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RESUMO

A febre Chikungunya é uma doenca viral que tem como agente etioldgico o
Chikungunya virus (CHIKV) e é transmitida, principalmente, por mosquitos do
género Aedes, como Aedes aegypti e A. albopictus. A doenca causada pelo
CHIKV apresenta sinais e sintomas semelhantes aos de outras arboviroses de
importancia clinica, como a dengue, porém, o principal fator patognoménico
que a difere das demais arboviroses € a artralgia debilitante e persistente, que
pode durar de meses a anos e esta associada a perda de qualidade de vida
dos individuos acometidos e elevado impacto econémico nos sistemas publicos
de saude. Por fim, ndo existe tratamento especifico ou vacina disponivel contra
a febre Chikungunya (CHIKF), além de o0s mecanismos envolvidos na
patogénese da artralgia induzida pelo CHIKV serem pouco conhecidos.
Recentemente, durante a padronizacdo do modelo experimental de infeccéo
pelo CHIKV feita em nosso laboratério, foi observado que a inoculacdo do
CHIKV em camundongos selvagens (WT) induziu diversos sinais e sintomas
associados a infec¢do vista em humanos, a exemplo da hipernocicepcéo
articular e o aumento expressivo de algumas quimiocinas relacionadas ao
recrutamento de macréfagos e linfocitos. Sendo assim, o objetivo do presente
trabalho foi estudar o papel dos receptores de quimiocina do tipo CC (CCR2 e
CCR5) na patogénese da infecgcdo pelo CHIKV in vitro e in vivo. Para isso,
foram utilizados camundongos WT da linhagem C57BL/6 e deficientes para os
receptores CCR2 (CCR2™) e CCR5 (CCR5™). O perfil de expressdo desses
receptores em diferentes tipos celulares, assim como de suas quimiocinas
ligantes (CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5) e diversos parametros clinicos e
inflamatdrios normalmente associados & doengca em humanos foram avaliados.
Utilizando anélises de citometria de fluxo foi observado o aumento da
expressdo dos receptores CCR2 e CCR5 apés infeccdo pelo CHIKV
predominantemente em macréfagos (células F4/807) e linfécitos (CD3"). Nos
camundongos WT foram observados linfopenia, aumento das quimiocinas
CCL2, CCL3, CCL4 e CCCL5 na pata e recuperacao de carga viral na pata,
baco e linfonodo popliteo, além de dano tecidual e hipernocicepcédo articular

prolongada. Na auséncia do receptor CCR2 foi encontrado um maior nivel das



quimiocinas citadas, assim como um aumento de infiltrado de neutréfilos no
coxim plantar e dano tecidual prolongado. Nos camundongos CCR5™ também
foi observado um maior nivel de quimiocinas e aumento de infiltrado de
neutréfilos no coxim plantar, além de maior recuperacdo viral em tempos
iniciais pos-infeccdo. Em contrapartida, a hipernocicepcdo observada nos
grupos de animais CCR2" ou CCR5™ foi apenas nos tempos iniciais, enquanto
em animais selvagens continua por até 21 dias. Por fim, estudos in vitro
demonstraram que o virus foi capaz de infectar macréfagos de camundongos
WT e deficientes para os receptores CCR2 e CCR5, sem toxicidade as células,
demonstrado pelos ensaios de MTT e LDH. As células de camundongos
deficientes para CCR2 ou CCR5 apresentaram menor carga viral recuperada,
diferente do que foi observado em experimentos in vivo. Neste contexto, este
trabalho reforca a importancia dos macrofagos e linfocitos no controle da
doenca causada pelo CHIKV, uma vez que sdo as principais células afetadas
pela auséncia dos receptores CCR2 e CCR5, além de demonstrar que 0s
receptores estudados parecem ser importantes na montagem da resposta
imune apropriada, para combater o virus e resolver a inflamacdo. Estes
receptores interferem, ainda, direta ou indiretamente em mecanismos

associados a hipernocicepc¢éao induzida pela infecgéo pelo CHIKV.

Palavras-Chave: Chikungunya virus; quimiocinas; inflamacéo.



ABSTRACT

Chikungunya fever (CHIKF) is a viral disease that has the etiological agent
known as Chikungunya virus (CHIKV) and it is transmitted mainly by the
mosquitoes of the Aedes genus. The disease caused by the CHIKV shows
signs and symptoms similar to other arboviral diseases that have clinical
significance, such as the dengue fever. However, the main pathognomonic
factor that differs CHIKF from other arboviral diseases is the debilitating and
persistent arthralgia that can last for months or even years and the mechanisms
involved in the pathogenesis of CHIKV-induced arthralgia are poorly
understood. Recently, during standardization of the experimental model of
CHIKV infection done in our laboratory, we observed that the inoculation of
CHIKV on wild type mice (WT) induced several signs and symptoms associated
with the infection that is normally seen in humans, such as the articular
hypernociception and expressive increase of some chemokines related to the
recruitment of macrophages and lymphocytes. Thereby, the aim of this work
was to study the role of the chemokine type CC receptors (CCR2 and CCR5) in
the pathogenesis of CHIKV in vitro and in vivo infection. To do so, WT mice of
the C57BL/6 lineage were used along with and knockouts for CCR2 (CCR2")
and CCR5 (CCR5™) receptors. The expression profile of these receptors in
different cell types, as well as their binding chemokines (CCL2, CCL3, CCL4
and CCLD5), in addition to several clinical and inflammatory parameters normally
associated with the disease in humans, were evaluated. Flow cytometry
analyses showed increased expression of CCR2 and CCR5 receptors after the
CHIKYV infection predominantly in macrophages (F4/80" cells) and lymphocytes
(CD3"). On the WT mice, several signs of the disease along with inflammation
were observed, such as: lymphopenia, increased CCL2, CCL3, CCL4 and
CCCL5 chemokines and recovery of the viral load in several tissues, in addition
to tissue damage and prolonged articular hypernociception. However, in the
absence of the CCR2 and CCRS5 receptors, the inflammation was more
exacerbated, since in these groups a higher level of chemokines was found, as

well as an increased neutrophil infiltrate and prolonged tissue damage in CCR2"



" mice. In the CCR5 mice, in addition to the mentioned findings, a higher viral

recovery was also observed in initial post-infection time. However, the
hypernociception observed in the groups of knockout animals happened only in
the initial time with respect to the CCR2™, or nonexistent, in the CCR5” mice. In
vitro studies also demonstrated that the virus was able to infect macrophages
derived from WT mice and knockouts to the CCR2 and CCR5 receptors, but
without toxicity to the cells. Interestingly, cells derived from CCR2” or CCR5™
mice showed lower recovered viral load. As a final point, this work reinforces
the importance of macrophages and lymphocytes in the control of the disease
caused by CHIKV, since they are the main cells affected by the absence of the
CCR2 and CCRS5 receptors, besides demonstrating that the receptors studied
seem to be important in the assembly of the appropriate immune response for
fighting the virus and resolving the inflammation process. These receptors also
interfere  directly or indirectly in mechanisms associated with the
hypernociception induced by the CHIKV infection.

Key-words: Chikungunya Virus; chemokynes; inflammation.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1, EPIDEMOLOGIA E TRANSMISSAO DO VIRUS CHIKUNGUNYA
(CHIKV)

Os primeiros relatos da febre chikungunya (CHIKF) foram descritos na Tanzania por
volta de 1952, onde ocorreu um surto de doenca exantematica com sintomas que
incluiam febre alta e poliartralgia altamente debilitante. A populacéo local nomeou a
doenca de “chikungunya”, palavra de origem do dialeto Africano Makonde, cujo
significado é derivado da expressao “aquele que se curva” e se refere a postura
inclinada de individuos acometidos pela doenca (BURT, F. J. et al.,, 2017). Este
surto foi entdo seguido por novas epidemias ainda no territério africano bem como
em varios paises do mundo. Por exemplo, um surto ocorrido no Kenya em 2004
resultou em quase meio milhdo de casos de CHIKF e na disseminacao do virus para
regides proximas, como as ilhas de Comoros e La Reunion em 2005 (RENAULT, P.
et al., 2007). Um dos maiores surtos de CHIKF ocorreu na india, em 2005, onde 1,4
milhdes de pessoas foram infectadas (BURT, F. J. et al., 2017). Em 2013, foram
confirmados os primeiros casos da infec¢cdo pelo virus chikungunya (CHIKV) nas
Américas, na ilha de St. Martin, seguido por casos no Caribe e na América Latina no
ano de 2015. Atualmente o virus tem sido reportado em 42 paises, incluindo
territorios no Caribe, América Central e América do Norte, com mais de um milh&o
de casos suspeitos e 25.000 casos confirmados nestas regides (WAHID, B. et al.,
2017).

No Brasil, o primeiro caso autdctone de CHIKF foi descrito em 2014 no Amapa.
Desde entdo o CHIKV se expandiu para todo o territério nacional. Em 2015 foram
confirmados 13.236 casos da doenca, a maioria ocorrendo na Regido Nordeste,
incluindo cidades em Pernambuco, Bahia, Alagoas, Ceara e Maranhao (Ministério da
Saude, 2015). Segundo o Ministério da Saude, em 2016 foram registrados 271.824
casos provaveis de CHIKF no Brasil, sendo que 151.318 foram confirmados, e

destes casos 196 resultaram em 6bito. Em 2017 foram registrados mais de 185 mil
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casos provaveis e até dezembro de 2018 foram registrados 84.294 casos provaveis,
sendo que mais de 76% foram confirmados (Ministério da Saude, 2018).

1.2. ESTRUTURA E ORGANIZACAO DA PARTICULA VIRAL

O CHIKV é um arbovirus do género Alphavirus pertencente a familia Togaviridae. O
virion, envelopado e com estrutura icosaédrica, apresenta 70nm de didmetro e é
composto por unidades repetidas de glicoproteinas transmembrana (E1 e E2), a
proteina do capsideo e uma bicamada lipidica. O genoma € de acido ribonucleico
(RNA) de fita simples com polaridade positiva, com aproximadamente 12 Kb e duas
janelas abertas de leitura, que codificam duas poliproteinas, que quando clivadas
dao origem a quatro proteinas ndo estruturais de 1 a 4 (nsP1-4) e cinco proteinas
estruturais (C, E3, E2, 6K e E1) (SCHWARTZ, O. e ALBERT, M. L., 2010; BURT, F.
J. et al., 2017). A Figura 1 mostra uma representacdo esquematica da estrutura da

particula viral.
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Figura 1: Representagao esquematica da estrutura conformacional e gendmica do CHIKV.

A imagem mostra a estrutura icosaédrica do virion, a qual € composta por trés proteinas estruturais,
sendo elas as proteinas do envelope (E1 e E2) e a proteina do capsideo (C). As proteinas E1 e E2
formam triades de glicoproteinas, em forma de espigas, ancoradas a membrana que cobrem a
superficie viral. (Fonte: Adaptado de WEAVER & LECUIT, 2015; Swiss Institute of Bioinformatics,
viralZone, 2017)
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O ciclo de multiplicacdo do CHIKV (Figura 2) tem inicio ap06s sua inoculacao
intradérmica pela picada da fémea do mosquito vetor, geralmente do género Aedes
nos centros urbanos, e sua adsorcdo na célula alvo pelo processo de endocitose
mediada por receptor. Ainda ndo existe um consenso de qual € o receptor principal
envolvido na internalizagdo do CHIKV, entretanto, alguns receptores sdo sugeridos e
incluem: O CD209 ou DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion
molecule-3-Grabbing Non-integrin), o CLEC4M (C-type lectin domain family 4
member M), a laminina e algumas integrinas (SCHWARTZ, O. e ALBERT, M. L.,
2010; HOORNWEG, T. E., et al., 2016). ApOs a endocitose, a proteina do envelope
viral sofre modificacdes conformacionais, devido ao ambiente acido do endossoma,
permitindo a liberacdo do genoma viral no citoplasma da célula. Em seguida, dois
precursores de proteinas nao estruturais (nsPs) sdo traduzidos a partir do RNA
mensageiro (MRNA) viral e a clivagem destes precursores resultam nas proteinas
nao estruturais (nsP1-nsP4). As funcdes destas proteinas incluem: (1) nsP1 participa
na sintese da fita negativa do RNA viral; (2) nsP2 exibe atividades de RNA helicase,
RNA trifosfatase e proteinase e esta envolvida no desligamento da transcricdo na
célula hospedeira; (3) nsP3 faz parte da unidade replicase e (4) nsP4 é a RNA
polimerase viral. Juntas estas proteinas formam o complexo de multiplicacéo viral,
que sintetiza um intermediario de RNA de cadeia negativa. O RNA sintetizado serve
como modelo para a sintese de RNA subgendmicos (26S) e gendmicos (49S). O
RNA subgendmico tem papel na expressado do precursor da poliproteina C-pE2-6K-
El. Apés liberacdo do capsideo (C), as glicoproteinas pE2 e E1 sdo formadas e
exportadas para a membrana plasmética, onde a pE2 € clivada em E2 e E3, as
quais estdo envolvidas na ligacdo ao receptor e dobramento adequado de pE2,
respectivamente. A montagem do virion acontece pela ligacdo do nucleocapsideo
viral ao RNA viral e pelo recrutamento das glicoproteinas de envelope associadas a
membrana (SCHWARTZ, O. e ALBERT, M. L., 2010). As novas particulas virais
deixam a célula pelo processo de brotamento através da membrana celular onde os
virions adquirem o envelope de bicamada lipidica contendo as glicoproteinas E1 e
E2 codificadas pelo virus (SOLIGNAT, M et al., 2009; SILVA, L. A,, et al., 2017).
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Figura 2: Ciclo de multiplicacdo do virus Chikungunya.

