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RESUMO 

 

O Vírus Mayaro (MAYV) pertence ao gênero Alphavirus e a família Togaviridae. O MAYV 

é responsável por surtos esporádicos de doença febril aguda em países da América do Sul. Os 

sinais clínicos da febre Mayaro, incluem dor de cabeça, febre, mialgia e artralgia, que pode 

ser persistente e debilitante. A doença causada pelos alfavírus é classificada como uma 

imunopatologia, e muitos mediadores inflamatórios têm sido descritos por terem um papel 

relevante na patogênese desses vírus, incluindo IL-6, TNF e CCL2. Assim, devido ao impacto 

que a doença do MAYV tem na qualidade de vida das pessoas e ao fato de ser pouco 

compreendida, o presente trabalho se propôs investigar e elucidar o papel do eixo CCL2-

CCR2 na patogênse da infecção pelo Vírus Mayaro. Para isso, foram utilizados camundongos 

deficientes para as moléculas de interesse e técnica de silenciamento gênico. Inicialmente, foi 

realizada a padronização de um modelo de infecção por MAYV em camundongos WT 

C57BL/6 imunocompetentes, e em seguida a caracterizaçãodo papel do receptor CCR2 na 

infecção. Os resultados mostraram que o MAYV induziu uma doença inflamatória aguda, 

caracterizada por edema, hipernocicepção e miosite nos camundongos WT. O perfil de 

resposta imune no WT foi caracterizado por aumento na produção de mediadores 

inflamatórios, como IL-6, TNF, CCL2 e CCL5. Os altos níveis de CCL2 local e sistêmico 

foram seguidos por um recrutamento significativo de macrófagos CCR2+ e uma resposta 

celular orquestrada por essas células. Camundongos CCR2-/- apresentaram níveis similares 

de edema, hipernocicepção e miosite quando comparado aos camundongos WT. Porém, 

mostraram um aumento nos níveis de CXCL1 significativamente diferente dos animais WT, 

seguido por uma substituição do infiltrado inflamatório de macrófagos por neutrófilos. Por 

outro lado, embora o silencimento de ccl2 não tenha impedido a migração celular e redução 

do infiltrado inflamatório, ele promoveu uma melhora significativa na hipernocicepção e 

reduziu expressão de importantes moléculas inflamatórias, como ccl5, ccl7 e Tnf. Isto revela 

que CCL2 e TNF têm um papel relevante na nocicepção induzida pelo MAYV. De forma 

geral, pode-se concluir que a ausência do receptor CCR2 conferiu proteção aos animais frente 

à infecção pelo MAYV, a qual foi observada pela presença de sinais de doença mais leves, 

menor carga viral, menor dano tecidual e ausência de perda óssea. Os dados da cultura celular 

mostram que a infecção do MAYV induz um ambiente inflamatório que favorece a 

osteoclastogênese, mediada principalmente pelas citocinas TNF e IL-6. De acordo com esse 

dado, a infecção de camundongos IL-6-/- resultou em um fenótipo de proteção da perda óssea. 

Portanto, a sinalização CCL2/CCR2 mostrou ter um papel importante na patogênese da perda 

óssea e da dor na infecção do MAYV, sendo, assim, um alvo terapêutico promissor para 

desenvolvimento de estratégias de tratamento específicas para a febre Mayaro. 

 

Palavras-chaves: Perda óssea, alfavírus, osteoclastogênese, inflamação, eixo CCL2/CCR2 .



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The Mayaro Virus (MAYV) belongs to the Alphavirus genus and the Togaviridae family. 

MAYV is responsible for sporadic outbreaks of acute febrile illness in South American 

countries. Clinical signs of Mayaro fever include headache, fever, myalgia and arthralgia, 

which can be persistent and debilitating. The disease caused by alphaviruses is classified as 

an immunopathology, and many inflammatory mediators have been described to play a 

relevant role in the pathogenesis of these viruses, including IL-6, TNF and CCL2. Thus, due 

to the impact that MAYV disease has on people's quality of life and being poorly 

understood, the present work aimed to investigate and elucidate the role of the CCR2-CCL2 

axis in the pathogenesis of Mayaro Virus infection. For this, mice deficient for the molecules 

of interest and silencing technique were used. Initially, we first performed the 

standardization of an immunocompetent model in WT C57BL/6 mice, and then the 

characterization of the role of the CCR2 receptor in MAYV infection. The results showed 

that MAYV induced an acute inflammatory disease, characterized by edema, 

hypernociception and myositis in WT and CCR2-/- mice. The immune response profile in 

