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RESUMO

As arboviroses representam um problema mundial de sadde publica. Dentre elas,
destacam-se pelos surtos ocorridos, Dengue, Zika e Chikungunya. No Brasil, o primeiro
caso de infeccdo por chikungunya ocorreu em 2014, sendo notificados, posteriormente,
271.284 casos em 2016. A febre chikungunya, em sua fase aguda, tem como principais
sintomas elevada temperatura corporal, artralgia, cefaleia e exantema, sua fase crénica é
marcada por manifestacGes musculoesqueléticas persistentes. A fisiopatologia da doenca
ainda é pouco conhecida, principalmente em relacdo aos aspectos epigenéticos que
envolvem proteinas do tipo histonas desacetilases (HDAC’s). Elas séo responsaveis pelo
remodelamento da cromatina e expressdao génica e podem atuar na regulagdo da
replicacdo viral. Dentre as classes de HDAC's, destacam-se as sirtuinas (SIRT), enzimas
que apresentam sete isoformas (SIRT1-SIRT7) dependentes do NAD* como cofator.
OBJETIVO: Avaliar a expressdo génica da SIRT1, SIRT2, SIRT3 e SIRT7 em pacientes
portadores de febre chikungunya e sua associacdo com as caracteristicas clinicas da
doenga. METODOLOGIA: Foram estudados 52 individuos divididos em trés grupos:
38 com presenca de IgM positivo para o virus, cinco negativos para chikungunya, porém
com histérico de dengue e/ou zika; e nove individuos saudaveis. As analises soroldgicas
foram realizadas por ELISA, enquanto a analise dos niveis de expressdo génica foi por
PCR em tempo real. RESULTADOS: Nos pacientes que expressaram SIRT1 (16/38),
nenhum se encontrou up regulated; enquanto para SIRT2 (10/36), 27,77% dos que
expressaram se apresentaram up regulated. A avaliacdo por idade demonstrou niveis
aumentados na expressao de SIRT2 em pacientes com idades mais avangadas. Para SIRT3
apenas trés pacientes apresentaram expressdo, sendo apenas um up regulated em relagéo
ao grupo controle. A SIRT7 apresentou todos 0s quatro pacientes em down regulated.
CONCLUSAO: A auséncia ou baixa expressdo dos genes SIRT3 e SIRT7 parecem
caracterizar um perfil para a febre chikungunya relacionados a fisiopatologia da doenca

e podem sugerir potenciais propostas terapéuticas.

Palavras-chave: Arboviroses. Chikungunya. Sirtuinas.



ABSTRACT

Arboviruses represent a worldwide public health problem. Among them, stand out
for the outbreaks, Dengue, Zika, and Chikungunya. In Brazil, the first case of
Chikungunya infection occurred in 2014, with 271,284 cases being reported in 2016. The
main symptoms of chikungunya fever are high fever, arthralgia, headache and exanthema,
and its chronic phase is marked by intermittent arthralgia. The pathophysiology of the
disease is still poorly known, especially concerning epigenetic aspects involving proteins
such as histone deacetylases (HDACS). They are responsible for chromatin remodeling
and gene expression and can act in the regulation of viral replication. Among the classes
of HDAC s, we highlight the Sirtuins (SIRT), enzymes that have seven isoforms (SIRT1-
SIRT7) dependent on NAD + as a cofactor. OBJECTIVE: To evaluate the gene
expression of SIRT1, SIRT2, SIRT3, and SIRT7 in patients with chikungunya fever and
its association with the clinical characteristics of the disease. METHODOLOGY:: A total
of 52 individuals were studied and divided into three groups: 38 with IgM positive for the
virus, five negative for chikungunya, but with a history of dengue and / or zika; and nine
healthy individuals. Serological analysis were performed by ELISA, while analysis of
gene expression levels was performed by real-time PCR. RESULTS: In patients who
expressed SIRT1 (16/38), none were found to be up regulated; while for SIRT2; while
for SIRT2 (26/36), 27.77% of those who expressed were up regulated. The age
assessment demonstrated increased levels of SIRT2 expression in older patients. For
SIRT3, only three patients showed expression, with only one up regulated, when
compared to the control group. For SIRT7, all four patients were down regulated in the
group of patients with IgM positive for chikungunya. CONCLUSION: The absence or
low expression of the SIRT3 and SIRT7 genes seems to characterize a profile for
chikungunya fever related to the pathophysiology of the disease and my suggest potential

therapeutic proposals.

Keywords: Arboviruses. Chikungunya. Sirtuins.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses representam um problema mundial de salde publica. S&o
transmitidas por artropodes e tém como principais representantes os géneros Alphavirus
e Flavivirus. Dentre as arboviroses, se destacam pelos surtos ocorridos o virus da Dengue
(DENV), o virus Zika (ZIKV) e o virus Chikungunya (CHIKV) (DONALISIO;
FREITAS; ZUBEN, 2017).

No Brasil, o primeiro caso de infeccdo por CHIKV aconteceu ano de 2014, na
Bahia. Passados dois anos, no pais, foram notificados 271.284 casos (MAGALHAES et
al.,, 2017). Entre 50 a 97% dos pacientes infectados pelo CHIKV manifestam
caracteristicas clinicas (GANESAN; DUAN; REID, 2017).

Dentre os principais sintomas na fase aguda da febre chikungunya, destacam-se:
cefaleia, febre alta, exantema, fadiga, nausea, fotofobia e a poliartralgia que acomete
cerca de 80%. No periodo subagudo, a doenga é caracterizada pela permanéncia do
processo inflamat6rio como artrite, artralgia e bursite. A fase cronica € definida como o
periodo posterior a trés meses da infec¢do, pode ter duracdo de anos, e tem como
caracteristica clinica a persisténcia dos sintomas da fase subaguda. E frequente a queixa
de dor articular intensa onde o quadro € conhecido como de inflamag&o pds-chikungunya
(VAIRO et al., 2019).

Em quadro de infec¢des virais ocorridas por: Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV), Papilomavirus Humano (HPV),Virus da Hepatite B (HBV), Virus da Hepatite C
(HCV) as proteinas do tipo histonas desacetilases (HDAC’s) sdo responsaveis por
remodelar a cromatina e, como consequéncia, a regulacéo da expressdo génica por meio
do processo de transcri¢do. Dentre as classes de HDAC's, as enzimas conhecidas como
sirtuinas (SIRT) onde, em humanos, existem sete isoformas (SIRT1-SIRT7) dependentes
do NAD" (NAD" oxidado) como cofator (HERBEIN; WENDLING, 2010).

Foi descoberto que as SIRT1 e SIRT2 participam do processo transcricional
do HBV (CHENG et al., 2018), enquanto a SIRT3 é responsavel pela modulacdo de vias
metabdlicas em infecgdes virais. A SIRT3 também atua na oxidagdo dos é&cido
tricarboxilicos ( Wu et al., 2019). J& a expressdo da SIRT7 é regulada pela proteina viral
HBx (PANDEY; KUMAR, 2015). Apesar da comprovacdo de que as sirtuinas atuam na
fisiopatologia das infecgdes virais, sabe-se que as suas fungdes de estimulo ou limitacéo

a infecgéo variam de acordo com o tipo da doenca (HACKETT et al., 2019).
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Assim, diante do conhecimento sobre o papel das Sirtuinas nas infeccdes virais,
este trabalho tem como objetivo avaliar como os niveis de expressdo génica das SIRTs
(SIRTL, SIRT2, SIRT3 e SIRT7) sdo capazes de modular a fisiopatologia da febre
chikungunya e se comportam em pacientes com a doenca, 0 que é extremamente

necessario para o melhor entendimento da febre chikungunya.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 ARBOVIRUS

De acordo com o sistema taxondmico, os Arthropod-borne virus (arbovirus)
fazem parte de um amplo grupo de virus que se replicam nas glandulas salivares do vetor
hematofago e sdo transmitidos para hospedeiros vertebrados através da picada.
Os arbovirus sdo responsaveis pela manutencdo de mecanismos e transmissao por meio
de ciclos que ocorrem de duas maneiras: vertical e horizontal. A primeira se da pela
passagem do virus da mée para os seus descendentes, enquanto a horizontal € realizada
de forma sexual e oral entre o vetor artropode e 0 hospedeiro durante o repasto sanguineo
(HANLEY; WEAVER, 2008).

O ciclo de transmissdo pode ser dividido em: (i) silvestre, encontrado sobretudo
na Africa, restrito a macacos, roedores e passaros; (ii) urbano, que tem como vetor o
homem, foi descoberto inicialmente na Asia, e hoje é identificado na América (PAUL;
SADANAND, 2018).

A maior parte dos arbovirus tem como material genético o RNA (&cido
ribonucléico) e fazem parte dos géneros: Orthobunyavirus, Orbivirus, Phlebovirus,
Nairovirus, Thogotovirus, Vesiculovirus, Vesiculovirus, Flavivirus e Alphavirus
(MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017).

Baseado na localizacdo geografica, os alphavirus séo divididos em duas formas:
(i) do novo mundo, representado pelo virus Sindbis, Virus da encefalite equina oriental,
ocidental e Venezuelana (EEE, WEE, EEV) e; do velho mundo, representado pelo Ross
River virus (RRV), virus da floresta Semiliki (SFV), O" Nyong-Nyong virus (ONVV) e
virus Chikungunya (CHIKV) (CARRASCO; SANZ; GONZALEZ-ALMELA, 2018).
Este género tem como caracteristica causar doengas inflamatorias como artrite severa e
encefalite, sendo 0 RRV, ONVV, Mayaro virus (MAYV) e CHIKV sdo virus de maiores
potencias artritogénicos (SONG et al., 2019).