Por meio do processo de endocitose mediada por receptor, o CHIKV €& adsorvido pela célula alvo. Em
seguida, o ambiente &cido no interior do endossoma desencadeia a fuséo do envelope viral com a
membrana endosomal, levando a liberacdo do genoma viral no citoplasma. Esse, por sua vez, é
traduzido em proteinas virais ndo estruturais (nsP1-4). Ap6és 0 processamento, o complexo de
proteinas nao estruturais forma a replicase viral, a qual catalisa a sintese de uma cadeia de RNA de
sentido negativo que serve de molde para a sintese do genoma de sentido positivo e do RNA
subgendmico (26S). O RNA subgendmico (26S) é traduzido e produz a poliproteina estrutural (C-E3-
E2-6K-E1), a qual é, entdo, clivada para entdo produzir as proteinas estruturais individuais, seguida
da montagem dos componentes virais. Por fim, a particula viral madura (ou virion) montada é liberada
por brotamento através da membrana plasmatica, onde adquire o envelope com glicoproteinas do
hospedeiro incorporadas (Fonte: Adaptado de ABDELNABI et al., 2015).

De acordo com analises filogenéticas, até o0 momento existem quatro linhagens do
CHIKV identificadas, as quais apresentam caracteristicas genotipicas e antigénicas
distintas e Unicas. Séo elas: (1) O gendtipo do Oeste Africano que consiste em
isolados do Senegal e da Nigéria. (2) O gendtipo do Leste/Centro/Sul Africano
(ECSA), outro genétipo enzodtico encontrado na Africa. (3) Isolados de paises da
Asia que estdo incluidos no gendtipo Asiatico e, finalmente, (4) o genétipo mais
recente, uma Linhagem do Oceano Indico (IOL), o qual se propagou das ilhas
Comores em 2004 e resultou em epidemias graves no sudeste asiatico e na india
durante os anos 2005-2008 (GALAN- HUERTA et al., 2015; WAHID et al., 2017).
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1.3. A FEBRE CHIKUNGUNYA (CHIKF)

1.3.1. INFECAO E MANIFESTACOES CLINICAS

A transmissédo do virus € causada pela picada da fémea de um mosquito infectado,
principalmente os mosquitos do género Aedes (ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE,
2016), através de dois ciclos distintos, o silvatico e urbano. Durante o ciclo silvéatico
ou enzoo6tico, comum principalmente na Africa em areas de florestas ou savanas, o
virus é transmitido por véarias espécies do Aedes (A. africanus, A. Cordellieri, A.
furcicdcfer-taylori, A. Luteocephalus, entre outros) a primatas ndao humanos
(macacos), 0s quais se apresentam como reservatorio primario do virus (NG, L. C. &
HAPUARACHCHI, 2010). A infeccao do homem pode ocorrer quando ele adentra
estes ambientes selvagens dando inicio ao ciclo urbano. Esse, por sua vez, envolve
duas espécies de mosquitos do género Aedes, o A. aegypti e o A. albopictus que
quando infectados podem transmitir o virus ao homem (GALAN- HUERTA et al.,
2015).

A febre chikungunya (CHIKF), € uma doenca febril exantemética aguda com sinais e
sintomas similares com os relatados para outras arboviroses de importancia médica,
a exemplo da dengue, Zika e febre amarela. Dentre os sintomas, sdo observados
febre alta de inicio agudo, dores articulares e musculares, cefaleia, nausea, fadiga e
exantema generalizado. A principal manifestacdo clinica que a difere das outras
arboviroses sdo as fortes e persistentes dores nas articulagbes, as quais estao
associadas a uma elevada taxa de morbidade tendo como consequéncia a reducao
da produtividade e da qualidade de vida dos individuos acometidos (GALAN-
HUERTA et al., 2015).

A fase aguda da CHIKF tem inicio logo apdés o periodo de incubacdo, que pode
durar de 3 a 7 dias no ser humano, e tem duracdo de até quatorze dias (BURT, F. J.
et al., 2017). Febre alta (>39°C), calafrio, cefaleia, nausea, vomito, fadiga, erupcdes
cutdneas eritematosas e maculopapulares, dor nas costas, mialgia e poliartralgia
simétrica sdo apresentadas na fase aguda, sendo que a intensidade e duracdo da
doenca estdo associadas a carga viral e presenca de linfocitopenia. Durante a
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viremia, a quantidade de virus pode chegar a 10° cépias do genoma viral por mL de
sangue e o fim da viremia normalmente ocorre de 5 a 7 dias apds o inicio dos
sintomas (Ministério da saude, 2017). Entretanto, apés a fase aguda, cerca de 30%
das pessoas evoluem com dores articulares persistentes com duracédo de até trés
meses, fase subaguda, e quando a duracéo dos sintomas ultrapassa os trés meses
a condicdo € considerada crbnica, podendo prolongar-se por anos, comprometendo
a qualidade de vida do paciente (BURT, F. J. et al., 2017).

A artralgia causada pelo CHIKV afeta as extremidades, principalmente as
articulagdes dos tornozelos, punhos e falanges (CASTRO, A. P. C. R, et al., 2016).
Algumas manifestacdes clinicas podem variar de acordo com sexo ou idade, sendo
gue casos graves e Obitos ocorrem principalmente em pessoas com extremos de
idade (criancas e idosos) ou apresentando comorbidades. As manifestacdes graves
incluem doenca gastrointestinal, complicacées neurolégicas (meningoencefalite e
convulsdes), complicacdes oftalmoldgicas (conjuntivite, retinite e uveite), doencas
cardiovasculares, manifestacées hemorragicas e morte (GOUPIL, B. A.; MORES, C.
N. A, 2016; ROHATGI et al.,, 2014). O aumento no numero de complicacfes da
doenca se deve a diversos fatores, dentre eles a ocorréncia de surtos em grande
escala, normalmente associados a melhor adaptacdo viral aos vetores artrépodes
urbanos e outra causa sao novas mutacoes das linhagens de CHIKV circulantes que
aumentam sua viruléncia e patogenicidade (SCHWAMEIS et al., 2016).

1.3.2. IMUNOPATOGENESE

A infeccdo pelo CHIKV ocorre a partir da picada da fémea do mosquito infectado,
gue inocula o virus na pele do hospedeiro. O virus realiza um ciclo de multiplicacao
inicial no interior dos fibroblastos dérmicos e entdo se dissemina pela corrente
sanguinea, atingindo diversos tecidos, como o figado, muasculos, articula¢des, baco
e cérebro (Figura 3) (CUNHA, R. V.; TRINTA, K. S, 2017; ROHATGI et al., 2014).
Diversos tipos celulares apresentam susceptibilidade a infeccdo pelo CHIKV
incluindo: fibroblastos, células epiteliais, endoteliais e células progenitoras do
musculo esquelético ou células satélite, neurénios e células da glia. Fibroblastos e

macrofagos da pele foram identificados como sendo células alvo primarias da
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infeccdo pelo CHIKV (fase de inoculacéo intradérmica) (SOURISSEAU, M., et al.,
2007). Essa fase é seguida pela fase de replicacao linfatica onde ocorre a migragéo
de células infectadas para os ganglios linfaticos drenantes e posteriormente sua
disseminacao na corrente sanguinea (fase de viremia), com posterior disseminacao
para outros Orgdos, envolvendo outros tipos celulares como o0s hepatdcitos, as
células musculares esqueléticas e as células articulares (SCHWAMEIS, M., et al.,
2016). Em um modelo de infeccdo em primatas ndo humanos foi demonstrada a
ocorréncia de infeccdo persistente de tecidos hepéticos, bem como niveis

significativos de morte celular de hepatdcitos (HUSSAIN, K. M., et al., 2016).
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Figura 3: Disseminacdo do virus Chikungunya no hospedeiro.

A infeccdo pelo CHIKV tem inicio pela picada da fémea de um mosquito infectado que inocula o virus
na derme do hospedeiro (1). Entdo, ocorre uma replicacéo inicial do virus no interior de fibroblastos
dérmicos e células residentes (2). A picada do mosquito também pode levar & inoculagéo direta do
virus na circulacdo sanguinea (3). O virus se dissemina para os ganglios linfaticos (4) e, entéo, é
liberado para a circulagcao sanguinea (5). Finalmente, ocorre a disseminagdo do virus para os 6rgaos
periféricos, como figado, baco, musculo, bem como para o cérebro e articulacdes (6). (Fonte:
Adaptado de CAGLIOTI et al., 2013).

e

A viremia que ocorre na fase aguda € acompanhada pela producdo de niveis
elevados de diversos mediadores inflamatorios no soro dos pacientes a exemplo das
citocinas IL-1B3, IL-6 e TNF-a. Essas citocinas pirogénicas contribuem para a febre
presente na fase aguda da doenca (HOARAU, J. J. et al., 2010). Entretanto, estudos
demonstraram que diferentes coortes de pacientes exibem padrdes de mediadores

inflamatorios distintos, sugerindo que os niveis basais desses mediadores diferem
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entre as populacdes. Na tentativa de encontrar padrdes comuns as diversas
populagcbes, uma metandlise comparativa demonstrou que as citocinas pro-
inflamatorias, incluindo IFN-a, IFN-B, IL-2, IL-2R, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17 e IL-
18; citocinas anti-inflamatérias tais como o IL-1RA, a IL-4 e a IL-10; as quimiocinas
CXCL10, CCL2, CXCL9, CCL3, CCL4; os fatores de crescimento fator estimulador
de colbnias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) e o Fator de Crescimento de
Fibroblastos Basico (FGF) formam uma assinatura genérica da infeccdo aguda por
CHIKV em todas as coortes de pacientes analisadas (TENG, T. S., et al., 2015; NG,
L. F. P., 2017).

Nos primeiros dias de infecgéo, células Natural Killer (NK) s&o ativadas e induzem
uma resposta secundéaria de linfocitos do tipo T CD4+ e CD8+ contra varias
proteinas virais (HOARAU, J. et al.,, 2013). Os linfécitos T desempenham um
importante papel durante a infeccao viral, sendo as células T do tipo T CD4+ e CD8+
necessarias para eliminar células infectadas por virus em camundongos (NG, L. F.
P., 2017). As células do tipo T CD4+ aparecem na fase tardia da doenca e auxiliam
na estimulacao de células produtoras de imunoglobulinas (Igs) especificas contra o
virus (NG, L. F. P., 2017). O fim da fase aguda é caracterizado pela producdo dos
mediadores inflamatérios tais como o fator de inibicdo da migracdo de macréfagos
(MIF), as quimiocinas CCL4 e CXCL12 e as interleucinas IL-6 e IL-8.

1.4. QUIMIOCINA E SEUS RECEPTORES

1.4.1. QUIMIOCINAS

As quimiocinas possuem importante papel para o recrutamento de leucocitos para o
tecido alvo. As quimiocinas sao pequenas proteinas com funcdo quimiotatica, que
também desempenham papeis associados ao desenvolvimento de tecidos, a
angiogénese, homeostase epitelial, além de varios processos fisiopatologicos. Elas
exercem seus efeitos através da ligacdo a receptores de membrana especificos
acoplados a proteina G (GPCRs) (GUERREIRO, R. et al., 2011). Os GPCRs séo

constituidos por sete dominios transmembrana (Erro! Fonte de referéncia néo
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encontrada.) e sdo expressos principalmente em leucdcitos. Atualmente, o0s
receptores de quimiocina sdo classificados em quatro subfamilias, nomeadas de
acordo com a estrutura do seu ligante. Essa classificacdo leva em consideracédo os
residuos conservados de cisteina localizados na porcdo N-terminal. Dessa forma
sdo consideradas: 1) quimiocinas C-C, quando duas cisteinas estdo adjacentes; 2)
C-X-C, CX3C e XC, quando a ou as cisteinas sao separadas por um ou mais
aminoacidos quaisquer, representado pela letra X. Seus receptores seguem, entao,
a mesma nomenclatura, sendo nomeados como receptores de quimiocina de motivo
C-C (CCR), C-X-C (CXCR), C-3X-C (CX3CR) e XC (XCR), além dos receptores de
quimiocina atipicos, incluindo ACKR1-ACKR6 (PALOMINO, D. C.; MARTI, L. C,,
2015; CHEN, K., et al., 2017).