WT was characterized by an increase in the production of inflammatory mediators, such as 

IL-6, TNF, CCL2 and CCL5. High levels of CCL2 at the local and systemic level were 

followed by a significant recruitment of CCR2+ macrophages and a cellular response 

orchestrated by these cells. CCR2-/- mice showed similar levels of edema, hypernociception 

and myositis when compared to WT mice. However, they showed an increase in CXCL1 

levels significantly different from WT mice, followed by a replacement of the inflammatory 

macrophage infiltrate by neutrophils. On the other hand, although the silencing of ccl2 did 

not prevent cell migration and reduction of the inflammatory infiltrate, it promoted a 

significant improvement in hypernociception and reduced expression of important 

inflammatory molecules, such as ccl5, ccl7 and Tnf. This reveals that CCL2 and TNF have 

a relevant role in MAYV-induced nociception. In general, it can be concluded that the 

absence of the CCR2 receptor conferred protection to the animals against MAYV infection, 

which was observed by the presence of milder signs of disease, lower viral load, less tissue 

damage and absence of bone loss. Cell culture data show that MAYV infection induces an 

inflammatory environment that favors osteoclatogenesis, mediated mainly by the cytokines 

TNF and IL-6. According to this data, infection of IL-6-/- mice resulted in a protective 

phenotype of bone loss. Therefore, CCR2/CCL2 signaling showed to play an important role 

in the pathogenesis of the bone loss and pain in MAYV infection, so a promising therapeutic 

target for developing specific treatment strategies for Mayaro fever. 
 

Keywords: Bone loss, alphavirus, osteoclastogenesis, inflammation, CCL2/CCR2 axis.
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1. Revisão de literatura 

1.1 Aspectos epidemiológicos da Febre Mayaro 

O vírus Mayaro (MAYV) é o agente etiológico da Febre Mayaro (FM). Ele foi isolado 

pela primeira vez em Trinidade e Tobago em 1954 e, desde então tem sido responsável por 

surtos de FM em países da América do Sul, incluindo o Brasil, onde é considerado endêmico 

(ANDERSON et al., 1957; AUGUST et al., 2015). No entanto,dados epidemiológicos 

também têm sugerido a circulação do MAYV em outros países a exemplo da Guatemala, 

Costa Rica, Panamá e México (MOTA et al., 2015). Destaca-se a presença do MAYV no 

Caribe, que representa um relevante problema de saúde pública visto que vários arbovírus, 

como o vírus da Zika, da Dengue e da Chikungunya também emergiram dessa região e, 

subsequentemente se disseminaram para América Central e do Norte (MAVIAN et al, 2017; 

HOTEZ e MURRAY, 2017). Além disso, uma nova cepa do MAYV foi recentemente 

isolada no Haiti (LEDNICKY et al., 2016). Nos últimos anos, casos importados do MAYV 

têm se tornado mais frequentes, com relatos na Alemanha, Holanda, França e Suíça (FIG. 

1). Isto tem levado a uma crescente preocupação com possíveis introduções deste vírus em 

regiões não endêmicas, seguido de grandes epidemias (HASSING et al., 2010; 

LLAGONNE-BARETS et al., 2016; RECEVEUR et al., 2010; NEUMAYR et al., 2012). 

No Brasil, os casos de FM têm ocorrido na região Norte, nos estados do Pará e 

Amazonas, e na região Centro-Oeste, nos estados do Mato Grosso e Goiás (MOURÃO et 

al., 2012; ZUCHI et al., 2014; VIREIRA, et al., 2015; BRUNINI et al., 2017). Um estudo 

de meta-análise sobre a taxa de infecção do MAYV no Brasil entre os anos de 1955 e 2018, 

demonstrou que a taxa geral de exposição ao MAYV no país é de 10%, com maior 

incidência na região Norte com 13%, seguido pela região Centro-Oeste que apresentou 8% 

de incidência. Além disso, casos autóctones de MAYV também foram relatados no Sudeste 

(0,4%), no Rio de Janeiro, na cidade de Niterói. A ocorrência de casos de FM fora de áreas 

endêmicas tem sido relatada em São Paulo, Bahia e Paraíba (LIMA et al., 2021). 
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Figura 1. Mapa da distribuição global do MAYV. A distribuição espacial do 

MAYV foi baseada na sua detecção em vetores, humanos e primatas não-

humanos.(Adaptado de Diagne et al, 2020). 

