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RESUMO

DIAS, C. N.S. CELULAS T CD8" NA INFECCAO PELO VIRUS CHIKUNGUNYA:
AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS E INVESTIGACAO DO
PAPEL IMUNOMODULADOR DA RIPARINA I1l. Programa de Pés-Graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos (CCS/UFPB), Jodo Pessoa — PB.

O virus da chikungunya (CHIKV) é um alfavirus que causa doenca febril acompanhada de dores
articulares. A desregulagdo da resposta imune inflamatoria pode estar relacionada ao
desenvolvimento de cronicidade da doenca que é acompanhada de sintomas articulares mais
leves, porém recidivantes e persistentes podendo causar limitagdo de movimento. Nesse
contexto, o entendimento do papel dos linfécitos T CD8" e os mecanismos de combate virais na
infecgdo por CHIKYV séo importantes na compreenséo da imunopatologia da doenca. Estudos do
papel acetilcolina influenciando repostas imunes tém sido conduzidos e nos ultimos anos o
sistema colinérgico tem sido associado a respostas imunes inflamatorias e anti-inflamatorias.
Devido a gravidade dos sintomas inflamatérios na infeccdo CHIKV ha uma urgéncia na busca
de novas moléculas com atividades bioativas e/ou farmacoldgicas. Os produtos naturais
constituem uma fonte de moléculas com diversas atividades bioldgicas. As alcamidas sdo
descritas por diversas atividades bioldgicas, dentre elas a atividade anti-inflamatdria. Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho foi estudar as caracteristicas fenotipicas de linfocitos T CD8"
periféricos na infeccdo por CHIKV em humanos, o papel imunomodulador da Riparina IlI
nestas celulas e investigar a participagdo de receptores colinérgicos na modulagdo fenotipica
desses linfocitos nesta infeccdo. Para realizagdo dos ensaios, leucécitos de pacientes em fase
aguda e cronica da infeccdo e individuos saudaveis foram obtidos e em seguida foi realizada
marcacdo com anticorpos extracelulares e intracelulares ex vivo e apds o tratamento com as
drogas em estudo in vitro para avaliagdo de caracteristicas fenotipicas de células T CD8" e do
papel imunomodulador da Riparina Il pelo método de citometria de fluxo. Os resultados
obtidos neste trabalho demonstraram que: 1- Os linfocitos T CD8" estdo ativados tanto na fase
aguda guanto na fase crénica da infeccdo pelo aumento da expressdo do marcador de ativacdo
CD69 em relacdo. 2- Possuem mecanismo citotoxico ativado pela expressam de moléculas
citotoxicas (Granzima B e Perforina) na fase aguda em relacdo aos individuos saudaveis. 3-
Expressam aumento de marcadores de morte CD95 e CD95L em ambas as fases da doenga. 4-
Ocorre 0 aumento da producdo de IL17A por esses linfécitos na fase aguda e crbnica da
infeccdo e diminuicdo da expressdo de IL10R também foram demonstradas. 5-N&o houve
aumento ou diminuicdo da expressdo de PD-1 por essas células, demonstrando que esses
linfocitos ndo estdo submetidos a exaustdo. 6- A Riparina Il possui confiabilidade in vitro por
ndo alterar a viabilidade das células em testes de atividade hemolitica e PBMC pelo método de
MTT. 7- A Riparina Ill foi capaz de modular negativamente a producdo de IL-17A
principalmente em fase aguda da infeccdo e modulou negativamente a expressdo de INF-y,
evidenciando seu papel anti-inflamatdrio. 8- A Riparina Il aumentou a expressao de IL-10R, o
que permite o aumento interagdo da IL-10 com seu receptor, reafirmando o papel anti-
inflamatdrio dessa molécula. 9- O efeito anti-inflamatdrio desempenhado pela Riparina Ill em
células T CD8" nio foi relacionado a modulacdo em receptores colinérgicos, pela ndo alteracéo
de caracteristicas fenotipicas desses linfécitos frente ao tratamento com diferentes drogas (PNU,
MLA, Atropina) e a Riparina Ill. Logo, pode-se concluir com os dados obtidos neste trabalho
que os linfécitos T CD8" estdo fortemente envolvidos na resposta celular na infeccdo aguda por
CHIKYV e as caracteristicas fenotipicas dessas células podem estar diretamente relacionadas com
o0 desenvolvimento dos sintomas observados nesta infeccdo. Além disso, a Riparina 111 tem um
efeito imunomodulador anti-inflamatério nos linfécitos T CD8" de pacientes infectados com
CHIKV na fase aguda da doenca principalmente pela diminuicdo dos niveis de citocinas
inflamatdrias nesses linfdcitos.

Palavras-Chave: Ativagdo, célula, artralgia, inflamacdo, receptores colinérgicos, produtos
naturais, IL17A, IL10R.



ABSTRACT

DIAS, C. NS. CD8 T CELLS IN CHIKUNGUNYA VIRUS INFECTION:
EVALUATION OF PHENOTYPIC CHARACTERISTICS AND INVESTIGATION OF
RIPARIN 111 IMMUNOMODULATOR PAPER. Programa de P6s-Graduagdo em Produtos
Naturais e Sintéticos Bioativos (CCS/UFPB), Jodo Pessoa — PB.

Chikungunya virus (CHIKV) is an alphavirus that causes feverish illness accompanied by joint
pain. The dysregulation of the inflammatory immune response may be related to the
development of chronicity of the disease that is accompanied by milder, but relapsing and
persistent joint symptoms that may cause movement limitation. In this context, the
understanding of the role of CD8+ T lymphocytes and the viral combat mechanisms in CHIKV
infection are important in understanding the disease immunopathology. Studies of the
acetylcholine role influencing immune responses have been conducted and in recent years the
cholinergic system has been associated with inflammatory and anti-inflammatory immune
responses. Due to the severity of inflammatory symptoms in CHIKV infection, there is an
urgency to search for new molecules with bioactive and/or pharmacological activities. Natural
products are a source of molecules with various biological activities. Alkamides are described
by various biological activities, including anti-inflammatory activity. Given the above, the
objective of this work was to study the phenotypic characteristics of peripheral CD8" T
lymphocytes in CHIKYV infection in humans, the immunomodulatory role of Riparin Il in these
cells and to investigate the participation of cholinergic receptors in the phenotypic modulation
of these lymphocytes in this infection. To perform the assays, leukocytes from acute and
chronic infection patients and healthy individuals were obtained, followed by labeling with ex
vivo extracellular and intracellular antibodies and after treatment with drugs in an in vitro study
to evaluate phenotypic characteristics of CD8" T cells and the Riparina I1l immunomodulatory
role by the flow cytometry method. The results obtained in this work demonstrated that: 1-
CD8" T lymphocytes are activated in both acute and chronic phase of infection by increasing the
expression of CD69 activation marker. 2- They have cytotoxic mechanism activated by the
expression of cytotoxic molecules (Granzima B and Perforin) in the acute phase in relation to
healthy individuals. 3- Express increase of death markers CD95 and CD95L in both stages of
the disease. 4- There is an increase in IL17A production by these lymphocytes in the acute and
chronic phase of infection and a decrease in IL10R expression have also been demonstrated. 5-
There was no increase or decrease in PD-1 expression by these cells, demonstrating that these
lymphocytes are not subjected to exhaustion. 6- Riparina Ill has in vitro reliability because it
does not alter cell viability in hemolytic activity and PBMC tests by the MTT method. 7-
Riparina 111 was able to negatively modulate IL-17A production mainly in the acute phase of
infection and negatively modulated the expression of INF-y, evidencing its anti-inflammatory
role. 8- Riparina Il increased the expression of IL-10R, which allows the increased interaction
of IL-10 with its receptor, reaffirming the anti-inflammatory role of this molecule. 9- The anti-
inflammatory effect of Riparina Il on CD8 + T cells was not related to cholinergic receptor
modulation, due to the non-alteration of phenotypic characteristics of these lymphocytes when
treated with different drugs (PNU, MLA, Atropine) and Riparina Ill. Therefore, it can be
concluded from the data obtained in this work that CD8 + T lymphocytes are strongly involved
in the cellular response in acute CHIKV infection and the phenotypic characteristics of these
cells may be directly related to the development of symptoms observed in this infection. In
addition, Riparina Ill has an anti-inflammatory immunomodulatory effect on CD8 + T
lymphocytes in CHIKV-infected patients in the acute phase of the disease mainly by decreasing
inflammatory cytokine levels in these lymphocytes.

Key words: Activation, cell, arthralgia, inflammation, cholinergic receptors, natural products,
IL17A, IL10R.
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1. INTRODUCAO

As doencas transmitidas por vetores e sua disseminacdo sdo geralmente
decorrentes de varios fatores como alteragdes ambientais decorrentes da agdao do
homem, crescimento desordenado da urbanizagdao, desmatamentos e fluxo de pessoas
(LIMA-CAMARA, 2016). Dentre essas doengas podem-se destacar as arboviroses, que
sdo doengas transmitidas por artropodes (KUCHARZ, CEBULA-BYRSKA, 2012). A
arbovirose Chikungunya ¢ uma doenca viral causada pelo virus Chikungunya (CHIKYV).
Esse virus pertence ao gé€nero alfavirus e a familia Togaviridae e ¢ transmitido por
mosquito do género Aedes (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

O CHIKYV foi primeiramente isolado entre 1952-1953 de pacientes febris no
Planalto Makonde na Tanzania, antigo Tanganyika (THIBERVILLE et al., 2013). Dessa
regido veio o nome Chikungunya, que na lingua Makonde significa “aquele que se
dobra” ou “tornar-se contorcido” e € usado para descrever tanto o virus quanto a doenga
(BURT et al., 2012). Apos o isolamento do virus, sabe-se que o mesmo permaneceu
circulante em ciclos silvestres na Africa, sendo a primeira re-emergéncia documentada
com sua introducdo no sudeste asiatico e na India, no ano de 2005, instalando-se em um
ciclo esporadico de transmissao urbana que permanece atualmente (MORRISON et al.,
2011; HONORIO et al., 2015). Esses surtos documentados sdo associados a mutagdes
no genoma viral do CHIKV, que facilitaram a replicacdo do virus em mosquitos Aedes
albopictus (THIBERVILLE et al., 2013).

A doenca chikungunya (CHIKD) ou febre chikungunya (CHIKF) ¢ uma
condi¢do aguda e sintomadtica caracterizada principalmente pela poliartralgia grave e
febre alta observada na fase aguda podendo evoluir para artrite cronica, a qual pode
conduzir o paciente a um quadro debilitante e de dificuldades de locomogdo
(KUCHARZ, CEBULA-BYRSKA, 2012). Além dos principais sintomas observados
como artralgia, mialgia, febre, niuseas e dor de cabegca, o edema também ¢
constantemente relatado (RENAULT et al., 2007; NG, HAPUARACHCH]I, 2010).

Apesar de ter sido considerado um virus enzootico, inicialmente encontrado
apenas em regides tropicais e subtropicais da Africa, ilhas na India e no sul e sudeste da
Asia (BURT et al., 2012), o CHIKV tem aparecido novamente causando consideraveis
surtos que tém se estendido pelos cinco continentes. No Brasil, a primeira transmissao
autoctone foi detectada em setembro de 2014, na cidade de Oiapoque, no Amapa

(HONORIO et al., 2015). O Brasil era um pais “virgem” para o CHIKV, o que indica
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que os habitantes ndo apresentavam memoria imunoldgica para o mesmo, ademais, as
caracteristicas climaticas e ambientais do pais associados a ineficdcia do controle dos
mosquitos do género Aedes, garantiram que o CHIKV encontrasse no Brasil um cenario
de alta receptividade a sua disseminacao.

A resposta imune desempenhada por um hospedeiro ¢ determinante para o
estabelecimento ou nao de infecgoes e ¢ resultante de interagdes celulares e
moleculares. A fase aguda da infeccao por CHIKV ¢ acompanhada por um aumento Da
citocina interferon (INF)-a, que se correlaciona com a carga viral observada (HOARAU
et al.,, 2010; WAUQUIER et al., 2011), a qual ¢ detectavel nos primeiros dias de
infeccdo, seguido de modulacdo positiva e negativa de muitas outras citocinas e
quimiocinas, bem como mediadores inflamatérios (CHOW et al, 2011;
PETITDEMANGE, WAUQUIER, VIEILLARD, 2015; DIAS et al., 2018).

Os linfocitos T CDS8" ou linfocitos citotoxicos (CTL) por seus diferentes
mecanismos de agdo sdo os principais atores no controle e defesa imune contra
patdgenos intracelulares, incluindo virus e bactérias (WISSINGER, 2019). Apesar de o
entendimento do papel das células T na imunopatologia da infec¢do por CHIKV ainda
ser inicial, as células T CD8" tém sido relacionadas a infeccdo inicial em humanos
(WAUQUIER et al, 2011; MINER et al., 2015) e estudos sobre os mecanismos das
células T CD8" na infecg¢io por CHIKV tém sido conduzidos (DIAS et al., 2018).

Pesquisas vém demonstrando a influéncia da ACh sobre o sistema imunologico e
interagdes neuroimunoendocrinas, bem como a sintese de acetilcolina e sua agado
autocrina/paracrina em células do sistema imune tém sido bastante estudadas e
constituem uma area da ciéncia em intensa investigacao.

A expressdo génica de todos os cinco subtipos (M1-M5) de receptores
muscarinicos da acetilcolina (mAChR) foi detectada em linhagens de células T
leucémicas humanas e em células T e B do sangue periférico humano, bem como
leucdcitos mononucleares, células dendriticas e macréfagos (KAWASHIMA; FUIJII,
2000) e genes que expressam as subunidades a3, a5, a7, a9 e al0 dos receptores
nicotinicos da acetilcolina (nAChR) foram demonstrados em linfocitos T, B e
macrofagos (SATO et al., 1999; KAWASHIMA et al.,, 2007; QIAN et al., 2011;
KAWASHIMA et al., 2012; KAWASHIMA et al., 2015). Ademais, a acetilcolina e os
diferentes agonistas nicotinicos foram capazes de modular diferentes funcdes

fisiologicas e imunopatoldgicas (KAWASHIMA et al., 2015).
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Um silenciamento da resposta inflamatdria parece ser necessario para impedir o
estabelecimento de uma doenca cronica que pode levar ao desenvolvimento de artralgia
cronica ou artrite (PETITDEMANGE, WAUQUIER, VIEILLARD, 2015).

Na infec¢ao por CHIKV o tratamento ¢ sintomatico e a ingestao de liquido deve
ser abundante. O paracetamol e a dipirona sdao as drogas prioritariamente utilizadas no
tratamento dos sintomas relatados nos casos agudos da infec¢do. Drogas anti-
inflamatorias ndo esteroidais (AINEs) ou ndo hormonais (AINHs) ndo devem ser
utilizados para o alivio dos sintomas agudos, devido ao risco de complicagdes renais e
de sangramento aumentado desses pacientes (BRIGHTON, 1984; MOHAN et al., 2010;
BRASIL, 2017). Atualmente ndo existem medicamentos antivirais, vacinas ou drogas
preventivas na infeccdo por CHIKV (STAPLES; FISHER, 2014; ABDELNABI;
NEYTS; DELANG, 2015).

Diante do exposto, a investigagdo de novas drogas que possuam atividade
bioativa, as quais produtos naturais e sintéticos bioativos, constituem uma alternativa
significante no descobrimento e desenvolvimento de importantes ¢ modernas drogas
utilizadas na terapéutica (KHAN et al., 2018).

A Aniba riparia (Ness) € uma espécie pertencente a familia Lauraceae, uma
planta tipica da Amazonia brasileira onde ¢ conhecida popularmente como Louro
(BARBOSA- FILHO et al., 1987; DE CARVALHO et al., 2013). A partir dos seus
frutos podem ser isolados varios constituintes quimicos. Dentre esses constituintes, esta
a classe das riparinas (riparina I-IV) ou bezoil-tiraminas (BARBOSA-FILHO, SILVA,
BHATTACHARYYA, 1990), que também podem ser obtidas sinteticamente e sdo
conhecidas por possuir diversas atividades biologicas, dentre elas, antimicrobiana
(CATAO et al., 2010), antimalarica, anti-inflamatéria (DE CARVALHO et al., 2013;
SILVA et al., 2015) e espasmolitica em musculo liso de ileo de cobaia, antagonizando o
efeito da contracdo provocado pela acetilcolina (THOMAS et al., 1994; CASTELO
BRANCO et al., 2000; MARQUES et al., 2005).

Os estudos desenvolvidos neste trabalho contribuiram para caracterizar os
mecanismos do linfocito T CD8" e seu papel na infecgdo por CHIKV, assim como,

demonstrar o papel bioativo da Riparina III em linfécitos T CD8" nesta infecgao.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O virus da Chikungunya e sua transmissao

O virus da Chikungunya ¢ agente etioldgico da febre Chikungunya ou doencga
Chikungunya transmitida por artrépodes principalmente do género Aedes (WEAVER,
2006). Descrito pela primeira vez em 1952, os primeiros casos de CHIKF foram
tratados como infec¢do pelo virus da dengue (DENV) (LUMSDEN, 1955; SILVA JR et
al., 2018). CHIKV pertence ao género alfavirus, o qual é composto por vdrios
sorocomplexos agrupados com base em suas propriedades antigénicas (BURT et al.,
2012). O género ¢ composto por 31 virus, dos quais, sete podem causar doencas
articulares em humanos, que incluem além do CHIKV, o virus Semliki Forest (SFV),
virus O'Nyong-Nyong (ONNV) (Africa Central), virus Ross River (RRV), virus
Barmah Forest (BFV) (Austrdlia e oceano Pacifico), virus Sindbis (SINV)
(cosmopolita) e virus Mayaro (MAYV) (América do Sul e da Guiana Francesa)
(SUHRBIER; JAFFAR-BANDIJEE; GASQUE, 2012). O CHIKYV pertence ao complexo
antigénico do SFV (KOGA et al., 2017).

O virus consiste em um envelope de fosfolipidio, um capsideo com 60 a 70-nm
de didmetro e um RNA de sentido positivo de cadeia simples de aproximadamente 12
kb contendo 2 sequéncias abertas de leitura (ORFs- regioes abertas de leitura ). A ORF
no final 5’(PAL, 2015) codifica 4 proteinas ndo estruturais (nSP1-nSP4), que formam o
complexo de replicagdo envolvido na sintese de RNA gendémico bem como o RNA
subgenomico (WICHIT et al., 2017), e o ORF no final 3 (PAL, 2015) codifica
proteinas estruturais que compdem o capsideo viral, glicoproteinas do envelope E1 e E2
(SILVA et al.,, 2014), e dois pequenos produtos de clivagem, E3 e 6K (VU;
JUNGKIND; LABEAUD 2017).

Apesar de o virus CHIK ser um membro dos alfavirus artritogénicos, foi
registrado, durante um surto recente, casos de meningoencefalite (principalmente em
recém-nascidos) e doenca hemorragica (SCHWARTZ; ALBERT, 2010; TANABE et
al., 2018), indicando essas complicacdes como importantes na infec¢ao aguda por esse
virus (SCHWARTZ; ALBERT, 2010).

Alguns alfavirus ndo sdo patogénicos para os seres humanos, por outro lado,
outros sdo potencialmente infecciosos e estdo associados com sintomas graves. Sao

classificadas como alfaviroses do novo mundo e do velho mundo (RULLI et al., 2005).
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Do ponto de vista clinico, os dois grupos se distinguem em aqueles associados com
encefalite (virus predominantemente do novo mundo) e aqueles associados com
poliartrite e erupgdo cutdnea (virus predominantemente do velho mundo) (POWERS et
al., 2001; GRIFFIN, 2007, WEAVER; REISEN, 2010). Ao contrario dos alfavirus
encefalogénicos tipicos, que infectam neurdnios, CHIKV parece infectar as células do
estroma do sistema nervoso central e, em particular, o revestimento de plexo cordide
(SCHWARTZ, ALBERT, 2010).

Tanto o ciclo de infecgdo silvestre quanto o ciclo de infec¢ao urbano tém sido
descritos (NASCI, 2014; SILVA JR., 2018). No ciclo silvestre a dindmica de
transmissdo desse virus ¢ alternada entre primatas, morcegos, roedores e outros
vertebrados ndo identificados, esse ciclo foi inicialmente descrito no continente
africano. Os animais acometidos apresentam viremia, mas nenhuma das manifestagcdes
fisicas pronunciadas. Esse ciclo consiste em um ciclo zoonotico que envolve padrdes
semelhantes ao de outras arboviroses, no qual o virus ¢ transmitido por mosquito vetor
do género Aedes spp. através do repasto sanguineo e caso o mosquito realize um novo
repasto sanguineo em um hospedeiro nao infectado (Figura 1), o mesmo podera vir a

ser contaminado (KOGA, 2017).

Figura 1- Ciclos de infec¢do silvestre (A) e urbano (B) envolvidos na
transmissdo da Chikungunya.

A B

Fonte: Science in the News - Chikungunya Virus on the Move - Harvard University,
2014. (A) Ciclo de transmissdo silvestre ocorre entre animais vertebrados e persiste
durante periodos inter-epidémicos. (B) Ciclo de transmissdo urbano ocorre em
periodos epidémicos.
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A infeccdo CHIKYV ¢ transmitida a populacdo humana em ciclos urbanos pelos
mosquitos Aedes aegypti ou Aedes africanus e, desde 2006, o Aedes albopictus tem sido
responsabilizado por diversas infec¢des ao redor do mundo (WALDOCK et al., 2013;
PETITDEMANGE, WAUQUIER, VIEILLARD, 2015). Esse ciclo inicia-se quando o
virus encontra situagdes favoraveis de proliferacdo em mosquitos adaptados a areas
urbanas, como o Aedes aegypti, que vivem em areas domésticas ou peridomésticas.
Uma vez dentro do vetor artrépode, o CHIKYV se replica e alcanga as glandulas salivares
dos mosquitos em cerca de sete a dez dias para transmissao a um humano susceptivel
(LIM et al., 2018), iniciando o processo de infec¢@o na realizagdo do repasto sanguineo

a um individuo ndo infectado (THIBERVILLE et al., 2013) (Figura 2).

Figura 2 — Diagrama de transmissao do virus Chikungunya.

Incubagdo extrinseca 4
@ (10 dias)
d' Transmissdo 9
3 horizontal .
—_—
o —— M ©
/ I ot il e Incubagdo intrinseca
Transmissdo (1-12 dias)
vertical
"

. t —

) i T o
Mosquito adulto infectado ransmissao

Ovos horizontal
2 dias K )2-? dias ® ®
pupas larva Transmissdo
T vertical
> 4dias Alta viremia

(2-6 dias) ’

Recém-nascidos

Fonte: Adaptado de SILVA JR et al., 2018. (A) Transmissdo horizontal entre vetores da
CHIKV; (B) Transmissdo vertical entre vetores; (C) Transmissdo a humanos susceptiveis a
infec¢do; (D) Transmissdo horizontal em humanos; (E) Transmissdo vertical em humanos;
Linhas pontilhadas indicam vias de transmissdo ainda ndo foram descritas.

A transmissdo ocorre através da picada do mosquito fémea infectado e apos a

inoculagdo do virus nos capilares subcutaneos, o mesmo se replica em células
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susceptiveis (macrofagos, fibroblastos, cé€lulas epiteliais e células mieloides
semelhantes a macrofagos), além disso, foi identificado em um modelo com zebrafish
que células vermelhas também podem ser infectadas com esse virus (PALHA et al.,
2013). A ligagdo da proteina do capsideo E1 com receptores celulares leva a fusao da
particula viral com a membrana da célula hospedeira (PETITDEMANGE;
WAUQUIER; VIEILLARD, 2015) resultando na internalizagdo viral por endocitose,
por mecanismos dependentes e independentes de Clatrina (LEE et al., 2013; THAA et
al., 2015). Em seguida, as particulas virais sdo envolvidas por endossomas iniciais, a
partir dos quais o capsideo viral ¢ liberado no citosol através da formagao de poros de
fusdo (LEE et al., 2013).

O ultimo processo ¢ desencadeado pelo ambiente de baixo pH (potencial
hidrogenidnico) no endossoma que induz uma mudanca irreversivel na conformagao da
glicoproteina e uma dissociagao dos heterodimeros E2/E1, seguidos de trimerizacdes E1
(WICHIT et al., 2017). A sintese do RNA viral acontece em complexos localizados
préximo a membrana plasmatica (THAA et al., 2015). As proteinas E1 e E2 sdo
traduzidas no reticulo endoplasmatico, transportadas através do Complexo de Golgi,
processadas e, finalmente, transportadas para a membrana plasmatica onde ocorre a
externalizacdo do virus (WICHIT et al., 2017). Em seguida, ocorre a migragdo para os
orgdos alvo através da corrente sanguinea (TALARMIN et al., 2007; COUDERC et al.,
2008; ROBIN et al., 2010; PALHA et al., 2013; PETITDEMANGE, WAUQUIER,
VIEILLARD, 2015). O periodo de incubacao silenciosa do virus ¢ de 2 a 7 dias e os
individuos infectados podem apresentar viremia em até dez dias (KAM et al., 2009;
SIMON et al., 2011; AZEVEDO et al., 2015). Apos esse periodo ocorre um subito
aparecimento da doenga clinica, a carga viral na circulagdo sanguinea aumenta
rapidamente e chega a atingir altissimas concentragdes nos primeiros dias de sintomas,
podendo chegar a 10'° copias/mL de plasma o que é incomum nas outras arboviroses e
que parece ser correlacionado com a presenca e gravidade de sinais e sintomas clinicos
(APPASSAKIJ et al., 2013; CHOW et al., 2011; PETITDEMANGE, WAUQUIER,
VIEILLARD, 2015; DELISLE et al., 2015).