A ligacdo da quimiocina ao receptor especifico desencadeia a ativacdo de uma série
de vias de sinalizacdo intracelular, levando a transcricdo de genes que controlam
processos de migracdo celular. Os GPCRs normalmente s&o regulados por
processos que envolvem a fosforilagdo pela proteina quinase associada a proteina
G (GRK), essa proteina possui as subunidades a, B e y, que quando ativadas se
dissociam em Ga e GPBy. A dissociacdo da proteina G ativa varias vias de
transducdo de sinal. A subunidade Ga inibe a adenilciclase e ativa as tirosina
cinases Scr, levando a ativagao das MAP cinases, enquanto GBy induz a ativagao
da fosfolipase C B (PLC B), conduzindo a formacao de inositol trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG), que estimulam, respectivamente, a liberacdo de calcio do
reticulo endoplasmatico e ativacdo da PKC induz uma cascata de eventos que vao
levar a quimiotaxia. GBy também induz a ativacao de PI3 cinase que ativa moléculas
efetoras envolvidas no rearranjo do citosqueleto, auxiliando na adesdo e migragcao
celular (OPPERMANN, M., 2004). Por fim alguns receptores de quimiocinas também
podem se homodimerizar ou heterodimerizar com outros GPCRs, podendo sinalizar
via proteinas JAK-STAT como exemplificado na Figura 4 (ZWEEMER, A. J., et al.,
2014).
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Figura 4: Representacdo esquemaética dos receptores de quimiocinas e das vias de transducéo
de sinais ativadas pela ligacdo da quimiocina.

A ligagdo do ligante muda a estrutura conformacional do receptor e leva a dissociagdo das
subunidades Ga e GBy2 da proteina G. Esta dissociagdo induz a ativagao diferentes vias de
transducdo de sinal. A subunidade Ga inibe a adenilato ciclase e ativa a tirosina quinases Scr,
levando a ativacdo das MAP quinases e PI3 quinase, assim como de quinases de adesdo. A
subunidade Gy induz a ativacdo da fosfolipase C  (PLC ), conduzindo a formagédo de inositol
trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), que estimulam, respectivamente, a libertacdo de calcio do
reticulo endoplasmatico e ativacdo da proteina quinase C (PKC). A PKC conduz a uma cascata de
eventos citoplasmaticos e dentro do nucleo. GBy também induz a ativagado de PI3 y quinase que ativa
moléculas efetoras envolvidas no rearranjo do citosqueleto, implicado na adesé@o e migragéo celular.
(Fonte: GUERREIRO, R. et al., 2011).

1.4.2. CCR2/CCR5 E A FEBRE CHIKUNGUNYA

A CCL2 é uma quimiocina que esta expressa em niveis elevados em casos de artrite
causada por chikungunya e, assim como seu receptor, o receptor de quimiocina CC
tipo 2 (CCR2), pode contribuir para o quadro inflamatério e desenvolvimento da
forma cronica da doenca. Trabalhos anteriores demonstram que a inibicdo da

guimiocina CCL2, utilizando o farmaco Bindarit, melhora significativamente o quadro
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da doenca induzida pela infeccdo por Alphavirus dos género Ross River (RRV) e
CHIKV em camundongos caracterizada pela diminuicdo de danos nos tecidos e
menor recrutamento de células inflamatoérias para o sitio da lesdo (CHEN, W., et al.,
2015; RULLI, E. N., et al., 2011; RULLI, E. N., et al., 2009). No entanto, outro estudo
que caracterizou o papel do CCR2 na artrite induzida pelo CHIKV demonstrou que o
receptor pode estar relacionado ao desenvolvimento da artrite, mas também
desempenha papel fundamental na resolucdo da inflamacdo, visto que
camundongos deficientes do receptor CCR2 tiveram o agravamento da doenca
(POO, Y. S., etal., 2014).

O receptor de quimiocinas CC tipo 5 (CCRS) é um receptor do grupo “CC”, assim
como o CCR2, descrito acima. Este receptor possui dominios de ligacdo para as
qguimiocinas CCL3, CCL4 e CCL5. Ele regula principalmente o trafico e a atividade
efetora de linfécitos T (efetores/memdéria), macréfagos e células dendriticas
imaturas. Normalmente o CCR5 est4 presente em células associadas a resposta
imune, como monacitos, linfécitos, basdfilos, eosindfilos, células Natural Killer (NK),
células dendriticas imaturas, desempenhando assim um papel importante nos

processos de inflamacéo cronica e alérgica (GUERREIRO, R. et al., 2011).

O CCRS5 ja foi descrito em associacao com diversas doencas devido ao seu papel no
recrutamento de células do sistema imune (KHALID, A., et al., 2015). A primeira
associacdo do CCR5 com doencas causadas por virus foi com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Ele atua como principal receptor envolvido na
adsorcdo e multiplicacdo do virus nas células do hospedeiro. Seu papel central na
patogénese da doenca € ilustrado pela resisténcia a infec¢ao pelo HIV de individuos
homozigotos para o alelo ccrSA32, que possui uma delecdo de 32 pares de bases
na regido codificadora da proteina, expressando um CCR5 ndo funcional. Esses
individuos sao resistentes a infeccdo pelo HIV, mesmo quando expostos
frequentemente ao virus (ZAJAC, V., 2018). Esta caracteristica foi amplamente
estudada resultando no desenvolvimento de tratamentos para a sindrome da
imunodeficiéncia humana (AIDS) baseados em compostos com atividade inibidora
e/ou antagonista de CCR5 (BRELOT, A.; CHAKRABARTI, L. A., 2018). A expresséao
de CCR5 em linfécitos T também esta relacionada a maior replicagcdo do virus
Vaccinia. A fosforilacdo de uma cascata de tirosinas no CCR5 € necessaria para

organizacdo e sinalizacdo de proteinas virais e posterior replicacdo deste virus
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(RAHBAR, R., et al., 2006). Em um modelo animal em camundongos, também foi
observada a maior replicacdo do Vaccinia virus e essa foi acompanhada pela
disseminacdo do virus no hospedeiro, onde as células CCR5" infiltraram-se em

orgaos-alvo carreando a progénie viral (RAHBAR, R., et al., 2009).

Mais recentemente, foi demonstrado que o receptor CCR5 est4d associado a
replicacdo do DENV em macréfagos murinos e que camundongos CCR5™
apresentaram um controle da resposta inflamatéria e foram mais resistentes a doses
letais do virus quando comparados aos animais selvagens (MARQUES, R. E., et al.,
2015). De maneira oposta, alguns trabalhos demonstraram que o receptor CCR5,
que esta associado ao recrutamento de células do sistema imune, pode
desempenhar papel no controle da doenca. No caso do virus da encefalite do oeste
do Nilo (West Nile Virus — WNV), foi demonstrado em modelo murino que os animais
deficientes para o CCR5 sao mais susceptiveis a infeccdo. Neste modelo, o CCR5 é
essencial para que linfocitos T, células NK e macrofagos migrem para o sistema
nervoso central, controlando a replicacdo do WNV e prevenindo a mortalidade
decorrente da infeccdo (LIM, J. K. et al., 2011). Outro exemplo sdo casos de
infeccdo pelo virus da encefalite (Tick-borne Encephalitis Virus - TBEV) onde
também foi demonstrado que a presenca do alelo ccrbA32 é associada com a
ocorréncia de meningoencefalite grave, portanto, portar o alelo ccr5A32 pode ser
muitas vezes um fator de risco em casos de infeccbes (GRYGORCZUK, S., et al.,
2016).
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2. JUSTIFICATIVA

A artralgia causada pelo CHIKV é um problema de saude publico global, associado
ao desenvolvimento de dor incapacitante nas articulacdes, perda de dias de trabalho
e qualidade de vida dos individuos acometidos. Além disso, essa condicdo clinica
tem impacto direto na economia do pais, resultando em elevados custos com o
tratamento destes pacientes que podem permanecer incapacitados por meses ou

até anos, impactando diretamente a populacdo economicamente ativa.

Apesar de sua alta prevaléncia, os mecanismos envolvidos na patogénese alfaviral
ainda permanecem mal compreendidos. Sabe-se que a resposta inflamatéria tem
participacdo importante no desenvolvimento da doencga, visto que na fase inicial e
cronica da doenca séo observados producao de diversos mediadores inflamataorios.
Dentre os mediadores observados, as quimiocinas e seus receptores tém sido alvo
de estudos, devido aos seus altos niveis durante a infec¢do. Estudos recentes
demonstraram que a inibicdo farmacoldgica da quimiocina CCL2, em camundongos
infectados por CHIKV e RRYV, altera o curso da infec¢éo, resultando em uma doenca
significativamente menor, enquanto estudos com animais deficientes para o receptor
CCR2 mostram gue a auséncia do receptor causa uma piora do quadro de doenca
durante a infecgcado por CHIKV. Estes estudos sugerem um papel importante para
quimiocinas produzidas durante a infeccado por CHIKV, na fisiopatologia da doenca.
Entretanto, sdo necessarios estudos aprofundados para entender os mecanismos
associados a relagdo das quimiocina e seus receptores durante o desenvolvimento

da doenca.
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3. OBJETIVOS

3.1.

OBJETIVO GERAL

Estudar o papel dos receptores de quimiocina, CCR2 e CCR5, no curso da infeccao

pelo vi

3.2.

1)

rus Chikungunya in vitro e in vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar os subtipos celulares e o perfil de expresséo dos receptores de
guimiocinas CCR2 e CCR5 em animais selvagens (WT) durante cinética de

infecgao pelo CHIKV.

2) Avaliar carga viral, parametros clinicos e inflamatérios durante cinética de

infeccdo pelo CHIKV em animais WT e deficientes para o receptor CCR2

(CCR2™7). Para isso serdo analisados:

a) Os parametros clinicos (hipernocicepcdo) e o perfil hematoldgico
(contagem de leucdcitos total e diferencial) associado a infeccdo pelo
CHIKV;

b) A carga viral em diversos 6rgéos alvo para a infec¢ao;

c) O perfil de resposta inflamatoria através da medida indireta do
recrutamento de leucécitos para os tecidos (MPO e NAG) e a producao de

mediadores inflamatorios (citocinas e quimiocinas);

d) A analise histopatologica da articulacédo do tornozelo;
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3) Avaliar os parametros clinicos, carga viral e inflamatérios durante cinética de
infecgdo pelo CHIKV em animais WT e deficientes para o receptor CCR5
(CCR5™). Para isso serdo analisados 0os mesmos parametros descritos no

item anterior.

4) Padronizar um modelo de infecgdo in vitro de macrofagos primérios obtidos a
partir de camundongos WT e deficientes para os receptores de quimiocinas

CCR2 e CCRS5. Paraisso seréo analisados:
a) A viabilidade celular apds a infecgcéo pelo CHIKV;
b) A carga viral nos sobrenadante das culturas apés a infec¢éo pelo CHIKYV;

c) A producdo de mediadores inflamatérios no sobrenadante das culturas

apos a infeccdo pelo CHIKV;
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4. METODOLOGIA

4.1. ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados camundongos selvagens (WT) da linhagem C57BL/6
com quatro semanas de idade adquiridos do Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo Horizonte, Minas Gerais. Além disso,
foram utilizados camundongos deficientes para os receptores de quimiocina CCR2
(CCR2") e CCR5 (CCR5") os quais foram adquiridos do Biotério de
Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Todos os
animais foram mantidos no biotério do Laboratdrio de Imunofarmacologia do
ICB/UFMG sob condi¢cdes controladas de temperatura (28°C a 30°C), umidade
(50%), ventilacdo, ciclos de iluminacdo claro e escuro de 12 horas, racdo e agua
sem restricdes. Todos o0s procedimentos experimentais foram analisados e
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da UFMG, sob
o protocolo 78/2018.

4.2. VIRUS E CELULAS

Neste trabalho foi utilizada uma linhagem Asiatica do CHIKV isolada a partir do
sangue de um paciente virémico e gentilmente cedida pelo Prof. Mauricio Lacerda
Nogueira da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP, sob
namero de acesso BHI3762/H 804917.

Foram utilizadas células C6/36 derivadas de Aedes albopictus (clone C6/36)
provenientes do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ) sob niumero de acesso
0343. Células Vero (células derivadas de rim do macaco verde africano -

Cercopithecus aethiops) também provenientes do BCRJ sob numero de acesso
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0245 e células L929 (fibroblastos derivados de camundongo) provenientes do BCRJ

sob o nimero de acesso 0188.