 

Estudos de vigilância epidemiológica realizados em Manaus e Mato Grosso 

revelaram que a maioria dos casos de infecção pelo MAYV são mascarados por outras 

arboviroses e não são diagnosticados, o que tem levado ao desconhecimento real do números 

de casos e da circulação do MAYV pelo território Brasileiro (MOURÃO et al., 2012; 

ZUCHI et al., 2014). Além disso, a identificação de casos de FM e dos mosquitos Aedes 

aegypti e Culex quinquefasciatus naturalmente infectados pelo MAYV em áreas urbanas de 

Cuiabá, juntamente com a evidência de circulação do MAYV em outras cidades brasileiras, 

como Manaus, Brasília, Niterói e Goiânia, destaca uma real preocupação com a propagação 

do MAYV pelo restante do território brasileiro (FIG. 2) (SERRA et al, 2016; LIMA et al., 

2021). 

 De acordo com o Ministério da Saúde, entre dezembro de 2014 e janeiro de 2016, 

foram registrados 343 casos suspeitos de infecção pelo MAYV em 11 estados brasileiros. 
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Entre os casos notificados apenas 70 foram confirmados, sendo 60 em Goiás, nove em 

Tocantins e um no Pará (SANTOS et al, 2017). Em 2019, até a semana epidemiológica 35, 

foram detectados 5 casos de febre Mayaro no estado do Pará. Todos esses casos foram 

relatados em indivíduos do sexo masculino, sendo que casos dois ocorreram em crianças, 

com uma delas precisando ser hospitalizada. Além disso, dois adultos evoluíram para a fase 

crônica (Ministério da Saúde, 2019). Ressalta-se que devido à ausência de diagnóstico e a 

co-circulação de outros arbovírus, o número de casos de infecção por MAYV 

provavelmente é bastante subestimado. 

 
 

Figure 2. Ocorrência de MAYV nos estados brasileiros. Meta-análise dos casos de MAYV no Brasilentre 

os anos de 1955 e janeiro de 2020. (Adaptado de Lima et al., 2021). 

 

1.2 Febre Mayaro: aspectos clínicos e patogênese 

A FM é uma doença febril aguda semelhante à dengue, de caráter autolimitado, que 

pode variar de leve a moderadamente grave. A fase aguda da doença apresenta um curto 

período de viremia com duração de 3-7 dias e tipicamente inclui febre alta (usualmente entre 

39ºC e 40ºC), 
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dor de cabeça, fotofobia, dor atrás dos olhos, vômito, diarreia, erupções cutâneas, mialgia e 

artralgia. Em alguns casos, manifestações hemorrágicas como petéquias, epistaxis e 

sangramento gengival também podem ocorrer. Além disso, complicações graves decorrentes da 

infecção pelo MAYV, como miocardite, manifestações neurológicas e morte têm sido relatadas. 

Seguindo a fase aguda, tem-se o início da fase de convalescência que é acompanhada por 

fraqueza e artralgia, a qual pode durar algumas semanas. O estágio crônico da doença ocorre 

quando a dor articular persiste por mais de 3 meses após o início dos sintomas (FIG. 3) 

(NEUMAYR et al., 2012; MOURÃO et al., 2012; MOTA et al., 2015; ACOSTA- AMPUDIA 

et al., 2018; SANTOS et al., 2020). 
 

Figure 3. Curso clínico da Febre Mayaro. Após o período de incubação do MAYV, a fase aguda da  doença 

inicia abruptamente com febre alta e inclui outros sintomas gerais. A resposta imune nessa fase é caracterizada 

pela produção de vários mediadores pró- inflamatórios, e a produção de IgM com 3 dias pós-infecção. A fase 

convalescente da doença pode durar algumas semanas, e é caracterizada pela mialgia e artralgia. Em alguns 

pacientes é observado muitos mediadores imunes elevados nessa fase. Em 50% dos casosa doença pode evoluir 

para o estágio crônico, o qual inclui a artralgia/mialgia persistentes.As citocinas IL-7 e VEGF foram descritas por 

estarem elevadas no soro de pacientes comartralgia persistente desde o início da infecção, podendo ser usados 

como marcadores de gravidade da doença. (Adaptada de Santos et al., 2020). 