Consideradas um problema de salde publica, as arboviroses correspondem a 30%
das doencas infecciosas presentes na sociedade. Dentre 0s arbovirus mais encontrados no
Brasil estdo o DENV constatado em 2008, com quatro subtipos, além do ZIKV e CHIKV
identificados entre os anos de 2013-2014 (MICHELL et al., 2018).
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2.2 VIRUS CHIKUNGUNYA

O CHIKYV foi descoberto em 1952 diante da epidemia ocorrida na Tanzénia e, no
ano seguinte, apos ser isolado, comecaram 0s primeiros estudos sobre o virus
(LUMSDEN, 1955). O termo ‘“chikungunya” provém do dialeto Kungunyala que
significa: “aquele que se dobra para frente” em decorréncia da artralgia que acomete os
pacientes (ROBINSON, 1955).

Apds o primeiro caso, em 1952, as mais representativas epidemias ocorreram na
Asia, especialmente no Sudeste, e Africa; Paquistdo, india, Sri Lanka, Birmania,
Tailandia, Mauritius, Ilha da Réunion (Oceano indico), Madagascar, além de outras ilhas
do Oceano Pacifico (BALA MURUGAN; SATHISHKUMAR, 2016). Na india, as mais
severas epidemias oconteceram entre 0s anos de 1963 e 1973. O virus foi responsavel por

causar diversos surtos continentes distintos (Figura 1) (CAVRINI et al., 2009).

Figura 1: Continentes reportados com a ocorréncia do virus Chikungunya.

I Locais de transmiss3o anteriores ou atuais do virus chikungunya

Fonte: Centro de Pesquisa U.S para Controle e Prevencdo de Doencas. Disponivel em
https://www.cdc.gov/chikungunya/geo/index.html. Adaptado pelo autor. Acesso 20 de agosto de
20109.

Baseado nas regifes geogréaficas, foram realizadas analises filogenéticas que
demonstraram quatro gendtipos distintos: O Oeste Africano, isolado no Senegal e

Nigeéria; o Leste, Central, e Sul Africano (ECSA) originado na propria regido; o Asiatico
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e a Linhagem do Oceano indico (IOL) que representa o gendtipo descoberto mais recente
(WAHID et al., 2017).

As epidemias mais relevantes ocorridas na Africa, Asia e Américas tém como o
principal vetor o Aedes aegypti, enquanto o surto acontecido no Oceano indico foi
causado por um segundo vetor o Aedes albopictus, que sofreu uma mutacdo A226V
(substituicdo da alanina por valina na posicao 226) na proteina do envelope viral E1 da
cepa ECSA. A troca permitiu acentuada replicagdo no trato gastrointestinal, além de
transmissdo e disseminacdo através das glandulas salivares para a Europa, Sudeste
Asiatico e Africa Subsaariana (MATUSALI et al., 2019) (SINGH et al., 2012).

No Brasil, o primeiro caso autoctone da doenca ocorreu em 2014 na cidade de
Oiapoque, estado do Amapa e, apds uma semana, em Feira de Santa, Bahia, tornando a
infeccdo endémica nas referidas regides (Brasil, 2014). Na cidade de Feira de Santana,
foi encontrado o gendtipo ECSA, enquanto no municipio de Oiapoque a linhagem
Asiética. De acordo com os dois diferentes gendtipos que acometem o Brasil, fica claro
que eles séo de rotas distintas e ndo associados (SLAVOV et al., 2018). Entre o ano de
2014 e Setembro de 2018 foram notificados 697.564 casos, sendo 94.672 confirmados
através de analises laboratoriais (PAWH, 2017).

2.2.1 GENOMA DO VIRUS CHIKUNGUNYA

O CHIKYV é enquadrado no género alphavirus, com mais de 30 espécies, e pode
ser transmitido ao homem, primatas, anfibios, répteis, passaros, roedores, porcos e
equinos. Tem como familia a Togaviridae e possui semelhanca aos demais alphavirus
artritogénicos de mesmo género (MAHALINGAM et al., 2017) (ELBEAINO et al.,
2018).

O CHIKV conttm o RNA como material genético com cerca de 12 kb
nucleotideos de sentido positivo, é envelopado e com particula viral completa (virion)
esférica em torno de 70nm de didmetro (WEAVER; LECUIT, 2015a) (BURT et al.,
2017a).

Seu ciclo de replicacio se completa com cerca de 4 horas (HORCADA; DIAZ-
CALDERON; GARRIDO, 2015).

O genoma é formado por duas classes de proteinas, sendo cinco estruturais e quatro ndo

estruturais. As proteinas estruturais sdo E1, E2, E3, 6K e C (proteina do capsideo),
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enquanto as ndo estruturais sdo nspl, nsp2, nsp3 e nsp4 (Figura 2) (HUANG;
VANLANDINGHAM; HIGGS, 2018).

As proteinas ndo estruturais sdo responsaveis pelo processo de replicacdo viral, e
as glicoproteinas E1 e E2 tém como func¢éo o transporte dos epitopos virais e 0 mecanismo
de entrada viral a célula (TANABE et al., 2018). A glicoproteina E3 é fundamental para
que ocorra a heterodimerizacdo entre E1 e E2. Entretanto, a proteina C tem como
principal fungdo a construgdo do nucleocapsideo que € capaz de realizar auto clivagem
de poliproteinas estruturais que se ligam ao RNA, além de atuar na replicacdo viral e no
controle da sintese de proteinas do hospedeiro e virus (SINGH et al., 2018). A atividade
da proteina estrutural 6K (6K) ainda ndo esta muito clara, porém é possivel que ela esteja
relacionada ao mecanismo de brotamento do viral (ONG; LUM; NG, 2014).

O virus possui duas fases de leitura aberta (ORF) que sdo codificadas pelas
proteinas estruturais e ndo estruturais. Na superficie da particula viral madura do CHIKV
sdo encontradas trés cdpias do heterodimero E1-E2 que formam a estrutura da proteina s
(spike) de 80 copias (HUANG; VANLANDINGHAM; HIGGS, 2018).

Figura 2: Organizacao gendmica do virus Chikungunya.
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Fonte: NATRAJAN; ROJAS; WAGGONER, 2019a. Adaptado pelo autor.
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2.2.2 FISIOPATOLOGIA, CLINICA E FATORES DE RISCO DA FEBRE
CHIKUNGUNYA

O mecanismo de entrada do CHIKYV na célula ocorre em duas fases. Inicialmente,
ha ligacdo do virus com os receptores presentes na superficie celular, posteriormente,
endocitose seguida da juncdo do envelope viral com as vesiculas de endocitose da
membrana que sdo responsdveis pela formacdo dos poros de fusdo (SAHOO;
CHOWDARY, 2019). A passagem efetiva do virus a célula ocorre por meio de receptores
celulares, em condicdes de baixo pH (potencial hidrogenidnico), sendo condicionada a
modificacdo conformacional do envelope glicoproteico viral permitindo que o capsideo
e a informacéo genética sejam inseridas no citoplasma (SCHNIERLE, 2019).

Apds a acidificacdo endossomal e alteracbes conformacionais no envelope,
decorrentes da entrada do virus na célula através da picada do vetor infectado, a infec¢édo
tem inicio nos macrofagos e fibroblastos que representam a primeira barreira
imunolégica. O CHIKYV se propaga por duas rotas distintas: pode ser lancado diretamente
no sistema circulatério ou se dirige aos linfonodos com a perspectiva de replicacdo
acentuada, de onde segue através da circulagédo, sendo disseminado para 6rgéos e tecidos
periféricos como musculos, figado, baco, cérebro e articulagdes, locais onde a replicacdo
ocorre, acarretando a fase de viremia (LUM; NG, 2015) (Figura 3).

A febre chikungunya evolui e pode ser subdividida em trés fases: aguda, subaguda
e crbnica. O processo infeccioso agudo € caracterizado como as trés primeiras semanas
inicias dos sinais e sintomas da doenga. A fase normalmente dura de 7-10 dias com
periodo de incubacdo 3-7 dias. As principais manifestagdes clinicas s&o:
hiperpigmentagdo macular, poliartralgia bilateral e simétrica principlamente no tornozelo,
punhos e exantema maculopapular em 40-75% dos pacientes, que também pode acontecer
na sola dos pés, palma das méos e face (MARTINEZ; GARZA; CUELLAR-BARBOZA,
2019).

A viremia primaria acontece na fase aguda da infeccdo atraves da replicacdo em
células satélites e fibroblastos acarretando a lesdo das fibras musculares e, como
resultado, mialgia (BOUQUILLARD et al., 2018).

O periodo agudo apresenta caracteristicas clinicas mais tipicas da doenca em
jovens, se comparados aos idosos. Apesar do periodo de viremia ter duragdo entre 7 a 14

dias, a sintomatologia pode variar entre dias a semanas e, em alguns casos, as
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manifestacdes articulares podem permanecer por meses a anos (BOUQUILLARD et al.,
2018).

A febre (>39°C), que tem inicio stbito, dura em média 4 a 5 dias, que

normalmente acontece durante a artralgia. Essa fase varia de acordo com a carga viral,

que pode ser superior a 10° copias do genoma viral por mililitros de sangue, sendo

detectada a presencga da IgM (Imunoglobulina M) para o virus (WEAVER; LECUIT,
2015D).

Figura 3: Patogénese da infec¢do por Chikungunya.
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Através do reconhecimento do CHIKV durante a fase aguda com artralgia

recorrente, assim como suas proteinas nos fluidos e tecidos sinoviais, foi demonstrado

que macrofagos e fibroblastos dos sindvios séo sensiveis a acdo do CHIKV. Em relagéo

ao sistema muscular, sabe-se que a necrose é consequéncia da infeccdo em células

progenitoras onde o virus permanece o que pode acarretar a miopatia (MATUSALI et al.,
2019).
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Quando a fase aguda descompensa e atinge orgdos e sistemas como
cardiovascular, respiratorio, renal, sistema nervoso e pele a doenca é classificada como
fase aguda atipica que acomete principalmente pacientes com idade acima de 65 anos,
porque € associada a outras comobirdades como diabetes, hipertensdo arterial e
coinfeccdes como o virus influenza, DENV e o virus do Nilo Ocidental (WNV)
(SUHRBIER, 2019a).