4.3. PROPAGACAO E CONCENTRACAO DO CHIKV

O CHIKYV foi propagado em células da linhagem C6/36. A cultura foi realizada na
presenca de meio de cultivo Leibowitz L-15 suplementado com 1,5% HEPES, 1%
antibioticos, 1% L-Glutamina, 1% aminoacidos ndo essenciais e 2% Soro Fetal
Bovino. As células foram mantidas em estufa incubadora de Demanda Bioquimica
de Oxigénio (BOD), com atmosfera umidificada a 28°C e auséncia de CO2. Quando
as células atingiram 80% de confluéncia, o meio de cultura da garrafa foi descartado
e essas foram infectadas com o CHIKV (MOI=0.1) em um volume final de 5mL de
virus por garrafa pelo periodo de 1h. As garrafas foram gentilmente agitadas a cada
15min e apo6s 1h mais 10mL do meio L15 suplementado foi adicionada a cada
garrafa. As células foram entdo incubadas por um periodo de 5-7 dias para o
aparecimento dos efeitos citopaticos observados através da formacdo dos sincicios
virais. Para a concentracdo dos estoques, os sobrenadantes obtidos das culturas
infectadas foram centrifugados a 600g por 10min para retirada dos fragmentos
celulares. Subsequentemente, o sobrenadante foi adicionado na coluna de
concentragéo viral (Vivacell 100 centrifugal concentrator — Sartorius, Alemanha) e as
particulas virais foram concentradas pelo auxilio de centrifugacdo (2000g por 10
min) assim como recomendado pelo fabricante. O volume que ultrapassou a
membrana foi descartado e o sobrenadante que permaneceu no concentrador foi
aliguotado e armazenado em freezer -80°C para uso posterior. O titulo viral,
expresso em unidades formadoras de placa (PFU)/mL das amostras, foi obtido
através do ensaio de formacdo de placas em células permissivas da linhagem

VERO, como descrito no item 4.5.

4.4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL IN VIVO

Os experimentos in vivo foram realizados segundo o esquema representado na .
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Figura 5: Esquema representativo dos experimentos in vivo.

Camundongos WT, CCR2" ou CCR5™ foram injetados via intraplantar com 1x10° PFU de CHIKV. Os
animais foram eutanasiados nos dias 1, 3,7, 14, 21 e 28 poés-infec¢do (p.i.), para obtencdo de
amostras (baco, pata, sangue, musculo e linfonodo popliteo). As medidas de hipernocicepc¢ao serdo
medidos antes da infec¢éo e nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias p.i.

4.5. DETERMINACAO DA CARGA VIRAL

Para determinar a carga viral nos estoques virais e nas amostras de soro e
tecidos dos camundongos infectados e no sobrenadante das culturas primaria, foi
empregada a técnica de titulacdo viral por ensaio de formacéo de placas de lise
como descrito por COSTA et al., 2014.

Brevemente, células da linhagem VERO foram crescidas em meio RPMI 1X,
suplementado com 1,5% HEPES, 1% antibidticos, 1% L-Glutamina, 1%
aminoacidos nao essenciais, 10% Soro Fetal Bovino. As células foram
tripsinizadas, homogeneizadas e implantadas em placas de 6 ou 12 pogos a uma
densidade de 1X10° células/poco e 5X10° células/poco, respectivamente. As
placas foram incubadas em uma estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 por
cerca de 24 horas, quando seus pog¢os apresentavam uma monocamada de

células com uma confluéncia de 85 a 90%.
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Os estoques virais e as amostras de soro obtidas dos camundongos infectados
ou o sobrenadante das culturas primarias de macréfagos foram diluidos
serialmente em meio RPMI. As amostras de baco, coxim plantar e quadriceps
foram pesadas, maceradas com auxilio de gral e pistilo de porcelana estéreis e
diluidas serialmente, seguindo a proporgéo de 10% peso/volume, em meio RPMI
na auséncia de SFB. As amostras de linfonodo popliteo foram maceradas entre
laminas estéreis e diluidas em um volume final de 500uL de meio RPMI. A cada
poco de uma placa foi adicionado 400uL (para placa de 6 pocgos) ou 300uL (para
placa de 12 pocos) de cada uma das diluicdes (102 a 10”") de uma dada amostra
(tecido) ou diluicdes de (102 a 10™) para o soro ou sobrenadante de cultura. O
controle de células foi um poc¢o nédo inoculado, ao qual foi acrescentado apenas o
meio RPMI com antibidticos na auséncia de SFB nos mesmos volumes. As
placas foram incubadas por um periodo de uma hora a 37°C (periodo de
adsorcao viral) durante o qual foram gentiimente movimentadas de quinze em
quinze minutos para garantir uma distribuicAo homogénea das particulas virais
sobre a monocamada de células. Terminado o periodo de adsor¢céo, o meio foi
retirado dos pocos e desprezado, e as células lavadas com meio RPMI. Em
seguida, foi adicionado meio DMEM contendo 1.6% de carboximetilcelulose,
antibiéticos e 2% de SFB. As placas foram incubadas a 37°C por quatro dias,
periodo no qual os efeitos citopaticos podem ser observados ao microscopio
invertido. Apos este periodo, as mesmas foram fixadas com formol tamponado a
10% por no minimo 30 minutos e, posteriormente, coradas com solucao 1% p/v
de cristal violeta em H20O deionizada, para a determinacdo do titulo das
amostras, 0s quais foram expressos em PFU/g ou PFU/mL (Unidades

Formadoras de Placa).
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4.6. MEDIDA DA HIPERNOCICEPCAO ARTICULAR INFLAMATORIA

A avaliacédo de hipernocicepcao, ou medida de dor em animais de experimentacao,
foi realizada por teste de medida de pressdo eletrdbnica modificado em
camundongos, como descrito por (SACHS et al.,, 2011). Resumidamente, os
camundongos foram colocados em caixas de acrilico sobre uma tela de suporte
metalica pelo periodo de 15 a 30 minutos (periodo de adaptacdo). Neste
experimento foi utilizado um medidor de pressao eletrdnico que visa avaliar a
transmissdo do estimulo através de um sensor (INSIGTH Instruments, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil). O teste consistiu na aplicacdo de uma ponteira romba de 0,5mm2
na parte posterior da pata dos animais infectados pelo CHIKV ou nos animais
controle (PBS), onde a forca perpendicular aplicada na area central da superficie
plantar induziu a flexdo da articulagédo do joelho seguido da resposta de retirada da
pata pelo animal. A intensidade da pressdo foi automaticamente recordada pelo
sensor e os valores para a resposta foram obtidos apds trés medidas, antes e apés
a infeccdo de cada animal individualmente. A hipernocicepc¢éao articular inflamatoria
foi avaliada diariamente apdés a inoculagdo do CHIKV. Os resultados foram
expressos em média e calculados subtraindo-se o tempo zero da medida (antes da
infeccdo/medida basal) e as medidas nos intervalos de tempos apés a infeccédo, e
expressos como A da hipernocicepc¢ao, como descrito por Cunha e colaboradores,
2004.

4.7. ANALISE HEMATOLOGICA

Inicialmente os animais foram anestesiados com uma solucdo de cetamina (80
mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) por via intraperitoneal. Assim que a anestesia geral
surtiu efeito, foi realizada uma laparotomia mediana nos animais e 0 sangue
periférico coletado através da punc¢éo da veia cava inferior com o uso de uma agulha

de 20G e seringa de 3mL heparinizada. As amostras de sangue obtidas foram
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separadas para contagem total e diferencial de leucécitos e coleta do plasma. Para
contagem total, as amostras de sangue foram diluidas em solu¢do de Turk a uma
proporcao de 1:40, contadas em camara de Neubauer e o resultado foi expresso em
namero total de leucocitos/mL de sangue. A contagem diferencial dos leucdcitos foi
realizada em laminas contendo esfregaco sanguineo, coradas com Kit Panotico, e o
resultado expresso em % do numero total de cada tipo celular (mononucleares,
neutrofilos e linfécitos), corrigido proporcionalmente ao resultado de contagem total

da amostra.

Por fim, o restante de sangue de cada amostra foi centrifugado para separacao e
coleta do plasma (1200g por 10 minutos). Posteriormente, o plasma foi dividido em
dois tubos, sendo um utilizado para quantificacdo da carga viral (armazenado a -

80°C) e 0 segundo para demais analises (armazenado a - 20°C).

4.8. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Para dosagem dos mediadores inflamatérios, as citocinas (TNFa e IL-6) e as
guimiocinas (CCL2, CCL3, CCL5, CXCL1 e CXCL2) foram quantificadas no coxim
plantar direito dos camundongos. O tecido foi coletado e homogeneizado em
solucdo de PBS contendo inibidor de proteases (0,1mM phenylmethilsulfonyl
fluoride; 0,21mM benzethonium chloride; 10mM EDTA e 20 Kl aprotinina A) e 0,05%
Tween 20, na proporcao de 0,19 de tecido para cada mL de solucéo; utilizou-se um
homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, USA).
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000g por 10 minutos a 4°C
(Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA, USA) e os sobrenadantes recolhidos e
estocados em microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) a -20°C, para posterior
analise.Para os ensaios foram utilizados kits comerciais de anticorpos (R&D
Systems, EUA), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Todos os
ensaios foram realizados em placas de 96 pogos (C96 MicroWell™ Plates, Nunc,
Thermo Fisher Scientific, EUA). Brevemente, os anticorpos de captura foram diluidos
em PBS (pH 7,4) e as placas foram sensibilizadas com uma pipeta repetidora
(5000l/pogo) e armazenadas por 18h na geladeira a 4°C. No dia seguinte, a reacao

foi bloqueada com PBS acrescido de 1% de albumina bovina (Sigma-Aldrich,25
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EUA) e incubadas pelo periodo de 1h no agitador magnético (TS-2000A VDRL
SHAKER BIOMIXER). As placas foram lavadas 4X com solucdo de PBS + tween 20
(0.1%) utilizando o lavador EIX50 Bio-Tek Instruments INC. Em seguida, as
amostras, os padrdes e o branco (albumina 0,1%) foram adicionados aos pocos e
incubados por mais 18h na geladeira a 4°C. Os poc¢os foram novamente lavados e 0
anticorpo de deteccdo (50ul/poco) adicionado pelo periodo de 2h. A reacéo foi
detectada pela incubacdo com streptavidina conjugada com peroxidase (HRP-
Streptavidin Pharmingem — 1:4000) e revelada com OPD (o-phenylenediamine
dihidrocloride — Sigma-Aldrich, EUA). Ap6s 30 minutos, a reacao foi interrompida
com a adicao de 5001L/pogo de H2SO4. A leitura foi feita em espectofotometro
(Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) em comprimento de onda
de 492nm. Os ensaios apresentaram uma sensibilidade de 8-16pg/ml.

4.9. AVALIACAO DOS SUBTIPOS CELULARES E PERFIL DE
EXPRESSAO DOS RECEPTORES DE QUIMIOCINAS CCR2 E CCR5

A expressao dos receptores de quimiocina CCR2/CCR5 assim como 0s subtipos
celulares expressando estes receptores durante a infeccéo pelo CHIKV foi avaliada
através da técnica de citometria de fluxo. Foram utilizados animais WT de 4-5
semanas infectados com 1x10° PFU do virus e foram coletados o baco nos tempos
de 7, 14 e 21 dias e o linfonodo popliteo nos dias 1, 3, 7, 14 e 21 dias para as
analises. As amostras foram coletadas e homogeneizadas usando maceradores de
vidro temperado. A suspenséo de células do bacgo foi submetida a lise de hemacias
por choque osmdtico utilizando o tampéo de lise ACK (Merck). As células do baco e
linfonodo, foram entdo contadas em camara de Newbauer e em seguida plagueadas
em placa de 96 pocos para marcagcdo com anticorpos monoclonais conjugados aos
fluorocromos. Os seguintes anticorpos foram utilizados: anti-CD4 (FITC), CD8
(V450), CD3 (PercpCy5), CCR2 (PE), CCR5 (Biotina), Ly6G (APC), CD11c (V510),
F4/80 (APC/Cy7), controles de isotipo e estreptavidina conjugada a PE-Cy7 foram
comprados das empresas BD Pharmigen TM, eBiosciences e Biolegend. As
amostras foram incubadas com os anticorpos por 30 minutos, seguida de lavagem

com PBS-BSA 1%, incubacdo com estreptavidina conjugada a PE-Cy7 por 30
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minutos, outra lavagem e fixagdo em formaldeido 4% v/v. As células marcadas com
anticorpos foram adquiridas no citdmetro FACSCanto Il e analisadas no software

FlowJo (Tree Star). As seguintes estratégias de gate foram utilizadas:

CCR2Z+

Singlets

FSC-H

Comp-FE-&  CCR2

FEC-A

3 CCRS5+

SSCH

Comp-PE-Cy 7.4 CCRS

Figura 6: Estratégia para andlise de células CCR2" ou CCR5".

Amostras de linfonodo e baco, preparadas conforme a descricdo em 3.9, foram adquiridas em
citbmetro FACSCanto Il e analisadas no programa Flow Jo. Para isso, eventos Unicos (Singlets)
foram estratificados em células CCR2 ou CCR5" pela marcagio com PE ou PE-Cy7,
respectivamente.
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Figura 7: Estratégia para analise de leucocitos CCR2" ou CCR5".

Amostras de linfonodo e baco, preparadas conforme a descricdo em 3.9, foram adquiridas em
citbmetro FACSCanto Il e analisadas no programa Flow Jo. Para isso, eventos Unicos (Singlets)
foram estratificados em células CD3, F4-80, CD11c e Ly6G pela marcacdo com Percp-Cy5, APC-
Cy7,V510 e APC, respectivamente, em seguida para cada grupo de células foi feito a separacdo em
CCR2 ou CCR5", pela marcagdo com PE ou PE-Cy?7.