 

Assim como na infecção causada por outros alfavírus, a artralgia altamente debilitante e 

persistente é uma característica marcante na infecção pelo MAYV, acometendo de 50-75% dos 

pacientes infectados. A artralgia afeta principalmente as articulações dos punhos, cotovelos, 

joelhos e pequenas articulações das mãos e pés. A dor articular crônica induzida pela infecção 

por alfavírus tem grande impacto socieconômico, pois frequentemente causa limitações na 

realização de atividades de vida diária e profissionais pelo indivíduo acometido. A emergência 
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dos alfavírus artritogênicos torna-se mais preocupante, em razão de não haver ainda nenhuma 

terapia específica ou vacina licenciada disponíveis, sendo o tratamento sintomático por meio do 

uso de analgésicos e anti-inflamatórios não-esteroidais para alívio da dor e febre (NEUMAYR 

et al., 2012; HALSEY et al., 2013; ESPOSITO et al., 2017, ARENÍVAR et al., 2019). 

Um estudo longitudinal realizado em amostras de pacientes com infecção confirmada 

pelo MAYV pelo período de um ano, demonstrou que o MAYV induz uma robusta resposta 

imune, acompanhada por uma forte resposta de anticorpos neutralizantes e a secreção de vários 

mediadores pró-inflamatórios. Durante a fase aguda foi observado aumento nos níveis de vários 

mediadores inflamatórios. A quimiocina CCL2 atingiu o pico durante a fase aguda e 

permaneceu elevada até 6 meses após a infecção em pacientes com artralgia persistente. Os 

níveis de IL-2 e IL-9 elevaram-se na fase convalescente e permaneceram por até 3 meses pós- 

infecção. Em pacientes com artralgia persistente os níveis de IL-13 foram elevados na fase 

convalescente e os níveisIL-7 e VEGF foram elevados em todos os pontos avaliados, sugerindo 

que esses fatorespodem ser considerados marcadores de gravidade nos estágios iniciais da 

doença. A fase crônica foi marcada também por níveis elevados de IL-1β, IL-5, IL-10, IL- 

12p70, IL- 17, interferon IFN-γ e TNF (SANTIAGO et al., 2015). Em um outro estudo com 

pacientes, realizado por Tappe et al. (2016), foi demonstrado que os níveis de IL-10, RANTES, 

IL-12P70 e VEGF estavam significativamente elevados na fase aguda. Enquanto que na fase de 

recuperação os seguintes mediadores apresentavam-se em maiores concentrações: IL-5, IL-6, 

IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, IP-10, RANTES, MIP-1α, MIP-1β, GM-CSF e IFN- 

γ. 

Adicionalmente, na infecção pelo MAYV tem sido descrito o estabelecimento de uma 

resposta humoral relevante. O IgM é detectado com 3 dias após o início dos sintomas e persiste 

por até 3 meses, sendo em seguida substituído por IgG, que pode persistir por anos (SANTOS 

et al., 2020). A detecção e tempo de persistência de IgM e IgG são importantes para o 

diagnóstico, vigilância da doença e estudos epidemiológicos do MAYV, respectivamente 

(SANTOS et al, 2020). 

A atual co-circulação do MAYV e CHIKV na América Latina é um grande desafio para 

o diagnóstico sorológico e a vigilância epidemiológica, uma vez que ambos pertencem ao 

complexo solorológico Similike Forest e o reconhecimento cruzado de anticorpos pode ocorrer, 

devido à alta identidade de sequência traduzida entre os domínios genômicos codificadores de 

proteínas (FISCHER et al, 2020). Além disso, a presença de outras arboviroses como dengue e 

zika também leva para subnotifições de casos e erros de diagnóstico (SMITH et al, 2018). Como 
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os alfavírus têm um período de viremia de curta duração, os testes sorológicos apresentam-se 

 como a melhor escolha para os laboratórios de saúde pública realizarem o diagnóstico do 

paciente e também para estudos soroepidemiológicos (FISCHER et al, 2020). 