A transmissao horizontal do CHIKV em mosquitos Aedes pode ocorrer e atuar
de maneira positiva no sentido de manter os ciclos de infeccao (Figura 2A) (MAVALE
et al., 2010). Interessantemente a transmissao vertical do CHIKV em Aedes também foi
demonstrada em condi¢des naturais e experimentais, esse tipo de transmissao foi

apontada como uma possivel razao para a persisténcia viral sob condi¢cdes ambientais
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adversas (Figura 2B) (CHOMPOOSRI et al., 2016; JAIN et al., 2016). Uma vez dentro
do artrépode, CHIKYV se replica e alcancga as glandulas salivares do mosquito e por volta
de 10 dias ocorre a transmissao para humanos susceptiveis (Figura 2C) (SILVA JR al.,
2018).

Em humanos, a transmissao materno-fetal também foi relatada (Figura 2E). A
Encefalite neonatal, como consequéncia da transmissdo vertical, foi observada, por
exemplo, durante a epidemia brasileira em 2016 (BANDEIRA et al., 2016; LYRA et al.,
2016). Contudo, nenhuma transmissao no leite materno foi demonstrada (PATTERSON
et al., 2016). Apesar do fato de que o RNA do CHIKV ter sido detectado no s€émen
masculino mesmo ap6s 30 dias do inicio dos sintomas clinicos, indicando uma possivel
transmissdo via relacdo sexual, a transmissdao horizontal entre seres humanos ainda nao
foi confirmada (Figura 2D) (BANDEIRA et al., 2016; PATTERSON et al., 2016;
SILVA JR et al., 2018).

2.2 Resposta imune na infec¢io por CHIKV

Apo6s a inoculagdo do CHIKV nos capilares subcutaneos através do repasto
sanguineo do mosquito fémea do género Aedes, ocorre invasdo a células susceptiveis a
infeccdo, como fibroblastos, células dendriticas e macrofagos da derme. Embora o
hospedeiro monte uma resposta de controle viral na derme o mesmo e se replica
rapidamente através da circulagdo sanguinea. Particulas virais sao produzidas no local e
sdo transportadas através da circulacdo sist€émica para 6rgdos linféides secundarios e em
seguida se disseminam para diferentes 6rgdos, dentre eles, cérebro, figado, bago,
musculos e articulacoes (Figuras 3 e 4) (PETITDEMANGE, WAUQUIER,
VIEILLARD, 2015).
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Figura 3. Exemplos de tropismo do virus Chikungunya.
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Fonte: Adaptado de Matusali et al., 2019. (A) O virus Chikungunya (CHIKYV)
infectando células na pele; (B) No musculo esquelético; (C) Nas articulagdes e 0ssos.

Em camundongos knockout para o fator de resposta ao INF foi observado
quadro de choque e febre hemorragica (RUDD et al., 2012), dado esse que ressalta a
importancia dessa citocina na patologia da infec¢do por CHIKV. Como relatado em
diversos estudos, a persisténcia dos sintomas na infecgdo por CHIKV estéd associada a
uma resposta imune proinflamatéria, na qual varias citocinas desse perfil tém sido
detectadas. Além do INF-a, a alta carga viral também tem sido relacionada com IL-1RA
(receptor de IL-1), IL-6, IL-12, CCL2 e CXCL10 (HOARAU et al., 2010; CHOW et al.,
2011; KELVIN et al., 2011; PETITDEMANGE, WAUQUIER, VIEILLARD, 2015).

Citocinas do perfil denominado Thl sdo essenciais para promover a ativacao de
células imunes, mas por outro lado também podem causar um agravamento no quadro
clinico por promover lesdes nos tecidos. Inusitadamente, citocinas proinflamatoérias, tais
como TNF- a, IL- 1B e IL-8 (Figura 4), foram fracamente expressas na fase aguda da
infeccdo por CHIKYV, e citocinas do perfil Th2 ditas anti-inflamatorias ou reguladoras
(IL-4, IL-6, IL-10 e IL-13) foram encontradas em apenas alguns pacientes infectados
com CHIKV (NG et al., 2009; VENUGOPALAN; GHORPADE, CHOPRA, 2014).
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Figura 4- Resposta imunologica na infecgdo por CHIKV
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Fonte: Adaptado de PETITDEMANGE, WAUQUIER, VIEILLARD, 2015. Resposta imune
observada na infec¢do por CHIKV. A disseminagdo viral ocorre nos primeiros dias de infecgdo
por CHIKV. A fase aguda ¢ caracterizada por as manifesta¢des clinicas que podem ser graves ¢
a persisténcia viral ¢ observada em pacientes na fase cronica de infeccdo por CHIKV.

As infecgdes virais representam uma série de interagdes entre o patdgeno € o
sistema imune do hospedeiro acometido. As células Natural Killer (NK) sdo
consideradas a primeira linha de defesa contra varios tipos de infecgdes por virus. Essas
células da imunidade inata possuem um equilibrio de sinais ativadores e inibidores e
tem a capacidade de identificar e lisar células alvo infectadas por virus, enquanto as
células normais ndo infectadas sdo poupadas (JOST; ALTFELD, 2013). A infec¢do por
CHIKYV esté associada a linfopenia e neutropenia, bem como um aumento de monocitos
e de uma resposta proinflamatoria (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Estudos tém
demonstrado a importancia das células NK no controle da infeccdo por CHIKV e
durante a infec¢do essas células sdo poupadas da profunda linfopenia observada e se
apresentam em um perfil de ativagdo (HOARAU et al., 2010; PETITDEMANGE et al.,
2011; PETITDEMANGE, WAUQUIER, VIEILLARD, 2015).
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A infeccdo pelo CHIKV ¢ capaz de modificar o repertorio de receptores de
ativagdo de células NK para CD94/NKG2C", que geralmente ¢ muito pouco ou nio
expresso nessas células em individuos saudaveis (PETITDEMANGE et al., 2011).
Além da infecgdo por CHIKYV a de outros virus como o citomegalovirus, o hantavirus e
o pelo HIV-1 também apresentam efeito na expressao de NKG2C (MALMBERG;
BEZIAT; LIJUNGGREN, 2012). Na infec¢do por CHIKV as células NKG2C possuem
acdo citotoxica mais potente que a producdo de IFN-y (PETITDEMANGE et al., 2011),
enfatizando o papel proeminente dessas células no controle e destruicdo de células
infectadas por virus. Por outro lado, a falta de IFN-y no microambiente poderia estar
relacionada a um atraso na resolu¢do dos sintomas persistentes devido a uma alteragao
ou retardo no inicio da resposta imune adaptativa provocado pela falta desse mediador
inflamatério. As células NK também expressam receptores de células assassinas tipo
imunoglobulina (KIRs). Estudos demonstram que a for¢a de interagao entre KIRs e seus
ligantes HLA tem significado funcional e pode influenciar a suscetibilidade e os
resultados de varias doencas infecciosas (KULKARNI; MARTIN; CARRINGTON,
2008).

Apesar de parecerem benéficas na fase aguda da infeccdo por CHIKYV as células
NK posteriormente podem estar envolvidas no desenvolvimento de mecanismos
imunopatoldgicos pela participacao da infiltracao de tecidos sinoviais € manutencdo de
um ambiente inflamatorio que poderia contribuir para o desenvolvimento de sintomas
articulares inflamatérios (HOARAU et al, 2010). Em alguns estudos, o edema
constantemente relatado nesta infeccao ¢ correlacionado com a agdo das células NK que
ativam c¢lulas macrofagicas CDb11+ levando a um aumento de interleucina-6 (IL6) e
outros mediadores proinflamatdrios que induzem um derrame vascular gerando o edema
(ROUZAIRE et al., 2012; TEO et al., 2015).

Mondcitos circulantes e células dendriticas (CDs) ndo exibem um perfil de
ativacdo na fase aguda da infec¢ao por CHIKV (HOARAU et al., 2010). Porém, estudos
sugerem uma modulacdo na expressdo de um imunoreceptor em CDs, o qual ¢
associado ao desenvolvimento de artrite reumatoide, podem atuar de maneira
importante nas respostas inflamatorias durante os estagios agudos da infec¢do por
CHIKV (LONG et al., 2013). Além disso, mondcitos/macrofagos atuam como
reservatorio celular para persisténcia viral e migram para tecidos sinoviais favorecendo
o processo inflamatério. Dessa maneira, essas células atuam de forma importante na

patologia induzida pelo CHIKV o que poderia favorecer a manuten¢do dos sintomas
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articulares apesar da curta duragdao da viremia. (LABADIE et al., 2010; KUMAR et al.,
2012; HER et al., 2010).

Ademais por serem as principais responsaveis pela disseminacdo do virus para
outros locais do corpo, como o sistema nervoso ¢ fluido sinovial, e, portanto, podem ser
as principais contribuintes no desenvolvimento de manifestacdes clinicas graves
(Figura 4). Além dos monocitos/macrofagos, a presenca de linfocitos e mediadores
proinflamatorios especificos, como IL-6, IL-8 ¢ MCP-1, dentro do liquido sinovial,
provavelmente também estdo relacionados com a cronicidade da inflamag¢do na doenca
Chikungunya (SILVA; DERMODY, 2017).

Valores absolutos de contagem de células T estdo diminuidos em pacientes nos
primeiros dias de infec¢do, mas apos dois (2) meses esses valores voltam a normalidade.
As células T ativadas no sangue periférico durante a fase aguda da infec¢ao expressam o
marcador CD95, e diante disso, surge a hipotese que a estimulacao das células T e
apoptose dependente de CD95 das células T CD4" esta diretamente relacionada com a
linfopenia observada (HOARAU et al, 2010; WAUQUIER et al, 2011;
PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, et al., 2015).

Verificou-se a presenca de células T CD4" ¢ CD8" no infiltrado de articulagdes
inflamadas em modelo experimental de camundongos infectados por CHIKV
(MORRISON et al.,, 2011; TEO et al, 2013; PETITDEMANGE; WAUQUIER;
VIEILLARD, et al., 2015). Linfocitos T CDS8" reconhecem antigenos através da
apresentacao antigénica via MHC I (Complexo de Histocompatibilidade Maior de classe
I) presente em todas as células nucleadas.

Quando as células T CD8" reconhecem o antigeno tornam-se ativadas (Figura
5) e agem por trés principais mecanismos. O primeiro ¢ a secrecdo de citocinas,
prioritariamente TNF-o e IFN-y, as quais tém mecanismos antitumorais e efeitos
antimicrobianos. O segundo ¢ a liberagdo de granulos citotoxicos, que também sdo
encontrados em células NK, esses granulos contém duas familias de proteinas, Perforina
e Granzimas. A Perforina forma um poro na membrana da célula alvo e esse poro
permite que a Granzima entre nas células infectadas e clivem proteinas interrompendo a
producdo de proteinas virais e resultando na apoptose da célula infectada. O terceiro
mecanismo importante desempenhado pelas células T CD8" é a destruicdo de células
infectadas via interagdo de CD95-CD95L (Fas-FasL) essa interagdo gera uma ativagao
da cascata de caspases que resulta na apoptose da células alvo (WOLINT; BETTS;
KOUP, 2004; WISSINGER, 2019).
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Figura 5 — Mecanismo de ativagdo de células T CDS"
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Fonte: Adaptado de WISSINGER, 2019. Apos o reconhecimento do peptideo viral via MHC de
classe I e TCR e expressdo de moléculas coestimulatorias, a célula T CD8" torna-se ativada e
esta apta a desenvolver seus mecanismos citotoxicos de eliminagdo de células infectadas.

Estudos recentes relatam que a homeostase prejudicada das células T CD8" esta
relacionada com o risco de doenca, incluindo doengas autoimunes humanas que geram
fortes dores articulares. Uma resisténcia a regulacdo e comprometimento da func¢do das
células T CD8', podem contribuir para a persisténcia da inflamagdo articular e

persisténcia da dor (PETRELLI, WIJK, 2016).
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2.3 Receptores colinérgicos em células T

A ACh ¢ o principal neurotransmissor colinérgico e interage com duas classes
distintas de receptores, os nicotinicos e os muscarinicos. E amplamente conhecida como
um neurotransmissor em ambos 0s sistemas nervoso central e periférico em espécies de
mamiferos.

No entanto, nos ultimos anos varios estudos vém demostrando que a ACh ¢
sintetizada por uma variedade de células (PAVLOV; TRACEY, 2004; PAVLOV et al.,
2009). Além da liberacdo neuronal, a acetilcolina também ¢ produzida por diversos
tipos celulares, dentre eles as células do sistema imune. A presenca de ambos os
receptores em linfocitos tem sido demonstrada por andlises de ligante especifico, analise
de expressao de RNAm e andlise de imunocitoquimica usando anti-soros especificos
contra respectivos subtipos ou subunidades dos receptores da ACh. Ademais, em 1999
Sato e colaboradores utilizando técnicas de PCR em tempo real (RT-PCR) com
linhagens celulares leucémicas demonstraram pela primeira vez que alguns linfocitos
tétm o potencial de expressar simultaneamente tanto receptores nicotinicos quanto
muscarinicos.

Os receptores de ACh muscarinicos (mAChR) pertencem a classe dos receptores
acoplados a proteina G, sdo ditos receptores metabotropicos, pois necessitam de uma
cascata de sinalizagdo intracelular ou segundos mensageiros para que seu efeito seja
atingido. Quando os receptores muscarinicos sao ligados a ACh ou a outro agonista,
pode-se gerar respostas excitatdrias ou inibitorias, a depender do subtipo do mAChR.
Existem cinco (5) subtipos de receptores muscarinicos (M1-M5) que agem através de
segundos mensageiros ¢ sistemas de sinalizagio (BONNER et al., 1987;
ALEXANDER; PETERS, 1999). Os subtipos de receptores muscarinicos M1, M3 e M5
sdo acoplados a proteina Gq/11, a qual apos a ligacdo ao ligante ¢ estimulada e ativa
uma via sinaliza¢do mediada pela atividade da enzima Fosfolipase C (PLC), resultando
em aumento de calcio intracelular [Ca®"];. Por outro lado os subtipos de receptores
muscarinicos M2 e M4 sdo acoplados a Gi/o, que ap0s sua ativagdo medeiam a inibi¢ao
da Ciclase de Adenilil (CA), resultando na diminui¢do da formagdo de AMP ciclico
(AMPc) (HULME et al., 1990).

Os receptores nicotinicos (nAChR) sdo proteinas integrais de membrana
pertencentes a superfamilia dos canais i6nicos operados por ligante. Quando ativados,

7 . ’ + + . s~
tornam-se abertos e permedveis aos ifons Na e o K' e medeiam a transmissdo
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excitatoria inicial. Esses receptores possuem cinco subunidades (a, B, 7y, 9, €)
organizadas para formar um canal i6nico (CRESPI; COLOMBO; GOTTI, 2017).

Existem diferentes subunidades proteicas que formam nAChRs, sendo dez
isoformas de subunidades a, quatro subunidades B, além das subunidades 9, y e €. Essas
varias subunidades permitem diferentes tipos de combinagdes que os concede diferentes
propriedades. As subunidades associadas com receptores nicotinicos podem mediar
varias fun¢des fisioldgicas, como por exemplo, a ativacdo da subunidade a7 promove
um aumento da condutincia celular ao Ca*" (MORALES-PEREZ; NOVIELLO;
HIBBS, 2016; FUJII et al., 2017).

Além da expressio dos receptores de ACh, a expressio da colina
acetiltransferase (ChAT) e a producdo da acetilcolina por linfocitos T, linfocitos B,
macrofagos e células dendriticas tem sido relatado (REARDON et al., 2013;
KAWASHIMA et al., 2015), sugerindo que a acetilcolina sintetizada e liberada pela
célula T atua por via autdcrina/ paracrina nesses receptores regulando respostas imunes.

Observou-se que in vitro a acetilcolina e outros agonistas dos receptores mAChR
sdo capazes de aumentar a capacidade citotoxica dos linfécitos, aumentando os niveis
dos segundos mensageiros GMP ciclico (GMPc) e inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e
modular positivamente a sintese de DNA e proliferagdo (KAWASHIMA; FUIJIIL, 2003).
Maslinski em 1989 e Kawashima e Fujii em 2000 reforcam a ideia que o sistema
linfocitico colinérgico ¢ capaz de regular a fun¢do do sistema imune via AChR acoplado
Fosfolipase C. O mecanismo que envolve as fungdes tanto os mAChR como nAChR
tem sido correlacionada com o Ca*" (KAWASHIMA; FUIJII, 2003). Também relatou-se
que a ativacdo de células T, o estimulo de PKC (proteina cinase C) e PKA (proteina
cinase A) aumentam a regulagdo da sintese de acetilcolina nessas células (FUJII et al.,
2017). Em células T citotoxicas, demonstrou-se que a exposi¢ao a nicotina modula
negativamente o desenvolvimento de memoria celular (MASHIMO et al., 2017).

Em relacdo a células T CD4+ ou T helper (Th), alguns demonstraram que o
nAChR esta envolvido na diferenciagdo dessas cé€lulas em seus diferentes perfis (FUJII
et al., 2017). Relatou-se que a nicotina suprime a neuroinflamagao por diminuicao da
resposta Th1l e Th17 (WU et al., 2014). Em um modelo de colite, demonstrou-se que a
nicotina pode atuar de forma dubia (LIU et al., 2014), reduzindo ou aumentando células
Th17, dependendo do modelo experimental utilizado (FUJII et al., 2014). Além disso, o
tratamento cronico com nicotina pode aumentar a expressao de Tbet, um fator de

transcri¢cdo especifico de Thl, em células T mucosas humanas (WU et al., 2014).
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A estimulagdo com ACh ou carbacol (CarCh), wum agonista
muscarinico/nicotinico ndo especifico, aumentou a citotoxicidade dos linfécitos
(STROM et al., 1972, 1973, 1974, 1981) e com nicotina houve aumento de GMPc em
linfécitos no sangue humano (ILLIANO et al.,, 1973; HADDOCK et al, 1975;
MASTURZO et al, 1985; MASLINSKI et al., 1988; TOMINAGA et al., 1992;
GENARO; CREMASCHI; BORDA, 1993; KAWASHIMA; FUJII, 2000). Katz e
colaboradores em 1982 mostraram que a atividade da célula NK humana poderia ser
modulada com um analogo de GMPc ou com CarCh, e que o aumento induzido por
CarCh na atividade citotoxica foi antagonizada pela atropina, uma substincia
antagonista do receptor muscarinico. Assim, o aumento de GMPc mediado pelo
receptor muscarinico pode aumentar a atividade citotoxica. Ademais, o acimulo de IP;
foi observado em linfocitos estimulados com ACh, nicotina, CarCh ou oxotremorina
(Ox0), um agonista muscarinico especifico (TOMINAGA et al., 1992;KAWASHIMA;
FUJIL, 2000).

A estimulagdo de AChR em linfocitos levou a aumento de [Ca™] citosolico que
gerou ativacdo de fatores de transcri¢do reguladores, como c-fos e a modulacdo da
funcdo linfocitdria (JAIN et al., 1992). O efeito da estimulagdo de receptores
muscarinicos, principalmente M3 e M5 e em menor expressao M1, por Oxo (FUJIJI et
al., 2017) aumentou a expressdo do RNAm de c¢-fos ¢ a liberagdo de [Ca™*]i mediada por
IP; (MASHIMO et al., 2016; FUJII et al., 2017). Esse efeito foi bloqueado pela
atropina, fornecendo evidéncias de que a estimulagdo de receptores muscarinicos leva a
expressao do gene c-fos em linfocitos T e B, o que € consistente com o dado de que a
ACh liberada dos linfocitos T desencadeia a sinalizagdo nuclear via receptores
muscarinicos e leva a geracdo de uma reposta efetora (KAWASHIMA; FUJIL, 2000;
FUJII et al., 2017).

A ACh localizada em linfécitos, a presenca de ChAT, e expressao de RNAm que
codifica receptores de ACh fornecem evidéncias claras que a fungdo dos linfocitos
também ¢ regulada por um sistema colinérgico extraneuronal (Figura 6). Diante disso,
postulou-se que a fun¢do imunoldgica ndo ¢ apenas regulada pelo sistema de citocinas,
mas também esta sob o controle de um sistema colinérgico linféide independente
(KAWASHIIMA; FUJII 2000). Adicionalmente, esses dados sugerem que nAChRs e
mAChRs atuam de maneira oposta na regulacdo de respostas inflamatorias do sistema

imune (Figura 6).
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Figura 6- Sistema colinérgico linfocitico na regulagao imunologica.
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Fonte: Adaptado de Kawashima e cols. 2012. As células T CD4', Células Dendriticas e
Macréfagos possuem a maquinaria para sintese, ligagao e degradacdo da acetilcolina. A ativagdo
de células T CD4" via TCR ¢ MHC de classe II gera cascata de sinalizagdo de ativagio que
aumenta os niveis intracelulares de Ca™ ativando a sintese de ChAT favorecendo a sintese e
liberagdo de acetilcolina, a qual se liga de maneira autdcrina e paracrina nessas células gerando
respostas opostas a depender da natureza do receptor envolvido.

2.4 Manifestacoes clinicas na infec¢ao por CHIKV

O CHIKYV ¢ responsavel por uma doenga febril acompanhada de varios sintomas
(Tabela 1), incluindo prurido cutaneo, mialgia, artralgia, e este ultimo podendo persistir
por meses ou anos. Adicionalmente, grande parte das pessoas acometidas por essa
infeccdo relatam dores articulares graves, muitas vezes incapacitantes
(PETITDEMANGE, WAUQUIER, VIEILLARD, 2015; BRASIL, 2017).

Os individuos infectados com CHIKV sdo, em sua maioria, sintomaticos. Os
primeiros sintomas relatados sdo febre e artralgia (STAPLES; POWERS;
BREIMANET, 2009; AYU et al., 2010; NAKKHARA et al., 2013). A doenga febril
acima de 38,0 °C aparece de maneira repentina apds o periodo de incubagao do virus

(WHO, 2008; WESULA OLIVIA et al.,, 2015) acompanhada de artralgia, dor nas
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costas, dor de cabeca e fadiga (WHO, 2008; DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012;
THIBERVILLE et al.,, 2013). A poliartralgia, geralmente de natureza poliarticular
bilateral, ¢ o sintoma mais comum observado na CHIKD afetando principalmente as
articulagdes periféricas como tornozelos, pulsos e falanges, bem como grandes
articulagdes como joelhos e cotovelos (WHO, 2008). Juntamente com outros alfavirus,
o CHIKYV apresenta como sua caracteristica mais relevante, a capacidade artritogénica
(PAL, 2015; WESLUVA et al., 2015). Os sinais e sintomas agudos da infec¢do por
CHIKYV geralmente resolvem-se dentro de 1 a 3 semanas, mas a artralgia pode persistir
meses ou mesmo anos em alguns pacientes. (CHOW et al., 2011; PETITDEMANGE et
al., 2011).

Manifestagdes cutineas sdo relatadas em cerca de 50% dos casos agudos e
podem ser edemaciadas ou pruriginosas € geralmente ocorrem nas extremidades do
corpo (SIMON et al., 2011; THIBERVILLE et al., 2013). Sintomas gastrointestinais,
como diarreia, vOomitos, nausea e dor abdominal, ocorrem em alguns casos durante a
fase aguda (THIBERVILLE et al., 2013). Ademais, outros sintomas possiveis incluem
eritema, astenia, derrame conjuntival, conjuntivite e linfoadenopatia cervical
(STAPLES; POWERS; BREIMAN, 2009; STAPLES; FISCHER, 2014).

A fase cronica da doencga ¢ caracterizada por variagdes na intensidade dos
sintomas, os quais sao menos intensos que na fase aguda. A quantidade de pacientes que
apresentam os sinais cronicos da CHIKD apos trés (3) meses difere de acordo com
localizag¢ao do surto (CHOW et al., 2011; PETITDEMANGE et al., 2015). Poliartralgia
e/ou poliartrite sdo sintomas persistentes caracteristicos dessa fase, afetando tanto as
pequenas como as grandes articulagdes cronicamente. A condi¢do geralmente ¢ grave e
leva a sérias limitacdes de mobilidade nas pessoas afetadas (HOARAU et al., 2010). A
poliartralgia tem sido descrita como persistente, com dura¢do de semanas a varios
meses e, em alguns casos, até cinco anos, dependendo das populacdes avaliadas
(SISSOKO et al.,, 2009; MANIMUNDA et al, 2010; SIMON et al., 2011). A
persisténcia da poliartralgia causada por alguns alfavirus, como virus Semliki Forest
(SFV) e o virus Sindbis (SINV), parece estar associado a persisténcia de antigenos
virais e respostas imunes inflamatérias nas articulagdes (ATKINSON et al., 1986;
HOARAU et al, 2010; LABADIE et al.,, 2010; SIMON et al., 2011; SILVA;
DERMODY, 2017).