4.10. DETECCAO INDIRETA DE NEUTROFILOS (MPO)

O recrutamento de neutréfilos para os tecidos foi avaliado pelo ensaio indireto
através da quantificagdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).
Fragmentos do baco, coxim plantar e quadriceps dos animais controles ou
infectados nos diferentes tempos de interesse foram coletados e congelados a -20
°C. Apés o descongelamento, 100mg do tecido foi homogeneizado em 2mL de
tampéo (pH 4,7) (0,1M NaCl; 0,02M NaPO4; 0,015M NaEDTA), utilizando-se um
homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 - — Fisher Scientific
International, EUA). Apos centrifugacédo a 3000g, por 10 min, a 4°C (Centrifuga BR4

— Jouan, EUA), o sobrenadante foi desprezado e o precipitado submetido a lise
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osmatica pela adicdo de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de tecido, 1,5mL de
solucdo) seguido (apdés 30 segundos) da adicdo de igual volume de solucéo
contendo NaCl 1,6% e glicose 5% gelada. Apds nova centrifugacédo, o precipitado foi
ressuspendido em tampdo Na3PO4 0,05M (pH 5,4) contendo brometo de
hexadeciltrimetilamonio (HTAB) 0,5% p/v e re-homogeneizado. Aliquotas de 1mL da
suspensao foram transferidas para microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) de
1,5 mL e submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento utilizando-se
nitrogénio liquido. Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 min a

3000g e os sobrenadantes coletados.

A atividade da mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada através de
leitor de ELISA (450nm) usando tetramethylbenzidine (1.6mM) e H202 (0.5mM) para
a medicao das alteracfes da densidade 6ptica (OD). Os resultados foram expressos
como unidade relativa comparados com neutréfilos de camundongos néo infectados.
Uma curva padrdo do numero de neutréfilos versus OD foi previamente obtida pelo
processamento de neutrofilos purificados do peritdbnio de camundongos com

padronizado anteriormente por Souza e colaboradores., 2004.

4.11.  DETECCAO INDIRETA DE MACROFAGOS (NAG)

O acumulo de macréfagos foi avaliado pelo ensaio da quantificacdo da atividade da
enzima N-acetilglicosaminidase (NAG). Fragmentos do baco, coxim plantar e
guadriceps dos animais infectados ou controles foram coletados e congelados a -20
°C. Apo6s o descongelamento, 100mg do tecido foi homogeneizado em 2 mL de
tampao (pH 4,7) (0,1M NaCl; 0,02M NaPO4; 0,015M NaEDTA), utilizando-se um
homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 — Fisher Scientific International,
EUA). Apos centrifugacdo a 3000g, por 10 min, a 4°C (Centrifuga BR4 — Jouan,
EUA), o sobrenadante foi desprezado e o precipitado submetido a lise osmética pela
adicdo de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de tecido, 1,5mL de solucdo) seguido
(apbs 30 segundos) da adicao de igual volume de solucdo contendo NaCl 1,6% e
glicose 5% gelada. Apdés nova centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em
solugéo salina 0,9%/Triton x-100 0,1% v/v e re- homogeneizado. O homogeneizado

foi centrifugado a 3.000g e o sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Aliquotas de
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100pL da suspenséao foram transferidas para placas de 96 pocos, em duplicata e
100 pL do substrato (p-nitrofenil-N- acetil-3-D-glicosiminida) e mantidas a 37°C.
Apo6s 10 minutos, adicionou-se a solucdo 100uL de tampé&o glicina 0,2 M e a
atividade da NAG foi determinada através de leitor de ELISA (400nm). Os resultados

foram expressos como densidade Optica (OD)

4.12. ANALISE HISTOPATOLOGICA

A articulacdo do tornozelo dos camundongos foi coletada ao longo da cinética da
infeccdo e fixada em formol 10%v/v por no minimo 2 dias. Em seguida, o tecido foi
lavado em agua corrente por 5 minutos e embebido em uma solucdo de EDTA
14%plv, durante aproximadamente 40 dias, com troca da solu¢cdo a cada 3 dias,
para a sua desmineralizacdo. Uma vez desmineralizado, o tecido foi processado,
incluido em parafina, cortado, montado em laminas e corado com Hematoxilina e
Eosina (H&E) como descrito por Costa e colaboradores (2015). Foram avaliados os
seguintes parametros nos cortes: intensidade de infiltrado inflamatério (0: ausente; 1:
leve; 2: moderado; 3: intenso; 4: generalizado) e perda da arquitetura tecidual (O:
ausente; 1: leve; 2: moderado; 3: intenso). Apds a analise, as pontuacfes foram
somadas, totalizando ate 7 pontos, como descrito por Queiroz-Junior e
colaboradores (2011).

4.13. CULTURA PRIMARIA DE MACROFAGOS DE MEDULA OSSEA

Ap6s a eutanasia dos animais (WT, CCR2” e CCR5"), com o auxilio de material
cirrgico e em condicdes estéreis, o fémur e a tibia foram separados e as células da
medula 6ssea foram retiradas nos dois ossos através da instilacdo de solucédo PBS
estéril utilizando uma seringa e agulha de 20G. Em seguida, as células foram
contadas e mantidas em placas de petri por 10 dias, em meio RPMI 20%SFB e 30%
de sobrenadante de célula L929, para diferenciagcdo em macréfago. As células foram
mantidas em estufa de CO2 a 37 °C. Apo6s diferenciacdo, as células foram

plaqueadas em placas de 96 pocos, na concentracéo de 2 x 10° células por poco, e
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divididas em grupo controle, apenas célula e meio; e grupo infectado, que recebeu
virus CHIKV na MOI de 5 e 10, com 1 hora de adsor¢éo do virus. As células foram
mantidas em estufa de CO2 por 24, 48, 72 ou 96 horas, quando o sobrenadante foi
coletado para titulacdo (conforme descrito em 3.5) e analise de viabilidade pelos

métodos descritos no item 4.14.1.
4.13.1. VIABILIDADE CELULAR

Para o ensaio de LDH foi utilizado um kit de cinética da Bioclin seguindo a
metodologia indicada com modificacées, em uma placa de 96 pocos foi adicionado 4
pL da amostra e 200 pL da solugéo de trabalho do kit, foram feitas trés leituras com
intervalo de 1 minuto entre as leituras para o célculo de consumo de substrato por
minuto, os valores foram expressos em absorbancia. O MTT foi utilizado na
concentracdo de 0,5mg/mL diluido em PBS, a solucdo foi colocada sobre a célula
que foi mantida em estufa de CO2 a 37 °C por 2 horas, apés este periodo o sal
formado pela reacdo do MTT foi dissolvido com a adi¢cdo de 100 uL de DMSO e foi

feito a leitura em leitor de placa de elisa na O.D. de 490nm.

CHIKV

Células coletadas da medula 7

rb PR d 24h 48h 72h

‘ Coleta de
-~ sobrenadante

e células

Figura 8: Esquema representativo dos experimentos in vitro.

Camundongos WT ou deficientes para os receptores CCR2 e CCR5 foram utilizados para coleta de
células da medula. As células coletadas foram diferenciadas em macroéfago e plaqueadas em placa
de 96 pocos. Foram plaqueadas 1x10° cellpoco e a coleta e andlises apds 24, 48, 72 e 96h de
infeccao.
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4.13.2. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo médio (EPM) por
grupo de 4-6 (linhagem C57BL6) animais, exceto para os dados de carga viral que
foram apresentados como mediana, assim como definido no calculo amostral
aprovado no Comité de Etica e Uso de Animais (CEUA). Os resultados foram
analisados estatisticamente utilizando o teste t ndo paramétrico (MAN-WHITNEY) ou
a andlise de variancia a um critério (ANOVA ONE-WAY/TWO-WAY), seguido de
comparacdes multiplas de Newman- Keuls. Para a realizacdo de todas as analises,
utilizou-se o software GraphPad PRISM (GraphPad Software, EUA). Os niveis de
significancia foram estabelecidos em p < 0,05.

5. RESULTADOS

Todos o0s experimentos realizados abaixo foram baseados na padronizacdo do
modelo experimental de infeccdo pelo CHIKV descrito por P. M. THAIANE,
dissertacdo (2017). Utilizando este modelo, foram observados niveis elevados das
guimiocinas CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5 no coxim plantar dos animais inoculados
pelo CHIKV, na fase aguda da infeccdo. Uma vez que essas quimiocinas sao
importantes moléculas envolvidas na patogénese de diversas condi¢ces
inflamatérias, o papel dos seus receptores CCR2 (ligante de CCL2) e CCR5 (ligante
de CCL3, CCL4 e CCL5) foram avaliados durante o curso da infecgédo pelo CHIKV.
Inicialmente, estdo descritos os resultados relacionados ao receptor CCR2 e em

seguida os resultados para o receptor CCR5.
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5.1. PAPEL DO RECEPTOR CCR2 FRENTE A INFECCAO POR CHIKV

5.1.1. PERFIL DE QUIMIOCINAS E RECEPTOR

Durante avaliacdo dos niveis de quimiocina durante cinética de infeccdo pelo
CHIKYV, foi observado um aumento nos niveis da quimiocina CCL2 nos tempos
iniciais de infeccao. Nos dias 1, 3 e 7 p.i. sdo observados aumentos significativos de
CCL2 quando comparados ao grupo de animais nao infectado, com 14 dias p.i. 0s

valores retornam aos niveis basais, como pode ser observado na Figura 9.
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Figura 9: Niveis de CCL2 durante cinética de infec¢ao por CHIKV.

Os camundongos WT foram infectados por via intraplantar com 10° PFU/50uL de CHIKV. Niveis de
CCL2 foram quantificadas por ELISA no coxim plantar. Os resultados sdo apresentados como pg por
100mg de tecido. NI= ndo infectado. n=5, * p< 0,05 Vs NI.

Em seguida foi realizada uma analise por citometria de fluxo no baco e no linfonodo
popliteo de camundongos WT. Os resultados demonstram que apos a infeccao
ocorre um aumento na porcentagem total de leucdcitos positivos expressando o
receptor de quimiocinas CCR2 no dia 1 p.i., retornando aos niveis basais a partir do
dia 3 e com um aumento no dia 28 p.i., quando avaliados no linfonodo (Figura 10-A).
Células CCR2" apresentaram aumento no bago no dia 7 p.i. retornando a niveis

basais nos dias 14 e 28 p.i. (Figura 10-B).



48

250K -: A) B)
1 407 40
200K -_ *
1 . 30 .30 T
T 150K oo Q) .
Q CCR2, SSC-H subset < 3 <5
@ ] 8,56 = + 8
100K ' g s 20 N g 20 o
] u= rm
Q£ O . '
. ©- 1 © 1 = S
- * - .
50K =] 0 . 0 —.':' ° ._:._.
0 oy 0- 0
108 Nl 1 3 7 14 21 28 NI 7 14 28
Comp-PE-4 :: CCR2 Dias apos infecgéo Dias apos infecgéo

Figura 10: Expresséo do receptor CCR2 em leucdécitos do linfonodo e bago durante cinética de
infeccdo pelo CHIKV em camundongos WT.

Os camundongos WT foram infectados com 10° PFU/50uL de CHIKV. (A) leucdcitos positivos para
CCR2 no linfonodo, nos tempos de 1 a 28 dias p.i., (B) leucdcitos positivos para CCR2 no bago, nos
dias 7, 14 e 28 dias p.i.. Os resultados sdo expressos em frequéncia (%) e foram obtidos por
marcacao do receptor e leitura em citometria de fluxo. NI= n&o infectado. n=4-5 animais. * p< 0,05 Vs
NI.

Em seguida, o perfil de expressdo do receptor em diversas subpopulacbes de
leucdcitos foi investigado. A infeccdo pelo CHIKV induziu o aumento da frequéncia
de diversas subpopulacdes celulares expressando o receptor CCR2 no linfonodo e
baco. A Figura 11-A é representativa da porcentagem das diferentes subpopulacdes
celulares dentro dos leucocitos totais no linfonodo. A maior parte das células CCR2"
sdo macrofagos, com aproximadamente 54% da populacdo seguida por linfocitos,
com 36,65% com menores propor¢des de neutréfilos e células dendriticas, com 5,85
e 3,46%, respectivamente. Para facilitar a visualizacdo dos dados devido a diferenca
da porcentagem dessas subpopulacdes de leucécitos, os graficos dos diferentes
tipos celulares foram representados separadamente. Mais especificamente,
observamos que no primeiro dia de infeccdo houve um aumento na porcentagem de
macrofagos e linfécitos positivos para CCR2 no linfonodo, retornando aos niveis
basais no 3° dia p.i. e permanecendo sem alteracdes significativas até o dia 28 p.i.
como pode ser observado na Figura 11-B. De maneira similar, a Figura 11-C
demonstrou que os neutréfilos e as células dendriticas presentes no linfonodo,
também apresentam aumento de populacdo CCR2" no dia 1 p.i. retornando aos
niveis basais no 3° dia, porém, os niveis basais sdo mantidos nos dias 3, 7, 14 e 21
p.i. com aumento nas células dendriticas CCR2" no dia 28 p.i.. No baco foi
observado um aumento de macréfagos CCR2" nos dias 7 e 14, e de neutrdfilo no dia
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14, ndo sendo observadas alteragfes para linfécitos ou células dendriticas no baco
(Figura 11 D-E).
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Figura 11: Expressédo de CCR2 em leucécitos do linfonodo e baco durante cinética de infeccédo
por CHIKV em camundongos WT.