Dentre os testes sorológicos atualmente disponíveis para o diagnóstico de alfavírus em 

geral, tem-se o ensaio imunoenzimático (ELISA) que é técnica mais comumente utilizada e o 

teste de neutralização por redução de placa (PRNT), considerado o método sorológico padrão 

ouro no diagnóstico de infecções por alfavírus. Outras técnicas também utilizadas, incluem o 

isolamento viral em cultura, RT-PCR, inibição da hemaglutinação (HI), fixação do 

complemento (CF) e os ensaios de imunofluorescência também são úteis para a detecção de 

anticorpos anti-MAYV (SANTOS et al, 2020). 

Fischer et al. (2020) demonstraram que a realização de testes individuais de ELISA e 

PRNT para CHIKV e MAYV não são eficazes para diferenciação e consequentemente afetam 

o resultado do diagnósticos e vigilância epidemiológica. No entanto, a combinação de ELISAs 

permitiu um solução fácil e eficiente para diferenciar as duas infecções. Os resultados 

mostraram, por exemplo, que ELISAs para CHIKV e MAYV em paralelo aumentaram 

significativamente os valores preditivos positivos (VPP) entre todas as coortes de 35,3% para 

88,2% para IgM e de 61,3% para 96,8% para IgG. 

O desenvolvimento de novos métodos com uma abordagem de alto rendimento seria 

enormemente vantajoso para detectar respostas de anticorpos a vários alfavírus dentro do 

mesmo ensaio e na vigilância da doença, além de permitir rastrear a emergência de novos 

patógenos. Com base nisso, Smith et al (2018) desenvolveram um ensaio de alto redimento 

baseado em microarrays de proteínas, o qual eles incluíram antígenos recombinantes das 

proteínas C, E1 e E2 de diferentes alfavírus. Os resultados mostraram que resposta de anticorpos 

de múltiplos alfavírus podem ser quantificadas especificamente dentro do mesmo ensaio, 

usando antígenos de proteínas recombinantes selecionados e que as infecções pelo MAYV 

resultam em respostas únicas às proteínas do envelope viral (SMITH et al, 2018). 

1.3 Estrutura e ciclo de replicação 

O vírus Mayaro (MAYV) é um arbovírus emergente, membro da família Togaviridae, 

gênero Alphavirus. As partículas virais apresentam um nucleocapsídeo icosaédrico, são 

envelopadas e com aproximadamente 70 nm de diâmetro. O envelope é formado por uma 

bicamada lipídica, no qual estão inseridas as glicoproteínas E1 e E2, que se associam em 

heterodímeros e esses em trímeros, formando as espículas virais (FIG. 4). A proteína E1 
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D 

estruturalmente é composta por 3 subdomínios: I, II e III, enquanto a proteína E2 apresenta 4 

subdomínios, denominados A, B, C e D, que são mais segregados espacialmente. Os 

ectodomínios de E1 e E2 interagem entre si e mantém a estutura da espícula viral (FIG. 5). E2 

e E1 são responsáveis pelo reconhecimento do vírus a seu receptor e entrada do mesmo nas 

células alvo por fusão de membrana, respectivamente (STRAUSS e STRAUSS, 1994; LEUNG 

et al., 2011; RIBEIRO-FILHO et al, 2021). 

 

 
B 

 
 
 
 
 
 

C 
 
 
 
 

 
Figure 4. Estrutura da partícula viral, organização do genoma e estrutura geral do MAYV infeccioso 

determinada por crio-EM. (A) Estrutura geral dos alfavírus. (B). Modelo atômico 3D do MAYV encaixado no 

A 
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(continuação da legenda da figura 4) mapa de densidade. (C) Corte transversal central do modelo atômico. (D) 

Unidade assimétrica do MAYV formada por 4 heterodímeros E1-E2, seguindo a triangulação icosaédrica T=4. 

Fonte: expasy.com / Viral Zone 2010 Swiss Institute of Bioinformatics. Figuras B, C e D (Adaptadas de Ribeiro- 

Filho et al., 2021) 

 
O genoma dos alfavírus compreende um RNA de fita simples, com polaridade positiva 

e aproximadamente 12 Kb de comprimento. O RNA é dividido em duas ORFs (Open reading 

frame), que codificam as proteínas não estruturais (snP1-nsP4), que medeiam a tradução viral, 

replicação viral e subversão e evasão do hospedeiro, e as proteínas estruturais (C, E1, E2, E3 e 

6K) (STRAUSS e STRAUSS, 1994; LEUNG et al., 2011). 