Em 2010, Hoarau e colaboradores descreveram a presenca de macrofagos com

material genético do CHIKV e proteinas virais no tecido sinovial de um paciente com
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infeccao cronica (HOARAU et al., 2010). Outros estudos demonstraram persisténcia do
CHIKV em o6rgaos linféides, figado, articulagdes, musculos e macroéfagos (LABADIE
et al., 2010). A patogénese da artrite reumatoide na CHIKD ainda encontra-se em
discussao. Apesar de alguns estudos sugerirem que a infecg¢ao viral pode desencadear o
inicio desse disturbio inflamatério cronico (STAPLES et al., 2009; SCHILTE et al.,
2013).

Além das manifestagdes clinicas descritas acima, a infec¢ao por CHIKV pode
levar a manifestagdes clinicas atipicas. A sindrome de Guillain-Barré (SGB), por
exemplo, tem sido associada a infecgao por CHIKV (LEBRUN et al., 2009; OEHLER
et al., 2015). A SGB compreende polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda de
incidéncia global, em que cerca de dois tercos dos casos ocorrem apos infecc¢des
bacterianas (por exemplo, Campylobacter jejuni) (HEIKEMA et al., 2015) ou infecgdes
virais (OEHLER et al., 2015), como por virus da Dengue (SIMON et al., 2016), virus
Oeste do Nilo (LEIS; STOKIC, 2012), Influenza (CHOI; YEON, 2016),
Citomegalovirus (STEGER et al., 2012), virus da Imunodeficiéncia Humana (GIRGIN
et al., 2014), Epstein-Bar (KIM et al., 2016) e Zika virus (ROZE et al., 2017).

Em surtos mais recentes de infecgao por CHIKV, alopecia total ou parcial em
cabeca ou corpo foi relatada principalmente em pacientes do sexo feminino e alteragdes
oftalmoldgicas foram descritas durante a fase cronica (MARTINEZ-PULGARIN et al.,
2016; CUNHA; TRINTA, 2017). Nos recém-nascidos, as infec¢cdes congénitas podem
ser acompanhadas por diferentes sinais clinicos, como febre, falta de apetite, apneia,
manifestagdes cutdneas, edema distal e cerebral, encefalite e hemorragia
(GOPAKUMAR; RAMACHANDRAN, 2012; BANDEIRA et al., 2016; LYRA et al.,
2016). Em recém-nascidos e criancgas, disturbios cardiacos, gastrointestinais e lesdes
cutaneas sao relatados até dois dias apods o inicio da febre (ERNOULD et al., 2008;
SILVA JR et al., 2018). Complicagdes neuroldgicas foram relatadas em um surto em
2006 na Ilha de La Réunion e em um surto na India (VU; JUNGKIND; LABEAUD,
2017) 18 dos 90 casos confirmados de infec¢ao pelo CHIKV foram fatais. 15 das 18
mortes ocorreram em pessoas de 60 anos ou mais (VU; JUNGKIND; LABEAUD,
2017).

Os obitos por infeccdo pelo CHIKV anteriormente eram considerados raros.
Contudo, esse entendimento mudou desde as ultimas epidemias, devido as altas taxas de
mortalidade observadas (CHUSRI et al.,, 2011; BANDEIRA et al., 2016; BRASIL,

2019). Ademais, outras condi¢des médicas envolvidas, como hipertensao, doencas
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respiratorias e diabetes mellitus (ECONOMOPOULOU et al., 2009; SISSOKO et al.,
2009; TANDALE et al., 2009) podem trazer complica¢des. Essas complicagdes podem
ainda ser exacerbadas a depender da idade e do estado imunologico dos individuos

acometidos.

Tabela 1 — Quadro de sintomas clinicos agudos e cronicos mais prevalentes na doenca
Chikungunya
FASES DA INFECCAO MANIFESTACOES CLINICAS

Febre elevada >38°C, poliartralgia intensa, rash
cutaneo, cefaleia, fadiga, edema, dor ligamentar,
mialgia leve a moderada, dor retro-ocular,
calafrios, conjuntivite sem secrecdo faringite,
nauseas, vomitos, diarreia e€ dor abdominal.
Pode haver linfoadenomegalias cervical,
retroauricular e inguinal associadas.

FASE AGUDA

Acometimento  articular  persistente  ou
recidivante nas mesmas articulacdes atingidas

FASE CRONICA durante a fase aguda, caracterizado por dor com
ou sem edema. Limitacdo de movimento e
deformidade, alguns pacientes poderdo evoluir
com artropatia destrutiva semelhante a artrite
psoridtica ou reumatoide.

Fonte: Brasil. Ministério da Satde. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia das Doencas Transmissiveis. Chikungunya: manejo clinico / Ministério da Satde,
Secretaria de Vigilancia em Satde, Departamento de Vigilancia das Doengas Transmissiveis. —
Brasilia: Ministério da Saude, 2017.

2.5 Diagnéstico e Tratamento

Os individuos acometidos por infeccdo por arbovirus podem manifestar uma
gama de sinais e sintomas clinicos semelhantes (BRITO; CORDEIRO, 2016). Apesar
disso, aspectos da sintomatologia podem direcionar o diagndstico clinico sobre a
etiologia viral, principalmente a poliartralgia saliente e prolongada, frequentemente
acompanhada de febre elevada, a qual ¢ tipicamente indicativa de Chikungunya. Por
outro lado, manifestagdes hemorragicas e mialgia sdo mais comumente relacionadas a
infec¢des por DENV (LEE et al., 2012; BRASIL, 2017; SILVA JR et al., 2018).

Os testes diagnosticos baseiam-se na de detec¢do do virus, componentes virais,

como antigenos e acidos nucleicos, ou na deteccdo de componentes da resposta imune
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humana do hospedeiro ao virus (HUNSPERGER et al., 2014; MARDEKIAN;
ROBERTS, 2015). A deteccdo viral é caracterizada pelo isolamento dos virus presentes
no sangue, soro, plasma ou tecidos do paciente acometido. As amostras biologicas sdo
inoculadas em meios de cultura seletivos, e caso haja o crescimento do virus, o
diagnostico ¢ considerado positivo. Apesar de altamente especifico, o teste exige o uso
de laboratdrio de seguranga nivel trés (3), sendo essa uma exigéncia que limita seu uso
(MARDEKIAN; ROBERTS, 2015).

A detecgdo de RNA viral também ¢ um método diagnostico aplicado. As
principais técnicas moleculares utilizadas sdo o RT-PCR (Reverse-Transcription
Polymerase Chain Reaction) e o qRT-PCR (Real Time RT-PCR). Essas técnicas
proporcionam um diagndstico rapido e sensivel, permitem detectar o 4cido nucleico
viral até, aproximadamente, o oitavo dia apOs o aparecimento dos sintomas, sendo que o
periodo de maior viremia vai do primeiro ao quinto dia. Esse tipo de diagndstico ¢
definitivo, porém depende da viremia dos pacientes (PETERSEN et al., 2016; BRASIL,
2017).

A confirmacdo do diagnostico também pode ser realizada pela técnica de
ELISA. Esse método consiste na deteccado de anticorpos IgM e IgG em soro de
pacientes infectados por meio de ensaios imuno-adsorventes de captura por ligagdo de
anticorpo. A detecg¢do de infeccdo por CHIKV utilizando o método de imunoensaio
permite a identificagdo de infeccao aguda (detec¢ao de IgM) ou de prévia infecgdo pelo
virus (deteccao de IgG) (REDDY et al., 2012; PRAT et al., 2014; SOH et al., 2016). A
IgM pode ser detectada de dois/quatro dias a trés meses apos o inicio da infecc¢do, por
outro lado a IgG pode ser detectada durante varios anos apods a infecgdo (GRIVARD et
al., 2007; PIALOUX et al., 2007; REDDY et al., 2012). No teste de ELISA a detec¢ao
de infeccdo por CHIKV ¢ altamente especifica e tem uma alta precisao (JOHNSON et
al., 2016).

No momento, ainda n3o existem medicamentos antivirais para controle da
replicagcdo viral, vacinas ou drogas preventivas utilizadas na infeccdo por CHIKV
(STAPLES; FISHER, 2014; ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015; SMALLEY et
al., 2016). As estratégias terapéuticas sao utilizadas para controle dos sintomas,
incluindo ingestdo abundante de liquidos (JAIN; RAI; CHAKRAVARTI, 2008;
WHHO, 2008; KAUR; CHU, 2013). Nesse contexto, o unico anti-inflamatério nao

esteroidal (AINEs) que deve ser utilizado ¢ a dipirona. Além da dipirona, o paracetamol
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também ¢ indicado para reduzir a febre e aliviar a artralgia (WHO, 2008; SILVA JR et
al., 2018).

Na dor de intensidade leve tanto a dipirona como o paracetamol sdo bons
analgésicos quando utilizados nas doses e intervalos corretos. Em um individuo adulto a
dose recomendada ¢ de 1 g a intervalos fixos de 6 horas. O paracetamol ndo deve
ultrapassar dose diaria de 4 g devido ao risco de hepatotoxicidade (JOZWIAK-
BEBENISTA; NOWAK, 2014; BRITO et al., 2016; BRASIL, 2017). Nos casos de dor
moderada, as duas drogas devem ser prescritas conjuntamente (BRASIL, 2017). Os
anti-inflamatérios nao esteroidais como ibuprofeno, naproxeno, diclofenaco,
nimesulida, 4cido acetilsalicilico e associa¢des ndo devem ser utilizados na fase aguda
da doenga devido ao risco de complicagdes renais e sangramento. Os corticosteroides
sdo contraindicados na fase aguda (BRASIL, 2017).

O uso de corticoide ¢ recomendado para a doenga na fase cronica, se o paciente
relatar dor moderada a intensa (BRITO et al., 2016). A medicagdo padrio para uso oral
¢ a prednisona. No tratamento da dor inflamatoria, a dose indicada ¢ 0,5 mg/kg de
peso/dia em dose Unica pela manha. Para situagdes de artrite cronica medicamentos
antirreumaticos modificadores como: hidroxicloroquina, sulfasalazina ou metotrexato
sdo indicados (THIBERVILLE et al., 2013), sendo que a hidroxicloroquina ¢ a droga de
primeira escolha, devido aos seus conhecidos efeitos anti-inflamatérios no controle da
artrite ¢ da dor musculoesquelética (BEN-ZVI et al., 2012). Também ha potencial a¢ao
antiviral (THIBERVILLE et al., 2013), mas principalmente por ser uma droga mais
segura quando comparada ao uso de metotrexato a ser prescrita por ndo especialistas
(BRASIL, 2017).

Algumas estratégias atuais de inibicdo da infeccdo por CHIKV foram
recentemente publicadas por Subudhi e colaboradores (2018). Em suma, entre os
medicamentos anti-CHIKV em avaliagdo, existem os que visam a adsor¢do e fusdo
viral, tradug¢do de proteina viral e replicagdo do genoma, com énfase na proteina nao
estrutural viral 2 (nsP2) e maturacdo de glicoproteinas virais (BRIGHTON, 1984;
OZDEN et al., 2008; KHAN et al., 2010; WINTACHALI et al., 2012; LANI et al., 2015;
WINTACHAI et al., 2015; WICHIT et al., 2017; SILVA JR et al., 2018).
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2.6 Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos e Riparinas

As plantas medicinais sdo uma rica fonte de metabolitos secundéarios com
interessantes atividades biologicas. H4 muitos anos, buscam-se novas drogas com
atividade farmacolodgica. Os produtos naturais, incluindo os derivados de plantas, tém
contribuido em grande escala na descoberta de diversas moléculas com atividades
biologicas e/ou bioativas (SOARES et al., 2005). O longo caminho de pesquisa na area
de produtos naturais como agentes terapéuticos evoluiu para um moderno isolamento de
substancias quimicas ativas provenientes de plantas etnofarmacoldgicas e, na medicina
moderna, essas moléculas quimicas ainda sdo cada vez mais as fontes primarias na
descoberta precoce de medicamentos (FERREIRA et al., 2011; NUNES et al., 2014).

Um grande namero de espécies com grande diversidade e uso medicinal
pertence a familia Lauraceae, o que levou a crescente exploragdo de plantas dessa
familia tornando-a vulneravel a extingdo (MARQUES, 2001).

Alcamidas naturais constituem uma classe especial de alcaldides que contém
fungdes amidas, esses metabolitos sdao pouco representados na natureza (BARBOSA-
FILHO et al., 1987). Algumas atividades biologicas dessas alcamidas sdo descritas na
literatura e foram atribuidas aos extratos do Aniba riparia e despertou o interesse na
investigacdo de potencial farmacoldgico dessas amidas, as quais foram sintetizadas pela
primeira vez no antigo Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica da Universidade
Federal da Paraiba (LTF-UFPB) e denominadas Riparinas ou Benzoil-Tiraminas, em
referéncia a espécie das quais foram isoladas (BARBOSA-FILHO et al.,, 1980;
BARBOSA-FILHO, 1997; NUNES et al., 2014).

As Riparinas podem ser isoladas ou obtidas sinteticamente. O isolamento das
Riparinas tem sido feito a partir de Aniba riparia (Nees) Mez. O género Aniba
pertencente a familia das Lauraceae e essa planta possui distribuicdo geografica
delimitada na regido da Amazdnia Central e Guiana. Esse género contém
aproximadamente 40 espécies (BARBOSA-FILHO et al.1987; DE CARVALHO et al,
2013; SILVA et al., 2015). O isolamento dessas alcamidas ¢ feito a partir dos frutos
imaturos de A. riparia e tém se destacado por possuirem importantes e variadas
atividades biologicas, as quais se podem citar: Efeitos antinociceptivos - Riparina I
(ARAUJO et al., 2009), atividade anti-inflamatoria - Riparina II (DE CARVALHO et
al., 2013), atividade ansiolitica (MELO et al., 2013), atividade espasmolitica associada a
Riparina III (BARBOSA-FILHO et al., 1987, THOMAS et al, 1994, BARBOSA-
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FILHO, 1997) e atividade antidepressiva e efeito ansiolitico em camundongos
submetidos a estresse cronico associada a Riparina IV (DE CASTRO CHAVES et al.,
2019). Alguns compostos analogos sintéticos derivados das Riparinas (riparinas C, D,
E, F) também tém demonstrado atividades bioldgicas, como agdo antioxidante e
citotoxica (NUNES et al., 2014). A Riparina B tem sido descrita como um composto
capaz de inibir a resposta inflamatdria sistémica e estresse oxidativo em camundongos
(SANTIAGO et al, 2015) A Riparina A foi associada a redugcdo da resposta
inflamatéria modulando migragdo de neutrofilos e inibindo a producdo de citocinas

proinflamatorias e reduzindo o estresse oxidativo (SILVA et al., 2015).

Figura 7 - Estrutura quimica da Riparina I1I

HO
NH

MeO O OH

Fonte: Elaborado por prof. Dr. José¢ Maria Barbosa Filho. Estrutura quimica estrutural da
Riparina III ou N-(2,6-Dihydroxybenzoyl)-tyramine methyl ether ou (0 Methyl)-N-(2,6
dihydroxy-benzoyl)-tyramine ou N-[8’-(4’-Methoxyphenylethyl)] 2,6
dihydroxybenzoylamide. Classe quimica: Benzoil-tiramina. Peso Molecular: 287. Formula:
C16H17NO4.

Dentre as atividades biologicas demonstradas pelas Riparinas, a agdo anti-
inflamatoria da Riparina II em modelos animais, na qual se observou a diminui¢ao dos
niveis de TNF-a e IL-1p (DE CARVALHO et al., 2013), despertou o interesse na
investigacao de uma possivel atividade imunomoduladora anti-inflamatéria dessa classe
de moléculas na resposta desempenhada pelas células imunes. A Riparina III (Figura
7) foi capaz de reverter a contracdo provocada pela acetilcolina e histamina, bem como
com inibi¢do do influxo de Ca’" no compartimento intracelular e inibi¢do da liberagio
dos estoques intracelulares de Ca” (THOMAS et al., 1994; CASTELO BRANCO et al.,
2000; MARQUES et al., 2005), demonstrando sua a¢do antagonica a acetilcolina nesse

modelo experimental.
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Considerando um teste piloto realizado no inicio deste estudo, no qual leucécitos
foram tratados com as diferentes Riparinas (I, II, III e IV) em diferentes concentragdes,
demonstrou-se que a Riparina III foi a droga que melhor manteve o perfil de separagao
de células no grafico de tamanho por complexidade. Além disso, apds o tratamento com
essa molécula o nimero de eventos lidos por amostra foi quantitativamente melhor para
analise requerida em relagdo as outras Riparinas. Diante disso, bem como do possivel
envolvimento da Riparina III com a acgdo acetilcolina e da sua similaridade estrutural
com a Riparina II, conhecida por possuir atividade anti-inflamatoria, optou-se dar
continuidade aos estudos com a Riparina III.

Frente a necessidade da elucidacio dos mecanismos imunopatoldgicos por
células T CD8" na infeccdo por CHIKYV, até entdo ndo descritos completamente, bem
como a atividade inflamatoria exacerbada observada nessa infeccao e o papel regulador
da acetilcolina em respostas imunoldgicas, a hipotese que norteou este estudo foi que as
células T CD8" e seus mecanismos citotoxicos estariam envolvidos na infeccio por
CHIKV e que a Riparina III poderia exercer efeito anti-inflamatorio na doenga. Além
disso, a possivel atua¢dao da Riparina III agindo em receptores colinérgicos de linfocitos

T CDS8" provenientes de pacientes infectados com CHIKV e individuos saudaveis.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar as caracteristicas fenotipicas de linfocitos T CDS8', o papel
imunomodulador da Riparina III e a participagdo de receptores colinérgicos na

infeccao por CHIKV em humanos.

3.2 Objetivos especificos I

Caracterizar fenotipicamente ex vivo a expressio de células T CD8" de pacientes
em fase aguda e cronica da infeccao por CHIKV e ativagao dessas células pela
expressao de CD69;

Caracterizar ex vivo os mecanismos de exocitose (CD107A) de proteinas
citotoxicas (Granzima B e Perforina) de pacientes em fase aguda e cronica de
infecc¢do;

Caracterizar ex vivo a producao de citocinas intracelulares inflamatorias (IL-17A
e INF-y) de pacientes em fase aguda e cronica de infecgdo;

Caracterizar ex vivo produgdo da citocina intracelular reguladora IL-10 e seu
receptor (IL-10R) de pacientes em fase aguda e cronica de infecgao;

Caracterizar ex vivo expressao de marcadores de morte (PD-1; CD95; CD95L)

em células T CD8" de pacientes em fase aguda e cronica de infeccio.

3.3 Objetivos especificos 11

Avaliar citotoxicidade da Riparina III frente a eritrocitos humanos e células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs);

Avaliar modulacio da Riparina III na expressio de linfocitos T CD8" e a
ativacdo dessas células pela expressdo de CD69 em células de pacientes em fase
aguda e crdnica de infecgao;

Avaliar modulagdo da Riparina III em mecanismos de exocitose (CD107A) de
proteinas citotoxicas (Granzima B e Perforina) em células T CD8" de pacientes

em fase aguda e cronica de infec¢ao;
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e Avaliar modulagcdo da Riparina III na expressdo de citocinas intracelulares
inflamatorias (IL-17A e INF-y), em células T CD8" de pacientes em fase aguda
e cronica de infecgao;

e Avaliar modulacdo da Riparina III na expressao da citocina intracelular
reguladora IL-10 e seu receptor (IL-10R) em células T CD8" de pacientes em
fase aguda e cronica de infecgao;

e Avaliar modulagdo da Riparina III na expressdao de marcadores de morte (PD-1;
CD95; CD95L) em células T CD8" de pacientes em fase aguda e cronica de

infecgao.
3.4 Objetivos especificos III

o Investigar a participacdo de receptores colinérgicos na imunomodula¢ao
de linfocitos T CDS", e o possivel papel da Riparina III agindo nesses receptores
em pacientes em fase cronica de infeccao por CHIKV, na expressdo de:
o Marcador de ativacao celular CD69
o Mecanismos de exocitose (CD107A) de proteinas citotoxicas (Granzima
B e Perforina)
o Expressao de citocinas intracelulares IL-10. IL17A e INF-y

o Expressao de marcador de morte PD-1
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4. MATERIAIS E METODOS

Fluxograma de Metodologia

OBTENCAO DA RIPARINA III

.

ATIVIDADE CITOTOXICA
in vitro DA RIPARINA III

d U

Atividade Hemolitica ] [ Atividade citotéoxica em PBMC ]
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CITOMETRIA DE FLUXO

4

SAUDAVEIS n=9 ] [ CHIK AGUDO n=4 ] [ CHIK CRONICO n=8 ]
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Clinico
epidemiolégico

[ Obtencio de soro e sangue total ] |::>

J U

CITOMETRIA DE FLUXO- CITOMETRIA DE FLUXO
tratamento com Riparina III — perfil ex vivo - perfil T CDS§"
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AVALIACAO DA MODULACAO EM
RECEPTORES COLINERGICOS
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[ CHIK CRONICO n=5 ] [ SAUDAVEIS n=5 ]

CITOMETRIA DE FLUXO - Apos o tratamento com
drogas que atuam em receptores colinérgicos e com a
Riparina III
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4.1 Obten¢ao da Riparina III

A Riparina III foi gentilmente cedida pelo professor Dr. Jos¢ Maria Barbosa
Filho. E todo o processo de obtencao foi realizado por seus alunos no laboratorio do
mesmo.

O método de preparagdo da riparina III baseou-se na reacdo de Schotten-
Baumann, método classico de obten¢do de amidas a partir de cloretos de benzoila
(gerados a partir do dispendioso e toxico cloreto de tionila) com as correspondentes
tiraminas. Nesta proposta, utilizaram-se ésteres do tipo benzoatos para obtencdo da
riparina III obtendo-se bons rendimentos. Logo, a obten¢do da riparina III por essa
proposta, consistiu em uma rota simples utilizando éster do tipo benzoato, evitando a
preparagao do cloreto de benzoila a partir do cloreto de tionila, tornando-o um método

mais limpo e menos oneroso.

4.1.1 Preparacio da Riparina IIT

O método de obtencao da riparina III consistiu em duas etapas: (I) preparacao do

éster metilico do acido 2,6-dihidrobenzoico e (II) pela reagdo de Schotten- Baumann.

Etapa I
OH O OH O
OH MeOH OCH,
—’
H,S0,, Refluxo
OH 16hr OH
Acido 2 B-dihidroxibenzéico Ester metilico do acido 2,6-dihidroxibenzéico

Uma solugdo de acido 2,6-dihidroxibenzoico (5 g) e metanol (25 mL) e 1,5mL
de acido sulftrico concentrado mantida sob refluxo por 16h. Em seguida, a mistura
reacional foi neutralizada com bicarbonato de s6dio sob refrigeragdao e extraidas com
acetato de etila. As fases organicas foram reunidas e extraidas com solugdo saturada de
cloreto de sodio e secas com sulfato de sodio anidro. Apos filtragdo foi concentrada em
rotaecvaporador. Obteve-se um solido de coloragdo résea de massa total 1,08 g, p.f. 64,4-

66,7°C com rendimento de 23%.
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Etapa Il

OH (0] HO
NH, DBU H
/O/\/ + OCHz  pem, 72 hr, 30°C /O/\/N
HiCO OH H,CO 3
O-metiltiramina Ester metilico do acido 2,6-dihidroxibenzdico Riparina lll

Para a obtengdo da RIPARINA III utilizou-se o equivalente de 1:2 mol do éster
metilico do 4cido 2,6-dihidroxibenzoico (0,10 g) e de O-metiltiramina (0,18 mL) e
10mL de diclorometano. A mistura reacional foi mantida em agitagdo magnética em
temperatura ambiente (30°C) por 4hrs. A purificagdo foi realizada através de
cromatografia em coluna (2,5 x 23cm) utilizando silica flash desenvolvida em um
sistema crescente de polaridade hexano: diclorometano: metanol. Obteve-se 52,8mg de

um solido amarelo com rendimento de 30%.

4.2 Atividade citotoxica da Riparina IIT

4.2.1 Atividade hemolitica

Na avalia¢ao da atividade hemolitica foram utilizados eritrocitos humanos de
individuos saudaveis coletados com anticoagulante EDTA (4cido etilenodiamino tetra-
acético) (n=9). Apds a coleta, os eritrocitos foram diluidos em 80 puL de tampao fosfato
salino (PBS), ajustando a concentracdo do sangue para 5% de hemacias. Em seguida foi
adicionada a Riparina III nas concentracdes de 1360 uM, 680 uM, 340 uM, 170 uM, 85
uM, 43,52 uM; 21,76 uM e 10,88 uM diluidos num volume de 20 pL. de PBS. Logo
apos, os eppendorfs foram incubados durante 1 hora a 37° C e a reagao foi interrompida
pela adi¢ao de 200 uLL de PBS. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 112G
por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a
espectrofotometria a um comprimento de onda de 550 nm para quantificar a atividade
hemolitica. A auséncia 0% de hemolise (controle negativo) e 100% de hemolise
(controle positivo) foram determinadas, substituindo a solu¢ao de amostra testada com

igual volume de PBS e agua Milli-Q estéril, respectivamente. O experimento foi
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realizado em duplicata em trés ensaios independentes. O resultado foi expresso em
porcentagem de hemolise. A porcentagem de hemolise em cada tratamento foi

determinada segundo Lima et al., (2015) pela seguinte féormula:

Abs. do grupo tratado — Abs. do controle negativo o
10GG

Tr =y nr™
Hemolise { %) = — — X
Abs. do controle positivo — Abs. do controle negativo

4.2.2 Ensaio de citotoxicidade da Riparina III pelo método de MTT utilizando

PBMC (células mononucleares do sangue periférico).