Os camundongos WT foram infectados com o CHIKV pela injecéo i.pl. de 106 PFU/50uL. (A) Fracdo
em porcentagem (%) da média do nimero de células CCR2" no dia 1p.i. no linfonodo; (B) Macréfago
e linfécito CCR2" no linfonodo, (C) Neutréfilo e células dendriicas CCR2" no linfonodo, (D)
Macréfagos CCR2" no bagco, (E) Linfocitos, neutrdfilos e células dendriticas CCR2" no bago. n=4-5
animais. * p< 0,05 Vs NI.

5.1.2. MEDIDA DE HIPERNOCICEPCAO

Uma vez que foi observado aumento dos receptores de quimiocina, assim como dos
niveis de suas quimiocinas de ligacao durante a cinética de infeccédo pelo CHIKV, os
proximos passos foram avaliar os parametros de doenca e inflamacdo em

camundongos deficientes para CCR2.



50

A hipernocicepc¢ao articular inflamatdria foi avaliada para camundongos WT e CCR2”
" Os resultados demonstram uma hipernocicepcao prolongada em animais WT, com
inicio no dia 1 até o dia 21 p.i., com retorno aos niveis basais com 28 dias p.i.. No
grupo de animais CCR2” foram observadas alteracdes apenas no dia 3 p.i., quando

comparado ao grupo controle (NI), como pode ser observado na Figura 12.
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Figura 12: Avaliagéo da hipernocicepcéo articular inflamatéria em animais WT e CCR2™.

Camundongos WT ou CCR2" foram infectados com 10° PFU/50ul de CHIKV e a hipernocicepc¢éo
articular foi avaliada durante 28 dias. Os camundongos controle (Mock) receberam injecao de PBS e
foram igualmente avaliados. n=5-6 animais. * p< 0,05 Vs Mock.

5.1.3. CARGA VIRAL

Com a finalidade de avaliar a influéncia do receptor CCR2 na disseminagédo e
multiplicacdo do virus, a recuperacdo de carga viral viavel, apoés infeccdo com
CHIKYV, foi avaliada em diversos tecidos em animais WT e CCR2™ através do ensaio
de lise de placa, utilizando células Vero. Os resultados obtidos revelam a presenca
de virus viavel em diversos tecidos. Em camundongos WT, é possivel observar a

presenca de virus nos dias iniciais pos infeccdo, dias 1 e 3, no linfonodo. No
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musculo, foi recuperado virus apenas no dia 1 p.i. € no coxim plantar nos dias 1, 3 e
7, com niveis ndo detectaveis nos dias 14 e 21 p.i.. Em camundongos CCR2" foi
observado presenca de virus no baco, no dia 3 p.i. € no linfonodo nos dias 1 e 3. No
musculo foi recuperado virus apenas no dia 1 p.i. € no coxim plantar nos dias 1, 3 e
7 p.i., em todos os tecidos avaliados, ndo foram observadas diferencas significativas
de quantidade de virus em camundongos CCR2”, quando comparados aos
camundongos WT, como observado na Figura 13. Para ambos 0s grupos, 0s niveis
de carga viral no baco (Figura 13-A) e plasma (dados ndo mostrados) foram abaixo

dos niveis de detecc¢do da técnica.
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Figura/ 13: Carga viral viavel recuperada ap06s infec¢cdo por CHIKV em camundongos WT e
CCR2™.

Camundongos WT ou CCR2" foram infectados com 10° PFU/50uL de CHIKV, anestesiados e
eutanasiados para a coleta dos 6rgéos nos dias citados. A quantificacéo do titulo viral foi obtida por
titulacdo e plagueamento das amostras usando células permissivas a infec¢do. Foram avaliados baco
(A), linfonodo popliteo (B), musculo (C) e coxim plantar (D). Os resultados sdo apresentados como
PFU por ml. n=4-6 . * p< 0,05 Vs WT.
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5.1.4. CONTAGEM DE LEUCOCITOS NO SANGUE

A leucopenia € um parametro clinico normalmente associado a infecgdo por CHIKV.
Foram feitas contagens de leucécitos totais e diferenciais, os resultados para
camundongos WT demonstram uma leucopenia no dia 3 p.i. seguido de aumento do
namero de leucécitos no dia 14 com retorno aos niveis basais no dia 21 p.i.. A
contagem diferencial de neutrofilos e mondcitos ndo apresentou alteracdes
significativas, quando comparado ao nao infectado (tempo 0) em camundongos WT,
engquanto nos linfocitos, foi observado uma diminuicdo da contagem com 3 dias e
aumento no 7° dia p.i.. Os animais CCR2" apresentam um perfil diferente de
contagem de leucdcitos, em resposta a infeccdo, com aumento do numero de
leucdcitos totais apo6s 1 e 7 dias de infeccdo, caracterizado por um aumento de
monaocitos e linfocitos no 1o. dia e aumento de linfécito com 7 dias p.i., quando
comparados ao tempo 0, para o grupo CCR2” também n&o foram observadas
alteracdes na contagem de neutroéfilos (Figura 14 A-D).
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Figura 14: Contagem total e diferencial de leucécitos sanguineos durante a infeccdo pelo
CHIKV em camundongos WT e CCR2™.

Os camundongos WT ou CCR2" foram infectados com o CHIKV 10° PFU/50uL em PBS. Os
parametros hematolégicos: (A) Contagem total de leucdcitos e Contagem diferencial de leucocitos (B)
Neutréfilo, (C) Mondcito e (D) Linfocito foram avaliados no sangue dos animais por até 21 dias p.i.
n=4-5 animais. *p< 0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs tempo 0 (antes da infec¢ao).

5.1.5. ENSAIOS ENZIMATICOS PARA DETECCAO INDIRETA DE
NEUTROFILO E MACROFAGO

Em seguida, buscamos avaliar o recrutamento de neutréfilos e macréfagos para
diversos tecidos alvo para a infec¢ao pelo CHIKV através da presenca das enzimas
mieloperoxidase (MPO), presente em neutrofilos, e N-acetilglicosaminidase (NAG),
presente principalmente em macrofagos. Para camundongos WT foi observado uma
diminuicdo de MPO, no baco, nos tempos de 1 e 3 dias p.i.. No musculo foi

observado o aumento dessa enzima nos dias 1 e 21 p.i., enquanto no coxim plantar
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nao foram observadas alteracdes. As medidas de NAG apresentaram diminuigéo
nos dias 1, 7 e 14 no baco e nos dias 7 e 14 no musculo, enquanto no coxim plantar

também nao foram observadas diferencas.

Em camundongos ccr2” foi observado uma maior concentracdo de MPO, no baco,
em animais ndo infectados, quando comparado a camundongos WT, com
diminuicdo dos niveis nos tempos 7, 14 e 21 dias p.i., enquanto no musculo foi
observado aumento de MPO, apenas nos dias 1 e 21 p.i.,, assim como observado
para o grupo WT. O grupo CCR2” também apresentou aumento de MPO no coxim
plantar, nos tempos 1, 3, 7 e 28 dias p.i.. As medidas de NAG para o grupo CCR2
apresentaram resultados semelhantes ao grupo WT, com diminuicdo de NAG no
baco com 7 e 14 dias, no musculo a partir de 1 até 21 dias p.i. e sem alteracdes

significativas no coxim plantar, como podem ser observados na Figura 15.
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/Figura 15: Avaliacdo de MPO e NAG durante infec¢cédo por CHIKV em camundongos WT e CCR2

Os camundongos WT e CCR2™ foram infectados com 10° PFU/50uL de CHIKV. MPO e NAG do (A,
D) Baco (B,E) Musculo (C,F) Coxim plantar foram quantificadas por ensaio enzimético. Os resultados
séo apresentados em absorbancia (Abs). n=4-6 animais. *p< 0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs NI.
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5.1.6. NiVEIS DE QUIMIOCINAS EM CAMUNDONGOS WT E CCR2™

As quimiocinas CXCL-1 e CXCL-2 foram medidas, através de Elisa, no coxim plantar
de animais WT e CCR2” com o objetivo de verificar se a producdo destas
quimiocinas esta relacionada ao aumento de MPO em animais CCR2”. Os
resultados encontrados demonstram uma producdo aumentada de CXCL-1 nos
animais WT no dia 1 p.i., com retorno aos niveis basais no 3° dia e sem alteracdes
na concentracdo de CXCL-2, quando comparado ao seu controle, ndo infectado. Os
animais CCR2™"", entretanto, apresentaram um aumento mais tardio de CXCL-1nos
das 3 e 7 pi. e aumento de CXCL-2 no dia 3 (Figura
16).
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Figura 46: Producdo de CXCL-1 e CXCL-2 no coxim plantar de animais pés infeccdo por
CHIKV.

Os camundongos WT e CCR2" foram infectados com 10° PFU/50uL de CHIKV, anestesiados e
eutanasiados para a coleta do coxim plantar nos dias descritos. (A) CXCL-1, (B) CXCL-2 foram
quantificadas por ELISA. Os resultados sdo apresentados como pg por 100mg de tecido. n= 5-6. * p<
0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs NI.

Foi observado também, um aumento das quimiocinas CCL3 e CCL5 no grupo WT no
dia 1 p.i., sendo que CCL5 ainda foi observada em niveis aumentados nos dias 3 e 7
p.i.. Porém, nos animais CCR2", foi observado um aumento de ambas as
guimiocinas em periodos mais tardios, sendo CCL3 apenas com 3 dias p.i. e CCL5

com 3, 7 e 14 dias p.i. (Figura 17).
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Figura 57: Producdo de CCL3 e CCL5 em coxim plantar de animais WT e CCR2" infectados por
CHIKV.

Os camundongos da linhagem C57BL/6j WT e CCR2" foram infectados com o CHIKV 10° PFU/50uL
em PBS, anestesiados e eutanasiados para a coleta do coxim plantar nos dias descritos. (A) CCL3,
(B) CCL5 foram quantificadas por ELISA. Os resultados sdo apresentados como pg por 100mg de
tecido. n=5-6. * p< 0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs NI.

5.1.7. ANALISE HISTOPATOLOGICA DA PATA

Uma vez que as analises de MPO/NAG e das quimiocinas foram aumentadas em
animais deficientes para CCR2, foi avaliado o infiltrado e dano tecidual na pata
desses camundongos, através de analises histopatoldgicas. Em camundongos WT,
foi encontrado dano tecidual, com aumento do score histopatolégico com 7 dias p.i.,
retornando aos niveis basais com 14 dias, enquanto no grupo CCR2” houve
aumento do score com 7 dias, porem este aumento permaneceu no tempo de 14

dias p.i., como pode ser observado na Figural8.
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Figura 18: Pontuacéo histopatoldgica e imagens representativas apos infec¢do por CHIKV.

Camundongos WT e CCR2™ foram mfectados com 108 PFU/50uL de CHIKV. Em (A) animais WT n&o
infectados ou tempo 0; (B) animais CCR2™ nio infectados ou tempo 0; (C) 3 dias p.i. animais WT; (D)
ammals CCR2" 3 dias p.i.; (E) WT 7 dias p6s infeccao; (F) CCR2™ 7 dias p.i.; (G) WT 14 dias p.i.; (H)
CCR2" 14 dias. n= 3. * p< 0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs 0. A barra, na prancha histolégica, representa
50um.

5.1.8. NIVEIS DE CITOCINA IL-6 E TNF

Os niveis das citocinas, IL-6 e TNF-a também foram avaliados no coxim plantar de
animais WT e CCR2" durante a cinética de infecgcdo por CHIKV. Houve aumento de
IL-6 no grupo de animais WT, com 1 dia p.i. e ndo foram observadas alteracdes na
concentracdo de IL-6 nos camundongos CCR2™", Figura 19-A. Para os niveis de
TNF-a ndo foram observadas alteracdes estatisticamente significativas, nos tempos
avaliados, para ambos os grupos (WT e CCR2™), Figura 19-B.
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Figura 19: Producéo de IL-6 e TNF-a no coxim plantar de animais WT e CCR2™ infectados por
CHIKV.

Camundongos WT e CCR2" foram infectados com 10 PFU/50uL de CHIKV. (A) IL-6 e (B) TNFa
foram quantificadas, no coxim plantar, por ELISA. Os resultados sdo apresentados como pg por
100mg de tecido. n=5-6. * p< 0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs NI.

5.1.9. CULTURA PRIMARIA

Buscando entender os mecanismos associados as alteracdes observadas em
animais deficientes para o receptor CCR2, foram feitas andlises in vitro utilizando
células da medula 6ssea de animais WT e CCR2”. Estas células foram

diferenciadas em macréfagos para analise de carga viral e viabilidade celular.