Recentemente, a estrutura geral de partículas infectivas e maduras do MAYV foi 

descrita e observaram-se algumas particularidades estruturais e funcionais importantes. As 

proteínas E1 e E2 do MAYV quando comparadas ao CHIKV, apresentaram algumas 

diferenças, como a perda de três resíduos e a presença de vários resíduos não conservados. 

Essas diferenças implicam em alterações de epítopos conformacionais ou sequenciais, que 

podem ser exploradas para diagnóstico, uma vez que poderia ser usado no desenho racional 

de anticorpos para diferenciar MAYV de CHIKV. Além disso, identificou-se que a N- 

glicosilação da proteína E2 (N262) forma uma configuração que não foi observada em outros 

alfavírus e que esse sítio de glicosilação pode ter um papel importante na interação com o 

receptor MXRA8 (RIBEIRO-FILHO et al, 2021). 

Para iniciar a infecção, os alfavírus precisam primeiramente se ligar a célula-alvo e em 

seguida interagir com um receptor de entrada. Essa ligação inicial dos alfavírus as células-alvo 

ocorre por meio da interação do vírus com moléculas de superfície celular expressas 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 5. Organização geral do ectodomínios das glicoproteínas E1 e E2 do MAYV. 



29 

 
 

ubiquamente, denomidadas de fatores de fixação. Destre os fatores de fixação descritos para os 

alfavírus, inclui o sulfato de heparan, lectinas do tipo C e receptores fosfatidilserina. Apesar de 

facilitarem enormemente o contato inicial à célula, ligação e internalização do vírus ainda 

podem ser observadas na ausência desses fatores. Estes fatores de fixação podem ter papel 

importante na patogênese viral, uma vez que eles aumentam a interação com a célula-alvo e 

diminuem a quantidade de tempo que o vírus fica livre no meio extracelular, impedindo que ele 

seja inativado (HOLMES et al, 2020). 

Por outro lado, os receptores são responsáveis pela internalização dos vírus antes da 

fusão endossômica. A etapa de internalização dos alfavírus inicia após a ligação da espícula 

viral (proteínas E1 e E2) ao receptor da célula alvo (LEUNG et al., 2011; HOLMES et al, 2020). 

A protéina MXR8 foi recentemente identificada como um receptor comum para vários alfavírus 

artritogênicos, incluindo CHIKV, RRV, MAYV e ONNV. Este receptor está presente na 

superfície de células epiteliais, mesenquimais e mieloides. Além disso, outros receptores tem 

sido propostos para atuar no processo de infecção dos alfavírus, como proteínas de macrófagos 

associados à resistência natural (NRAMP), receptor de laminina e proibitina 1 (PHB1) (ZHANG 

et al., 2018). 

Os alfavírus são internalizados principalmente via endocitose mediada por clatrina e 

entregues ao compartimento endossomal. Já no interior do citoplasma, o pH do endossoma 

diminui e induz uma alteração conformacional na glicoproteína E1, o qual então medeia a fusão 

da membrana vírus-hospedeiro. Após a fusão, ocorre a liberação do nucleocapsídeo no 

citoplasma, que sofreo processo de desmontagem e liberação do RNA genômico. No início da 

infecção, o RNA genômico é primeiramente traduzido na poliproteína não estrutural P1234. 

A poliproteína P1234 é então clivada, gerando P123 e nsP4, o qual formam o complexo de 

replicação instável, que é responsável por sintetizar a fita de RNA negativa. Essa fita servirá 

como molde para síntese do RNA genômico e do RNA subgenômico. Em seguida, P123 

é clivado em nsP1 e P23, então os produtos nsP1, P23 e nsP4 formam umcomplexo de replicação 

dentro de vacúolos citopáticos induzidos por vírus (CPV I). Esse segundo complexo é 

responsável pela síntese da fita negativa, do RNA genômico, mas não da síntese do RNA 

subgenômico. Após a clivagem completa em nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, a síntese de fita negativa 

é inativada e o complexo de replicação agora estável passa a sintetizar o RNA genômico e 

subgenômico (LEUNG et al., 2011; MOTA et al., 2015). 