Na fase subaguda, 50-90% dos pacientes permanecem com artralgia persistente
sendo a maioria mulheres com mais de 40 anos. Uma pequena parcela dos pacientes
permanecem assintomaticos. Além da artralgia persistente, sdo frequentes a astenia,
rigidez matinal, bursite e tenossinovite (DRAHANSKY et al., 2016).

Nesta fase, a resposta inflamatdria € mais intensa, a doenca se agrava com miosite
e sorologia para IgM onde pode haver evolucdo para a fase crénica com a presenca do
IgG e IgM, o que sinaliza a manutencdo do virus nas células musculares que recebem o
infiltrado celular e ocasionam necrose (AMDEKAR; PARASHAR; ALAGARASU,
2017).

Durante o periodo crénico de infecgdo, superior a trés meses, sdo comuns quadros
de artrite e/ou artralgia em pacientes que apresentaram elevada viremia durante a fase
aguda, depressdo e alopecia. S&o frequentes os casos de poli ou oligoartralgia,
principalmente nos joelhos, tornozelos, méos e punhos, edema articular somados a rigidez
matinal (DRAHANSKY et al., 2016) (MARQUES et al., 2017a).

Bebés, criancas e pessoas de idade avancada sdo consideradas grupos de riscos
para o desenvolvimento da cronicidade na febre chikungunya. Pacientes com diabetes,
hipertensos e com a presenca de manifestacdes articulares anteriores também sdo mais
propicios para a evolugdo da doenca (OKEOMA, 2016).

Muitos trabalhos avaliam o papel do sistema imunoldgico no periodo agudo de
infeccdo e a progressdo para a fase cronica. H4 aumento das células do tipo T, citocinas
e quimiocinas nos pacientes que evoluem para a cronicidade. O mecanismo crénico pode
ser devido a constancia da infec¢do, manutencdo da resposta inflamatoria pela presenca
do material genético viral e acdo do sistema imune mesmo apos a infeccdo. Porém, ainda
ndo h& comprovocao de nehumas dessas hipdteses (BURT et al., 2017b).

Apesar da artropatia causada pela infecgdo por CHIKV néo estar completamente
estabelecida, foram realizados diversos estudos com virus que possuem caracteristicas
artritogénicas. Nestes, a resposta imune do hospedeiro é responsavel pela lesdo tissular

nas articulacOes e alguns pacientes em fase cronica foram classificados com diagndstico
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de espondiloartrites (EpA) e artrite reumatoide (AR). Os pacientes que apresentam artrite
inflamatoria indiferenciada ndo foram considerados como acometidos por EpA e AR,
assim, foi feita a distin¢do dos inflamatorios e ndo inflamatérios. O diagnostico sugestivo
de doenca articular inflamatoria cronica (DAIC) pos-chikungunya (p6s-chik) é realizado
depois de trés meses da infec¢do aguda recorrente por CHIKV com clinica de quadro
poliarticular inflamatorio (MARQUES et al., 2017a).

2.2.3 DIAGNOSTICO DA FEBRE CHIKUNGUNYA

O diagnostico € realizado de acordo com o quadro clinico do paciente somado as
caracteristicas epidemioldgicas da regido geogréafica afetada pela presenca do vetor e
confirmado por meio de analises laboratoriais (MALINOSKI, 2017). De acordo com 0s
parametros laboratoriais durante a fase aguda da infeccdo, podem ser utilizados:
isolamento do CHIKV em amostras clinicas, deteccdo do RNA viral pela técnica de RT-
PCR (Reacdo de Transcriptase Reversa seguida da Reacdo em Cadeia Polimerase),
deteccdo do anticorpo IgM de fase aguda no quinto dia apds a sintomatologia e o 1gG
(Imunoglobulina G) depois de duas semanas da infeccdo (ZANNOLI et al., 2018).

As andlises moleculares representam estratégias para o diagnostico do CHIKV
uma vez que possuem alta sensibilidade na identificacdo do RNA viral. Para tanto, podem
ser utilizados o método conhecido como Amplificacdo isotérmica mediada por loop
(LAMP), ensaio Multiplex, RT-PCR e RT-qPCR (Reacdo de Transcriptase Reversa
seguida Reacdo em Cadeia Polimerase Quantitativa) onde se tem como objetivo a
deteccdo da proteina do envelope (E) ou a proteina ndo estrutural (nspl) por meio das
metodologias da sonda Tagman o SYBR green (BURT et al., 2012).

Por outro lado, os testes soroldgicos tém como objetivo a deteccdo dos anticorpos
dos tipos IgM e IgG representando a fase aguda e crénica, respectivamente. O IgM pode
ser detectado no quinto dia ap6s o comeco da clinica, enquanto o 1gG ap6s poucos dias
atingindo o pico maximo no 15° dia ( Simon et al., 2015). A imunoglobulina de fase
aguda pode ser encontrada no soro em um periodo superior a dois anos (ZAID et al.,
2018).

Kits de metodologias distintas conhecidos como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) in house e comerciais podem ser utilizados para identificacdo do

anticorpo correspondente ao antigeno alvo. Dentre os Kits comerciais, destacam-se 0
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InBios, IBL, Abcam e o Eurolmmun (NATRAJAN; ROJAS; WAGGONER, 2019b)
(BURT et al., 2012).

A escolha da metodologia mais efetiva de diagndstico utilizada é baseada no
periodo em que a amostra foi coletada e identificacdo dos virus na corrente sanguinea
(Figura 4) (TANABE et al., 2018).

Figura 4: Diagnostico baseado no periodo da doenca.
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Fonte: TANABE et al., 2018. Adaptado pelo autor.

Em relacdo aos achados laboratoriais durante o periodo agudo de infeccéo,
destacam-se: pequena elevacdo nos niveis de aminotransferases, moderada
trombocitopenia, leucopenia e linfopenia. Na fase subaguda, é necessario diagnéstico
diferencial com doencas que possuem acometimento autoimunes, reumatoldgicos,
desregulacédo na tireoide, hepatite e gota. Com a evolucdo para a cronicidade da doenca,
exames radioldgicos de imagens, principalmente em pés, maos e pulsos sado importantes
para 0 seguimento da febre chikungunya (MEJIA; LOPEZ-VELEZ, 2018).

2.24 TRATAMENTO DA FEBRE CHIKUNGUNYA

A proposta inicial de tratamento segue o0 uso de analgésicos como o paracetamol
e a dipirona. A prescri¢do de anti-inflamatorios ndo esteroides (AINES), como a aspirina
deve ser limitada, pois a sua utilizagéo predispde ao sangramento como ocorre na dengue.

Os corticoides ndo devem ser realizados por conta das rea¢fes apos o tratamento, portanto
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seu uso € limitado em casos de encefalopatia e neurite (SIMON et al., 2015) (DA
CUNHA; TRINTA, 2017).

Quando o periodo agudo se estende por meses, alguns pacientes podem
beneficiados com o uso de corticoides e AINES nos casos de artralgia e tendinite, na fase
subaguda decorrente da infeccdo por CHIKV. Se a doenca evoluir, pode acarretar a artrite
cronica causada pelo virus que da nome a fase conhecida como reumatismo inflamatério
cronico pds-CHIKYV onde o tratamento tem como alvo evitar a destrui¢do 6ssea e a dor.
As escolhas medicamentosas sdo corticoides, AINES, sulfasalazina (SSZ), leflunomida,
hidroxicloroquina (HCQ), metrotexato (MTX) e bioldgicos (SUTARIA; AMARAL;
SCHOEN, 2018).

O MTX ¢ utilizado normalmente na artrite persistente por mais de trés meses.
Atua no bloqueio do metabolismo das purinas e pirimidinas e diminui a acao inflamatéria
dos linfocitos, neutréfilos, células dendriticas e macréfagos/mondcitos. Assim, apesar de
ndo estar completamente estabelecido seu papel, parece ter efeito anti-inflamatorio, tendo
como alvos TNF-a, (IL)-1, IL-2, IL-6 e IL-8. Sabe-se que IF-a, IL-1-1L-6 e IL-17 s&o
consideradas marcadores da doenca erosiva e osteoclastogénese, tanto na CHIKV quanto
na AR (KENNEDY AMARAL PEREIRA; SCHOEN, 2017).

Durante o periodo cronico, em casos de sinovite e tenossinovite, a terapéutica é
composta por drogas antirreumaticas modificadoras de doenca (DMARDs) como MTX,
HCQ e a SSZ (PATHAK; MOHAN; RAVINDRAN, 2019). Adalimumab, infliximab e
etanercept sdo indicados no tratamento da AR. Estes medicamentos fazem parte da terapia
bioldgica que tem como objetivo inibir o TNF-a e diminuir a atividade da doenga
(KIEVIT et al., 2007).

Apesar da febre chikungunya ser uma patologia distinta da AR e EpA, o seu
comportamento é semelhante, entdo os agentes bioldgicos utilizados na AR e EpA podem
servir como escolha terapéutica durante o tratamento no estagio crénico da febre
chikungunya. Hoje, o Sistema Unico de Satide (SUS) libera o uso dos inibidores de TNF-
a para EpA, AR, artrite juvenil idiopatica, artrite psoriatica e nas doencas inflamatorias
intestinais (MARQUES et al., 2017Db).
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2.3 EPIGENETICA

O primeiro conceito de epigenética foi descrito por Conrad Waddington no ano
de 1942 e teve como definicdo “Ferramentas moleculares que eram capazes de transmitir
a informagdo genética culminando em caracteristicas fenotipicas” (TRONICK;
HUNTER, 2016). Mais recentemente, o termo foi conceituado como “Alteracdes no
fenotipo que ndo modificam a sequéncia do DNA” (PORTELA; ESTELLER, 2010).