Inicialmente, a carga viral em macréfagos primarios de animais WT e CCR2" foi
realizada. Os resultados para o grupo WT demonstram a recuperagao de virus nos
tempos de 24 e 48 horas p.i, sendo a recuperacéao de virus maior com MOI de 10, no
tempo de 24h e com 48h apenas na MOI de 10 foi recuperado virus. Da mesma
forma, foram recuperados virus no grupo CCR2" nos tempos de 24 e 48h, com
maior titulo de virus na MOI de 10, porem, com 24h na MOI de 10, foi observado
uma menor quantidade de virus, quando comparado ao grupo WT, como observado
na Figura 20-A. Foi analisada, ainda, a medida de LDH e MTT a fim de avaliar o
dano/efeito citopatico causado pelo virus nestas células. Os resultados demonstram
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gue nao foram observadas alteracdes nestes ensaios para 0os tempos analisados,
24, 48, 72 e 96h (Figura 6 B-C).
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Figura 6: Viabilidade e carga viral em macrdfagos de cultura primaria de animais WT e CCR2™".

Os camundongos da linhagem C57BL/6 WT e CCR2" foram infectados com 10° PFU/50uL de
CHIKV, anestesiados e eutanasiados para a coleta de células da medula, que foram cultivadas,
diferenciadas e mantidas em cultura para as analises acima. O (A) Titulo viral foi obtido pela coleta do
sobrenadante de células infectadas apés os periodos indicados, (B) LDH e (C) MTT foram
quantificadas por ensaio enzimatico para avaliar viabilidade. Os resultados sdo apresentados como
unidade formadora de placa por mL (PFU/mL). n=5-6. * p< 0,05 Vs WT.

5.2. PAPEL DO RECEPTOR CCR5 FRENTE A INFECCAO POR CHIKV

5.2.1. PERFIL DE QUIMIOCINAS E RECEPTOR

Através do ensaio imunoenzimatico, ELISA, foram medidas as concentracfes de
guimiocinas relacionadas ao receptor CCR5. Com 1 dia p.i. € possivel observar um
aumento significativo nos valores de CCL3, mantendo os niveis basais com 3 e 21
dias, Figura 21-A. Nos dias 1, 3 e 7 p.i. sdo observados aumentos significativos de
CCL5 quando comparados ao grupo de animais nao infectado, Figura 21-B.
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Figura 21: Niveis de CCL3 e CCL5 durante cinética de infeccdo por CHIKV.

Os camundongos WT foram infectados por via intraplantar com 10° PFU/50uL de CHIKV. Niveis de
CCL2 foram quantificadas por ELISA no coxim plantar. Os resultados sdo apresentados como pg por
100mg de tecido. NI= nédo infectado. n=5, * p< 0,05 Vs NI.

A Figura 22-A mostra a porcentagem de CCR5" dentro de cada subpopulacéo
estudada, € possivel observar uma predominéncia de macro6fagos e linfcitos, sendo
aproximadamente 47 e 42%, respectivamente. Na Figura 22-B é observado um
aumento de macréfagos CCR5", no linfonodo, no dia 1 p.i., quando comparado ao
grupo controle (NI), e este aumento foi mantido até o dia 14 p.i, retornando aos
niveis basais no dia 21 p.i. Os linfocitos apresentaram perfil semelhante, com células
CCR5" nos dias 1, 7 e 14 p.i.. Os neutrdfilos apresentaram aumento de populacdo
CCR5" no dia 1 p.i., enquanto células dendriticas apresentaram nos dias 1 e 7 p.i.,
no linfonodo (Figura 22-C). J& no bago, houve aumento da porcentagem de
macrofagos, assim como linfocitos, expressando CCR5 nos dias 14 e 21 p.i.,
enguanto nas células dendriticas houve um aumento apenas com 14 dias p.i. e ndo

foi observada alteracdo de neutréfilos CCR5™ neste 6rgédo (Figura 22 D-E).
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Figura 22: Expresséo de CCR5 em leucécitos do linfonodo e bag¢o durante cinética de infec¢éo
por CHIKV.

Os camundongos WT foram infectados com o CHIKV pela injecdo i.pl. de 108 PFU/50pL. (A) Fracéo
em porcentagem (%) da média do ndmero de células CCR5" no dia 1 p.i. no linfonodo; (B) Macréfago
e linfécito CCR5" no linfonodo, (C) Neutréfilo e células dendriticas CCR5" no linfonodo, (D)
Macréfagos CCR5" no baco, (E) Linfocitos, neutréfilos e células dendriticas CCR5" no bago. n=4-5
animais. * p< 0,05 Vs NI.

5.2.2. MEDIDA DE HIPERNOCICEPCAO

Uma vez que houve o aumento da expressao do receptor CCR5 e de suas
quimiocinas ligantes (CCL3 e CCL5) durante a infec¢cdo pelo CHIKV, o préximo
passo foi avaliar a participacdo do receptor CCR5 na patogénese da infeccédo por
CHIKV. Os resultados mostrados na Figura 23 foram obtido através da medida de
hipernocicepcédo de animais WT e CCR5” durante a cinética de infeccdo pelo
CHIKV. E possivel observar que os animais WT mantém o perfil de hipernocicepgéo
ate 21 dias, enquanto os animais CCR5 apresentam alteracdo, com resposta

hipernociceptiva apenas nos tempos iniciais de infeccdo, com 3 e 7 dias p.i
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Figura 23: Avaliagcdo da hipernocicepcéo articular inflamatéria em animais WT e CCR5™.

Camundongos WT e CCR5™ foram infectados com 10° PFU/50MI de CHIKV e a hipernocicepgao
articular foi avaliada durante 28 dias. Os camundongos controle (Mock) receberam injecdo de PBS e
foram igualmente avaliados. n=5-6 animais. * p< 0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs Mock

5.2.3. CARGA VIRAL

A carga viral viavel foi recuperada por ensaio de placa de lise pode-se observar a
recuperacdo de virus em diversos tecidos, sendo eles ba¢o, muasculo, linfonodo e
pata. Os animais CCR5 apresentaram um aumento na carga viral no baco e
linfonodo, quando comparados ao grupo WT, no baco, foram observados aumento
de titulo viral, nos dias 1 e 3 p.i. € no linfonodo no dia 1 p.i.. Nao houve alteracdo da
carga viral no masculo e pata entre 0os grupos avaliados, como pode ser observado

na Figura 24.
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Figura 24: Carga viral viadvel ap6s infeccao pelo CHIKV em animais WT e CCR5™.

Camundongos WT e CCR5" foram infectados pela injecdo i.pl. de 10° PFU/50uL com CHIKV. A
quantificacdo do titulo viral foi obtida por titulacdo e plagueamento das amostras usando células
permissivas a infec¢do. Os resultados sdo apresentados como PFU por mg de tecido. n= 4-6 . * p<
0,05 Vs WT.

5.2.4. CONTAGEM DE LEUCOCITOS NO SANGUE

Camundongos CCR5™ nao apresentaram alteracdo da contagem de leucécitos totais

sanguineos ou de contagem diferencial, quando comparados ao tempo 0, diferente

do grupo WT, que apresenta linfocitopenia com 3 dias p.i., Figura 25.
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Figura 25: Contagem total e diferencial de células sanguineas em animais WT e CCR5™ apoés
infeccéo pelo CHIKV.

Camundongos C57BL/6 WT e CCR5" foram infectados com 10° PFU/50MI de CHIKV e o sangue
coletado durante 21 dias para analises hematoldgicas. Os parametros hematologicos: (A) Contagem
total de leucécitos e Contagem diferencial de leucécitos (B) Neutréfilo, (C) Mondcito e (D) Linfocito
foram avaliados no sangue dos animais por até 21 dias p.i. n=4-5 animais. *p< 0,05 Vs WT, # p< 0,05
Vs tempo 0 (antes da infec¢&o).

5.2.5. ENSAIOS ENZIMATICOS PARA DETECCAO INDIRETA DE
NEUTROFILO E MACROFAGO

Através de ensaios enzimaticos, foram realizadas medidas de MPO e NAG em
camundongos WT e CCR5™. Foi observado um aumento de MPO no baco de
animais CCR5™ nao infectados, quando comparados ao grupo WT, os niveis da

enzima diminuiram apés infeccdo, nos tempos de 1 e 7 dias p.i. (Figura 26-A). No
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musculo, foi observado o aumento da enzima no dia 7 e 14 p.i.,, enquanto que no
coxim plantar foi observado aumento de MPO apenas para o grupo CCR5" com 1
dia p.i. (Figura 26 B-C). O aumento de NAG foi observado no coxim plantar dos

animais CCR5™ apenas com 21 dia p.i. (Figura 726 D-F).
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Figura 76: Niveis de MPO e NAG em animais WT e CCR5™.

Os camundongos WT e CCR5™ foram infectados com 105 PFU/50uL de CHIKV. MPO e NAG do (A,
D) Baco (B, E) Mdusculo (C,F) Coxim plantar foram quantificadas por ensaio enzimatico. Os
resultados sdo apresentados em absorvancia (Abs). n=4-6 animais. *p< 0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs NI.

5.2.6. NiVEIS DE QUIMIOCINAS EM CAMUNDONGOS WT E CCR5™

A producdo de CXCL-1 e CXCL-2 também foram avaliadas para animais WT e
CCR5”. Com 3 dias p.i. foi observado um aumento nos valores de CXCL-1 no coxim
plantar de ambos os grupos avaliados. Para CXCL-2 nao foram observadas

alteracdes como pode ser observado na Figura 27.
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Figura 27: Niveis de CXCL-1 e CXCL-2 em animais WT e CCR5™.

Dias apos infecgao

Os camundongos da linhagem C57BL/6 WT e CCR5™ foram infectados com 108 PFU/50uL de
CHIKV, anestesiados e eutanasiados para a coleta do coxim plantar nos dias descritos. (A) CXCL-1,
(B) CXCL-2 foram quantificadas por ELISA. Os resultados sdo apresentados como pg por 100mg de

tecido. n=5-6. * p< 0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs NI.

A infecgéo pelo CHIKV induziu aumento das quimiocinas CCL2 e CCL3. Com 3 dias

p.i. foi observado aumento da quimiocina CCL2 para ambos os grupos, WT e CCR5"

" Ap6s infeccdo também foi observado aumento de CCL3 em camundongos WT

com 3 e 21 dias, enquanto o0 grupo CCR5™ néo apresenta aumento no tempo 21 p.i.,

Figura 28.
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Figura 28: Niveis de CCL2 e CCL3 em animais WT e CCR5™ apés infeccédo pelo CHIKV.

Os camundongos WT e CCR5" foram infectados com o CHIKV 10° PFU/50uL em PBS, anestesiados
e eutanasiados para a coleta do coxim plantar nos dias descritos. (A) CCL3, (B) CCL5 foram
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quantificadas por ELISA. Os resultados sdo apresentados como pg por 100mg de tecido. n= 5-6. * p<

0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs NL.

5.2.7. ANALISE HISTOPATOLOGICA DA PATA

A andlise histopatolégica foi feita para avaliar o infiltrado e dano tecidual na pata de
animais WT e CCR5, foi observado aumento no infiltrado e presenca de dano

tecidual nos animais WT com 3, 7 e 14 dias p.i, enquanto animais CCR5™"

apresentaram aumento do score histopatolégico com 7 e 14 dias p.i., ndo havendo
-/-

diferenca entre os grupos WT e CCR5™, Figura 29.
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Figura 89: Escore e imagens representativas da andlise histopatolégica apds infecgdo por
CHIKV em animais WT e CCR5™.

Camundongos C57BL/6 WT e CCR5" foram infectados com 10° PFU/50uL de CHIKV, anestesiados e
eutanasiados para a coleta Da pata. Em (A) animais WT néo infectados ou tempo 0; (B) animais
CCR5™ n&o infectados ou tempo 0; (C) 3 dias p.i. animais WT; (D) animais CCR5™ 3 dias p.i.; (E) WT
7 dias p6s infeccao; (F) CCR5™ 7 dias p.i.; (G) WT 14 dias p.i.; (H) CCR5™ 14 dias. n= 3. * p< 0,05 Vs
WT, # p< 0,05 Vs 0. A barra, na prancha histologica, representa 50um.
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5.2.8. NIVEIS DE CITOCINA IL-6 E TNF

A Figura 30demonstra que nédo foi observado aumento nos niveis de IL-6 e TNF-a
para animais WT e CCR5™ nos tempos avaliados, de 3, 21 e 28 dias ap6s a infeccéo
pelo CHIKV.
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Figura 30: Niveis de IL-6 e TNFa em animais WT e CCR5™ apés infeccéo pelo CHIKV.

Camundongos C57BL/6 WT e CCR5™ foram infectados com 10° PFU/50uL de CHIKV, anestesiados e
eutanasiados para a coleta do coxim plantar nos dias descritos. (A) IL-6 e (B) TNFa foram
quantificadas por ELISA. Os resultados sdo apresentados como pg por 100mg de tecido. n= 5-6. * p<
0,05 Vs WT, # p< 0,05 Vs NI.