Para obtengdo das células mononucleares do sague periférico (PBMC) de
individuos saudaveis utilizou-se tubos com o anticoagulante heparina. Coletou-se 4mL
de sangue total de individuos saudédveis (n=6) e dilui-se o sangue em mesmo volume de
PBS. Em um tubo Falcon estéril foi adicionado 4 mL de FICOLL Histopaque® 1077
(solugdo estéril de polissacarose e diatrizoato de s6dio a uma densidade de 1,077 g/mL).
O sangue coletado foi vertido lentamente no tubo com FICOLL. Em seguida
centrifugou-se a 200G, por 40 minutos, a temperatura ambiente (25°C). Apds a
centrifugacdo coletou-se o anel de PBMC e transferiu-se para um tubo FALCON de 50
mL estéril. Com tampao fosfato salino (PBS) completou-se o volume do tubo FALCON
até 45 mL para lavagem das células, sendo realizada outra centrifugacao a 200G por 10
minutos a 4°C. As plaquetas foram separadas do PBMC por subsequentes lavagens.
Posteriormente foi desprezado o sobrenadante, desprendido o pellet e repetiu-se a
lavagem por 2 vezes nas mesmas condi¢cdes. Em seguida as cé€lulas foram resuspensas
em ImL em RPMI suplementado com L-glutamina e 10% de SBF (Soro Bovino Fetal).
Logo ap6s, diluiu-se as células na propor¢ao 1:20 em corante Azul de Tripan 0,4% (190
pL de célula + 10 pL de azul de tripan) para contagem em camera de Neubauer e
determinagdo do numero de células vidveis na suspensao celular (MACIEL et al., 2014).
Apos contagem, plaqueou se as PBMC em uma contagem de 2,5 x 10° células /mL e
adicionou-se a Riparina III nas concentragdes de 34, 85, 170, 340 uM e completou-se o
volume do pogo até¢ de 200 pL. com meio RPMI e incubou-se durante 16 horas em uma
temperatura de 37°C 5% de CO..

Ao final da incubac¢ao adicionou-se 10uL. de MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-

difenil brometo de tetrazolina] diluido em PBS a uma concentragao final de 5 mg/mL.
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Em seguida incubou-se a placa por 4h em estufa com 5% de CO2 a 37°C e apds esse
tempo adicionou-se S0puL SDS 10% (Docecil Sulfato de S6dio) e incubou-se novamente
no periodo de overnight para dissolu¢do do formazan (Figura 8) e por ultimo, foi
realizada a leitura a 550 nm em leitora de placa (Biotek modelo ELx800).

O controle negativo foi realizado com meio RPMI suplementado ¢ meio RPMI
com 0,5% de DMSO, considerado como 100% de viabilidade das PBMCs ¢ os

resultados foram expressos em % de viabilidade celular.

Figura 8 - Reagao de reducao do MTT a formazan

Br @ NADH NAD+

Dasidroganase N—NH

!}IFP{N' s mitocondriel .
N., — N',
CH; CH,
. -

Fonte: MAGALHAES; THA; LEME. Método de determinacdo de concentracdes nio
citotoxicas para avaliagdo da capacidade protetora da lignina contra danos ao DNA.
Colombo, PR: Embrapa, 2018. P.3. (Comunicado técnico, 427).

4.3 Selecao de amostras humanas para ensaios de citometria de fluxo

Para realizacao deste estudo foram selecionados individuos diagnosticados por
profissionais médicos apresentando sinais e sintomas compativeis com infec¢do por
Chikungunya provenientes do estado da Paraiba (PB-Brasil). Pacientes em fase aguda
de infeccdo (n=4) foram selecionados entre 2 e 7 dias do inicio do aparecimento dos
sinais e sintomas, os quais foram, febre alta > 38°C, edema, poliartralgia e mialgia,
compativeis com essa fase da infeccao.

Considerando que os pacientes com infec¢do cronica sdo caracterizados por
recidivas e flutuagdes no aparecimento dos sintomas artralgicos que podem persistir por
meses ou anos (CHOW et al., 2011; PETITDEMANGE; WALQUIER; VIELLARD,
2015), os pacientes em fase cronica de infec¢ao (n=8) com no minimo 6 meses e até 12
meses apos o inicio dos sintomas agudos e permanéncia dos sintomas articulares,

principalmente poliartralgia e edema, foram selecionados para esse grupo. Os
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individuos saudaveis (n=9), sem infecgdes prévias por Zika virus (ZIKV), virus da
dengue (DENV) ou CHIKV, sem doengas cronicas ou uso recente e cronico de
medicamentos foram selecionados e enquadrados no grupo dos controles saudaveis.

Pacientes com doencas cronicas anteriores, tabagistas, pessoas em uso cronico
de alcool ou medicamentos, gestantes, lactantes € menores de 18 anos foram excluidas
deste estudo. Para segunda parte do estudo, pacientes com infec¢do cronica (n=5) e
individuos saudéveis (n=5) foram selecionados obedecendo aos mesmos critérios
descritos acima.

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP - CAAE: 59833416.6.0000.5183) sob o titulo: Estudos das infec¢des causadas
pelos virus da Zika, Chikungunya e Dengue (ANEXO I). A participagdo nesta pesquisa
foi de forma voluntaria, os individuos envolvidos foram esclarecidos sobre o objetivo e
importancia do estudo e assinaram o termo de consentimento esclarecido TCLE

(ANEXO ).

4.4 Amostras clinicas

As amostras sanguineas utilizadas nesse estudo foram provenientes do Hospital
Materno Infantil Jodo Marsicano — Bayeux, Unidade de Pronto Atendimento do Cristo
Redentor- Jodo Pessoa (UPA-Cristo) e do Hospital Universitario Lauro Wanderley-
HU- Jodo Pessoa-PB. Todos os individuos foram submetidos ao questionario da
pesquisa, o qual dispde de informagdes sobre os dados do paciente, tais como nimero ¢
ficha de identificacdo, além dos sintomas e sinais relatados por parte dos pacientes
(ANEXO III).

As amostras coletadas foram processadas para obtengdo de soro e sangue total
no Laboratdério de Imunologia das Doengas Infecciosas do Centro de Biotecnologia da
Universidade Federal da Paraiba (Jodo pessoa — PB/Brasil) visando a tipagem viral por
métodos moleculares (QRT-PCR) em colaboracdo com o Laboratério de Biologia
Molecular de Doencas Infecciosas e do Cancer da Universidade Federal do Rio Grande
do Norte (Natal - RN/Brasil). As amostras foram coletadas em tubos heparinizados e
sem anticoagulante. Em fluxo laminar estéril 1mL de amostras de soro (tubo sem
anticoagulante) e sangue total (tubo heparinizado) foram transferidas para tubos tipo
eppendorfs estéreis e congelados em freezer -20°C overnight, seguido do freezer -80°C
no dia posterior, sendo assim mantidas at¢ o momento de sua utilizagdo. Todas as

amostras foram associadas a fichas de identificacao e foi criado um banco de dados para
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o armazenamento das informagdes obtidas referentes as amostras. Cada amostra recebeu
um cédigo de identificagdo para o controle interno (ex: ARB00). Em adi¢do, amostras
de sangue total periférico em tubos heparinizados foram coletadas desses pacientes para
realizagdo de andlise de células T CD8" e seus fendtipos pela técnica de citometria de

fluxo.

4.5 Extracdo do RNA viral e Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia

pela Polimerase (q-PCR) para detecciao do virus Chikungunya

O RNA viral das amostras de soro e sangue foi extraido através do QIAmp Viral
Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante, para a realizacdo da técnica de q-PCR. O protocolo da PCR em tempo real
utilizou a sonda TagMan® para a identificagdo do virus da chikungunya, baseado no
protocolo proposto por Lanciotti et al., (2007). Para tal, uma mistura de reagentes
descritos na tabela 2 foi utilizada, sendo obtido um volume final de 20ul, do mix dos
reagentes ¢ RNA, por tubo. Esses tubos foram transferidos para o termociclador de
gPCR e aplaca foi submetida aos parametros de termociclagem: (95°C por 20 minutos)-
transcricdo reversa; (95°C por 3 minutos)- Inativacdo da transcriptase reversa; (95°C
por 3 minutos)- desnaturagdo do DNA; (60°C por 30 minutos)- Anelamento, por 40

ciclos subsequentes.

Tabela 2. Reagentes e sequéncia para realizagdo da transcrigdo reversa seguida da
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (q-PCR) para detec¢do do virus Chikungunya.

Reagentes Sequéncia pul'tubo
TagMan FAST Vius 1 Step Master Mix 25
Pramer CHIKV 6856 F 5 TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA 3 0.4
Primer CHIKV 6981 R 5 TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC ¥ 0.4
Sonda CHIKV 6919 P FAM 5 AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG ¥ 0.4
dH.0 11,3
RNA 5

Fonte: GOMES, 2016.
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4.6 Obtencao de leucocitos para realizacao da citometria de fluxo

Utilizou-se cerca de 4mL de sangue heparinizado para obtencdo dos leucécitos
de pacientes com Chikungunya em fase aguda (n=4), em fase cronica (n=8) e individuos
saudaveis (n=9). Em tubo Falcon de 15mL colocou-se o 2mL de sangue total junto com
12mL de solugdo de lise (bicarbonato de amdnio e cloreto de amonio), para lisar as
hemécias e obter-se leucdcitos, o qual foi vortezado ativamente e incubado por 10
minutos protegido da luz. Em seguida, foi realizada a centrifugacdao a 2000 rpm, 25°C
durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi vortezado e completado
com 12 mL de PBS. O procedimento de lavagem foi realizado até 2 vezes para retirada
completa de hemécias lisadas. Apos a tltima lavagem o pellet foi resuspenso em 500pL
de RPMI suplementado e as células foram submetidas ou ndo ao tratamento com as
Riparina III seguida da realizagdo do protocolo de marcagao por citometria de fluxo e
posterior leitura no equipamento FACS canto II. Na segunda parte dos experimentos, na
qual os leucécitos foram tratados com as diferentes drogas que atuam sobre receptores
colinérgicos, foi realizada a obtengao de sangue total de pacientes com Chikungunya em
fase cronica (n=5) e individuos saudaveis (n=5) sendo essa amostra sanguinea
submetida a igual procedimento para obtengdo dos leucdcitos e tratamento com as

drogas como sera descrito posteriormente.

4.7 Drogas utilizadas

A alcamida Riparina III foi gentilmente cedida pelo prof. Dr. José Barbosa
Filho. Para realizacdo dos ensaios de avaliagdo da imunomodulagdo, o qual permite
avaliar as mudancas fenotipicas de expressdo de determinados marcadores celulares,
Riparina IIT (PM 287) foi pesada (20mg) e diluida em um (1) mL de dimetilsulféxido
[DMSO (CH3)2SO — Vetec, Brasil] sob agitagdo em Vortex (DaiggerVortex Genie 2,
A. Daigger & Co., Inc), obtendo-se assim uma soluc¢do estoque de 20 mg/ml ou 7mM.
Antes de cada experimento, foram feitas solugdes de trabalho de 2 mg/ml ou 0,7mM,
através da dilui¢do da solucdo estoque no RPMI 1640 suplementado com L-glutamina e
10% de SBF. A concentracao final de DMSO nao ultrapassou 0,5%.

Para realizacdo dos ensaios de investigacdo de imunomodulacdo frente a
receptores colinérgicos utilizou-se PNU-282987 solubilizado em dimetilsulfoxido

[DMSO (CH3)2SO - Vetec, Brasil] - 5uM (Agonista nicotinico), MLA-
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Metilicaconitina solubilizado em dagua destilada estéril - 100nM (Antagonista
nicotinico), Atropina solubilizada em etanol - 10uM (Antagonista muscarinico), além da
Riparina III - 34puM. As concentracdes PNU, Atropina e MLA foram baseadas na ac¢do
destas em seus respectivos alvos. A concentracdo da Riparina III foi baseada em testes
prévios e na acao dessa molécula na antagonizagao do efeito da acetilcolina descrito por

Thomas et al., (1994).

4.8 Anticorpos monoclonais fluorescentes

Para realizacdo dos ensaios de citometria utilizou-se o citdmetro de fluxo FACS
canto II. Os anticorpos monoclonais, com seus respectivos canais de fluorescéncia que
foram utilizados para as marcacdes extracelulares de membrana foram: Anti-human
anti-CD8 (PeCy5), anti-CD95 (FITC), anti-CD95L (PE), anti-CD107A (PE), anti-IL-
10R (PE), anti-CD69 (PE). Para as marcacdes intracelulares foram utilizados os
anticorpos: anti-IL-10 (PE), anti-INF-y (PE), anti-IL-17A (PE), anti-GRANZIMA-B
(FITC) e anti-PERFORINA (PE). Também foi utilizado controles de Isotipo IgG
(FITC) e IgG (PE). Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos das companhias
BD LifeSciences (CA, USA) ou Ebioscience (San Diego, CA, USA).

4.9 Tratamento de leucdcitos de pacientes com Chikungunya aguda e cronica e

individuos saudaveis com a Riparina III.

Os leucdcitos obtidos do sangue periférico dos pacientes com Chikungunya
aguda (n=4) e cronica (n=8) e individuos saudaveis (n=9) foram tratados durante 16
horas com Riparina III, esse tempo de tratamento foi baseado na cinética de producao
de citocinas intracelulares por células T descrita por ANTAS et al., (2004), ou foram
submetidos a marcacdo com anticorpos ex vivo. Para o ensaio com leucécitos
provenientes de pacientes em fase aguda, cronica e individuos saudaveis ex vivo ou
tratados apenas com a Riparina III utilizou-se o painel de marcagao conforme tabela 3

abaixo:
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Tabela 3- Painel de marcagao com anticorpos monoclonais para analise de células T
CDS" e seus diferentes fenotipos de expressao.

FITC PE PECyS
CD95 CDISL CD8
- CD107A CD8
- IL-10R CD8
- CD69 CD8
- PD1 CD8
- IL-10 CD8
INTERFERON vy IL-17 CD8
GRANZIMA B PERFORINA CD8

Fonte: Elaboracao propria. Leucocitos obtidos de pacientes em fase aguda e cronica de infecgdo
por CHIKV e individuos saudaveis ex vivo e apos o tratamento com a Riparina III (34uM)
foram marcados de acordo com o protocolo de citometria de fluxo com os anticorpos
monoclonais descritos acima. Em cada canal (FITC, PE e PECy5) o anticorpo monoclonal ¢
excitado em um comprimento de onda especifico.

4.10 Tratamento com agonista e antagonista de receptores colinérgicos e
antagonista de receptores muscarinicos em leucdcitos de pacientes com

Chikungunya cronica e individuos saudaveis.

Os leucocitos obtidos do sangue periférico dos pacientes com CHIKD cronica
(n=5) e individuos saudaveis (n=5) foram submetidos ao tratamento com as seguintes
drogas em diferentes combinagdes: PNU-282987- S5uM (Agonista nicotinico), MLA-
Metilicaconitina - 100nM (Antagonista nicotinico), Atropina - 10uM (Antagonista
muscarinico) e Riparina IIl - 34uM (Droga investigada). No tempo O tratou-se os
leucocitos com os agonistas e antagonistas conforme figura 9 e ap6s 30 minutos, tempo
suficiente para ligagcdo dessas drogas em seus alvos, em estufa a 37°C em atmosfera de

5% de CO,, foi adicionado a Riparina III durante 16 horas.
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Figura 9- Esquema de tratamento com drogas e marcacao com anticorpos

FITC PE PECys | Ueporoma
placa
x CD107a CDS 1
X CD&9 CDE 2
x PD1 CD8 3
X IL1O CDE 4
INF L7 CD8 ]
Granzima B Perforina CDE [
I=G I=G x 7
x X x 8
1 2 3 4 H L] 7 8
FITC x x x x INF v | Granzima B IeG x
Semn Tratamento A PE |CD107a] CDs% FD1 IL1a IL17 Perforina Iz x
PECyS| CD3 CDE CDE CDE CDE CDE x x
FITC x x x x INF v | Granzima B IeG x
ERiparina B PE CD107a) CDe8 PD1 IL1Q IL17 Perforina I== x
PECyS| CD3 CDs CDs CD2 CDs CDa x x
FITC x x x x INF v | Granzima B Igls x
Atropina C PE CD107a} CDéo FD1 IL1O IL17 Perforina I=G x
PECy=| CDS CD8 CDE CDs CDE8 CD8 x x
FITC x x x x INF v | Granzima B IeG x
MLA D PE |CDI107a| CDw9 FD1 IL10 IL17 Perforina Iz x
PECyE| CD3 CDE CDE CDE CDE8 CDE x x
FITC x x x x INF v | Granzma B IeG x
MLA~+Riparina E PE CD107a} CDo% FD1 IL10 ILiv Perforina Is= x
PECyS| CD3 CDSs CD8 CDE CDg CDE x x
FITC x x x x INF v | Granzima B IeG x
Atropina~+Riparina F PE CD107a) CD69 FD1 IL10 iz Parforina I=G x
PECy=| CDE CD8 CDs CDs CDs CDS % =
FITC x x x x INF v | Granzima B Igls x
Atropina~MLA+Riparinal © PE |CD107a] CD6S FD1 10 IL17 Perforna Iz> x
PECyS| CDS CD8 CDs CDs CD8 CDs x x
FITC x x x x INF v | Granzima B IegG x
PNT H PE |CD107a)] CDa% FD1 1o 17 Perforina 1> x
PECyS| CD3 CDE CDE CD2 CDE CDE x x
FITC x x x x INF v | Granzima B IeG x
MLA+PNU I PE |CD107a)] CDaS FD1 IL1d IL17 Perfonna Iz= %
PECys| CDS CD8 CD8 CD2 CDs CD8 x x

Fonte: Elaboracdo propria. Configuragdo do esquema de tratamento dos leucdcitos com as
diferentes combinagdes de drogas utilizadas. Nas linhas horizontais de A até I realizou-se o
tratamento com as drogas respectivas, sendo adicionados os agonistas e antagonistas no tempo
Omin e a Riparina III no tempo 30min. As células tratadas e sem tratamento foram marcadas
com os anticorpos de acordo com as combinagdes descritas na tabela azul e na placa. Todas as
células foram marcadas com todos os anticorpos descritos.

Apos esse tempo foi realizado o protocolo de marcagdo com citometria de fluxo.

Essas manobras farmacologicas permitiram avaliar se houve mudangas fenotipicas
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apresentadas por linfocitos T CD8" de individuos com CHIKD crénica e individuos
saudaveis, no que diz respeito ao bloqueio e estimulo em receptores colinérgicos
nicotinicos e bloqueio em receptores muscarinicos. Para o ensaio com essas drogas
foram utilizadas células provenientes de pacientes em fase cronica e individuos

saudaveis tratados ou ndo e utilizou-se o painel de marcagao conforme tabela 4.

Tabela 4- Painel de marcagdo com anticorpos monoclonais para analise de células T
CDS8" e seus diferentes fenotipos de expressdo apds o tratamento com as diferentes
drogas utilizadas.

FITC PE PECyS
- CD107A CD8
- CD69 CD8
- PD1 CD8
- IL-10 CD8
INTERFERON y IL-17 CD8
GRANZIMA B PERFORINA CD8

Fonte: Elaboragdo propria. Leucécitos obtidos de pacientes em fase cronica de infecgdo por
CHIKYV e individuos saudaveis apos o tratamento com a droga teste Riparina III (34uM), PNU-
282987- 5uM (Agonista nicotinico), MLA - 100nM (Antagonista nicotinico), Atropina - 10uM
(Antagonista muscarinico) em diferentes combinagées foram marcados de acordo com o
protocolo de citometria de fluxo com os anticorpos monoclonais descritos acima. Em cada canal
(FITC, PE e PECy5) o anticorpo monoclonal é excitado em um comprimento de onda
especifico.

4.11 Protocolo de marcacio com anticorpos monoclonais de leucdcitos ex vivo e

apos o tratamento com as drogas em estudo.

Utilizando uma placa estéril de 96 pogos adicionou-se em cada poco 25ulL de
leucécitos (2,5 x 10° células / mL) em seguida realizou-se ou ndo o tratamento com
drogas em estudo nos diferentes tempos de tratamento ja descritos. Apos os tempos de
incubacgdo respectivos, para os pocos que foram realizadas marcagdes intracelulares, foi
adicionado 10uL de brefeldina (Img/ml), essa substancia age sobre o complexo de
Golgi impedindo a exportacdo de proteinas para o meio extracelular possibilitando a
marcacao de citocinas intracelulares. Em seguida completou-se o volume do pogo para

200 pL. de RPMI suplementado com L-glutamina e 10% de SBF. A placa foi incubada
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em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO, por quatro horas. Apods esse tempo,
retirou-se a placa da estufa e centrifugou-se por 8 minutos (1300 rpm, 4°C). Desprezou-
se o sobrenadante e as células foram suspensas por agitacdo em vortex. Em sequéncia
foram adicionados os anticorpos marcadores de membrana (extracelulares).
Posteriormente a adicdo dos anticorpos, a placa protegida da luz foi incubada por 15
minutos a 4°C. Apds o término do tempo de incubagdo foi adicionado 150uL de PBS
gelado em todos os pogos e a placa foi centrifugada (8 minutos, 1300rpm, 4°C). Apds a
centrifugacdo desprezou-se o sobrenadante vertendo a placa e as células foram
suspensas através de agitacdo. Adicionou-se 100uL de PBS e 100uL de formaldeido 4%
em cada pogo para fixagdo das marcacdes realizadas e o periodo de incubagdo foi de 20
minutos a temperatura ambiente.

Logo apds, centrifugou-se a placa por 8 minutos (1300rpm, 4°C), desprezou-se
sobrenadante e resuspendeu-se as células. Em seguida, lavaram-se as células com
150uL de PBS (centrifugou-se, desprezou-se o sobrenadante e resuspendeu-se as
células). Foi adicionado um tampdo de permeabilizacdo celular através da adi¢do de
150uL de PB (Permeabilization Buffer- solu¢do de saponina 0,5%), para permitir a
entrada dos anticorpos intracelulares nas células, e incubou-se a placa por 10 minutos a
temperatura ambiente.

Em sequéncia, foram adicionados aos pocos os anticorpos intracelulares e a
placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubagdo,
centrifugou-se (8 minutos, 1300rpm, 4°C) a mesma e o sobrenadante foi desprezado e
placa agitada para suspensdo das células. As células foram lavadas com 150uL de
Permeabilization Buffer. Por fim, ao desprezar-se o sobrenadante e agitar a placa, as
células foram diluidas em 200uL. PBS e agitando-se levemente com a pipeta de forma a
suspender as células transferiu-se todo conteudo do pogo para o tubo de leitura de
citometria de fluxo. As células foram mantidas a 4° C, ao abrigo da luz para que as

fluorescéncias nao fossem perdidas até a leitura no citdmetro.

4.12 Citometria de fluxo

Os painéis de marcacdes celulares realizados com anticorpos monoclonais foram
avaliados em citometro de fluxo — FACS cantoll (Becton & Dickinson). Durante o
processo de aquisicdo de dados foram obtidos pelo menos 50.000 eventos por amostra.

A anélise de todos os dados foi realizada pelo meio do Flowjo (Tree Star).
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4.13 Estratégia de analise de células T CD8" e respectivos marcadores avaliados.

Para analise dos parametros avaliados fez-se uma sele¢ao na regido de linfocitos,
denominada “Gate”, no grafico de tamanho x granulosidade ou tamanho x
complexidade (SSC-A x FSC-A). Em seguida selecionou-se o gate de linfocitos e
dentro dessa populagdo acessou-se a subpopulagio e linfécitos T CD8" (Figura 8) e
avaliou-se a expressdo de todos os marcadores e citocinas intracelulares que foram

investigados na analise.

Figura 10— Estratégia de Analise de Células T CDS".
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Fonte: Elaboracdo propria. As células foram processadas por citometria de fluxo imediatamente
(sem tratamento) ou foram previamente tratadas com as drogas testes e Riparina III (34uM) e
analisadas por no programa de andlise flowjo. Graficos de pontos representativos mostram a
porcentagem de linfécitos e em seguida de linfocitos T CD8" e expressdo de CD69 em células T
CDS8".