Em cada célula humana, o DNA tem 2m de extensdo sendo empacotado com
proteinas conhecidas como histonas e compactada em, aproximadamente, 2 milhdes de
vezes. As histonas ditas como essenciais, ou 0s suas variantes, séo do tipo H1, H2A, H2B,
H3 e H4. O nucleossomo, subunidade fundamental da cromatina, é formado por meio do
DNA envolto em um octamero com dois tipos ou variantes de histonas (H2A, H2B, H3 e
H4) fixado na H1 e representa a unidade de formagdo da cromatina (DUPONT;
ARMANT; BRENNER, 2009).

A informacdo genética propriamente dita pode ficar isenta de modificacdes,
porém, quando surgem alteracGes quimicas no DNA, em proteinas fundamentais para
duplicacdo e nas histonas, pode haver alteracdo na expressao génica (O’DONNELL,;
LANGSTON; STILLMAN, 2013) (SU; PILLUS, 2013).

As modificacdes ocorridas devido a epigenética sdo responsaveis pelo controle e
regulacao estrutural da cromatina. Podem facilitar o processo de transcricdo na cromatina
descondensada, também conhecido como eurocromatina, e dificultar a transcricdo na
heterocromatina, quando ela se encontra no seu estado mais condensado (WARREN;
MACIVER, 2019).

Dentre as enzimas responsaveis pela inclusao ou retirada dos grupamentos acetil
e metil nos residuos de histona estdo: histonas desacetilases (HDACS), histonas acetil
transferases (HATS), lisina demetilases (KMDs) e lisina metiltransferases (KMTSs) as
quais podem alterar o dominio central das histonas (H3, H4, H2Ae H2B) e os
aminoéacidos encontrados na regido amino terminal (-NH2) (FAROOQI et al., 2019).

As alteragdes epigenéticas pds-transcricionais reversiveis que ocorrem na
cromatina como desacetilacdo e acetilacdo podem modificar a expressdo génica e
comprometer o funcionamento e homeostase do organismo. Essas modificagdes podem
ser causadas devido as infecgbes por arbovirus e, como consequéncia, alterar a
patogenicidade da doenca (DE AGUIAR et al., 2019).
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2.3.1 DESACETILACAO DE HISTONAS

As HDACs possuem funcéo de retirada do grupamento acetil de proteinas do
tipo histonas ou ndo-histonas alterando o estado de acetilacdo. A desacetilacdo de
proteinas € considerada uma modificacdo pds-translacional que acarreta mudanca na
carga de superficie proteica, regulacéo ou interacao entre proteinas. Sao classificadas em
quatro tipos: as classes I, 11 e IV s@o dependentes de zinco e classe 111 as quais pertencem
as sirtuinas que ttm o NAD™ (Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina Oxidada) como
cofator (WANG et al., 2019a).

HDACs atuam em complexos proteicos promotores impedindo o processo de
transcricao, assim ocorre a compactacao da cromatina e, como resultado, o silenciamento
génico (WANG et al., 2018b). Para efetuar a desacetilacdo, dependem do zinco como
cofator onde produzem acetato através da reacdo de hidrolise do acetil modificado. As
SIRTs atuam com o NAD" associado ao nicotinamina ribosil, realizam a clivagem e
passagem do grupamento acetil, encontrado nas proteinas, para o seu cosubstrato com
producdo de nicotinamida (SACCONNAY; CARRUPT; NURISSO, 2012) (Figura 5).

A hiperacetilagdo tem como consequéncia 0 aumento da transcri¢cdo, enquanto
na diminuigdo da acetilacdo de histonas 0 DNA (&cido desoxirribonucleico) se mantém
compactado dificultando o acesso aos fatores de transcri¢do. Nos residuos basicos de
histonas de carga positiva, a presenca do grupamento acetil neutraliza a carga, ocorrendo
quebra da ligacdo as histonas entre o grupamento fosfato negativo do DNA (SELVARAJ;
KRISHNASWAMY; DEVASHYA, 2013).

Figura 5: Mecanismo de desacetilacdo das Sirtuinas.
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2.4 SIRTUINAS

As sirtuinas sdo enzimas descobertas por meio da homologia que possuem com o
gene da informacdo regulatéria 2 (Sir2) presente no Saccharomyces cerevisiae, tém
funcdo de histona desacetilases sendo responsaveis por causar silenciamento génico, sao
dependentes do NAD® e também foram encontradas em Caenorhabditis elegans
Drosophila melanogaster, ratos e humanos (NOGUEIRAS et al., 2012).

S&o consideradas enzimas com alto grau de conservacdo que atuam contra virus
de RNA e DNA. Possuem atividade histonas desacetilases, onde o radical acetil é retirado
do residuo de lisina. Até os dias de hoje, em mamiferos, foram descritas sete isoformas
de sirtuinas (SIRT1 a SIRT7) e apresentam localiza¢des subcelulares: SIRT1 e SIRT2 séo
consideradas nucleares e citoplasmaticas, enquanto a SIRT3, SIRT4 e SIRT5 sdo
mitocondriais, a SIRT6 é encontrada no nucleo e a SIRT7 é nucleolar (Figura 6) (HALL
etal., 2013) (MOSTOSLAVSKY; ESTELLER; VAQUERO, 2010).

Figura 6: Localizagéo subcelular das Sirtuinas.
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Existem mais de 100 estruturas descritas para as SIRTs. Elas possuem muitos
substratos, ligantes e produtos. Do ponto de vista viral, as sirtuinas tém um papel
fundamental no controle da expressao génica viral e do hospedeiro. Foi descrita a acéo
de desacetilacdo da SIRT1 na proteina Tat para o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) ocasionando a transativacdo do virus (BUDAYEVA; ROWLAND; CRISTEA,
2015).

2.4.1 SIRTUINAS NUCLEARES E CITOPLASMATICAS

2.4.1.1 O PAPEL DA SIRTUINA 1

Dentre todas as sirtuinas descritas, a SIRT1 é a mais estudada. Em humanos,
possui um total de 747 aminoacidos, com um dominio catalitico central que compreende
aproximadamente 240 aminodcidos. A SIRT1 ja foi identificada no ndcleo e citoplasma
celular (CANTO; AUWERX, 2012), sendo responsavel por desacetilar mais de 50
proteinas do tipo ndo histonas, além das histonas H3, H4 e H1, tais como fatores de
transcricdo, DNMT1 (DNA metiltransferase 1) e proteinas envolvidas no reparo do DNA.
Assim, a diminuicdo da expressao de SIRT1 pode levar a elevacdo do dano ao DNA (LEE
etal., 2019).

Isso explica sua atuacdo em diversos mecanismos celulares como: proliferacao,
resposta ao estresse, carcinogénese, apoptose e reparo. A SIRT1 desacetila genes como
NF-Kp (Fator Nuclear Kappa ), Ku70, p53 e 0 FOXO (Fator de transcricdo FOXO).
E também esta envolvida no controle na replicacdo por meio da ativacdo do fator de
transcrigdo AP-1 do HBV (REN et al., 2014).

Foi visto que a SIRT1 possui um papel na osteoartrite, a principal causa de dor em
adultos, que é resultante da destruicdo da cartilagem e de estruturas que participam da sua
constituicdo como os ligamentos, capsula, musculos, articulagdo, sindvia e menisco. Na
cartilagem, existem células conhecidas como condrocitos que tém como fungéo producgéo
e direcionamento da matriz extracelular. A diminuicdo da expressdo de SIRT1 em
paciente com osteoartrite parece levar a evolugéo da doenca, enquanto o aumento eleva a

producdo de agrecam e coladgeno do tipo Il. O fator de necrose tumoral o (TNF-a) €
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responsavel pela clivagem da SIRT1 que também tem expressao em condrécitos (DENG
etal., 2019).

Na artrite reumatoide (AR), a SIRT1 se destaca em relacdo aos niveis de IL-6
(Interleucina 6) e TNF- o (Fator de Necrose Tumoral o) (GABAY'; CLOUSE, 2016). Nas
viroses com caracteristicas artritogénicas, como na febre chikungunya, também ha
aumento da citocinas inflamatérias TNF- o, IL-6 IL-1p favorecendo a inflamagao ¢
destruicdo tecidual (KENNEDY AMARAL PEREIRA; SCHOEN, 2017).

2.4.1.2 O PAPEL DA SIRTUINA 2

A SIRT2 pode ser encontrada no nucleo ou no citoplasma celular e possui uma
unidade catalitica do dominio central formada por 304 aminoacidos (FINNIN;
DONIGIAN; PAVLETICH, 2001). Tem como funcéo primaria desacetilar o residuo H4
e, posteriormente, 0 H3 (VAQUERQO et al., 2006). A acdo de desacetilacdo foi estudada
em genes como 0 NF-kB na subunidade p65 e com a proteina de interacdo do receptor 1
(RIP-1). Esta molécula tem sido relacionada com a regulacdo do clico celular, dano ao
DNA, resisténcia celular, cancer e infeccdo (MENDES; LELIS; SANTOS, 2017).

Estudos demonstram a a¢do da SIRT2 no estresse oxidativo por meio do equilibrio
homeostatico do NADH que tem sua producdo regulada pela fosfoglicerato mutase 2
(PAGM2). A reacdo acontece pela via das pentoses que tem como principal enzima a
glicose-6-fosfato desidrogenase (G-6-PD). Assim, é sabido que o0 mecanismo de
desacetilacdo da SIRT2 eleva os valores de NAPDH (Dinucleotideo de nicotinamida e
adenina reduzida) sob condi¢cdes de maior estresse oxidativo, através do mecanismo de
ativacdo da G-6PD e PAGM2 (WANG et al., 2019b).

O controle da inflamacdo da artrite tem sido correlacionado com os niveis de
expressao génica da SIRT2 através da desacetilacdo ocorrida na subunidade p65 do NF-
Kp. Desta forma, a elevagdo da SIRT2 leva a diminui¢éo dos valores de TNF-a, ativado
pela via do NF-Kp, e de genes que estdo envolvidos o desencadeamento da artrite como
MCP-1, MMP-9, MMP-13, IL-6 e IL-1pB (SU; PILLUS, 2013).