A tradução do RNA subgenômico produz a poliproteína estrutural. A clivagem da 
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poliproteína estrutural inicia pela proteína do capsídeo (C), que sofre autoclivagem. A proteína 

C livre se associa com RNA genômico recém sintetizado, formando novos nucleocapsídeos. A 

poliproteína remanescente PE2-6k-E1 é direcionada para o retículo endoplasmático. Após a 

síntese, PE2, precursor da glicoproteína E2, e E1 interagem para formar os heterodímeros. Os 

complexos PE2-E1 são transportados para o Complexo de Golgi e em seguida direcionados para 

a membrana celular por meio de vesículas. No interior das vesículas, PE2 sofre clivagem, 

produzindo E2 e E3. A montagem de novas partículas virais ocorre próximo à membrana 

celular, na qual a interação entre a proteína C e glicoproteína E2 conduzem o processo de 

brotamento (FIG. 6) (LEUNG et al., 2011; MOTA et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Ciclo de replicação do MAYV. (1) Reconhecimento e ligação ao receptor celular; (2) Internalização da 

partícula viral via processo de endocitose mediado por clatrina; (3) Acidificação do vacúolo; (4) A redução do pH 

induz mudança conformacional em E1, que medeia a fusão de membrana; (5) Desmontagem do núcleocapsídeo e 

liberação do RNA genômico no citoplasma; (6a) Tradução; (6b) Tradução de leitura; (7) Processamento da 

poliproteína não-estrutural e montagem dos complexos de replicação; (8) Transcrição; (9) Transcrição; (10) 

Tradução; (11) Processamento da poliproteína estrutural,com liberação da proteína C; (12) Processamento e 

maturação das glicoproteínas PE2 e E1; (13)Transporte das glicoproteínas processadas para a membrana plasmática 

e clivagem de PE2; (14) Empacotamento de RNA genômico pela proteína C; (15) Montagem do nucleocapsídeo; 

(16) Brotamento de partículas virais.(Adaptado de Mota et al., 2015). 

 
1.4 Ciclo de trasmissão e fatores associados a emergência 

O MAYV é mantido na natureza em ciclos zoonóticos que envolvem primariamente 

o mosquito Haemagogus janthinomys como vetor e primatas não humanos como hospedeiros, 

no entanto, outros vetores secundários (Culex sp, Sabethessp, Psorophora sp, Coquillettidia 

sp and Aedes sp) e vertebrados silvestres (marsupiais, roedores e aves) podem atuar na 

manutenção do ciclo e serem importantes para disseminação do MAYV 
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(FIG. 7). Como o MAYV apresenta um ciclo de transmissão basicamente silvestre, os casos 

de infecções em humanos geralmente são esporádicos e acidentais, afetando principalmente 

indivíduos que estão em contato com ambientes de florestas (CALISHER et al., 1974; HOCH 

et al., 1981; DE THOISY et al., 2003; MOTA et al., 2015). 

 

Figure 7. Ciclo de transmissão do MAYV. (A) O ciclo de manutenção do MAYV na natureza é um ciclo 

silvestre, o qual inclui o mosquito Haemagogus janthinomys como vetor e primatas não humanos como 

hospedeiros. Mas outras espécies de vertebrados e mosquitos podem atuar no ciclode transmissão silvestre do 

MAYV. (B) O ciclo de transmissão rural do MAYV envolve pessoas que estão em contato com ambientes 

silvestres. (C) O MAYV tem um grande potencial de invadircentros urbanos, e estabelecer um ciclo de 

transmissão urbano mosquito-homem-mosquito, uma vez que tem sido demonstrado que mosquitos do gênero 

Aedes sp. tem capacidade de transmiti-lo. 

 

No entanto, a introdução do MAYV em áreas urbanas e o estabelecimento de um ciclo 

de transmissão mosquito-homem-mosquito, é uma possibilidade cada vez mais forte, 

principalmente com os recentes relatos de casos de MAYV em áreas urbanas (MOURÃO et al., 

2012; SERRA et al, 2016; LIMA et al., 2021). Dentre os fatores que podem favorecer a 

urbanização do MAYV, a competência dos vetores urbanos em transmitir o MAYV é crucial 

para esse processo. Alguns estudos em laboratório sobre a competência vetorial de mosquitos 

antropofílicos para o MAYV, demonstraram que o Ae. albopictus e Ae. aegypti são capazes de 

transmitir o MAYV (SMITH e FRANCY et al., 1991; LONG al., 2011; WIGGINS et al., 2018). 