56



4.14 Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica, foi utilizado o software GraphPad Prism
(Versao 5.01, Graphpad Software, Inc) (SAS Institute Inc.). Para analise comparativa
entre os diferentes grupos foram utilizados o teste nao paramétrico Mann-Whitney para
avaliagdo de significancia e os resultados foram expressos em teste t’student ndo
pareado. A andlise comparativa entre os dados obtidos dos experimentos envolvendo os
receptores colinérgicos foram realizadas comparacgdes entre os grupos pela analise de
variancia (ANOVA) One-way seguida pelo pos-teste de Tukey. Dentre os dados obtidos

e avaliados apenas os valores de P < 0.05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

Os itens 5.1 a 5.9 referem-se aos resultados obtidos a partir dos experimentos
realizados de acordo com os objetivos especificos I, os quais visaram avaliar as
caracteristicas fenotipicas de expressdo de linfocitos T CD8" na infec¢do por CHIKV, e
objetivos especificos II, que visaram avaliar a citotoxicidade da Riparina III frente a

N

eritrocitos humanos e PBMC e a imunomodulagdo dessa molécula em linfocitos T CDS8

na infec¢ao por CHIKV.
5.1 Avaliacao da citotoxicidade da Riparina III frente a eritrocitos humanos

A citotoxicidade frente a eritrocitos humanos foi avaliada in vitro e o resultado
esta descrito na tabela 5. Os ensaios de atividade hemolitica demonstraram que a

Riparina III ndo possui toxicidade frente aos eritrocitos humanos. A Riparina III nas

concentragdes avaliadas ndo alterou a viabilidade dessas células.

Tabela 5- Toxicidade da Riparina III frente a eritrdcitos humanos in vitro

Solucoes Porcentagem de hemolise
Agua destilada Controle (+) 100%
Tampao Fosfato Salino (PBS) Controle () 0%
Riparina III (10,88 pM) 0%
Riparina III (21,76 pM) 0%
Riparina III (43,52 pM) 0%
Riparina III (85 pM) 0%
Riparina IIT (170 pM) 0%
Riparina III (340 pM) 0%
Riparina III (680 pM) 0%
Riparina III (1360 pM) 0%

Fonte: Elaboragéo propria. Os valores representam a média da % de hemolise calculada com
base em trés experimentos independentes.
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5.2 Avaliacgao da citotoxicidade da Riparina III frente a células mononucleares do

sangue periférico (PBMC).

A avaliagdo da citotoxicidade da Riparina III em PBMC foi realizada pelo
método de MTT, o qual ¢ um teste colorimétrico usado para avaliar a viabilidade
celular. Enzimas desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas presentes apenas em
c¢lulas metabolicamente vidveis clivam o anel de tetrazdlio e transformam o MTT de
coloragdo amarela em um composto de coloragdo azul escuro, chamado de formazan.

Conforme representado no grafico 1, a citotoxicidade da Riparina III sobre as
células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC) foi avaliada nas
concentragdes de 34, 85, 170 e 340 uM. Em todas as concentragdes avaliadas ndo
demonstrou-se citotoxicidade, ou seja, ndo houve alteracdo da viabilidade das células
tratadas com a Riparina III. O controle negativo apenas RPMI (CTL) e o controle 0,5%
de DMSO em meio RPMI (DMSO) representam 0% de citotoxicidade e 100% de
viabilidade celular. Nao houve diferenga significante entre os controles e os tratamentos

com a Riparina III. Demonstrando sua confiabilidade in vitro.

Grafico 1- Avaliagdo da viabilidade de células mononucleares do sangue periférico
frente a diferentes concentragdes da Riparina III.
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Fonte: FElaboragdo propria. Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram
submetidas ao contato com a Riparina III em diferentes concentragdes a 37°C 5% de CO,
durante 24h. A leitura em espectrofotdmetro em absorbancia de 540nm. Grafico representa a
média + erro padrdo da média pela analise de variancia (ANOVA) One-way seguida pelo
pos-teste de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
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5.3 Dados demograficos e clinicos

Nas tabelas abaixo (Tabelas 6, 7 e 8) estdo descritos os pacientes avaliados,

idade, sexo, descri¢ao e tempo de inicio dos sintomas.

Tabela 6. Dados demograficos e clinicos do grupo controle (Individuos saudaveis)

Tempo de
Codigo Idade | Sexo inicio dos Sinais e Sintomas
sintomas
ARB CTL 1 50 F - Individuo Saudavel
ARB CTL 2 | S5l1 F - Individuo Saudavel
ARB CTL 4 | 51 F - Individuo Saudavel
ARB CTL 5 | 31 M - Individuo Saudavel
ARBCTL 6 | 25 F - Individuo Saudavel
ARBCTL 8 | 26 F - Individuo Saudavel
ARB CTL 9 | 27 F - Individuo Saudavel
ARB CTL 10 | 25 - Individuo Saudavel
ARB CTL 11 30 M - Individuo Saudavel

Fonte: Elaboragdo Propria. A tabela demonstra a idade, o sexo, o tempo do inicio dos
sintomas e os sinais e sintomas do grupo estudado. F representa o sexo Feminino e M o
sexo Masculino.

Tabela 7. Dados demograficos e clinicos do grupo Chikungunya Aguda.

Tempo de inicio
Caodigo Idade Sexo dos sintomas Sinais e Sintomas
(Dias)
F > 38° falei
ARBO2 19 anos M ) ebre (> 38°C), cefaleia, <.10r nas
costas, edema e calafrios.
ARBI2 Nao M 5 Febre (39.2°C)., ce.faleia, V()n.lito,
Informado exantema, mialgia e artralgia.
Febre (39.5°C), artralgia, cefaleia,
ARB 35 | 27 anos M 2 hipertrofia ganglionar, dor retro
orbital.
N3 o 1 :
ARB 38 | ao F 5 Febre §40 C), mialgia, artr.algla,
informado cefaleia, hipertrofia ganglionar.

Fonte: Elaboracdo propria. A tabela demonstra a idade, o sexo, o tempo do inicio dos
sintomas e os sinais e sintomas do grupo estudado. F representa o sexo Feminino e M o
sexo Masculino.
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Tabela 8. Dados demograficos e clinicos do grupo Chikungunya Cronica.

Tempo de inicio
Caodigo Idade Sexo dos sintomas Sinais e Sintomas
(Meses)
ARB I8 33 F 10 Edema freque,nte e artralgia e fadiga
pos- esforgo.

ARB 19 27 F 6 Artralgia frequente.

ARB 20 31 F 7 Artralgia frequente.

ARB 27 21 M 8 Artralgia e edema.

ARB 37 50 F 9 Artralgia, edema, cefaleia e mialgia.
ARB 41 37 F 8 Artralgia.

ARB 42 30 F 12 Artralgia.

ARB 43 33 F 8 Artralgia

Fonte: Elaboragdo propria. A tabela demonstra a idade, o sexo, o tempo do inicio dos
sintomas e os sinais e sintomas do grupo estudado. F representa o género Feminino ¢ M
o género Masculino.

5.4 Avaliacio do perfil fenotipico de linfécitos T CD8" de individuos saudaveis e de
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e cronica ex vivo e apés o

tratamento com a Riparina III.

O primeiro parimetro avaliado foi a porcentagem de linfocitos T CDS'.
Nenhuma alteracdo foi observada na expressao dessas células em individuos infectados
com CHIKV em nenhuma das fases da doenca (Grafico 2), quando se comparou com
individuos saudaveis ex vivo. O tratamento com a Riparina III também nao foi capaz de

alterar a porcentagem dessas células.
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Grifico 2 - Medida da porcentagem de células T CDS8' de individuos saudaveis,
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenga ex vivo e
apos o tratamento com a Riparina III.

60

404

% de células T CD8"

) ) )
saudaveis agudo crdénico saudaveis agudo croénico

ex vivo Riparina Il

Fonte: DIAS, 2019. O grafico demonstra a % das células T CD8" ex vivo e tratadas com 34uM
Riparina III. Células provenientes de individuos saudéveis e pacientes infectados com CHIKV
em fase aguda e fase cronica. Grafico representa a média + erro padrdo da média. Médias foram

comparadas pelo test #’student ndo parecado. As diferengas foram consideradas significativas
quando valor de p <0,05.

5.5 Expressiao do perfil fenotipico de ativacdo celular (marcador extracelular
CD69) em linfocitos T CD8" de individuos saudaveis e de pacientes infectados com

CHIKY em fase aguda e cronica ex vivo e apos o tratamento com a Riparina III.

O marcador extracelular de ativagdo CD69 foi avaliado e demonstrou-se que
houve um aumento da expressio desse marcador em linfocitos T CD8" de pacientes
infectados com CHIKV tanto na fase aguda quanto na fase cronica em relagdo aos
individuos saudaveis ex vivo (Grafico 3). Em relagdo a imunomodulacdo provocada
pela Riparina III demonstrou-se um aumento da expressdo desse marcador de ativacdo

em células dos individuos saudaveis tratadas em relacao aos ex vivo.
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Grifico 3 - Expressdo de CD69 em células T CD8" de individuos saudéveis, pacientes
infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a expressdo ex vivo e apds o tratamento com Riparina III.
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Fonte: DIAS, 2019. Expressio CD69 em T CDS8" provenientes de individuos saudaveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III representa células
tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a diferenca entre os diferentes
grupos. Letras representam diferengas significativas entre o mesmo grupo (ex vivo e Riparina
III). Grafico representa a média + erro padrao da média. Médias foram comparadas pelo test
¢’student ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
(*) e (a) representa p <0,05; (**) representa p <0,005.

5.6 Expressao do perfil fenotipico de mecanismos de exocitose (CD107A) de
proteinas citotoxicas (Granzima B e Perforina) em linfocitos T CD8" de individuos
saudaveis e pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e crénica ex vivo e

apos o tratamento com a Riparina III.

A expressdao da molécula CD107a ¢ um importante parametro para a avaliagdo
da formagdo de sinapses citotoxicas e medeia a exocitose da Granzima B. Demonstrou-
se que a expressao dessa molécula foi regulada positivamente (Grafico 4) em pacientes
infectados com o CHIKV em fase aguda em relacao a individuos saudaveis ex vivo. De
maneira semelhante, observou-se que houve um aumento na expressao de Granzima B
(Grafico 5) em pacientes na fase aguda em relagdo aos individuos saudédveis, porém
uma diminui¢do da expressdo nas células dos pacientes na fase cronica em relagdo a
fase aguda ex vivo. A expressdo da proteina citotoxica Perforina foi modulada
positivamente em T CDS8" provenientes da fase aguda em relagdo aos individuos
saudaveis ex vivo (Grafico 6). A Riparina III ndo foi capaz de modular a expressao

desses marcadores de mecanismos de exocitose em nenhum dos grupos avaliados.
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Griafico 4 - Expressio de CDI107A em células T CD8" de individuos saudaveis,
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a expressao ex vivo e apos o tratamento com Riparina III.

+, 60+

a

o

[

17

S 401

=

-l

ug *

=

w 20_

< b

S —

o

8

=0 T T T T
saudaveis agudo cronico  saudaveis agudo crénico

ex vivo Riparina Ill

Fonte: DIAS, 2019. Expressio CD107A em T CD8" provenientes de individuos saudaveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III representa células
tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a diferenga entre os diferentes
grupos. Grafico representa a média + erro padrdo da média. Médias foram comparadas pelo test
¢’student ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
(*) representa p <0,05.

Grafico 5 — Producdo de Granzima B em células T CD8' de individuos saudaveis,
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a produgdo ex vivo e ap6s o tratamento com Riparina III.
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Fonte: DIAS, 2019. Producio de Granzima B em T CDS8" provenientes de individuos saudaveis
e pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III representa células
tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a diferenga entre os diferentes
grupos. Grafico representa a média + erro padrido da média. Médias foram comparadas pelo test
¢’student ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
(*) representa p <0,05. (**) e representa p <0,005.
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Grifico 6 — Producio de Perforina em células T CD8" de individuos saudaveis,
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenga. O grafico
demonstra a produgdo ex vivo e ap6s o tratamento com Riparina II1.
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Fonte: DIAS, 2019. Producio de Perforina em T CD8" provenientes de individuos saudaveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III representa células
tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a diferenca entre os diferentes
grupos. Grafico representa a média + erro padrido da média. Médias foram comparadas pelo test
t’student ndo pareado. As diferengas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
(*) representa p <0,05.

5.7 Expressao do perfil fenotipico da citocina intracelular reguladora IL-10 e seu
receptor (IL-10R) em linfécitos T CD8" de individuos saudaveis e pacientes
infectados com CHIKYV em fase aguda e cronica ex vivo e apés o tratamento com a

Riparina III.

A expressdo da citocina regulatéria IL-10 por células T CD8" foi aumentada em
pacientes infectados com CHIKV em ambas as fases da doenga em comparacdo com
individuos saudaveis ex vivo. A Riparina III foi capaz de modular positivamente a
expressao dessa citocina em células provenientes de individuos saudaveis (Grafico 7).

Por outro lado, em relagdo a IL-10R, a expressdo foi menor na fase aguda da
doenca quando comparado com individuos saudaveis ex vivo. Em células tratadas com a
Riparina III, como observado no grafico 8, houve diminui¢do da expressdao de IL-10R
em células provenientes de individuos saudadveis e aumento em células provenientes

pacientes em fase aguda em comparagao aos grupos ex vivo.
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Grifico 7 - Produgdo de IL-10 em células T CDS8" de individuos saudaveis, pacientes
infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a produgdo ex vivo e ap6s o tratamento com Riparina II1.
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Fonte: DIAS, 2019. Producdo de IL-10 em T CDS8" provenientes de individuos saudaveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III representa células
tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a diferenca entre os diferentes
grupos. Letras representam diferengas significativas entre o mesmo grupo (ex vivo e Riparina
III). Grafico representa a média £ erro padrao da média. Médias foram comparadas pelo test
¢’student ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
(*) representa p <0,05. (**) e (aa) representa p <0,005.

Grifico 8 - Expressdo de IL-10R em células T CD8" de individuos saudaveis, pacientes
infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O gréfico
demonstra a expressao ex vivo e apos o tratamento com Riparina III.
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Fonte: DIAS, 2019. Expressdo de IL-10R em T CDS8" provenientes de individuos saudéaveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III representa células
tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a diferenca entre os diferentes
grupos. Letras representam diferengas significativas entre o mesmo grupo (ex vivo e Riparina
III). Grafico representa a média + erro padrao da média. Médias foram comparadas pelo test
¢’student ndo pareado. As diferencas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
(*) e (b) representa p <0,05. (**) representa p <0,005, (aaa) representa p <0,0001.
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5.8 Expressao do perfil fenotipico de citocinas intracelulares inflamatorias (IL-17A
e INF-y) em linfocitos T CD8" de individuos saudaveis e pacientes infectados com

CHIKY em fase aguda e cronica ex vivo e apo0s o tratamento com a Riparina III.

Duas importantes citocinas inflamatérias foram avaliadas, IL-17A (Grafico 9) e
INF-y (Graficol10). Os niveis de expressio de IL-17A em linfécitos T CD8" foram
aumentados tanto na fase aguda quanto na fase cronica da doenga em relagdo aos
individuos saudaveis, porém a expressdo na fase aguda foi maior que na fase cronica
(Grafico 9). O tratamento com a Riparina III diminuiu a expressao dos niveis de IL-
17A em células T CD8" de pacientes na fase aguda em relagio ao grupo ex vivo.

Nio houve mudanga de expressdo de INF-y por linfocitos T CD8" de pacientes
em fase aguda e cronica da doenca em relagdo aos individuos saudaveis. A Riparina III,
por sua vez, foi capaz de modular negativamente a expressao do INF-y (Graficol0)
tanto em células T CD8" de individuos saudaveis quanto nas provenientes de pacientes
em fase aguda da infeccdo em relacdo aos grupos ex vivo, demonstrando um efeito anti-

inflamatorio dessa droga.

Grifico 9 — Producio de IL-17A em células T CD8" de individuos saudaveis, pacientes
infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a produgdo ex vivo e ap6s o tratamento com Riparina II1.
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Fonte: DIAS, 2019. Produgio de IL-17A em T CDS8" provenientes de individuos saudaveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III representa células
tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a diferenga entre os diferentes
grupos. Letras representam diferencas significativas entre o mesmo grupo (ex vivo e Riparina
III). Grafico representa a média £ erro padrao da média. Médias foram comparadas pelo test
t’student ndo pareado. As diferengas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
(**) e (bb) representa p <0,005. (***) representa p <0,0001.
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Grifico 10 - Producio de INF-y em células T CDS" de individuos saudaveis, pacientes
infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a produgdo ex vivo e ap6s o tratamento com Riparina II1.
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Fonte: DIAS, 2019. Porcentagem de expressio de INF-y em T CD8" provenientes de individuos
saudaveis e pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III
representa células tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Letras representam diferengas
significativas entre o mesmo grupo (ex vivo e Riparina III). Grafico representa a média + erro
padrdo da média. Médias foram comparadas pelo test #’student ndo pareado. As diferencgas
foram consideradas significativas quando valor de p <0,05. (a/b) representa p <0,05.

5.9 Expressao de marcadores de morte (PD-1, CD95 e CD95L) em linfocitos T
CDS8" de individuos saudaveis e pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e

cronica ex vivo e apés o tratamento com a Riparina III.

Na investigacdo da expressdo da proteina de superficie Program Death-1 (PD-1)
ndo foi observada diferenca na expressdo desse marcador em pacientes infectados com
CHIKYV e individuos saudaveis e a Riparina III também nao foi capaz de modular essa
expressdo em linfocitos T CD8" de nenhum dos grupos avaliados (Grafico 11).

A via de indugdo de morte celular CD95/ CD95L também foi investigada e
demonstrou-se um aumento na expressdo do marcador CD95(Fas) em células
provenientes de pacientes na fase cronica em relacdo aos individuos saudaveis ex vivo.
A Riparina III foi capaz de aumentar a expressdo dessa proteina nas células T CD8" de
pacientes em fase aguda em relagdo a células de individuos saudaveis apenas grupo
tratado como observado no grafico 12.

A expressao de CD95L (Fas-L) foi aumentada em ambas as fases da infec¢ao
por CHIKV em relagdo aos individuos saudaveis ex vivo. Nos grupos tratados, a

Riparina III manteve o aumento da expressao desse marcador na fase aguda em relagdo
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ao controle e diminui essa expressao nas cé¢lulas de fase cronica em relagao a fase aguda
(Grafico 13).

Quando se avaliou a coexpressdo de CD95/CDO95L (Grafico 14) nas duas fases
da infeccdo ex vivo observou-se um aumento da coexpressao em relacao aos individuos
saudaveis. Quando as células foram tratadas com a Riparina III observou-se uma
manutengdo do aumento da coexpressio em linfocitos T CDS" de pacientes em fase
aguda em relacdo a individuos saudéaveis e uma diminuicdo da coexpressao em células
de fase cronica em relacdo a células de fase aguda. Além disso, o tratamento com a
Riparina III foi capaz de modular positivamente essa coexpressao em células de

individuos saudaveis em relagao células de individuos saudaveis ex vivo.

Grifico 11- Expressdo de PD-1 em células T CDS8" de individuos saudéveis, pacientes
infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a expressdo ex vivo e apds o tratamento com Riparina III.
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Fonte: DIAS, 2019. Expressdo de PD-1 em T CD8" provenientes de individuos saudaveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III representa células
tratadas durante 16h com 34pM dessa droga. Grafico representa a média + erro padrio da
média. Médias foram comparadas pelo test #’student ndo pareado. As diferencas foram
consideradas significativas quando valor de p <0,05.

Grifico 12 - Expressio de CD95 em células T CD8" de individuos saudaveis, pacientes
infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a expressao ex vivo e apds o tratamento com Riparina III.
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Fonte: DIAS, 2019. Expressdo de CD95 (Fas) em T CD8" provenientes de individuos saudaveis
e pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III representa células
tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a diferenca entre os diferentes
grupos. Grafico representa a média + erro padrdo da média. Médias foram comparadas pelo test
t’student ndo pareado. As diferengas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
(*) representa p <0,05.

Grifico 13 - Expressio de CD95L em células T CD8" de individuos saudaveis,
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a expressao ex vivo e apos o tratamento com Riparina III.
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Fonte: DIAS, 2019. Expressdo de CD95L (Fas-L) em T CDS8" provenientes de individuos
saudaveis e pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina III
representa células tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a diferenca
entre os diferentes grupos. Grafico representa a média + erro padrdo da média. Médias foram
comparadas pelo test #’student ndo parecado. As diferengas foram consideradas significativas
quando valor de p <0,05. (*) representa p <0,05. (**) e representa p <0,005 e (***) representa p
<0,0001.

Grifico 14 - Coexpressio de CD95/CD95L em células T CDS" de individuos saudaveis,
pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e em fase cronica da doenca. O grafico
demonstra a expressao ex vivo e apos o tratamento com Riparina III.
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Fonte: DIAS, 2019. Coexpressdo de CD95/CD95L (Fas/Fas-L) em T CD8" provenientes de
individuos saudaveis e pacientes infectados com CHIKV em fase aguda e fase cronica. Riparina
II representa células tratadas durante 16h com 34uM dessa droga. Barras representam a
diferenga entre os diferentes grupos. Letras representam diferencas significativas entre 0 mesmo
grupo (ex vivo e Riparina III). Grafico representa a média + erro padrdo da média. Médias foram
comparadas pelo test #’student ndo parecado. As diferengas foram consideradas significativas
quando valor de p <0,05. (*) e (a) representa p <0,05. (¥*) representa p <0,005.

5.10 Expressio de marcadores extracelulares e producio de citocinas
intracelulares em individuos saudaveis e pacientes infectados com CHIKYV em fase
cronica e avaliacio da imunomodulacio de diferentes drogas que atuam em

receptores de acetilcolina.

Este item refere-se aos resultados obtidos a partir dos experimentos realizados de
acordo com o objetivo especifico IIl, o qual visou a avaliagdo da participagdo de
receptores colinérgicos na modulagio de caracteristicas fenotipicas de linfocitos T CD8"
na infec¢ao por CHIKV.

Além da avaliagdo das caracteristicas fenotipicas de células T CDS8' pela
expressdo de varios marcadores extracelulares e citocinas, buscou-se investigar a
modulagdo de algumas caracteristicas fenotipicas dessas células frente a diferentes
drogas, com alvos ja conhecidos, especialmente na modulacao de receptores sensiveis a
acetilcolina. A acetilcolina ¢ o tnico ligante biologico conhecido que tem afinidade para
receptores nicotinicos e muscarinicos. Seria dificil analisar efeitos de ambos os
receptores na fungdo das células T CDS" se fosse utilizado um ligante em comum.
Diante disso, utilizaram-se neste ensaio, drogas com afinidades diferentes aos receptores
colinérgicos para avaliacdo de diferengas fenotipicas, tendo em vista que receptores

nicotinicos e muscarinicos possuem efeitos opostos em respostas imunes inflamatorias.
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O tratamento combinado da Riparina III com as outras drogas poderia nos
direcionar para um papel modulador em um ou outro receptor, tanto por um efeito
sinérgico de expressdo quanto por um efeito antagdnico que poderia ser observado.

Em relagdo a expressdao do marcador de ativagcdo CD69, nenhuma das drogas
testes utilizadas [PNU-282987- 5uM (Agonista nicotinico), MLA- Metilicaconitina -
100nM (Antagonista nicotinico), Atropina - 10uM (Antagonista muscarinico) e
Riparina III (34uM)] alterou a expressao desse marcador, como demonstrado no grafico
15, ndo houve alteragdo de expressdo de CD69 por células T CD8" em nenhum dos

grupos avaliados.

Grifico 15- Expressio de CD69 em células T CD8" de pacientes cronicos e individuos
saudaveis apos o tratamento com as diferentes drogas avaliadas.
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Fonte: Dias, 2019. Expressio de CD69 em células T CD8" de individuos saudaveis e pacientes
infectados com CHIKYV em fase cronica. Ambos os grupos foram tratados com as drogas como
demonstrado no grafico. As células do grupo sem tratamento foram submetidas as mesmas
condi¢es dos outros grupos tratados. Quando houve tratamento com mais de uma droga a
primeira ou a primeira ¢ segunda foram adicionadas e aguardou-se 30minutos para a adi¢do da
ultima droga e entdo a placa foi incubada por 16h em estufa 37°C 5% CO, Concentragdes das
drogas utilizadas foram: (Rip) Riparina 34uM; Atropinal 0 uM; (MLA) Metilicaconitina 100nM
e (PNU) PNU 282987 5 uM. Grafico representa a média & erro padrdo da média. Foi realizada
analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey e as diferencas foram
consideradas significativas quando valor de p <0,05.
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Na avaliacao da expressdo do marcador de exocitose (CD107a) de proteinas
citotoxicas (Granzima B e Perforina) como observado nos graficos 16, 17 e 18, nao foi

observado alteracdo de expressdo desses marcadores em nenhum dos grupos avaliados.