Na infeccdo pelo CHIKV, o sistema inflamatdrio é responsavel pela expulsdo do
virus, sendo a carga viral relacionada as concentracées de IL-1RA, IL-2, IL-6, IL-12, IL-
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18, IL-18P, IF-a, MCP-1/CCL-2 e IP-10/CXCL-10 (DUPUIS-MAGUIRAGA et al.,
2012).

2.4.2 SIRTUINA MITOCONDRIAL

2.4.2.1 O PAPEL DA SIRTUINA 3

Possui localizacdo mitocondrial e representa a maior atividade desacetilase dentre
as demais SIRTS mitocondriais, SIRT4 e SIRT5, e tem impacto no controle do
metabolismo (SACCONNAY; CARRUPT; NURISSO, 2012) através da desacetilacdo
dos residuos acetil-lisina 9 e acetil lisina-16 das histonas H3 e H4, respectivamente
(CHENG et al., 2018).

Niveis reduzidos de SIRT3 influenciam doencas cardiovasculares, neuroldgicas,
perda auditiva em idade avancada, e cancer. A SIRT3 € relacionada a biologia e dindmica
mitocondrial, oxidacdo da glicose e acidos graxos e efeitos antioxidantes, pois a SIRT3
desacetila o isocitrato desidrogenase 2 (IDH2), enzima pertencente ao ciclo do acido
tricarboxilico, que tem como fun¢édo producdo do NADH. Assim, através da desacetilacao
na IDH2, a SIRT3 eleva os niveis de NADH permitindo o escape das espécies reativas de
oxigénio (WU et al., 2019).

Em condi¢cbes mitocondriais diminuidas, a SIRT3 contribui para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina, doencas neurodegenerativas e cancer,
situacdes que elevam os niveis de ROS. Ha modificacdo da homeostase celular por meio
da desacetilacdo da superoxido desmutase 3 e da cadeia transportadora de elétrons,
visando aumento da producdo do ATP e diminuicdo das espécies reativas de oxigénio
(ROS) além de impulsionar a transcricdo do antioxidante do FOXA3 (VAN DE VEN;
SANTOS; HAIGIS, 2017).

Os niveis de ROS e da leséo celular estdo elevados em pacientes portadores do
HBV onde a replica¢do do virus, por meio da proteina viral HBX, é responsavel pelo
estimulo ao estresse oxidativo, e diminuicdo dos niveis de expressdo da SIRT3, que tem
papel reverso. Desta forma, foi possivel estabelecer que a SIRT3 influencia na
instabilidade génica, morte celular, taxa de mutacGes no DNA e alteragdes epigenéticas
(REN et al., 2016).



35

Em condigdes inflamatdrias e dano biomecanico, ocorre a producdo ROS
principalmente nas mitocondrias. Essa deve ser a dindmica na osteoartrite, uma vez que
o0s niveis de ROS se elevam, enquanto a SIRT3 presente na cartilagem deveria reverter
este processo através da sua acdo antioxidante. No entanto, a SIRT 3 estando diminuida
durante o estresse metabdlico, propicia o desequilibrio energético e da homeostase. O
trabalho em ratos observou que a superdxido dismutase 2 (SOD2), uma enzima com
potencial oxidante influenciada pela interleucina 1B, NF-Kp e pelo fator 2a indutor de
hipoxia 2a (HIF-2a) € controlada pela SIRT3 e quando a SOD2 se encontra em condicfes

elevadas, estimula o desenvolvimento da osteoartrite (FU et al., 2016).

2.4.2.2 SIRTUINA NUCLEOLAR

2.4.2.3 O PAPEL DA SIRTUINA 7

Esta sirtuina é encontra no nucléolo e tem controle na expressdo génica uma vez
que desacetila a H3K18, diminui o processo de transcrigdo. Alguns trabalhos avaliaram
o0 seu papel na resposta ao estresse celular, controle do metabolismo lipidico, glicolitico,
biogénese ribossomal e mitocrondial e dano ao DNA (YAN et al., 2018).

Estudos in vitro demonstraram que a SIRT?7 retira os &cidos graxo de cadeia longa
dos grupo acil de forma mais efetiva, se comparado ao grupo acetil, e que o RNA
representa um estimulo para que a SIRT7 atue (TONG et al., 2017).

Além de controlar o metabolismo hepatico lipidico através da via ubiquitina
proteossoma. A SIRT 7 pode atuar na transcricdo da RNA polimerase | através da sua
ativacdo, sendo a inibicdo do gene responsavel por bloguear a apoptose e proliferacdo
celular (Z, 2015).

O mecanismo epigenético de desacetilagdo da SIRT7 no residuo 18 de lisina na
histona H3 esta envolvido na biologia do cancer. No carcinoma hepatocelular, a expressdo
de SIRT7 se apresenta aumentada, estando sob regulacdo de microRNAs como miR-
125a-5p (responsavel por diminuir a formagdo de novos vasos, proliferagdo celular e
progressao para metastase) e miR-125b (impede a proliferacdo celular e ndo possui
relacdo com prognostico) que controlam os niveis de expressdo génica da SIRT7 (KIM
etal., 2013).
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Assim, de acordo o conhecimento do papel das SIRTs em infeccdes virais e a
auséncia de estudos dos genes na febre chikungunya, é necessario o entendimento para a

compreensdo mais efetiva da doenga.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar o perfil de expressdo génica das SIRT1, SIRT2, SIRT3 e SIRT7 e as suas relacbes
com a fisiopatologia em pacientes com febre chikungunya.

3.2 Objetivos Especificos

1. Analisar a expressdo dos genes SIRT1, SIRT2, SIRT3 e SIRT7 em amostras de

sangue periférico em pacientes com febre chikungunya;

2. Selecionar os pacientes com e sem sintomatologia para febre chikungunya e
analisar a expressdo da SIRT1, SIRT2, SIRT3 e SIRT7;

3. Investigar a relagéo dos niveis de expressdo das SIRTs com dados clinicos obtidos

nos pacientes com febre chikungunya.
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4. METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAS

Um total de cinquenta e duas amostras de sangue periférico foram avaliadas no
estudo. Quarenta e trés amostras foram coletas no ano de 2016 durante o surto ocorrido
na cidade de Arara, Paraiba. Dentre as quais 38 amostras eram de pacientes IgM positivos
para o CHIKV, enquanto cinco amostras eram IgM negativas para o virus. Nove amostras
saudaveis coletadas no setor de neurologia do Hospital das Clinicas (HC-UFPE), sem
sorologia para CHIKYV, foram utilizadas como controles negativos e calibradores para as
analises de expressdo génica.

Todas as amostras avaliadas se encontravam de acordo com o controle de
qualidade estabelecido por meio dos valores obtidos da B-actina. As amostras foram
coletadas em tubos de EDTA 4mL K3 EDTA (BD Vacuette®) com adicao de RNA later
para preservacao do material genético. Para coleta, foi realizado um questionario com as
informacdes clinicas.

O projeto possui Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (CEP)
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco aprovado sob
n° 1.815. 581. Todos os participantes da pesquisa assinaram o0 termo de consentimento

livre e esclarecido concordando com os objetivos do estudo (ANEXO A).

4.2 ENSAIO DE IMUNOABSORCAO ENZIMATICA

O teste soroldgico ELISA para pesquisa de IgM e IgG foi realizado para 0s
seguintes arbovirus: Dengue, ZIKA e Chikungunya pela equipe do laboratério de
virologia do LIKA através do kit da EUROIMMUM.

4.3 PURIFICACAO DO RNA

A extracdo do RNA foi realizada através do kit Maxwell 16 LEV simplyRNA
Blood Kit (Promega). Para cada extracdo foi utilizada uma aliquota de 500pL, sendo

metade do volume contendo RNA later. Em cada aliquota foram adicionados 1500uL da
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solucéo de lise celular, em seguida foram incubadas a temperatura ambiente durante 10
minutos e homogeneizadas de 2 a 5 vezes.

Posteriormente, centrifugadas por 300g durante 15 minutos a temperatura de
20°C, apos a centrifugacdo o sobrenadante foi retirado minuciosamente sem destruicédo
do pellet. Foram adicionados ao sobrenadante 200uL da solucdo de homogeneizacao 1-
thiglycerol e homogeneizadas em vortex com o objetivo da completa ressuspensdo do
pellet. Na etapa seguinte, foram adicionados 200puL do tamp&o de lise celular e 25uL da
proteinase K com passagem no vortex por 20 segundos. As amostras foram incubadas
novamente em temperatura ambiente por 10 minutos. Enquanto isso, os cartuchos foram
preparados com 10pl da solugdo de DNase I, 50uL de RNase-free water no tubo eluente e
adicéo do lisado.

Apds a conclusao da etapa de extracdo, foi realizada a pureza e concentracéo do
material através da quantificagdo no NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington,
DE) onde 1pL de agua foi usada como branco no espectofotbmetro e 1uL de cada
amostra. Os parametros utilizados para a quantificacdo foram as razdes 260/280 com
valores préximos de 2,0; enquanto 260/230 apresentavam resultados entre 2,0-2,2. As
amostras de RNA foram armazenadas em ultra-freezer até a realizacdo da técnica de
gPCR.

4.4 CONFECCAO E QUANTIFICACAO DO DNA COMPLEMENTAR

O processo reverso de RNA para sintese de DNA complementar (cDNA) foi
realizado através do QuantiTect® Reverse Transcription Kit (QIAGEN). Na primeira
etapa da reacdo foram utilizados 3uL do RNA e 0,5 uL gDNA Wipeout Buffer para
eliminacdo do DNA gendmico. Ap6s a mistura, o tubo foi incubado por 2 minutos a 42°C
no termociclador Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific).
Em seguida, foi realizada a segunda etapa de reagentes com 0,25ulL de Quantiscript
Reverse Transcriptase, 1uL de Quantiscript RT Buffer e 0,25uL de RT Primer Mix,
obtendo o volume final de 5uL e incubagéo por 15 minutos & 42° e 3 minutos a 95°C.