5.2.9. CULTURA PRIMARIA

Os resultados mostram uma recuperagdo de carga viral viavel para o grupo CCR5™
nos tempos 24 e 48 horas, com valores menores que o0 observado para o grupo WT
no tempo de 24h na MOI de 5 e de 10. Foi analisada, ainda, a viabilidade celular por
medida de LDH e MTT. Os resultados demonstram que néo houve alteracdes nestes
ensaios para os tempos analisados, 24, 48, 72 e 96h, Figura 31.
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Figura 9: Viabilidade celular e carga viral em macréfagos de cultura primaria de animais WT e
CCR5™.

Os camundongos WT e CCR5" foram infectados com 10° PFU/50uL de CHIKV, anestesiados e
eutanasiados para a coleta de células da medula, que foram cultivadas, diferenciadas e mantidas em
cultura para as andlises acima. O (A) Titulo viral foi obtido pela coleta do sobrenadante de células
infectadas apdés os periodos indicados, (B) LDH e (C) MTT foram quantificadas por ensaio enzimético
para avaliar viabilidade. Os resultados séo apresentados como unidade formadora de placa por mL
(PFU/mL). n= 5-6. * p< 0,05 Vs WT.
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6. DISCUSSAO

O virus Chikungunya é considerado endémico no Brasil, abrangendo todo o territorio
nacional. A doenca causada pelo CHIKV possui sinais semelhantes aos de outras
arboviroses de importancia clinica, como a dengue, porém, a febre chikungunya
possui como principal fator patogndmomico uma artralgia debilitante que pode durar
de meses a anos, 0 que a coloca, juntamente com a dengue, como uma das
arboviroses de maior importancia clinica do pais. Porém, ainda, pouco se sabe
sobre os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na patogénese da artralgia
causada pelo CHIKV, sendo necessarios novos estudos, a fim de elucidar essa
interacdo virus-hospedeiro e identificar novos potenciais alvos terapéuticos para a

doenca.

A CHIKF € uma doenca febril composta por uma fase aguda e uma crénica. Na fase
aguda da doenca os sintomas incluem febre, nauseas, dor nas costas, edema e
artralgia simétrica, com achados laboratoriais como elevacao de proteina C-reativa e
leucopenia com linfopenia (Ministério da Saude, 2017), que foram associados a
viremia e a elevados niveis de citocinas com atividade pro-inflamatéria, tais como
IFN-a, IL-6, IL-12, IL-15, e quimiocinas, como CCL2 (CHOW, A. et al., 2011).
Enquanto a fase cronica da doenca € caracterizada principalmente por dores
articulares, que persistem por meses ou anos. O modelo experimental desenvolvido
mimetiza varios aspectos da doenca, incluindo linfopenia, aumento de quimiocinas e
uma hipernocicep¢do prolongada, assim como recuperagcdo de virus em diversos
tecidos. Estes achados também foram associados a um aumento de atividade pro-
inflamatoria, com intenso infiltrado de leucdcitos e dano tecidual, observado no

musculo de camundongos infectados.

A migracao de leucdcitos para o tecido inflamado € um fator importante do processo
inflamatorio e as quimiocinas tem papel chave neste processo. As quimiocinas sao
expressas por células residentes e leucdcitos ativados e se ligam a receptores
especificos expressos, principalmente, em leucécitos (LE, Y., et al., 2004). Os
receptores de quimiocina abordados neste trabalho tem expressao predominante em
mondcitos e linfécitos T ativados (CCR2); mondcitos, linfécitos T de memoria e
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células dendriticas imaturas (CCR5). Ainda, os receptores estudados podem se ligar
e ser ativados por diversas quimiocinas liberadas durante o processo inflamatorio,
entre elas CCL2, CCL7, CCL8 e CCL12, que podem ligar e ativar o receptor CCR2,
enquanto CCL3, CCL4, CCL5 e CCL8 podem se ligar ao receptor CCR5.

Durante a padronizagdo do modelo de infeccdo pelo CHIKV foi observado um
aumento expressivo das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4 e CCLS5, relacionadas ao
recrutamento de macrofagos e linfocitos (P.M. THAIANE, 2018 dissertacdo). No
presente trabalho, além do aumento dessas quimiocinas, foi observado o aumento
da expressdo dos seus receptores relacionados: CCR2 e CCR5, especialmente
durante a fase aguda da infeccdo. Mais especificamente, as andlises de citometria
de fluxo permitiram identificar as principais células expressando os receptores CCR2
e CCR5, que foram: macréfagos, linfocitos e em menor propor¢do neutréfilos e
células dendriticas. Dados semelhantes foram observados por Matthias Mack e
colaboradores 2001 onde, utilizando um modelo de nefrite demonstraram que o
receptor CCR2 esta presente principalmente em mondcitos e linfécitos T de

camundongos.

O papel de CCR2 esta associado a fungéo e recrutamento dos mondcitos, devido a
sua alta expressao nestas células durante o processo inflamatério. Além disso,
trabalhos tem sugerido um papel chave para mondcitos/macréfagos tanto no
desenvolvimento de artrite causada por CHIKV quanto na permanéncia do virus no
hospedeiro, 0 que poderia desencadear a resposta crénica (Gardner et al., 2010,
Hoarau et al., 2010, Labadie et al., 2010, Morrison et al., 2011; Messaoudi et al.,
2013). Estudos em camundongos usando o inibidor de CCL2, bindarit, sugeriram
que mondcitos ou macrofagos sdo essenciais durante infec¢des por alfavirus
artritogénicos. Foi observado que a inibicdo de CCL2 através do tratamento com
bindarit contribuiu para a reducdo da gravidade da doenca em camundongos
infectados pelo virus RRV ou CHIKV (CHEN, W. et al., 2015). De acordo, a doenca
musculoesquelética induzida por CHIKV foi mais grave em camundongos CCR2"
(POO, Y. S. et al., 2014), que mostraram um recrutamento diminuido de mondcitos e
aumento no recrutamento de neutréfilos para tecidos, sugerindo que os mondcitos
podem proteger o hospedeiro do desenvolvimento das formas mais graves da

doenca induzida pelo CHIKV. Em conjunto os dados acima indicam um papel
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importante dos mondcitos durante a patogénese de infec¢des artritogénicas por

alfavirus.

No presente trabalho foram utilizados camundongos deficientes para os receptores
de quimiocinas CCR2 e CCR5. Os resultados obtidos demonstram que a ativacao
destes receptores pode exercer um papel protetor durante o desenvolvimento da
doenca, uma vez que parametros inflamatoérios, como producdo de quimiocinas e o
recrutamento de neutréfilos, foi aumentado em ambos os grupos de animais, CCR2"
e CCR5™.

A auséncia do receptor, CCR2, foi associada a um maior recrutamento de
neutréfilos, que pode ser observado pelos ensaios de MPO e reforcado pelo
aumento da expressdo de quimiocinas importantes no recrutamento destas células,
como CXCL-1 e CXCL-2. Estes achados estdo associados a um maior dano
histopatolégico observado nos animais CCR2™ no sitio da infeccdo (pata) no dia 14
p.i.. De maneira interessante, no dia 7 p.i, os camundongos CCR2" apresentaram
escore de lesdo similar ao observado nos camundongos WT, porém a resolucédo da
resposta em camundongos deficientes parece ser mais lenta, pois enquanto
camundongos WT tem escore com retorno ao nivel basal com 14 dias,
camundongos CCR2" permanecem com aumento de escore neste tempo. Estes
achados podem ter relacdo com a deficiéncia no recrutamento de mondcitos nas
fases iniciais da doenca, visto que macrofagos sédo essenciais no processo de
resolucao da inflamacgédo (SHI, C., et al., 2011). De acordo com os achados, S. P.
Yee e colaboradores, 2014, utilizando animais CCR2” em modelo de infeccéo por
CHIKV observaram um perfil semelhante, sem alteracdes na carga viral e com um

erosivo infiltrado de neutrdfilos, que foi associado a artrite prolongada.

Recentemente, foi demonstrado, que o receptor CCR5 estéd associado a replicagédo
do DENV em macréfagos murinos e que camundongos CCR5” foram resistentes a
doses letais do virus (MARQUES, R. E. et al., 2015). No entanto, até o0 momento,
ndo ha estudos associando CCR5 a infecgédo pelo CHIKV. No presente trabalho, os
animais CCR5™, apresentaram maior replicacdo viral em diversos 6rgaos, este
achado pode estar associado a sinalizacdo do receptor ou a falha no recrutamento
de células e montagem do processo inflamatorio, relacionado a este receptor, sendo

necessarios estudos aprofundados.
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Apesar da resposta inflamatéria exacerbada e aparentemente com falhas na
resolucéo, foi observado, nos grupos de camundongos CCR2" e CCR5" diminuida
hipernocicepcdo, quando comparados ao grupo WT. Enquanto animais WT
apresentam hipernocicepcao articular inflamatéria prolongada, os camundongos
CCR2" e CCR5" apresentaram hipernocicepcdo apenas nos dias iniciais de
infeccdo, quando comparados ao grupo nao infectado. Na literatura, pouco se
discute sobre os mecanismos associados a génese da dor causada pelo CHIKV, e o
papel dos receptores CCR2” ou CCR5" e suas quimiocinas ligantes na
hipernocicepgao induzida pelo CHIKV ainda permanece por ser elucidado.
Entretanto, sabe-se que a resposta dolorosa (noxica) estd direta ou indiretamente
relacionada a resposta inflamatoria, visto que a migracao de leucdécitos associados a
inflamacéo é responsavel por secretar mediadores que produzem o estimulo que
leva a dor (SHAVIT, Y. et al.,, 2006). Evidéncias tém sugerido que a funcédo da
resposta inflamatéria na geragao de dor ndo é limitada apenas a efeitos produzidos
pela migracdo de leucdcitos, acreditando-se que as citocinas pro-inflamatérias que
participam do processo noxico podem ter origem em células imunolégicas, neuronais
e gliais (micréglia e astrocitos), tanto no sistema nervoso periférico quanto no
central, e que essas moléculas podem desencadear efeitos em curto e longo prazo,
com hiperexcitabilidade cronica e alteracdbes na expressdao fenotipica dos
nociceptores, processamento anormal dos sinais néxicos e exacerbacdo dos
processos de dor (WATKINS, L. R, et al., 2002; OBATA H. et al., 2006). Algumas
guimiocinas e seus receptores tém sido implicadas neste aspecto, entre elas
CCL2/CCR2 e CCL5. Alguns trabalhos mostram que o aumento da expressao de
CCL2 ou CCR2 foi relacionado a modelos de dor neuropatica (WU, X. B., et al.,
2018), dor inflamatéria e osteoartrite (HARTH, M.; NIELSON, W. R., 2019), visto que
CCL2 esta distribuida principalmente nos neurénios do ganglio da raiz dorsal e do
corno dorsal da medula espinhal. No ganglio da raiz dorsal CCL2 pode agir
estimulando os neurbnios nociceptivos primarios por processo autécrino e/ou
paracrino. Além disso, CCL2 sintetizada no ganglio da raiz dorsal é deslocada para o
corno dorsal da medula, onde altera a atividade de neurdnios pos-sinapticos e
células gliais, facilitando a transmissao noxica. A quimiocina CCL5 por outro lado,
estd associada a neuropatias periféricas dolorosas associadas ao HIV-1,
aumentando a entrada de célcio nos neurbnios sensitivos através do receptor CCR5
(BHANGOO, S. et al., 2007).
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Os receptores de quimiocina frequentemente s&do associados a adsorgcdo e
replicacdo viral, sendo o CCR5 um exemplo de coreceptor de adsor¢do para o virus
HIV e no trabalho de Rafael E. Marques e colaboradores, 2015, ele mostra que este
receptor esta associado a replicacdo do virus da Dengue. No presente trabalho
foram utilizados macréfagos isolados e diferenciados de camundongos WT, CCR2™
e CCR5" para avaliar eventuais alteracdes na infeccdo e replicacdo do CHIKV e
apesar de ndo haver diferencas significativas nos testes de viabilidade celular ap6s
infeccdo, os grupos de células provenientes dos animais deficientes para ambos o0s
receptores apresentaram menor carga viral recuperada do sobrenadante, no tempo
de 24h, indicando que o receptor pode interferir nos tempos iniciais de replicacao

viral, sendo necessario avaliar tempos anteriores a 24h.

Por fim, o estudo dos mecanismos e mediadores envolvidos na resposta do
hospedeiro durante a infeccdo pelo CHIKV se mostra extremamente necessario,
visto que possibilitara a identificacdo de novos potenciais alvos terapéuticos. Este
trabalho trouxe uma contribui¢cdo sobre a interagdo do virus com o sistema imune do
hospedeiro, colocando as quimiocinas como fatores importantes associados aos
processos iniciais poés-infeccdo. Os receptores CCR2 e CCR5 mostraram
desempenhar um papel protetor durante a patogénese da infeccdo pelo CHIKV, ao
auxiliar na formacdo de uma resposta imune adequada, porém com auséncia de
hipernocicepcdo em camundongos deficientes, o que indica que o receptor pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento da hipernocicepgao

prolongada observada durante infecgéo por CHIKV.
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