Grifico 16- Expressio de CD107A em células T CD8" de pacientes cronicos e
individuos saudaveis apos o tratamento com as diferentes drogas avaliadas.
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Fonte: Dias, 2019. Expressio de CD107A em células T CD8" de individuos saudéveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase cronica. Ambos os grupos foram tratados com as
drogas como demonstrado no grafico. As células do grupo sem tratamento foram submetidas as
mesmas condi¢des dos outros grupos tratados. Quando houve tratamento com mais de uma
droga a primeira ou a primeira e segunda foram adicionadas e aguardou-se 30minutos para a
adigdo da ultima droga e entdo a placa foi incubada por 16h em estufa 37°C 5% CO,,
Concentragdes das drogas utilizadas foram: (Rip) Riparina 34uM; Atropinal0 pM; (MLA)
Metilicaconitina 100nM e (PNU) PNU 282987 5 uM. Grafico representa a média + erro padréo
da média. Foi realizada analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey e as
diferengas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.
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Grifico 17- Produgdo de Granzima B em células T CD8" de pacientes cronicos e
individuos saudaveis apos o tratamento com as diferentes drogas avaliadas.
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Fonte: Dias, 2019. Produgio de Granzima B em células T CD8" de individuos saudiveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase cronica. Ambos os grupos foram tratados com as
drogas como demonstrado no grafico. As células do grupo sem tratamento foram submetidas as
mesmas condigdes dos outros grupos tratados. Quando houve tratamento com mais de uma
droga a primeira ou a primeira e segunda foram adicionadas e aguardou-se 30minutos para a
adigdo da ultima droga e entdo a placa foi incubada por 16h em estufa 37°C 5% CO,,
Concentragdes das drogas utilizadas foram: (Rip) Riparina 34uM; Atropinal0 puM; (MLA)
Metilicaconitina 100nM e (PNU) PNU 282987 5 uM. Grafico representa a média + erro padro
da média. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey e as
diferengas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.

74



r ~ . r + . A"
Griafico 18- Produgdao de Perforina em células T CD8 de pacientes cronicos e
individuos saudaveis apos o tratamento com as diferentes drogas avaliadas.
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Fonte: Dias, 2019. Producdo de Perforina em células T CD8" de individuos saudaveis e
pacientes infectados com CHIKV em fase cronica. Ambos os grupos foram tratados com as
drogas como demonstrado no grafico. As células do grupo sem tratamento foram submetidas as
mesmas condigdes dos outros grupos tratados. Quando houve tratamento com mais de uma
droga a primeira ou a primeira e segunda foram adicionadas e aguardou-se 30minutos para a
adigdo da ultima droga e entdo a placa foi incubada por 16h em estufa 37°C 5% CO,,
Concentragdes das drogas utilizadas foram: (Rip) Riparina 34uM; Atropinal0 puM; (MLA)
Metilicaconitina 100nM e (PNU) PNU 282987 5 uM. Grafico representa a média + erro padrao
da média. Foi realizada analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey e as
diferengas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.

Para avalicdo de alteracdo de expressdo de citocinas por modulacdo em
receptores colinérgicos avaliou-se a expressdo das citocinas inflamatorias IL-17A e
INF-y e a citocina reguladora IL-10 em células T CDS8" provenientes de pacientes em
fase cronica de infeccdo e individuos saudaveis. As células foram tratadas com PNU-
282987- 5uM (Agonista nicotinico), MLA- Metilicaconitina - 100nM (Antagonista
nicotinico), Atropina - 10uM (Antagonista muscarinico) e Riparina III (34uM) em
diferentes combinagdes. Nao houve mudangas na expressdo de nenhuma das citocinas
avaliadas nessas células em nenhum dos grupos avaliados, como demonstrado nos

graficos 19, 20 e 21.
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Grifico 19- Produgdo de IL-17A em células T CD8" de pacientes cronicos e individuos
saudaveis apos o tratamento com as diferentes drogas avaliadas.
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Fonte: Dias, 2019. Produgio de IL17A em células T CD8" de individuos saudaveis e pacientes
infectados com CHIKYV em fase cronica. Ambos os grupos foram tratados com as drogas como
demonstrado no grafico. As células do grupo sem tratamento foram submetidas as mesmas
condi¢des dos outros grupos tratados. Quando houve tratamento com mais de uma droga a
primeira ou a primeira ¢ segunda foram adicionadas e aguardou-se 30minutos para a adi¢do da
ultima droga e entdo a placa foi incubada por 16h em estufa 37°C 5% CO, Concentragdes das
drogas utilizadas foram: (Rip) Riparina 34uM; Atropinal0 uM; (MLA) Metilicaconitina 100nM
e (PNU) PNU 282987 5 uM. Grafico representa a média & erro padrdo da média. Foi realizada
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey e as diferengas foram
consideradas significativas quando valor de p <0,05.

76



Grifico 20- Produgdo de INF-y em células T CD8" de pacientes cronicos e individuos
saudaveis apos o tratamento com as diferentes drogas avaliadas.
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Fonte: Dias, 2019. Producio de INF-y em células T CD8" de individuos saudaveis e pacientes
infectados com CHIKYV em fase cronica. Ambos os grupos foram tratados com as drogas como
demonstrado no grafico. As células do grupo sem tratamento foram submetidas as mesmas
condi¢des dos outros grupos tratados. Quando houve tratamento com mais de uma droga a
primeira ou a primeira ¢ segunda foram adicionadas e aguardou-se 30minutos para a adi¢do da
ultima droga e entdo a placa foi incubada por 16h em estufa 37°C 5% CO, Concentragdes das
drogas utilizadas foram: (Rip) Riparina 34uM; Atropinal0 uM; (MLA) Metilicaconitina 100nM
e (PNU) PNU 282987 5 uM. Grafico representa a média & erro padrdo da média. Foi realizada
analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey e as diferengas foram
consideradas significativas quando valor de p <0,05.
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Grifico 21- Produgio de IL-10 em células T CD8" de pacientes cronicos e individuos
saudaveis apos o tratamento com as diferentes drogas avaliadas.
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Fonte: Dias, 2019. Dias, 2019. Producio de IL-10 em células T CD8" de individuos saudaveis
e pacientes infectados com CHIKV em fase cronica. Ambos os grupos foram tratados com as
drogas como demonstrado no grafico. As células do grupo sem tratamento foram submetidas as
mesmas condi¢des dos outros grupos tratados. Quando houve tratamento com mais de uma
droga a primeira ou a primeira e segunda foram adicionadas e aguardou-se 30minutos para a
adigdo da ultima droga e entdo a placa foi incubada por 16h em estufa 37°C 5% CO,,
Concentragdes das drogas utilizadas foram: (Rip) Riparina 34uM; Atropinal0 pM; (MLA)
Metilicaconitina 100nM e (PNU) PNU 282987 5 uM. Grafico representa a média + erro padrao
da média. Foi realizada analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo pds-teste de Tukey e as
diferengas foram consideradas significativas quando valor de p <0,05.

Na avaliacdo da expressdo do marcador de morte celular programada (PD-1),
como observado no grafico 22, células provenientes de pacientes em fase cronica de
infeccdo e individuos saudaveis foram tratadas com PNU-282987- SuM (Agonista
nicotinico), MLA- Metilicaconitina - 100nM (Antagonista nicotinico), Atropina - 10uM
(Antagonista muscarinico) e Riparina III (34uM) em diferentes combinagdes.
Entretanto, também nao foi observado alteracdo de expressdo desse marcador em

nenhum dos grupos avaliados.
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Grifico 22- Expressdo de PD-1 em células T CDS" de pacientes cronicos e individuos
saudaveis apos o tratamento com as diferentes drogas avaliadas.
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Fonte: Dias, 2019. Expressdo de PD-lem células T CD8" de individuos sauddveis e pacientes
infectados com CHIKYV em fase cronica. Ambos os grupos foram tratados com as drogas como
demonstrado no grafico. As células do grupo sem tratamento foram submetidas as mesmas
condi¢bes dos outros grupos tratados. Quando houve tratamento com mais de uma droga a
primeira ou a primeira ¢ segunda foram adicionadas e aguardou-se 30minutos para a adi¢do da
ultima droga e entdo a placa foi incubada por 16h em estufa 37°C 5% CO, Concentragdes das
drogas utilizadas foram: (Rip) Riparina 34uM; Atropinal 0 uM; (MLA) Metilicaconitina 100nM
e (PNU) PNU 282987 5 uM. Grafico representa a média & erro padrdo da média. Foi realizada
analise de varidncia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Tukey e as diferencas foram
consideradas significativas quando valor de p <0,05.
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6. DISCUSSAO

O estudo de novas drogas e moléculas bioativas que possam se tornar
ferramentas terap€uticas para tratamento de doencas, constitui uma linha da pesquisa
cientifica decisiva e necessaria para o desenvolvimento de novos medicamentos que
visem uma melhor qualidade de vida para pacientes, bem como uma erradicacdo de
doencas que podem ser fatais para seres humanos.

As doengas infecciosas constituem doengas causadas por patdgenos, € em
relacdo a CHIKD, as drogas utilizadas tratam apenas os sintomas da infecdo. Nesse
sentido, o estudo de novas drogas que possam ter um papel bioativo ou modulador no
tratamento ou melhora dos sintomas da doenca torna-se um alvo promissor. Neste
trabalho buscou-se investigar a atividade imunomoduladora da Riparina III frente as
células T CD8" de pacientes infectados com CHIKV. Terapias especificas que
envolvem a resposta imune ainda sdo pouco estudadas e explorar este modelo de estudo
tem um forte impacto sobre a concepcdo de novas opgdes terapéuticas que visem
minimizar a imunopatologia sem prejudicar o papel do sistema imune (MAGER et al.,
2016).

A Riparina III, droga com propriedades biologicas ja descritas, demonstrou nivel
de seguranca aceitavel tanto no teste de toxicidade frente a hemdacias quanto em relagdo
a células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Alguns estudos demonstram que
a avaliacdo da citotoxicidade in vitro em células de mamiferos (EVANS et al., 2001),
especialmente para linhagem granulocitica/monocitica (CFU-GM), poderia ajudar a
refinar a previsibilidade da toxicidade aguda de uma determinada substancia, em relagdo
a quanto ela pode afetar o sistema hematopoiético mieldide e estimar a toxicidade aguda
in vivo (CERRATO et al., 2009). Logo, diante dos resultados obtidos, a Riparina III
possui caracteristicas que a classifica como droga segura em relacdo a toxicidade in
vitro. Diante do resultado de seguranca em relacdo a toxicidade, a avaliagdo da
imunomodulagdo da Riparina III frente aos linfocitos T CD8" foi realizada.

As células T CD8" ou células T CTL sdo os linfocitos responsaveis pela
eliminacdo de células infectadas por virus e essa eliminagao pode ocorrer por diferentes
mecanismos (ZHANG; BEVAN, 2011). As caracteristicas da resposta imune a
infecgdes virais sdo a expansdo de linfocitos T citotoxicos CDS8 especificos para
antigenos (CTLs) apos o encontro com células apresentadoras de antigenos nos tecidos

linféides e sua subsequente redistribuicao para tecidos ndo linféides para lidar com o
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patogeno. Células T efetoras CD8", uma vez ativadas, apresentam diversos mecanismos,
como citotoxicidade pela producdo de granulos citotdxicos, producdo de citocinas, que
favorecem a eliminagdo do virus e expressdo de receptores de morte Fas-FasL
(WISSINGER, 2019). Quando se avaliou a frequéncia de células T CD8" no sangue
periférico de pacientes com infeccdo aguda e cronica em relagdo a individuos saudaveis,
ndo se observou diferenga. A participagdo da frequéncia de linfocitos T CD8" tem sido
diverso quando se observa outras infec¢des virais. Na infecg@o pelo virus da hepatite C
(HCV) uma forte resposta de CTL foi demonstrada capaz de eliminar o virus
(LECHNER et al., 2000). Em pacientes que desenvolveram a uma infec¢do por HCV
cronica, todavia, a frequéncia de CTL demonstrou-se relativamente baixa
(REHERMANN et al., 1996; REHERMANN et al. 1996; LECHNER et al., 2000). Por
outro lado, um estudo em modelo animal com o virus y herpes, o numero de linfocitos T
CD8" especificos foram mantidos na infec¢io aguda e na reativagdo viral
(STEVENSON et al., 1998).

Além disso, os dados de manutengdo da frequéncia de células T CDS' na
infeccdo por CHIKV em ambas as fases demonstrados aqui, suporta o fato de que as
diferencas na expressao fenotipica dos fatores avaliados se dao pelo real aumento ou
diminuicdo de expressdo e ndo por uma possivel proliferacdo dessas células.

Quando se comparou a frequéncia desses linfocitos na infeccdo ex vivo e
tratados com a Riparina III demonstrou-se que essa substancia ndo atua promovendo
proliferagdo ou delecdo desse tipo celular.

A andlise da expressdo de CD69, um receptor da lectina C tipo II ligado a
membrana, considerado um marcador de ativagdo em células T devido ao seu répido
aparecimento na superficie da membrana plasmatica apos estimulagdo, além de regular
a diferenciagdo de células T reguladoras (Treg), bem como a secre¢ao de IFN-y, IL-17a
e IL-22 (CIBRIAN; SANCHEZ-MADRID, 2017), demonstrou um aumento da ativagio
de células T CD8" tanto na doenga aguda quanto cronica, corroborando com resultados
prévios observados em humanos na fase aguda da infeccao (WAUQUIER et al., 2011).
Ainda pode-se observar que apesar da ativagdo de células T CD8" diminuir notadamente
em pacientes na fase cronica da doenga quando comparados com a fase aguda, a
ativacao ainda ¢ maior naquela fase do que no grupo controle, demonstrando que essas
células ainda permanecem ativadas e parecem estar envolvidas na resposta imune

também durante a fase cronica da doenca.
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O gene para o marcador CD69 esta localizado cromossomo 12 no cluster do
gene Natural Killer (NK) em humanos (ZIEGLER et al, 1993; LOPEZ-CABRERA et
al., 1993; CIBRIAN; SANCHEZ-MADRID, 2017) e sitios de ligacdo para varios
fatores transcri¢dao induziveis, como NF-kB estdo localizados dentro do gene promotor
CD69 (LOPEZ-CABRERA, et al., 1995; CASTELLANOS et al., 1997). A expressao
CD69 ¢ prontamente regulada na ativagdo da maioria dos leucécitos, o que o generaliza
principalmente como marcador de ativagdo de células NK e linfocitos (GONZALEZ-
AMARO et al., 2013). Em células provenientes de individuos infectados por CHIKV, a
Riparina III ndo foi capaz de modular a expressdo do CD69, ndo interferindo no
mecanismo de ativacdo dessas células. No entanto, em células naives de individuos
saudaveis, a Riparina Il desencadeou uma resposta de ativacdo, pelo aumento da
expressio do marcador de ativagdo CD69 em linfocitos T CD8". Estudos recentes vém
demonstrando que células T CD8" naives ndo sdo unicamente dependentes de sinais de
TCR para sofrer proliferacao e funcional diferenciagdo. Estas observacdes sugerem que
a indu¢do de funcdes efetoras independente de apresentacdo de antigeno das células T
CD§" pode ocorrer em condi¢des de abundancia de citocinas, como IL-15, IL-6 e IL-7
ou aumento da sinalizagdo do receptor de citocinas (ZENG et al., 2005; GAGNON et
al., 2007; GAGNON et al., 2008). Dessa maneira, a modulacao de ativacao em células T
CD8" naives também poderia ocorrer independente de interagio antigénica e a Riparina
I1I pode estar envolvida em um mecanismo semelhante nesses linfocitos T CDS".

Lisossomos efetores secretorios sao caracterizados por um especifico conjunto
de marcadores proteicos de membrana e luminal, incluindo CD107. N6és demonstramos
que houve um aumento na expressio de CDI107A, Granzima B e Perforina
respectivamente nos linfocitos T CD8" de pacientes na fase aguda da infec¢do quando
comparados com os individuos saudaveis. Esses resultados nos permitem sugerir que as
células T CD8" medeiam a atividade citolitica na fase aguda da doenca.

No entanto, pacientes com doenca cronica ndo apresentaram expressiao
aumentada dessas proteinas em comparacdo com controles saudaveis, demonstrando
que esses mecanismos citotoxicos podem nao ser mantidos em fases posteriores da
doenca. Em um modelo de infecg¢do crdnica pelo virus da coriomeningite linfocitica
(LCMV) foi demonstrado que apo6s a apresentacdo antigé€nica nos orgdos linfoides
secundarios, a expansdo de CTL resultou na migracdo de grandes quantidades desses
linfécitos citotoxicos para tecidos nao linfoéides, onde eles mantiveram um fendtipo

efetor por um longo tempo. Todavia, mesmo essas células estando presentes ndo foram
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capazes de controlar a infec¢do e perderam progressivamente suas capacidades
antivirais, como citotoxicidade e secrecdo de citocinas, antes de sua eliminagdo fisica
(ZHOU et al., 2004). Esse achado corrobora com os dados obtidos neste estudo, uma
vez que os linfocitos T CD8" na fase cronica da infecgdo por CHIKV nio demonstraram
capacidade citotoxica, mesmo estando presentes na mesma frequéncia observada fase
aguda da infecgdo.

As células tratadas com a Riparina III ndo alteraram a expressdo desses
marcadores nos grupos avaliados, demonstrando que essa droga ndao modula o
mecanismo citolitico por exocitose nessa célula.

Inicialmente, a IL-10 foi identificada por suprimir proliferagdo de células T
CD4" e secrecdo de citocinas, especialmente IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5 e TNF-qa,
regulando respostas inatas e adaptativas, bem como suprimindo respostas
proinflamatorias (COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). Observamos que houve um
aumento da expressdo de IL-10 pelas células T CD8" provenientes de fases aguda e
cronica da infeccdo por CHIKV, o que pode sugerir um mecanismo de compensagdo
regulador dessas células devido ao perfil de ativacdo observado nessas duas fases da
infeccdo, uma vez que a IL-10 tem sido extensamente relacionada com efeitos
inibitdrios diretos em vdrias respostas de células T (DENIZ et al., 2008; MAYNARD;
WEAVER, 2008) e a producao dessa citocina durante infec¢des tem sido relacionada na
interferéncia da defesa viral (BROOKS et al., 2006; EJRNAES et al., 2006; DE MARIA
et al., 2007, MARIS; CHAPPELL; JACOB, 2007; LEE et al., 2009) limitando a
resposta das células T CDS" (LEE et al., 2009).

Além disso, o aumento de expressdo de IL-10 observado pode estar relacionado
com um mecanismo de persisténcia viral. A persisténcia do antigeno e do RNA viral no
tecido sinovial foi demonstrada em pacientes com artralgia cronica, e a persisténcia
viral foi associada a expressao de interferon-a, IL-10 e CCL2 (HOARAU et al., 2010).

A citocina reguladora IL-10 possui propriedades anti-inflamatorias e
desempenha uma importante fungdo no controle das respostas imunes do hospedeiro a
patogenos e ¢ reconhecida por prevenir danos causados por uma resposta inflamatoria
exacerbada e manter a homeostase dos tecidos. Doencas autoimunes e imunopatologias
em resposta a infecgdes estdo geralmente associadas a desregulacdo da expressao da IL-
10 (ZEICHNE; ARMSTRONG, 2016).

Em relacdo ao IL-10R, houve uma diminui¢ao na expressao desse receptor em
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linfécitos T CD8" provenientes da fase aguda e a nao houve mudanga na expressao
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desse receptor na fase cronica quando comparado com individuos saudaveis. O efeito
imunomodulador anti-inflamatoério da IL-10 inicia-se com sua ligagdo ao seu receptor
(DING et al., 2001; ZHU et al., 2017) induzindo a ativagao da via Janus cinase 1 (JAK
1) e Tirosina cinase 2 (Tyk2), levando a fosforilagdo de STAT-3, um transdutor de sinal
e ativador de genes de transcrigdo, resultando na ativacao de genes alvo e expressao de
efetores anti-inflamatorios (MURRAY, 2005; ZHU et al., 2017).

Dessa forma, a diminuicdo de expressdo de IL-10R na fase aguda da infec¢ao
por CHIKV como demonstrada neste estudo, na qual esses linfocitos T CD8"
encontram-se ativados e com mecanismo citotdxico ativo, sugere um silenciamento do
mecanismo anti-inflamatoério, o qual pode promover o desenvolvimento de artralgia
cronica. Ademais, apesar da IL-10 estar aumentada na fase aguda, a diminuicdo da
expressao do seu receptor (IL-10R) pode sugerir um gatilho inflamatério na doenca, o
que pode acarretar uma fase cronica grave para o paciente, com sintomas inflamatorios
mais exacerbados nesta fase.

O tratamento com a Riparina III ndo alterou a expressdao de IL-10 em linfocitos
T CD8" de pacientes em fase aguda e cronica da infecgdo por CHIKV. Essa auséncia de
alteracdo da expressdo de IL-10 pela Riparina III permite a manutengdo da resposta
anti-inflamatoria desempenhada por essas células. Em rela¢do aos individuos saudaveis,
a Riparina III, modulou positivamente a expressdo da IL-10, o que sugere que a
Riparina III pode atuar em um mecanismo anti-inflamatério independente da ativagao
da célula T CDS8".

O IL-10R consiste em um receptor tetramérico complexo formado por duas
subunidades o (IL-10R1) de uma cadeia especifica para IL-10 e duas subunidades 3 (IL-
10R2) com afinidade compartilhada com outras citocinas da familia da IL-10, como IL-
22, 1L-26, IL-28 e IL-29 (OFT, 2013; ZHU et al., 2017). A expressao de IL-10R em
células T CDS8" foi modulada positivamente pelo tratamento com a Riparina III,
aumentando a expressdo desse marcador em células T CD8" de pacientes na fase aguda
da infec¢do. Esse aumento da expressao de IL-10R por essas células pode favorecer um
aumento da interagdo de IL-10/ IL-10R de maneira autocrina e também paracrina. Dessa
maneira, pode-se sugerir que a Riparina III atua modulando positivamente uma via que
desencadeia sinalizag¢do intracelular e expressdo génica de efetores anti-inflamatdrios
(ZHU et al., 2017) reafirmando o papel anti-inflamatorio dessa molécula.

Esse resultado ¢ de extrema importancia no que diz respeito a um estudo mais

aprofundado da Riparina III no controle de uma resposta imune inflamatéria
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exacerbada. Tendo em vista que, pacientes infectados com o CHIKV apresentam sérios
sintomas articulares na fase aguda, que podem evoluir para quadros reumatologicos
sérios na fase cronica, associados a resposta imune inflamatéria (ALLA; COMBE,
2011). Esses achados devem ser mais bem explorados, no intuito de que as
propriedades de modulagdo inflamatodria dessa molécula possam ser confirmadas.

Inicialmente IL-17A foi identificada em células T citotdxicas de camundongos
(CHEN; O’SHEA, 2008). Em humano tem sido associada a doengas como: esclerose
multipla, psoriase e artrite reumatoide (CHEN; O’SHEA, 2008; BARTLETT;
MILLION, 2015). Sua expressdo ¢ frequentemente associada a um subconjunto
especifico de células T CD4", as Thl7. No entanto, varios outros subconjuntos de
células também podem sintetizar e expressar IL-17, incluindo células T CD8’, também
conhecidas como células Tcl7. A secre¢do de IL-17A pelas células T CD8" tem sido
descrita em varias doencas inflamatorias humanas (SRENATHAN; STEEL; TAAMS,
2016; ZEICHNER; ARMSTRONG, 2016) e tem sido um alvo relevante de muitos
estudos envolvendo doencas inflamatorias, como inflamagdo reumatica e articular
(MIOSSEC, 2017). A alta expressao de citocinas da familia IL-17 esta relacionada a
inducdo de uma forte resposta inflamatéria associada a protegdo contra invasdo de
patégenos (VELDHOEN, 2017). Embora, além do papel protetor, essa citocina
contribua para a destrui¢do tecidual que ocorre em doengas inflamatérias cronicas,
como a artrite reumatoide (MIOSSEC; KOLLS, 2012; SRENATHAN; STEEL;
TAAMS, 2016). Na infeccdo pelo CHIKYV, os sintomas crénicos estdo intimamente
relacionados aos sintomas da artrite reumatoide e a IL-17A foi investigada como
protagonista nessa agao.

Neste estudo demonstrou-se que os linfocitos T CD8" de pacientes na fase aguda
da doenga mostraram um aumento significativo da citocina IL-17A como observado em
relagdo aos grupos controle e cronico. Pacientes em fase crdnica, acometidos por
sintomas artritogénicos, também apresentaram niveis elevados de IL-17A em relagdo ao
controle. Com esses dados pode-se inferir que as células T CD8" produtoras de IL-17A
podem estar diretamente envolvidas nos sintomas articulares e favorecer o
estabelecimento de artrite induzida por CHIKV, assim como na persisténcia desta
condicdo em pacientes que sdo acometidos com a doenga crdnica.

Considerada chave no desenvolvimento de desordens inflamatérias a IL-17A
tem sido caracterizada como um alvo terapéutico. Na terapéutica o Cosentyx®, que

contém a substancia ativa secuquinumabe, pertencente ao grupo de medicamentos

85



denominado inibidores da interleucina (IL) e ¢ utilizada principalmente no tratamento
da psoriase, artrite psoriatica e espondilite anquilosante (BARTLETT; MILLION,
2015).