O cDNA foi diluido em 45 pL de agua e quantificado através do NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, Wilmington, DE Scientific). Os parametros utilizados para a
quantificacdo foram 260/280 aproximadamente 1,8; enquanto 260/230 valores entre 2,0-
2,2. A concentracdo do cDNA estabelecida para as analises foi de 100ng, se superiores,

foram diluidas.
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4.5 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

A reacdo de PCR quantitativa em tempo real (QPCR) foi realizada pelo sistema
StepOne Real-Time PCR-System (Applied Biosystems, Foster City, CA) com o Kit
GoTagq® gPCR Master Mix (PROMEGA). Foram utilizados com volumes fixos, 5uL
SYBR e 1uL de CXR (Carboxy-X-Rhodamine). A quantidade primer utilizado dependia
das condigOes. Nos primers do tipo foward/reverse eram usados 0,1uL ou 0,1uL de cada
se estiverem em tubos separados, totalizando 0,2uL. Assim, o volume de agua varia em
2,7uL e 2,8uL para completar o volume de 9uL de reagentes. Por fim, 1uL da amostra
de cDNA é adicionada totalizando o volume final da reagdo com 10uL. Para ciclagem foi
utilizado o protocolo fast com 1 ciclo inicial de 95°C por 2 minutos para ativacdo da Taq
DNA polimerase, seguido de 40 ciclos de desnaturacdo (95°C por 3 segundos) e
anelamento (60°C por 30 segundos). Apds esses ciclos, foi realizada a curva de melting
para analise dos produtos inespecificos. O gene B-actina foi utilizado como referéncia
para a normalizacdo da quantificacdo dos dados de expressdo e como controle de
qualidade nas amostras selecionadas. A sequéncia do primer de B-actina utilizado é
CCTGGCACCCAGCACAAT/GCCGATCCACACGGAGTACT. Os numeros de
identificacdo dos primers sdo: SIRT1(Hs.PT.58.40790669), SIRT2
(Hs.PT.58.38760683), SIRT3 (Hs.PT.58.22633153.9) e SIRT7 (Hs.PT.58.223299).

As analises de cada amostra foram realizadas em duplicatas e a dgua ultrapura
usada como controle negativo. Os desvios entre as diferengas dos Cts (ciclo threshold)
foram considerados até 0,5. Os calculos de expressdo génica em cada amostra foram
realizados pela metodologia de ACt e AACT (Tabela 1). Para o calculo de expressao

relativa, foi possivel utilizar a metodologia do 2724

Tabela 1: Formulas utilizadas para cdlculo de ACT e AACT.

ACT= Ct médio gene de estudo — Ct médio gene de referéncia

AACt = ACt grupo doente - ACt grupo saudavel
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises dos dados foram realizadas através do software Graph Pad Prism
versdo 8.0.1 (GraphPad). Foi efetuada a normalidade para determinar o padréo amostral
através do Shapiro-Wilk. O teste ANOVA foi utilizado para analisar as diferengas entre
os niveis de expressdo entre os grupos em relagdo ao grupo controle (ACt, AACt g 244CYH),
nas analises paramétricas. O teste-T, também paramétrico, avaliou os determinados
grupos. Quando havia comportamento amostral ndo paramétrico, foi aplicado o Kruskal-
Wallis para comparar os grupos e Mann-Whitney para as analises determinadas.

Os valores de p < 0.005 foram considerados significativos. O 244t foi calculado
com o grupo controle tratando-se do grupo saudavel. O coeficiente de correlacdo (r) foi
calculado entre a expressdao dos genes, considerando a correlagdo fraca quando o 0< r
>0,3; regular quando 0,3< r >0,7; e forte quando 0,7< r >1. Também foram realizadas
analises de regressdo linear para avaliar a correlacdo entre a expressao dos genes e o valor
do coeficiente de determinacdo (R?) foi determinado a fim de avaliar o relacionamento

entre os genes avaliados.
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Duas amostras do grupo IgM*que apresentaram curva de melting fora do padréo

estabelecido na expressdo de SIRT2 foram excluidas do estudo. A categoria idade néo foi

avaliada em todos os pacientes, pois essa informacdo ndo se encontrava na ficha clinica

de um paciente.

Dos 38 pacientes da pesquisa com febre chikungunya, 32 sdo do sexo feminino

(84,21%) e 6 do sexo masculino (15,78%). A mediana de idade foi 64 anos. Para o grupo

controle, formado por nove pacientes, o valor da mediana foi 22 e cinco pacientes

pertenciam ao sexo feminino.

Para a analise de acordo com 0s grupos etarios, os pacientes CHIKV IgM positivos

foram divididos em trés grupos. O grupo A (0 a 39 anos,) grupo B (40 a 59 anos) e o

grupo C representado pacientes com 60 ou mais (Tabela 2).

Tabela 2: Grupo etario, sexo e clinica dos pacientes CHIKV IgM positivos.

Grupo etario | Grupo A (0 a39anos) | Grupo B (40a59 anos) | Grupo C (60 ou mais)

(n=10) (n=13) (n=14)

Sexo

Feminino 7 (70%) 11 (84,61%) 13 (92,85%)

Masculino 3 (30%) 2 (15,38%) 1 (7,14%)

Clinica

Febre alta 7 (70%) 13 (100%) 9 (64,28%)

Artralgia 9 (90%) 12 (92,30%) 13 (92,85%)

Edema 5 (50%) 9 (69,23%) 11 (78,57%)

Exantema 5 (50%) 3 (23,07%) 3(21,42%)

Cefaleia 6 (60%) 10 (76,92%) 9 (64,28%)
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Os dados descritos abaixo (Tabela 3) apresentam informacdes clinicas e

resultados de expressdo da SIRT1 e SIRT2. Em um paciente ndo foi possivel estabelecer

a idade.

Tabela 3: Dados clinicos e expressdo génica da SIRT1 e SIRT2.

Gene expresso SIRT1 SIRT?2

16/38 (42,10%) 26/36 (72,22%)
Sexo
Feminino 14/32 (43,75%) 22/30 (73,33%)
Masculino 02/06 (33,33%) 04/06 (66,66%)
Faixa etaria
0 a 39 anos 04/10 (40%) 06/10 (60%)
40 a 59 anos 07/13 (53,84%) 09/12 (75%)
60 ou mais 04/14 (28,57%) 10/13 (76,92)
NS/NR 0/01 0/01
Clinica
Febre alta
Sim 14/30 (46,66%) 22129 (75,86%)
N&o 02/08 (25%) 04/07 (57,14%)
Artralgia
Sim 14/34 (41,17%) 22/32 (68,75%)
N&o 02/04 (50%) 04/04 (100%)
Exantema
Sim 04/11 (36,36%) 06/11 (54,54%)
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N&o 12/27 (44,44%) 20/25 (80%)
Cefaleia

Sim 11/25 (44%) 18/24 (75%)
Néo 05/13 (38,43%) 08/12 (66,66%)
Edema

Sim 10/25 (40%) 16/23 (69,56%)
N&o 06/13 (46,15%) 10/13 (76,92%)

No grupo de pacientes com febre chikungunya 42,10% expressou o gene SIRTL.
Para o grupo dos pacientes CHIKV IgM positivos, 16 pacientes apresentaram a expressao
de SIRT1, enquanto no grupo CHIKV IgM negativos e com histérico de arboviroses
apenas dois pacientes expressaram expressdo. N&do houve diferenca estatistica
significativa p=0,9633 entre os grupos. Os dois grupos, CHIKV IgM positivos e CHIKV
IgM negativos, se encontram em down regulated (Figura 7). O grupo controle foi

formado por nove pacientes onde todos apresentaram a expressao do gene.

Figura 7: Expresséo relativa de SIRT1 nos grupos CHIKV IgM* e IgM",
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Legenda: O tracejado em vermelho representa o limiar para o estabelecimento da
regulacao génica (up regulated ou down regulated).
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De acordo com as caracteristicas clinicas de cada doente, no grupo de pacientes
com febre CHIKYV o fator idade ndo obteve diferenca significativa p=0,8360. Em relagéo
ao sexo, também ndo houve diferenca significativa entre os niveis de expressao
(p=0,0987). Porém, dentre os 14 pacientes (87,5%) pertencem ao sexo feminino e dois ao
sexo masculino. Das 14 pacientes do sexo feminino, 6 (42,85%) tém como sintomas em
comuns artralgia, febre alta e fadiga. Enquanto os dois possuem clinica de febre alta, dor
no corpo, cefaleia, artralgia, edema e formigamento.

Os sintomas como artralgia (Figura 8), febre alta (Figura 9), fadiga (Figura 10),

ndo apresentaram diferenca significativa.

Figura 8: Expressdo relativa de SIRT1 em pacientes CHIKV IgM* com e sem artralgia.
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Figura 9: Expresséo relativa de SIRT1 em pacientes CHIKV IgM™ com e sem febre alta.
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Figura 10: Expresséo relativa de SIRT1 em pacientes CHIKV IgM™* com fadiga e sem fadiga.
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No grupo de pacientes CHIKV IgM positivos para SIRT2 foram avaliados 36

pacientes, onde dois foram excluidos por seus dados serem inconsistentes (curva de

melting fora do valor estabelecido). Houve expressdo em 72,22% do grupo SIRT2.
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No grupo de pacientes CHIKV IgM negativos e com historico de arboviroses, quatro
expressaram a SIRT2, porém ndo houve significancia estatistica entre os grupos os dois
grupos (p=0,2448) (Figura 11). O grupo controle foi formado por nove pacientes e todos
eles apresentaram a expressao do gene.

