Patógeno: organismo capaz de desenvolver doenças infecciosas aos hospedeiros; 

Quimeras: animal que possui duas ou mais populações de células geneticamente 

distintas com origem de zigotos distintos; 

Repasto sanguíneo: ato de alimentar-se de sangue realizada pelo inseto;  

Viremia: presença de vírus no sangue; 

Vírion: partícula viral infecciosa. 
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Anexo 1- Parecer de aprovação emitido pelo Comitê de Ética em Pesquisa  
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