Esta pesquisa demonstrou que a Riparina III foi capaz de diminuir a expressao
de IL-17A em células T CD8" de pacientes infectados com CHIKV em fase aguda da
infec¢do, mesmo os niveis de IL-17A ndo se igualando ao controle, essa diminuicao foi
bastante significativa confirmando um efeito anti-inflamatorio dessa molécula nas
células T CD8" na fase aguda, o que embasa novos estudos para sua utilizagdo no
contexto imunoterapéutico, principalmente no que diz respeito ao controle dos niveis de
IL-17A e, consequentemente, dos efeitos inflamatdrios na infec¢do por CHIKV.

A produgdo de citocinas na circulagdo tem sido avaliada no plasma de pacientes
com infec¢do por CHIKV. Em uma infec¢ao experimental de macacos com CHIKV, foi
detectada no inicio da infec¢do a producdo de IFN-a, IL-6 e CCL2, seguida de IFN-y,
TNF-a, CCL3 e CCL4 (LABADIE et al., 2010). Outro estudo demonstrou que PBMCs
de pacientes com infeccdo cronica por CHIKV expressaram INFs antivirais do tipo I e
em bidpsias de tecido e liquido sinovial, citocinas inflamatoérias como TNF-a, IL-1p e
INF-y ndo foram encontradas (HOARAU et al., 2010). Além disso, niveis de INF-y e
IL-12 (NG et al., 2009; WAUQUIER et al.,, 2011), foram encontrados em varios
pacientes avaliados, mas ndo foram mensurados intracelularmente em linfocitos T
CDS".

A auséncia de aumento da expressdo de INF-y pelas células T CD8" de pacientes
infectados pelo CHIKV, como se demonstrou neste trabalho, pode estar relacionada
com uma menor participa¢do da resposta por INF-y por esses linfocitos nesta doenca,
uma vez que a resposta antiviral € principalmente desempenhada por INFs do tipo I, os
quais sao representados por INF- a e INF-B (WAUQUIER et al, 2011;
PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015).

Apesar de os valores de expressdo de INF-y ndo se mostrarem alterados na
infeccdo por CHIKV neste estudo, a diminui¢ao da expressao dessa citocina, modulada
pela Riparina III em células T CD8" obtidos de pacientes na fase aguda e de individuos
saudaveis, afirma um efeito modulador anti-inflamatorio dessa molécula de maneira
independente da doenca. Dessa forma, essa molécula pode ser um alvo promissor na
imunoterapia de doengas inflamatorias.

Ap6s a ativagio de células T CD8" efetoras e eliminagdo do patogeno em uma

infeccdo aguda, caso haja estimulagdo antigénica persistente, como em infecgdes
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cronicas e cancer, ocorre exaustio funcional dessas células T CD8" (GRAY et al.,
2005). Um componente essencial ¢ a agdo de receptores inibitdrios, sendo o mais bem
descrito o receptor inibitdrio de morte celular programada (PD-1), que é expresso em
células T CD8" exaustas durante infecgdes cronicas e cancer (LUKENS et al., 2006;
RUTIGLIANO et al., 2014; AHN et al., 2018). O PD-1 e outros receptores inibitdrios
interferem na sinalizagdo através do receptor de células T e, portanto, té€m
consequéncias na fun¢do dessas células, desde a liberacdo de citocinas até o
metabolismo (ROGERS; WILLIAMS, 2019).

Além da exaustdo celular, o fato do eixo PD-1/PD-L1 também regular as
respostas imunoldgicas inflamatoérias antivirais na fase aguda tem sido discutido
(SCHONRICH; RAFTERY, 2019). Apesar de a regulacdo positiva de PD-1 e seus
ligantes PD-L1 e PD-L2 ser observada durante a infecc¢ao viral aguda e apos a infec¢ao
com virus persistentes, incluindo patégenos humanos importantes, como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), HCV e virus da hepatite B (HBV) (SCHONRICH;
RAFTERY, 2019), neste trabalho a infec¢do por CHIKV ndo demonstrou alteragdo na
expressio desse marcador em células T CD8" nem na fase aguda, nem fase cronica da
infeccdo e o tratamento com a Riparina III também nao foi capaz de modular os niveis
de expressao desse marcador.

Evidéncias experimentais sugerem que a insuficiente sinalizacdo através da via
PD-1 promove imunopatologia durante a infeccdo aguda exacerbando as respostas das
células T primarias (SCHONRICH; RAFTERY, 2019). Dessa forma, essa auséncia do
aumento de expressio de PD-1 pelas células T CD8" em pacientes infectados com
CHIKV em relacdo a individuos saudaveis observada neste estudo pode favorecer a
resposta celular inflamatéria desempenhada por essas células, bem como os sintomas
inflamatérios proeminentes observados nesta infec¢do, uma vez estao pouco submetidas
aos sinais de regulagao pelo eixo PD-1- PD-L1.

Corroborando os dados encontrados neste estudo, em um modelo infecg¢ao
experimental pelo virus da coriomeningite linfocitica (LCMYV), a inibi¢ao da via PD-1
na infec¢do aguda aumentou as fungdes efetoras das células TCDS', pelo aumento da
expressao de Granzima B (AHN et al., 2018). Se a infeccdo cronica for estabelecida,
contudo, altos niveis de expressdo de PD-1 podem ter consequéncias imunoldgicas
desfavoraveis por promover a exaustdo e supressdo da resposta antiviral, podendo

resultar em uma evasao imune viral (SCHONRICH; RAFTERY, 2019).
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As células T CD8" possuem a capacidade de destruir as células infectadas por
um mecanismo de contato que desencadeia apoptose através da ativagdo de caspases. A
interagio do CD95L ou FasL presente na superficie das células T CDS8" com o seu
ligante CD95 ou Fas presente em células alvo leva a destruicao de células infectadas
(SHRESTHA; DIAMOND, 2007; WISSINGER, 2019).

Neste estudo, observou-se o aumento da expressao de CD95L e a coexpressao de
CD95/CD95L nas duas fases de infeccdo pelo CHIKV, demonstrando a ativagdo e
expressdo desses marcadores de morte durante as fases aguda e cronica. E descrito que
células T CD8" expressam o CD95L apenas apods a ativagio (BOSSI; GRIFFITHS,
1999). Logo, sugere-se, com os dados obtidos neste estudo, que essas células
permanecem ativadas mesmo na fase cronica da infeccio. As células T CDS8" sdo
capazes de expressar ambos os marcadores Fas/ FasL e nesse mecanismo matar umas as
outras, denominadas fratricidas, e eliminar células efetoras irmas durante a fase final de
uma resposta imune (SHRESTHA; DIAMOND, 2007; WISSINGER, 2019). Esse
mecanismo fratricida pode estar acontecendo nessa infeccdo, ja que a coexpressdao
desses marcadores esta evidente nas duas fases da infeccdo por CHIKV. Além disso, o
aumento da expressdao de CD95 (Fas) foi observado apenas na fase cronica da infecgao,
demonstrando que essa expressao pode ser um efeito celular tardio.

Em relagdo a modulagdo da expressio do CD95 em células T CD8" tratadas com
a Riparina III houve um aumento da expressdo desse marcador no grupo agudo em
relagdo ao controle, tendo em vista que esse marcador quando expresso na célula T
citotoxica atua em um mecanismo fratricida, pode-se sugerir que a Riparina III pode
estar colaborando para esse mecanismo em células infectadas por CHIKV em fase
aguda, dessa maneira levando a diminui¢ao do numero, bem como da atividade desses
linfécitos efetores, sugerindo uma atividade anti-inflamatoéria indireta.

Na modulagio do CD95L em células T CD8" do grupo tratado, a Riparina III
manteve os niveis de expressao desse marcador na fase aguda em relag@o aos individuos
controle e atuou diminuindo a expressdo de CD95L nas células da fase cronica em
relacdo ao agudo, levando a expressdo desse marcador a nivel semelhante aos dos
individuos saudaveis. Essa diminui¢ao de expressao de FasL na fase cronica modulado
pela Riparina III pode estar relacionado a diminui¢do da atividade efetora dessa célula,
que s6 foi observada na fase cronica da doenga. Em relagdo a modulagdo da

coexpressao de CD95/CDI95SL a Riparina III manteve os niveis de coexpressao
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semelhante ao perfil ex vivo. E aumentou a coexpressao apenas nos individuos
saudaveis tratados em relagao ao ex vivo.

Estudos demonstram que a auséncia de células T CD8" em tecido sinovial pode
contribuir para a persisténcia de CHIKV (HOARAU et al., 2010). Aqui demonstramos
que células T CD8" apresentam papel importante na infecgdo por CHIKV e nossos
resultados sugerem que essas células tém funcdo inflamatdria na circulagdo sistémica,
principalmente na fase aguda da infec¢@o, e que a Riparina III ¢ uma molécula que ¢
capaz de modular fenotipicamente essas c¢lulas de maneira anti-inflamatoria.

A ACh ¢ amplamente conhecida como um neurotransmissor em ambos o0s
sistemas nervoso central e periférico em espécies de mamiferos. Porém, nos ultimos
anos, a via colinérgica ndo neuronal tem sido estudada (FUJII et al., 2017). Tanto
receptores muscarinicos quanto nicotinicos da ACh foram identificados em linfécitos
isolados do timo, linfonodo, bago e sangue periférico, e sua estimulagdo por agonistas
muscarinicos e nicotinicos provoca uma variedade de efeitos funcionais e bioquimicos
(KAWASHIMA; FUIJII, 2000; FUJII et al., 2017). O estudo do comportamento da
célula T CD8" na CHIKV e sua imunomodulacio frente agonista nicotinico
PNU282987, antagonista nicotinico MLA, antagonista muscarinico Atropina, bem
como a Riparina III em células T CD8" de pacientes infectados com CHIKV em fase
cronica e individuos saudaveis estudado neste trabalho, visou investigar o possivel
envolvimento desses receptores em mudangas fenotipicas que poderiam ser
desempenhadas por essas células frente aos tratamentos com essas drogas.

Diante dos experimentos de citometria de fluxo realizados demonstrou-se neste
estudo que nenhuma das drogas utilizadas foi capaz de modular mudangas na expressao
fenotipica de linfocitos T CD8" nem em individuos saudaveis e nem em pacientes com
infeccdo cronica em comparagdo ao grupo sem o tratamento com as drogas. Zimring e
colaboradores em 2005 ao analisarem camundongos knockout para os mAChR (M1-
M5) demonstraram um defeito na diferenciagio inicial de linfécitos T CDS8" citotoxicos
na auséncia do receptor M1. Mais tarde, esse mesmo grupo nao observou defeito na
expansdo de células T CD8" em camundongos knockout para os mAChRs M1 e M5,
infectados com o virus da coriomeningite linfocitica ou virus da estomatite vesicular.
Isso sugere que os mAChRs M1 e M5 nido estdo envolvidos na imunidade antiviral
(VEZYS et al., 2007, KAWASHIMA et al., 2012; FUJII et al., 2017). Esse dado leva-

nos a inferir que a modulagdo anti-inflamatoéria demonstrada pela Riparina III ndo esta
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relacionada com o envolvimento dos receptores colinérgicos, ou ainda esses receptores
nesses linfocitos T CD8" ndo estariam envolvidos na resposta antiviral.

Além disso, estudos demonstram que células T CD4" ndo estimuladas expressam
RNAm para Colina Acetiltransferase (ChAT) enquanto células T CD8" ndo estimuladas
nao expressam o RNAm ChAT. A expressao de RNAm foi aumentada nas células T
CD4" na presenca de fitohemaglutinina (PHA), que ativa as células T através das vias
mediadas pelo receptor de células T (TCR/CD3), mas ndo houve expressdo em células T
CDS8" igualmente estimuladas (FUJII et al., 2003), demonstrando a deficiéncia da ChAT
e sintese da acetilcolina por esses linfocitos mesmo quando ativados.

Apesar do papel dos linfocitos T CD8" e da Riparina III ndo ter sido
correlacionada com acdo em receptores colinérgicos neste estudo, nossos dados
fornecem pela primeira vez novas informagdes sobre o funcionamento ¢ competéncia
das células T CD8" na infecgdo por CHIKV e sugerem que a modulagdo do perfil de
expressdo nas células T CD8" difere entre as fases da doenga. Ademais, a Riparina ITI
demonstrou um notdvel papel imunomodulador anti-inflamatorio nesses linfocitos, o
que a torna uma molécula promissora como alvo para investigacdes futuras e possivel

atuacao como droga imunomoduladora na CHIKD.
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7. CONCLUSOES

Os dados demonstrados neste trabalho nos permitem concluir que a infecgao
pelo CHIKV gera uma forte resposta imune celular desempenhada pela ativagdo de
linfocitos T CD8" por mecanismo de ativacdo, expressio dos receptores de morte e
papel citolitico na fase aguda da doenca, demonstrando o papel destas células no
combate a infeccdo e participacdo no desenvolvimento dos sintomas descritos nessa
fase.

Conclui-se também que esses linfocitos produzem tanto na fase aguda quanto
cronica da doencga altos niveis de IL-17A, citocina chave encontrada na artrite, e pode
ter um papel importante no desenvolvimento de sintomas articulares na fase aguda e na
manutengao desses sintomas na fase cronica da infecgao por CHIKV.

A Riparina III tem papel imunomodulador anti-inflamatério na expressao de
citocinas e indiretamente na expressdo de marcadores de morte envolvendo linfécitos T
CD8" na infeccdio por CHIKV. Essa molécula modulou negativamente os niveis de IL-
17A na fase aguda da infec¢do. Além isso, a Riparina III aumentou os niveis de
expressao de IL-10R, o que permite o aumento interacdo da IL-10 com seu receptor,
afirmando o papel anti-inflamatdrio dessa molécula. Resultados de modulacao de IL-10
e IL-10R precisam ser mais profundamente estudados. Ademais, essa molécula também
foi capaz de modular negativamente os niveis de expressdo de INF-y de maneira
independente da doencga.

Logo, a Riparina III, uma droga isolada da Aniba riparia, demonstra um efeito
imunomodulador anti-inflamatério nos linfocitos T CDS" em pacientes infectados com
CHIKYV na fase aguda da doenga.

Também se pode concluir que a modulacao anti-inflamatoria evidenciada pela
Riparina III ndo estd relacionada com o envolvimento dos receptores colinérgicos, ou

ainda esses receptores ndo estariam envolvidos na resposta antiviral.
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Here, we analysed CD8" T lymphocytes from patients in the acute and
chronic phases of chikungunya disease (CHIKD). Our results demonstrate
that CD8" T cells expressed higher ex vivo granzyme B, perforin and
CD107A expression in patients in the acute phase of CHIKD compared
with healthy individuals and higher ex vivo expression of CD69, inter-
leukin-17A, interleukin-10 and CD95 ligand, and co-expression of CD95/
CD95 ligand. These results elucidate the importance of these lymphocytes,
demonstrating immune mechanisms mediated in human chikungunya
infection.
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accompanied mainly by fever, muscle pain, skin rash,
myalgia and arthralgia, which usually decrease after 7-
Chikungunya is an acute self-limiting disease characterized 10 duys.l: In some individuals, this illness can develop
by a number of symptoms, induding acute inflammation into chronic disease.” It occurs when infected individuals

Introduction

Abbreviations: CHIKD, chikungunya disease; CHIKV, chikungunya virus; IL-10R, interleukin-10 receptor
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experience an incapacitating arthralgia, which often
includes signs of joint inflaimmation and tenosynovi-
tis, that persists for months or years after the acute
phase.*™®

Acute chikungunya virus (CHIKV) infection generates
a strong immune response that is capable of eliminating
circulating infectious virus, but the immunobiology of
chronic disease is still not well understood.*” T and B
lymphocytes and dendritic cells derived from monocytes
are not susceptible to CHIKV infection, and their role in
killing infected cells or possibly in the pathogenesis of the
disease remains to be established.®”

CD8 T cells have an important role in virus infection
and some authors have shown that CD8" T cells are
involved early in CHIKV infection in humans'® and have
been detected in blood samples = 7 weeks after infec-
tion."" However, investigations of CD8" T cells’ role in
mechanisms regarding chikungunya disease (CHIKD) and
rheumatic disorders have been limited, mainly by the dif-
ficulty of establishing relevant and accessible models to
study the disease.

Here, we evaluate the expression of cytotoxic molecules
and cytokines in CD8™ T cells in individuals infected by
CHIKV with acute and chronic disease. Apoptosis mark-
ers were also included to better characterize the expres-
sion profile of CD8™ T cells. Our results demonstrate that
CD8™ T cells have higher cytotoxic molecule expression,
mainly in individuals with acute CHIKD. Analysis of
cytokines and apoptotic molecules has also demonstrated
that some of these molecules are expressed in an
increased manner in both phases of the disease. Our data
provide for the first time new insights into the functional
competence of CD8" T cells and suggest that modulation
of the expression profile in CD8" T cells differs between
the acute and chronic phases of CHIKD.

Materials and methods

Blood samples from patients infected with CHIKV were
obtained from the Lauro Wanderley University Hospital,
in the city of Joao Pessoa-Brazil. Infected patients were
assigned to acute or chronic groups based on the observa-
tion of clinical symptoms of CHIKV infection, such as
polyarthralgia, and associated symptoms (high fever, rash,
swelling), to enable the evaluation of the long-term and
short-term mechanisms involved in the pathophysiology
of CHIKV infection. Clinical and biological examinations
and blood sampling were performed in patients with
symptoms ranging from 2 to 7 days (acute phase) and
from 6 to 12 months (chronic phase). Informed consent
was obtained from patients with CHIKV infection and
from healthy volunteers (hospital staff) from the same
local medical hospital. We recruited acutely and chroni-
cally infected individuals who were positive for CHIKV
on polymerase chain reaction. Acute group (n=4),

chronic group (n=6) and healthy individuals (n = 6)
were evaluated. Viral RNA extractions were obtained
from whole blood or serum samples using the QIAmp
Viral Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, Spain) following
the manufacturer’s predetermined protocol. RNA was
analysed by quantitative polymerase chain reaction to
detect CHIKV.'? All samples were kept at —80° until the
study was started. This study was approved by the
MNational Commission of Ethics in Research (Certificate
number CAAE: 59833416.6.0000.5183).

Whole blood was collected from individuals and pro-
cessed immediately for ex vivo analyses by flow cytometry.
Leucocytes obtained from erythrocyte lysis (BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA) were then stained with
extracellular anti-CD8, anti-CD69, anti-interleukin-10
receptor (IL-10R), anti-CD107A, anti-CD95 and anti-
CD95 ligand (CD95L) antibodies (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA). For intracellular cell markers, cells were
incubated with brefeldin-A (Sigma Aldrich, St Louis, MO,
USA) for 4 hr and then stained with anti-perforin, anti-
granzyme B, anti-IL-17A, anti-IL-10, antibodies (BD Bio-
sciences, San Jose, CA, USA). At least 50 000 gated events
were acquired for later analysis using a FACS CANTO 1II
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and analysed using
FlowJo software version 10.4 (TreeStar, Ashland, OR,
USA). Statistical analysis was performed using GraruPap
Prism, Inc. Software (Version 7.0; GraphPad, La Jolla, CA,
USA) by Mann Whitney test, significance was set at
P < 0-05.

Results

Percentage of CD8" T cells was assessed (Fig. 1a) and no
alteration was observed in CD8" levels of patients with
either acute or chronic CHIKV infection compared with
the control group. CD69 activation marker was evaluated
(Fig. 2a), and CD8™ T cells of acute and chronic patients
showed an increased expression of this marker in relation
to the control individuals, demonstrating activation of
these lymphocytes upon CHIKV infection. While evaluat-
ing the exocytosis mechanism of CD8" T-cell cytotoxic
proteins, the CD107A expression was found to be up-
regulated (Fig. 1b) in patients with the acute disease
compared with control individuals; this is an important
molecule in the cytotoxic synapse that coordinates the
exocytosis of granzyme B. Similarly, there was an increase
in granzyme B expression (Fig. 1c) in patients with acute
and chronic disease and an increase in the expression of
perforin (Fig. 1d) in patients with acute disease in rela-
tion to healthy individuals.

The levels of IL-17A  expression (Fig. 2b) were
increased in acute CHIKD, and this phenomenon was
sustained during the chronic phase, with high expression
of this molecule compared with healthy individuals; how-
ever, there was a decrease in comparison with the acute

@ 2018 John Wiley & Sons Ltd, Immunology
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phase. Expression of IL-10 was increased in patients with
CHIKV infection, in both acute and chronic phases.
Regarding IL-10R, lower expressions levels were demon-
strated in patients with acute CHIKD compared with
controls. The cell death induction pathway, CD95/
CD9L, on CD8" T cells was also investigated (Fig. 3);
there was increased expression of CD95 in the chronic
phase, increased expression of CD95L in both acute and
chronic phases, and an increase in the co-expression of
CD95/CD95L in both the acute and chronic phases of
CHIKV infection.

Discussion

CD8" T cells in particular are responsible for killing
virus-infected cells by inducing cytolytic mechanisms as
well as for producing a variety of antiviral factors;> how-
ever, the characterization of immunological mechanisms
involved in CHIKD is not yet well known.” Activation of
naive CD8" T cells induces a development programme
that stimulates effector and memory cell proliferation and
differentiation."” Effector CD8" T cells exhibit activated
functions, such as cytotoxicity and cytokine production,
that favour elimination of virus.” Although no difference
was observed in the percentage of CD8™ T cells in periph-
eral blood of acute and chronic patients in relation to
healthy individuals (Fig. 1a), analysis of the CD69 expres-
sion, an early activation marker for CD8" T cells,

CD8 T-cell in chikungunya infection

demonstrated an increased CD8" T-cell activation in both
acute and chronic disease (Fig. 2a), corroborating previ-
ous results observed in humans in the acute phase of
infection.'® However, CD8" T-cell activation drops con-
siderably in patients with chronic disease when compared
with acute disease, even though activation is still higher
than in the control group, demonstrating that these cells
may still participate in the immune response during the
chronic phase of the disease.

There are two major pathways by which CD8" T lym-
phocytes mediate cytolytic activity against target cells:
release of cytolytic granules through exocytosis and the
granule-independent pathway, which consists of binding
to death receptors in target cells.'* Secretory effector lyso-
somes are characterized by a specific set of membrane
and luminal protein markers, including CD107. We
demonstrated that there was an increase in CDI107A,
granzyme and perforin (Fig. 1b,c,d) expression in CD8"
T lymphocytes in patients with acute CHIKD when com-
pared with controls. These results allow us to suggest that
CD8" T cells mediate cytolytic activity against CHIKV-
infected cells in these patients. However, patients with
chronic disease did not present increased expression of
these proteins compared with healthy controls, demon-
strating that these mechanisms are not maintained in
later stages of the disease.

Chikungunya virus was capable of activating the two
CD8" T-lymphocyte activation pathways as revealed by
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investigation of the death receptors. The expression of
CD9Y5L and the CD95/CD95L co-expression was observed
in both phases of the disease, demonstrating their impor-
tance in the elimination of virus during the acute and
chronic phases (Fig. 3). As CD8" T cells only express
CD95L after activation,'® we can propose that these cells
remain activated even in the chronic phase of the disease,
so they may also be involved in CHIKD’s chronicity
mechanism. Strong immune cell activation drives the ini-
tial antiviral response and may lead to T-cell exhaustion,
and this has been linked subsequently to the viral persis-
tence observed in the chronic phase.'®

In an animal model infected with CHIKV, CD4" T and
CD8" T lymphocytes were found in infiltrate from
inflamed joints, whereas other animal studies have pro-
posed that CD4", but not CD8", T lymphocytes, perform
a significant role in the severity of joint inflammation.’
Others demonstrated that the absence of CD8" T cells in
synovial tissue may contribute to the persistence of
CHIKV.'® CD8" T cells play important roles against viral
infection, and our results suggest that these cells have an
immunomodulatory function in the systemic circulation
of CHIKV.

It is well established that just like CD8" T cells, other
immune cells can synthesize and produce IL-17A cyto-
kine. The secretion of IL-17 by CD8" T cells has been
described in several human inflammatory illnesses.'”'®
This cytokine has been a relevant target of many studies
involving inflammatory diseases, like rheumatic and joint

inflammation.'? In this study, we observed that CD8" T
lymphocytes from patients in the acute phase of disease
had a significant increase of IL-17A cytokine (Fig. 2b)
production in relation to the control and chronic groups.
Patients in the chronic phase, who are still afflicted with
the arthritogenic symptoms, also presented high levels of
IL-17A (Fig. 2b) in relation to the control. These data
suggest that CD8" IL-17-producing T cells may be
directly involved in joint symptoms and contribute to the
establishment of CHIKV-induced arthritis, as well as in
the persistence of this condition in patients who are
chronically affected.