Nos pacientes CHIKV IgM positivos, dez pacientes se encontram up regulated,
enquanto no grupo CHIKV IgM negativos apenas um paciente. Assim, o grupo de
pacientes com febre chikungunya pode apresentar aumento da expressao de até seis vezes
maior do que grupo sem a doenca. Dos dez pacientes do grupo CHIKYV IgM positivos que
se encontram em up regulated, 80% apresentam artralgia e fadiga. Trés dos dez se
destacam como outliers onde todos apresentam febre alta e fadiga.

Figura 11: Expresséo relativa de SIRT2 nos grupos CHIKV IgM* e CHIKV IgM",

8_

A

o

A 6-

©

2~

- =

© O

T3 47

o &

g

%

S 2+ oo

% e —

L k. "N W ORI R e —_— - - -
0 1 e I

CHIKV IgM* CHIKV IgM*
(n=26) (n=4)

O fator idade obteve estatistica significante entre os grupos de 0 a 39 anos e >60
anos sendo o valor de p=0,0110; e nos grupos de pacientes com 40 a 59 anos e >60 anos
com p=0,0133 (Figura 12). No primeiro grupo (0 a 39 anos) um paciente se encontrou
em up regulated, enquanto no grupo etario >60 anos oito pacientes sdo up regulated.
Os grupos tém como sintomatologia em comum a artralgia.

Em relagdo ao grupo enquadrado na faixa etaria entre 40 a 59 anos, apenas um
paciente se encontra em up regulated. Houve diferenca significativa entre os trés grupos
etarios (p=0,0120).
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Figura 12: Expressao relativa de SIRT2 em pacientes CHIKV IgM™* de acordo com os grupos etarios.
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Em relacéo ao sexo, no grupo CHIKYV IgM positivos com o total de 26 pacientes,
eram 22 mulheres (84,61%) expressaram a SIRT2, porém ndo houve significancia
estatistica entre os sexos (p=0,1501). Através dos achados clinicos ndo foi observada

diferenca significativa na artralgia (Figura 13), febre alta (Figura 14), fadiga (Figura
15).

Figura 13: Expressao relativa de SIRT2 em pacientes CHIKV IgM* com e sem artralgia.
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Figura 14: Expresséo relativa de SIRT2 em pacientes CHIKV IgM* com e sem febre alta.
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Figura 15: Expressao relativa de SIRT2 em pacientes CHIKV IgM* com e sem fadiga.
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5.2.1.2 Sirtuina mitocondrial

Para a analise da SIRT3 néo foi possivel realizar a analise de expressao relativa,
pois apenas trés amostras CHIKV IgM positivos (7,89%) expressaram. Um paciente se
encontrava em up regulated. As trés amostras que expressaram sao do sexo feminino,

duas com idade >60 anos € uma na faixa etaria entre 40 a 59 anos.
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Em relacdo a sintomatologia, 100% dos pacientes apresentaram febre alta com
artralgia e fadiga, a presenga do exantema ocorreu em um paciente e o edema em dois
doentes. Um paciente apresentou exantema e artralgia. O grupo IgM positivo que nédo
expressou SIRT3 € representado por 35 pacientes dos quais 31 (88,57%) foram
acometidos com artralgia. O grupo controle foi formado por nove pacientes onde seis
apresentaram expressao do gene. As informacdes abaixo (Tabela 4) descrevem o nimero

de amostras expressas e suas relagdes clinicas.

Tabela 4: Dados clinicos e expressao génica da SIRT3.

Gene expresso SIRT3

03/38 (7,89%)
Sexo
Feminino 03/32 (9,375%)
Masculino 0/6
Faixa etaria
0 a 39 anos 0/10
40 a 59 anos 1/13 (7,69%)
60 ou mais 2/14 (14,28%)
NS/NR 0/01
Clinica
Febre alta
Sim 3/30 (10%)
Néo 0/08
Artralgia
Sim 3/34 (8,82%)
Né&o 0/04
Exantema
Sim 01/11 (9,09%)
N&o 02/27 (7,40%)
Cefaleia
Sim 03/25 (12%)
Né&o 0/13
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Edema
Sim 2/25 (8%)
Néo 01/13 (7,69%)

5.2.1.3 Sirtuina nucleolar

No grupo de CHIKV IgM positivos, quatro pacientes (10,52%) expressaram a
SIRT7, todos do sexo feminino. Trés estdo na faixa etaria entre 40 a 59 anos.

As caracteristicas clinicas demonstraram que a artralgia ocorria em 100%, febre
alta, fadiga e edema em trés pacientes e ndo houve presenca de exantema. Os pacientes
que expressaram apresentaram valores baixos que variaram entre 0,00001 e 0,00021.

O grupo com febre chikungunya obteve valores de expressdao em down regulated
em relacdo ao grupo controle. O grupo controle foi composto por sete pacientes onde
quatro expressaram o gene. Os dados abaixo (Tabela 5) descrevem o nimero de amostras

expressas e suas relagcdes com a sintomatologia.

Tabela 5: Dados clinicos e expressao génica da SIRT7.

Gene expresso SIRT7

4/38 (10,52%)
Sexo
Feminino 4/32 (12,5%)
Masculino 0/06
Faixa etaria
0 a 39 anos 1/10 (10%)
40 a 59 anos 03/13 (23,07%)
60 ou mais 0/14
NS/NR 0/01
Clinica
Febre alta
Sim 03/30 (10%)
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N&o 01/08 (12,5%)
Artralgia

Sim 04/34 (11,76%)
Né&o 0/04
Exantema

Sim 0/11

N&o 04/27 (14,81%)
Cefaleia

Sim 03/25 (12%)
N&o 01/13 (7,69%)
Edema

Sim 03/25 (12%)
N&o 01/13 (7,69%)

5.2.2 REGRESSAO LINEAR ENTRE A EXPRESSAO DOS GENES

A andlise de regressao linear entre as SIRTs citoplasmaticas SIRT1 e SIRT2,
realizada em treze amostras, demonstrou (r=0,06374; R?=0,03884) que a correlacio entre
as variaveis é fraca nao significativa (p=0,8319). Enquanto nas SIRT1 e SIRT7 houve
correlacéo forte com quatro amostras (r=0,9667; R?=0,9344) sendo positiva significativa
(p=0,0333).

Nas SIRT2 e SIRT3, verificou-se correlacdo positiva regular (r=0,5029;
R?=0,2529) n3o significativa em trés amostras (p=0,6645). Entre as SIRT2 e SIRT7
houve correlagio fraca negativa (r=-0,04378; R?= 0,001917) ndo significativa com quatro
amostras (p=0,9562). Dentre as SIRT1 e SIRT3 néo foi possivel estabelecer corre¢des
pelo baixo nUmero de amostras expressas, 0 mesmo aconteceu para as analises da SIRT3
com SIRT7.
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6. DISCUSSAO
6.1 Sirtuinas nucleares e citoplasmaticas

As citocinas do tipo IL-1, IL-6, IL-17 e TNF-o foram associadas com a severidade
da artrite induzida pelo CHIKV e também sdo responsaveis pelo processo inflamatorio
na artrite reumatoide (AR), ocasionando a doenca erosiva e osteoclastogénese
(KENNEDY AMARAL PEREIRA; SCHOEN, 2017). Um trabalho feito com ceélulas
mononucleares do sangue periférico avaliou o papel da SIRT1 em pacientes controles e
portadores da AR, ndo apresentando correlagdo. No entanto, houve significancia entre
SIRT1 e os niveis de TNF e IL-6 em ambos os grupos (WENDLING et al., 2014).

No nosso estudo, entre os pacientes que expressaram SIRT1 as principais queixas
foram artralgia e febre alta, mas ndo encontramos um padrdo de expressdao génica da
SIRT1 que caracterize o grupo de pacientes com febre chikungunya. Uma proposta
interessante seria realizacdo de testes com citocinas entre o grupo com febre chikungunya
e 0s que ndo apresentam a doenca.

A degradagdo do IREla, 0 aumento da expressdo mTOR, e a autofagia durante o
inicio da infeccdo pelo CHIKV séo provaveis mecanismo para alteracdo nas vias do
estresse celular (JOUBERT et al., 2012). Em cultura de células do condrdcitos humanos
com osteoartrite, tratados com a homocisteina, estimulou-se a geracdo de espécies
reativas de oxigénio e super 6xido dismutase, porém houve elevacdo da expressdo de
AMPK, PGC-1a e SIRT1 o que acarretou a diminuic¢ao do estresse oxidativo (MA et al.,
2018).

Neste caso, a SIRT1 teria um papel anti-oxidante. Assim, seus niveis diminuidos
na febre chikungunya podem favorecer a oxidacdo ocasionando o aumento da resposta
inflamatoria.

Metaloproteinases dos tipos 1 e 3 (MMP-1) e (MMP-3) e IL-1B, IL-6, IL-8, MCP-
1 e TNF-a sdo consideradas marcadores moleculares ativados no status inflamatorio da
artrite recorrente da infeccdo por CHIKV (NINLA-AESONG; MITARNUN; NOIPHA,
2019). Ainda com papel anti-inflamatério, analises moleculares informaram que maiores
expressdes de SIRT1 em condrocitos tratados com TNF- o diminuem a expressdo de
MMP1, MMP3 e metaloproteinase 13 (MMP13). Nos condrdcitos infectados com
adenovirus que tinham maiores expressdes de SIRT1, observou-se diminui¢do da
expressdo da ciclooxigenase 2 (COX-2) (MOON et al., 2013).
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O bloqueio da COX-2 ¢ realizado por drogas que exercem efeitos analgésico, anti-
pirético e anti-inflamatdrio na AR, osteoartrite e dor aguda (CURTIS et al., 2019).

Assim, a baixa expressdo de SIRT1, como ocorreu no nosso estudo, pode
contribuir para a elevacdo do processo inflamatorio através das interleucinas como
também o aumento da artralgia, sintoma caracteristico da febre chikungunya.