Interleukin-10 is a regulatory cytokine that has anti-
inflammatory properties and develops an important role
in controlling host immune responses to pathogens. It
acts by preventing the damage caused by an exacerbated
inflammatory response and by maintaining tissue home-
ostasis. Immunopathologies in response to infections and
the development of autoimmune diseases are associated
with dysregulation of IL-10."® Increased IL-10 expression
by CD8" T cells was observed in the acute and chronic
phases of CHIKD (Fig. 2c), which can be explained by a
mechanism of compensation for the high activation pro-
file of CD8" T cells. On the other hand, the expression of
IL-10R (Fig. 2d) was decreased in the acute phase when
compared with the control group. Persistence of antigen
and viral RNA in synovial tissue was demonstrated in
patients with chronic arthralgia, and viral persistence was
associated with the expression of interferon-z, IL-10 and

© 2018 John Wiley & Sons Ltd, Immunology

117



R

CD8 T-cell in chikungunya infection

o

60 5 60 -
@ =2
: £
+'é 40 g 40- )
8 ) . ) S —
= ¥ 1 = *
8 20 2ol ! '
o 3!
=
0- 0 . =4
Control Acute Chronic Control Acute Chronic
Ex vivo Ex vivo
Figure 3. Higher frequencies of CD8" T cells (€
expressing CD95, CD95 ligand (CD95L) and co- %’ 60 it
expression of CD95/CD95L are found in i
patients with acute and chronic chikungunya *o —_
disease (CHIKD). Percentage of CD95 (a), 8 40
CD95L (b), CDY5/CDY5L (c) from healthy indi- 5 —_
viduals (white bars), acute phase patients (black §
bars) and chronic phase patients (striped bars) % 201 =
was measured ex vivo. Bars represent the =
mean =+ standard error for each group. Means 3
were compared using Student’s ¢-test and differ- m 10 T T
ences were considered significant when SRS sl
P < 0:05. *P < 0-05 and **P < 0-005. Exvivo

CCL2.'® However, the viral persistence was not associated
with inflammatory cytokines, such as interferon-y,
tumour necrosis factor- and IL-14."® For the establish-
ment of chronic CHIKD, silencing mechanisms of the
inflammatory response appear to be involved. Down-reg-
ulation in inflammation during the acute and recovery
phases or absence of anti-inflammatory responses play
major roles in the development of chronic arthralgia or
arthritis in these patients.” The decrease of IL-10R expres-
sion in acute CHIKD CD8" T cells suggests an anti-
inflammation silencing mechanism, which may promote
the development of chronic arthralgia, as the
immunomodulatory effect of IL-10 starts with its binding
to IL-10R.*

All these results are important in the field of T-cell
immunity of human CHIKV infection. However, other
studies are needed to aid in the elucidation of how gen-
der and aging may influence the immune response in
infectious diseases. A recent review showed important
points related to several age-dependent differences that
could influence disease severity and host recovery in
alphavirus infection.”!

In summary, our data demonstrate for the first time
the role, and putative mechanisms, of CD8" T lympho-
cytes from CHIKV-infected patients in the acute and
chronic phases of infection. Expression of markers
demonstrated that the cytolytic exocytosis mechanism is
activated in this pathology, indicating the ability of these
cells to eliminate CHIKV. The decrease of IL-10R may
allow viral persistence and IL-17A may be the key cyto-
kine in the development of joint symptoms in the acute

© 2018 John Wiley & Sons Ltd, Immunology

phase of infection and in the maintenance of these symp-
toms in the chronic phase. Our data confirm that acute
CHIKV infection generates a strong immune response
and suggest the important role of the CD8" T lymphocyte
towards virus clearance in the circulation, mainly by
mechanism of activation and cytotoxicity. In addition,
these lymphocytes appear to participate in the clinical
conditions observed in the disease through the produc-
tion of IL-17A, the key cytokine found in arthritis.'?
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ABSTRACT

The symptoms of the chikungunya disease (CHIKD), especially in the acute phase, are
justified by the presence of proinflammatory cytokines, which shows the strong
participation of the immune system in the establishment of this disease. We aimed to
investigate the role of Ripann Il in the immunomodulation of CD8+ T lymphocytes from
patients infected with chikungunya wvirus (CHIKV) in acute and chronic phases of
disease and compare them with healthy individuals. Our results demonstrated that
Riparin Il reduced the levels of IL-17a and INFy expression in the acute phase of
CHIKD and in healthy individuals. In relation to IL-10R, Riparin I positively modulated
the expression of these receptors in CD8+ T lymphocytes, implying in an increase of
IL-10R expression only in patients in the acute phase. Thus, here we demonstrate that
Riparin lll, a drug isolated from Aniba riparia, has an immunomodulatory effect in CD8+
T lymphocytes in vitro, mainly in the acute phase of the disease.

Key words: Inflammation; Riparin; Cytokine

1. INTRODUCTION

Cytokines play a crucial role in physiological and autoimmune conditions of the
immune system, as well as in processes of defense against invading pathogens [1]. In
some cases, the elimination of the pathogens is only partial, and virus or viral antigen
remain in the body of the individual for a long period and promote development of
chronic symptoms. In this context, Chikungunya disease (CHIKD) has an expressive
symptomatology in the acute phase, characterized mainly by severe arthralgia, which
can progress to arthritis in the chronic phase [2]. Viral antigen and RNA may remain for
up to 18 months in the synowvial tissue of patients with chronic arthralgia after
chikungunya virus infection (CHIKV) and this persistence has been associated with an
increase in Interferon a (IFN-a), and proinflammatory cytokines [3]. Besides symptoms
such as arthralgia, myalgia, fever, nausea and headache, edema is also wvery
pronounced in this disease, which is related to increased IL-6 levels due to the activity
of macrophages and Matural Killer cells (MNK), as well as other proinflammatory
mediators [4].

122



Currently there are no specific treatments for CHIKVD, so non-steroidal anti-
inflammatory (NSAIDs) and corficostercid drugs are used to attenuate the symptoms of
the disease. Both classes of drugs have several side effects including severe gasinc
ulcers and renal failure [5]. Thus, it is important to investigate drugs that may inhibit the
pathelogical mechanism of CHIKV, especially the inflammatory mechanisms that are
related to the seventy of the disease.

Biclogically active substances have great potential in immunomodulatory
activity. Riparin has been described as a significant anti-inflammatory substance [6].
Riparn I, II, IIl and IV are alkamides isolated from Aniba rpara and have known
several biclogical effects such as antimicrobial and antimalarial [7,5].

Here we evaluated Riparn Il and modulation of the cytokines IL-17a, IL-10,
INFy, in addition to the IL-10 receptor (IL10R) and CDE9. Our results demonstrated
that Riparin Ill, in the acute phase, is able to decrease the expression of IL17a and
INFy and increase the expression of IL10R in CD8* T cells, thus being considered a
molecule capable of immunomodulation of CDE* T cell responses.

2. MATERIAL AND METHODS

Infected patients from Jodo Marsicano Maternal Children's Hospital — Bayeux-
PB, Prompt Care Unit of Christ the Redeemer and Lauro Wanderley University
Hospital, in the city of Jodo Pessoa- PB- Brazil, were assigned to the acute or chronic
groups based on the observation of clinical symptoms of CHIKV infection such as
polyarthralgia and associated symptoms (high fever, rash and swelling). Clinical and
laboratory examinations were performed in adult patients older than 18 years with
symptoms lasting from 2 up to 7 days (acute phase) and from 6 up to 12 months
(chronic phase). Acutely infected individuals who were positive for CHIKV by
polymerase chain reaction were recruited. Acute group (n = 4), chronic group (n = 8)
and healthy individuals (n = 9) were evaluated.

For PCR tests, viral RNA extractions were obtained from whole blood or serum
samples using the QlAmp Viral Mini Kit (Qiagen Inc., Valencia, Spain) following the
manufacturer's predetermined protocol. RNA was analyzed by quantitative polymerase
chain reaction to detect CHIKV (MINMER. et al_, 2015). All samples were kept at -80°
until the study was started. This study has been camed out in accordance with The
Code of Ethics of the Word Medical Association (Declaration of Helsinki) and was
approved by the National Commission of Ethics in Research (Certificate number
CAAE: 59833416.6.0000.5183), and Informed agreement document was obtained from
patients with CHIK) infection and from healthy volunteers.
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Whole blood was collected from individuals and leucocytes were obtained from
erythrocyte lysis (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The wide biological activity of
the Riparins and some preliminary tests led us to choose Riparina Il for this research.
Leucocytes were immediately processed for flow cytometry (untreated) or were
previously tfreated with Riparin Il in the concentration of 34pM for 16 hours and
analyzed by flow cytometry. Leucocytes were marked with extracellular anti-CD8, anti-
CD&9, anti-interleukin-10 receptor (IL-10R) antibodies (BD Biosciences, San Jose, CA,
LISA). For intracellular cell markers, cells were incubated with brefeldin-A (Sigma
Aldrich, St Louis, MO, USA) for 4 hr and then marked with anti-IL 10, antilL10R, anti-IL-
174, anti-INFy antibodies (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). At least 50,000 gated
events were acquired for later analysis using a FACS CANTO Il (BD Biosciences, San
Jose, CA, USA) and analyzed (Figure 1A) using FLOWJO software version 104
(TreeStar, Ashland, OR, USA). Statistical analysis was performed using GRAPHPAD
PRISM Inc. Software (Mersion 7.0; GraphPad, La Jolla, CA, USA) by Student’s t-test,
significance was set at P < 0.05.

3. RESULTS

CDBY activation marker was evaluated (Figure 1B) and cells treated with
Riparin |ll increased this marker in CD8* T cells compared to the healthy individuals.
Ripann Il treatment decreased the levels of IL17a expression (Figure 2A) in acute
CHIKD and downregulated the expression of INFy in acute and chronic phase, as
shown in figure 2B. Regarding IL-10R. (Figure 2C), Riparin lll negatively modulated the
expression of these receptors in CD8* T lymphocytes obtained from heathy individuals
and positively from patients in the acute phase of the disease whereas no effect was
observed In lymphocytes obtained from patients in the chronic phase. Finally,
observing the involvement of Riparin Il in medulation of IL10 (Figure 2D), a positive
regulation of IL10 expression was observed in healthy individuals, but not in CHIKV-
infected individuals.

4. DISCUSSION

Recently, immunomeodulatory mechanisms have been investigated as targets
for treatment of diseases [B]. In this study it was possible to demonstrate the
modulation of cytokines expression by CD8*T cells mediated by Riparin lIl. CDE9 is a
membrane-bound type Il CHectin receptor and an early marker of lymphocyte activation
due to its rapid appearance on the surface of plasma membrane after stimulation.
CD69 regulates the differentiation of regulatory T (Treg) cells as well as the secretion
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of IFN-y, IL-17a, and IL-22 [9]. Riparin lll increased the activation response in healthy
individuals, by increase of activation marker CDE9 in CD8" T lymphocytes (Figure 1B).
On the other hand, there was no increase in expression of this marker in CD&* T cells
of patients infected with CHIKV, and this mechanism can be associated with an anti-
inflammatory regulation mechanism triggerad by Riparin 1l

It is well established that CDB" T cells can also produce and express IL-17a
[10]. The high expression of IL17 family-cytokines is related with induction of a strong
inflammatory response associated with protection against pathogen invasion [11].
Though, in addition to the protective role, this cytokine contributes to the tissue
destruction that occurs in chronic inflammatory diseases such as rheumatoid arthritis
[12, 10]. In CHIKY infection, chronic symptoms are closely related to symptoms of
rheumatoid arthritis and IL17a has been investigated as the protagonist in this action.
IL-17 cytokine is characterized as a promising therapeutic target, as well as the IL-17-
THIT (T helper cell 17) pathway, including IL-17a cytokine, since it can act as a co-
adjuvant together with the drugs already used for inflammatory disorders [13]. Here, we
have demonstrated that Ripann Il was able to decrease the expression of IL-17a in
CD&* T cells (Figure 2A). In view of the above, this molecule has an anti-inflammatory
effect in CD8* T cells in chikungunya disease, which allows further studies to its use in
immunotherapeutic  context of controling IL17  levels and, consequentially,
inflammatory effects in CHIKD. In addition to the decrease of IL-17a expression,
Riparin Il was also able to reduce INFy expression (Figure 1B) in lymphocytes
obtained from patients in the acute phase and from healthy subjects. Although
INFy expression values were not altered in CHIKV infection, decreasing expression of
this cytokine, even in healthy individuals, coroborates with the description of an anti-
inflammatory modulating effect of this molecule in a disease-independent way.

A significant decrease of CD8* T cells in the synowial fluid of Patients in chronic
phase of CHIVD has been described and may be related to the viral persistence in
patients who progress to the chronic phase of the disease [3]. In addition, it was
demonstrated that PBMC and synovial fluid from patients with chronic CHIKY infection
expressed anti-viral type | INFs; and in tissue and synovial fluid biopsies, inflammatory
cytokines such as TNFa, IL1p and INFy were not found [3]. The absence of increased
INFy expression by CD8 + T cells in peripheral blood in patients infected with CHIKV,
as we demonstrated in this work, can be explained as a possible absence of
inflammatory cytokine expression by these cells in the chronic phase, as observed in
the aforementioned study.

We have demonstrated that Riparin Il is able to modulate CD8* T lymphocytes
by increasing IL10 expression in lymphocytes from healthy subjects. However, IL10 is
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also related to CD8" T lymphocyte responses [14] and IL10 / IL10R deficiency
generates a failure in CTL immune surveillance [15]. Therefore, the increase in IL10
observed in lymphocytes from infected patients without Riparin [l can be considered a
response of these CHIKY infected cells, thus Ripann Il modulates the production of
IL10 only in healthy individuals. Once that IL10R expression was modulated by Ripann
Il and caused increased IL10R expression in CD8* T cells from patients in the acute
phase of the disease, increased IL10 uptake by IL-10R increase may be related to
decreased IL17a and, therefore, a further moderate inflammatory response in the
chronic phase of disease. As the immunomodulatory effect of IL-10 begins with its
binding to IL-10R, this increase can justify the immunomadulatory role of Riparin I,
reassunng the anti-inflammatory role of this drug.

5. CONCLUSION

Modulation of immune responses has been, in recent years, a new altemative for
the treatment of chronic and autoimmune inflammatory diseases. Recently a re-
emergence of the CHIKV infection has led to an infection of many individuals, and the
inflammatory arthntogenic symptoms characteristic of the disease decrease the quality
of life, and often incapacitation, of the patients. Unfortunately, the drugs used to
attenuate the symptoms are relatively toxic and may cause other health problems.
Here we demonstrate that Riparin Il has an immunomodulatory capacity involving
CD8* T lymphocytes, in vitro trials, mainly in the acute phase of the disease. Additional
research strategies, especially regarding other types of immune cells should be
performed to confirm the role of this drug in the chronic phase of the disease.
Lnderstanding the role of this drug is highly important, once it brings a new perspective
in developing a more effective treatment for CHIKD.
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Anexo II- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE BIOTECHOLOGLA
DEPARTARMENTO DE BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Avaliacio da resposta imune humana inata e adaptativa nas arboviroses:
Correlacio entre mecanismos celulares e prognostico na infecclio pelos wirus Zika,
Chikungunya e dengue

Pesguisadora: Tatjana Keesen de Sauza Lima

I. Esclarecimentos

Estamas comvidando voce para participar como woluntdcio de pma pesguisa sobre a Jika, Chikungunya
e Dengue, que s3o doencas causadas por um micraorganisme [micrabio) transmitida para o ser humano através
da picada do mosquita, gue e chama dedes gegpotl. Nosso objetivo com essa pesquisa & avaliar parque pxistem
pessaas que ficam mais dosntes gue as autras quando @etio com essas doencas & comparar a diferenca entre
elas; por exempls, algumas podem ter hemorragia (sangramenta intenso] no caso da dengue, dores articulares
mais fortes na Chikungunya & manchas avermelhadss parecidas com alergia no caso da rika Qutras pessoss
apresentam a dosnca apenas com sintamas leves como febre, dores musculares, dor de cabeca, entre autros,
gue padem confundir o diagndstice, por serem muito parecidas. Para igte, vamos realizar om estudo do seu
sistema de defeca {imunaldgical, no qual serio analisadas as células que <50 capazes de defender o organisma
contra o microarganismo gue causa a 2ika, & Chikungunya e a dengue.

Caso aceite participar do estudo woc® fard uma consulta médica & deverd permitir a realizaciao da
coleta do seu sangue. Além disto, vood deverd autorizar o nasso acesso & sua ficha madica, para que possamos
coletar informagdes sobre o estada atual da sua doenca @ os resultades dos exames realizades. Vacd também
dewverd responder um questionario a respeito da sua sande. Quando vood sstiver respondenda eise guestiondrio
s alguma pergunta lhe causar constrangimento wocd poderd deicar de respondé-la. Esses procedimentos s
justificam pelo fato da avaliagdo médica, as informagdes acerca do seu ectado de saode & também das
informagies que constardo na questiondcia, nas peemitic inclui-lo no grupo de pessoas dosntes ou saudieeais,
visando umia correta distribuicia @ andlise dos resultados abtidos.

Wamas a seguir, explicar a vool para que utilizaremos o material bioldgioo @ as riscos e desconforto gue
piderdo axistir.

Todos os procedimentos estardo de acordo com as Resolugies do Conselha Macional de Sadde. Com
sua permissdo serds colstadas, por uma pessoa devidamente treinada, sproximadamente 15 mbL do seu sangue;
utilizando material actéril & dascartivel. O rispos o desconfartos gue weol correrd nesss oaleta <56 minimas &
poderdo ser desmaio, sangramentos, manchas arroxeadas ou infecc3o no local da coleta, Entretanto iremos
minimizar estes risces com cuidados na realizacio dests pracedimenta, que <85a & limpesza no local da caleta
através da utilizagio de dlcond & presionando & regido do brage onde Foi feita a coleta com algodda par alguns
minutas, apds a retirada da agulha. Com o sangue coletado iremos realizar um ecame das células do seu
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samgue (hemograma), para determinar se voc tem anemiz Uma parte do seu sangue serd armazenada a uma
temperatura gue permita @ conservagio das oflulas em um equipamento direcionado pars esss fim, A outra
parts do seu sangue iremas utilizar para estudar seu sistema de defesa (Sistema imunclégice), comoe também
faremos uma andlise para confirmar se epcd tem Zika, Chikungunya ou Dengue. Além dissa, serd realizado o
estudn Farmacolbgica da riparing, uma substdncia Solada de uma planta, gue quando colocada @m contato com
o seu sangue poderd atuar de maneira pasitiva, ativando o seu sistemna de defess a combater melhor ainfecgio.
Csga abordagem permitird a proposic3a futura de novas estratégias de diagnostios e tratamenta & associacdes
terapéuticas, visando & melharia da gualidade de vida dos portadores dessas doencas. Spis a realizacio dos
ensains seu material bioldgico serd descartado.

Cam a sua autorizagdo, uma parte do material biclégice, o gue foi acondicionade de maneira sdeguada
para manutengio das células, werd envizda para outro pai [Inglaterra), onde o pesquitadores de 1§ fardo
estudos de substdncas no sangue gque podem influenciar na resposta do seu sistema de defesa (imunolagical.
Apds a realizagio dos ensaios teu material biologico serd descartada.

Sua participacia & voluntaria, o gue significa que vocé poderd desistic a qualguer momenta, retiranda
seu consentimentn, para a guarda & utilizagio do material biologico sem que isso The traga nenhum prejuiza au
penalidade. Para erradicar quakjuer risco de varamentas dados dos prontudrios & guestiondrios aplicades serio
puardados em local seguro, conhecido apenas pela equipe brasibeira envalvida na pesguisa. & amastra serd
armarenada como biorepasitdrio, gue & um tipo de armarenamenta das suas amostras, somente no tempo de
execucio deste projeta. Também garantimos gue, o sed sangue gue ind para Inglaterrs, serd utilizado apenas
para este sebeda—e @m seguida, descartados.

Todas o seus dadas serda confidenciais & colocados de maneira andnima por devida codificagio dos
sews dados JARBXX) Todas & informacdes do seu prontudrio @ guestiondrios serdo depasitadas em um banca
de dadas |drive), cuja senha S0 terd acesso of pesquisadores envalvidas. 50 apos ewsa cadificagia @ que o seu
material bioldgico serd encaminhado & Inglaterra. Garantimos que todas as informaches abtidas serdo sigilosas «
seu nome ndo serd identificado em nenhum mamento. 0% dados serdo guardados @m local seguro e a divalgacio
dos resultades serd feita de forma a ndoe identificar as voluntarios, Também & importants assegurar que casa
vace tenha interesse nas resultadas de exames @ dia pesquisa basta salicitar ao pesquisader responsdvel.

0% beneficios da sua participacio nesta pesguiss 8o gue wacd estard contribuinde para um melhor
entendimento da doenga, & com estudas gue padem trazer & descoberta de novos tratamentos &/ou cuk—
Diessa manaira, contribuinda com a cigncia @ & comunidade & sua walta.

Sua participagio nests pesguisa & woluntdria. Vock ndo serd pago por participar do estudo. Na entanto,
caso vorl tenha algum gasta, como par exemple, com transporte @ alimentacio, vood serd ressarcido. Casa sofra
algum damo decorrents da pesquisa (direto ou indireto, imediato ou tardia), vocd verd direito & assstEncia
integral & imediata pelo tempa que for necessdrio, além da direito de buscar indenizacio.

Wool receberd uma via deste documents devidaments assinada pelo pesguisador @ por waod @
rubricada em todas as pdginas por ambas, Toda duvida que vace tiver a respeite desta pesquisa, paderd entrar
B contato com a pesquisadora I:Il'! Tatjana Keesen de Sauza Lima Clements, no Centro de Biotecnologia,
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Departamenta de  Biolegia Celular & Molecular da Universidade Federal da Paraiba, Cdade
Universithria- lado Pessoa - PB - Brasil - CEP- 58051-900 Fone: (83} 3216-7371.

Dovidas & respeito de guestdes éticas desta pesquisa poderdo ser esclarecidas junto ao Comité de Etica
em Pesquisa {(CEP|] da UFPE. O Comité de Ctica &m Pesguisa [CEP) & wum colegiado interdisciplinar &
independente, gue eoste nas instituigdes que realizam pesquisas @nvalvendo seres humanos na Brasil, criada
para dafender o interesses dos wujeitas em sua integridade e dignidade & para contribuic no desenvalvimenta
da pesguisa dentra dos padries éticas. Enderega: Hospital Universitaria Lauro Wanderley-HULW- 22 andar [aa
lada da hibloteca) Hordrio do Expediente: 800 a5 12:00 h: & 13:00 4 17:00 hs. Campus Hlidade Unreersitdria-
Bairro: Castele Branco-CEP-53059-900-lado Pessoa-PB- FAX (0B3) 32167522 CNPL24098477,/007-05- Talefone:
(083} 32067964 C-mail:comitedestica@ hulw. ufpbobr.

Além do CCP, também exste o0 CONEP - A Camissia Macianal de Etica sm Pesquisa — gue & responsdyel
por examinar o aipectos Micos de pesquisas envolwendo seres humanas, nas seguintes &reas: Genética
humana, reproducio humana, novas depositivos para a saode, pesquisas em populagbes indigenas, pesguisas
conduzidas do exterior e aguelas que envolvam aspectos de biosseguranca.  Enderepa: Esplanada dos
Ministérios, Bloca G, Anexo B, Sals 1048, Grasilia-DF, CEP: 70.058-8200. Fone: (61) 3315-3821 / 3315-2151 /
3315-3566. a-mail: cns@saude. gav_ br

Vook, ou alguém que voo indique em caso de obito ou condigio incapacitante, terd o acesso gratuito a
todas &% infarmapies & resultados associados a sew material bicldgico, inclusive informagbes gendticas gue
possam implicar risces para doengas ndo preveniveis ou Familiares. Quando tiver necessidade wocd também terd
aranselhamenta genetico gratuito. [ impartante afirmar gue os seus dadas Benéticos s3o confidenciais & gue
mia Lerdo repassados & terceiros. Todas as suas informagdes penéticas serdo guardadas de farma andnima de
maneira codificada em um banco de dados guardado por senha. Apenas of pesguisadores envolvidos terda
acmssn @ esay informagie.

Declara que compreendi s abjetivos  desta pesquisa, como ela serd
desenvolvida, o riscos e beneficios envolvidos, bem coma or meus direites, & concordo em
participar woluntariamente do estudo “Estudos das infecqbes causadas pelos virus da Zika,

Chikungunya & Dengue” autorizande o uso do meu sangue para a realizagio deste astuda,

Participante da pesquisa: [assinatura ou impresia datiloscdpica):

data_ f J

Voluntario:

data S S

Pesquisador
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Anexo III- Questionario arboviroses aplicado na sele¢do dos pacientes

Codigo 1D:
Laboratorio de imunologia das doencas infecciosas — LABDIC
Centro de Biotecnologia - UFPB
QUESTIONARIO ARBOVIROSES
NOME TELEFOME:
() -
DATA DE NASCIMENTO: SEXO/GENERO: [GESTANTES: |RACA:
A M( JE( ) SCINC) [ ()B( )P )A( N
EMDERECO: ZONA:
{ JRURAL{ ) URBANA
LOCAL DA COLETA: DATA 1" SINTOMAS: DATA DA COLETA:
£ £ g

QUADRO DE 5INAIS E SINTOMAS

SIM MAD

Febre

(temperatura)

Manchas na pele

Dor muscular

(Intensidade)

Dor nas
articulagbes

({Intensidade)

Edema nas
articulagbes

Conjuntivite

Cefaleia

Prurido

Hipertrofia
ganglionar

Discrasia
hemorrdgica

(hemorragia)

Dor retroorbital

Uso de
medicamentos

Infeccdo anterior
de alguma

arbovirose

Preenchimento realizado por:

Data de preenchimento: f f

Observacdes:
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