De acordo com o0s nossos dados clinicos (Tabela 2), a artralgia foi a
sintomatologia mais prevalente seguido de: febre alta, cefaleia, edema e exantema. Um
estudo na Ilha da Réunion avaliou 307 pacientes que continham caracteristicas clinicas
reumatologicas decorrentes da infeccdo por CHIKV. A idade média foi de 54 anos e
83,1% dos pacientes estudados sdo representados pelo sexo feminino. Durante a fase
aguda da doenca, as principais queixas foram: artralgia (98%), mialgia (41,6%), febre
(98%), exantema (66%), edema articular (30%) e cefaleia (17,8%) (BOUQUILLARD et
al., 2018). Portanto, artralgia e febre alta sdo os sintomas mais frequentes nos dois estudos
ocorridos entre duas populagdes completamente distintas.

Em algumas situagdes, a presenca do IgM positivo para 0 CHIKV pode perdurar
por mais de dois anos em pacientes cronicos (ZAID et al., 2018). De acordo do nosso
estudo (Figura 7), a baixa expressdo de SIRT1 nos pacientes IgM positivos nao
caracteriza a doenca na fase ativa, entretanto, é possivel que o mesmo perfil de expressao
perdure durante a fase crénica por meio da manutencdo dos niveis da imunoglobulina de
fase aguda.

Na infeccdo pelo CHIKV, os niveis do MCP-1 produzidos previamente nos
macrdfagos por meio da IFN-3 encontram-se elevados e tém como funcéo o recrutamento
monocitario (RUIZ SILVA et al., 2016). Um estudo em ratos avaliou que niveis
deficientes de SIRT2 estimulam ndo apenas a promocdo da artrite induzida por colageno,
mas também o grau da doenca articular. O trabalho também avaliou por meio das técnicas
de ELISA e gPCR, onde ambas concordaram, que na condi¢do patologica referida sdo
aumentados os niveis de citocinas pro-inflamatorias como MCP-1, IL-1B e TNF-a (LIN
etal., 2013).

De acordo com as nossas analises, a expressdo aumentada de SIRT2 parece
contribuir com a artralgia decorrente da febre chikungunya, onde os grupos de pacientes
que apresentaram niveis mais elevados fizeram artralgia como sintoma em comum.

Outro trabalho verificou que a expressdo génica da SIRT2 se encontrava mais
elevada em pacientes com AR, porém néo havia grandes diferencas entre o grupo controle
(KARA et al., 2017a).
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Nos nossos resultados ndo houve diferenca estatistica significantiva entre os niveis
de expressdo da SIRT2 no grupo de pacientes com febre chikungunya e grupo IgM
negativo.

A chikungunya pode ser mais agressiva e chegar a ser letal em grupos de riscos
como idade avancada ou pacientes jovens que apresentam doenca cronica (DA SILVA
JUNIOR et al., 2019). Nas nossas analises de SIRT2 houve diferenca significativa com
0s trés grupos etéarios. Nas analises entre os grupos A (0 a 39 anos) e C (60 ou mais), 14
(16) apresentaram artralgia. Os que pertencem ao grupo B (49 a 59 anos) e C (60 ou mais),
17 (19) fizeram a mesma manifestacdo clinica. Assim, nossos resultados pioneiros na
avaliacdo da idade e a expressdo génica de SIRT2 em pacientes com febre chikungunya,
sugerem que a SIRT2 pode funcionar como um possivel marcador molecular entre as
faixas etérias referidas acima.

Sabe-se que em recém nascidos e criancas jovens com CHIKV representam um
grupo de risco para a progressao de doencas no sistema nervoso central (OKEOMA,
2016). Um trabalho recente avaliou que o bloqueio prévio da SIRT2 podera ser uma nova
proposta de tratamento em pacientes acometidos com doencas neurodegenerativas e de
declinio cognitivo relacionada a idade, principalmente o Alzheimer, por meio da
neuroinflamacéo e regulacdo do receptores do glutamato (DIAZ-PERDIGON et al.,
2019).

Baseado nos nossos resultados entre os grupos etarios em que houve diferenca
significativa e se encontram na faixa etéria de risco, de acordo com o estudo citado acima,
é possivel, que em condi¢des de up regulated, a SIRT2 possa contribuir para o dano ao

sistema nervoso em pacientes com febre chikungunya.

6.2 Sirtuina mitocondrial

Na infec¢do por CHIKYV a artralgia é a clinica que mais se destaca durante a fase
aguda, e a sua persisténcia se torna o sintoma mais caracteristico no periodo crénico da
doenca. A artralgia é causada pelo infiltrado inflamatério decorrente do alphavirus.
A citocina do tipo IL-6 foi relatada nas duas fases da doenca, aguda e crénica, e 0 seu
bloqueio é utilizado no combate a dor e fadiga no tratamento da artrite reumatoide (AR)
(SUHRBIER, 2019).

Um trabalho comparou pacientes com AR com o grupo saudavel e houve

diferenga significativa. Os pacientes com AR tiveram as maiores expressdes génicas da
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SIRT3 (KARA et al., 2017b). Um estudo avaliou in vivo e in vitro, o papel da SIRT3 na
osteoartrite e grupo controle. Na cultura de condrocitos com osteoartrite houve
diminuicdo da SIRT3 em comparacdo ao grupo saudavel, o que também ocorreu no
modelo de osteoartrite em ratos (WANG et al., 2018a).

De acordo com os nossos resultados inéditos no estudo sobre SIRTS e arboviroses,
a expressao de SIRT3 foi diminuida em pacientes com febre chikungunya assim, a
expressdo em down regulated da SIRT3 consegue caracterizar um perfil para a doenca.

A resposta inflamatdria, em ratos e humanos, decorrente da infec¢do por CHIKV
estimula o Nucleotide-Binding Domain Leucine-Rich Repeat 25 and Pyrin Domain
Containing Receptor 3 (NLRP3). O estudo demonstrou que a expressdo do NLRP3 em
pacientes com CHIKV é 100 vezes superior ao grupo saudavel e a IL-1p obteve maior
expressdao de mRNA em pacientes com sinais de doenca aguda; enquanto a IL-18 foi
cinco vezes superior ao grupo controle. Além disso, os animais tratados com um inibidor
do NLRP3 apresentaram diminuicdo da perda ¢ssea decorrente dos osteoclastos (CHEN
etal., 2017).

Sabe-se que a ativacdo do NLRP3 é diminuida quando as espécies reativas de
oxigénio (ERO) decaem e a atividade mitocondrial é preservada pelo aumento da SIRT3
(TRABA etal., 2015). As nossas anélises concordam com os dois estudos referidos acima
e podem sugerir que na febre chikungunya o perfil down regulated da SIRT3 consegue
modular a infec¢cdo via NLRP3, 0 que pode ocasionar artralgia presente em 88,57% do
grupo que néo expressou SIRT3.

Desta maneira, 0s nossos resultados extremamente relevantes estéo de acordo com
o0s estudos e sugerem que os niveis diminuidos de SIRT3 conseguem caracterizar um
perfil ndo apenas na osteoartrite, mas também na artralgia causada pela febre

chikungunya.

6.3 Sirtuina nucleolar

Os danos neurologicos como neuroretinite, encefalite, neuropatia Optica e
Sindrome de Guillain Barré podem ser consequéncias da febre chikungunya (CERNY et
al., 2017). Um estudo realizado com modelo em ratos com encefalomielite autoimune
demonstrou que a diminuicdo da expressdo da proteina Sirt7 levou a reducédo de IFN-y
proveniente de células T CD8, comparados ao grupo saudavel, com a porcentagem de
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células T CD4 * FOXP3* também reduzida (BURG; BITTNER; ELLWARDT, 2018).
Estes dados sugerem um papel inflamatério da SIRT7.

Um estudo em ratos observou que os animais com cardiomiocitos deficientes em
SIRT7 demonstraram elevacédo da inflamacdo e uma acentuada reducéo da resisténcia ao
estresse oxidativo (VAKHRUSHEVA et al., 2008).

Outro trabalho em ratos geneticamente modificados que exerceram exercicios
forcados relatou que a SIRT7 € responsavel por diminuir a degradacdo da cartilagem,
portanto, a SIRT7 dificulta o desencadeamento da osteoartrite. Assim, a expressao de
genes envolvidos na degradacdo da matriz extracelular € aumentada se a SIRT7 estiver
diminuida (KOROGI et al., 2018).

De acordo com as nossas anéalises, o perfil da SIRT7 foi encontrado em down
regulated na febre chikungunya em relacdo ao grupo controle. O nosso estudo avaliou
que a SIRT7 em condices de down regulated ndo parece ter um efeito protetor em
relacdo a artralgia, pois 88,23% dos pacientes que ndo expressaram apresentaram artralgia
e pode indicar uma possivel predisposicdo ao aumento da degradacdo da cartilagem em
pacientes que cronificam.

Assim, nossos resultados concordam com dados apresentados na literatura, onde
é possivel que os niveis diminuidos de SIRT7 possam contribuir para o desenvolvimento

do processo inflamatdrio na artralgia decorrente a febre chikungunya.
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7. CONCLUSAO

De acordo com as analises de expressdo génica da SIRT1, ndo foi possivel
observado um padrdo que caracterize o grupo de pacientes portadores de febre
chikungunya, assim como para a SIRT2. No entanto, a SIRT2 apresentou um perfil up
regulated em pacientes com idade a partir de 60 anos, diferentemente do observado para
individuos mais jovens.

Em relacdo as SIRT3 e SIRT7, a auséncia ou baixos niveis de expressdo
observados nos pacientes com febre chikungunya indicam que estas sirtuinas podem estar
envolvidas na fisiopatologia da infeccdo, além de sugerirem potenciais propostas
terapéuticas. O presente trabalho representa o primeiro estudo que avalia a expressdo
génica das SIRT1, SIRT2, SIRT3 e SIRT7 em pacientes com febre chikungunya.
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