Brustolini et al. (2018) mostraram recentemente que diferentes espécies do gênero Anopheles 

são vetores de laboratório mais competentes para transmitir o MAYV que mosquitos do gênero 

Aedes. Além disso, podem ser importantes na invasão e propagação de MAYV em diversas 

regiões do mundo. Dado essas evidências, é importante o monitoramento da evolução do 

A B C 
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MAYV, associado a implementação de medidas preventivas que sejam capazes de impedir que 

o MAYV se torne futuramente um grande problema de saúde pública, como ocorreu com outros 

arbovírus (DIAGNE et al., 2020). 

Os arbovírus CHIKV, DENV, ZIKV e YFV tiveram um processo de 

urbanização/emergência bem sucedido, e acredita-se que o MAYV possa seguir o mesmo 

padrão. Muitos fatores relacionados com a urbanização e emergência do MAYV, incluem: (1) 

a forte homologia entre MAYV com CHIKV, um alfavírus com uma história de urbanização 

bem sucedida; (2) a ocorrência regular de casos de MAYV próximo as principais cidades 

tropicais onde A. aegypti é endêmico; (3) relatos de propagação do MAYV através de viajantes 

doentes ou aves migratórias; (4) atividades humanas como, agricultura, atividades 

agroindustriais, urbanização, crescimento populacional, más condições sanitárias, 

desmatamento e migração humana; (5) mutações do vírus, as quais podem favorecer adaptações 

a novos vetores e hospedeiros; (6) expansão do mosquito Haemagogus em áreas de alta 

densidade populacional humana, gerando novos focos potenciais para a transmissão de MAYV; 

(7) mudanças climáticas, as quais favorecem a invasão de mosquitos vetores em novas regiões 

geográficas não endêmicas (LORENZ et al., 2019; DIAGNE et al., 2020). 

1.5 Fatores imunes associados à patogênese alfaviral 

A doença musculoesquelética causada pelos alfavírus artritogênicos, como os vírus 

Chikungunya (CHIKV), Ross River (RRV) e Sindbis (SINV) tem sido considerada um distúrbio 

inflamatório imunomediado, uma vez que além dos efeitos diretos causados pela replicação do 

vírus nos tecidos e nas células do hospedeiro, diversos trabalhos têm demonstrado que a resposta 

imune decorrente dessa replicação exerce um papel importante no dano tecidual (ASSUNÇÃO-

MIRANDA et al, 2013). 

Os macrófagos e seus produtos pró-inflamatórios, CCL2, TNF-α e IFN-γ são considerados os 

principais mediadores associados ao desenvolvimento da miosite e artrite induzida por RRV e 

CHIKV. Em modelos animais, a depleção dos macrófagos e/ou a neutralização dos seus 

produtos resultou na redução da gravidade da doença (LIDBURY et al, 2008; RULLI et al, 

2009; RULLI et al, 2011). Além disso, eles são apontados como as células alvos da replicação 

do CHIKV, RRV e SINV, e são as principais células envolvidas nas infecções persistentes 

observadas na doença crônica (LABADIE et al., 2010; NAYAK et al, 2019). Recentemente foi 

demonstrado queo MAYV também replica em macrófagos e induz a produção de TNF, uma 

citocina pró-inflamatória importante na artrite (CAVALHEIRO et al., 2016). Além disso, 
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Bengue et al. (2019) recentemente descreveram o potencial do MAYV se replicar em 

osteoblastos humanos (HOB), em condrócitos humanos (HC) e sinoviócitos semelhantes a 

fibroblastos (HFLS), células importantes para o desenvolvimento da osteoartrite. A infecção 

dos condrócitos resultou na expressão de metaloproteinases de matriz (MMP),enzimas que 

podem estar envolvidas na destruição tecidual decorrente da infecção peloMAYV. 

A citocina IL-6 e as quimiocinas CCL2, CCL8 e CCL7 têm sido descritas por estarem 

envolvidas na osteoclastogênese durante a infecção alfaviral (CHEN et al., 2014; CHEN et al., 

2015). Ainda, IL-6 e CCL2 têm sido detectadas no líquido sinovial de pacientes infectados com 

RRV e CHIKV. Estudos in vitro demonstraram que a infecção de osteoblastos pelo RRV e 

CHIKV, induz aexpressão de IL-6, a qual, por sua vez, leva ao aumento na expressão de CCL2 

e altera a razão citocina pró-osteoclastogênica RANKL/osteoprotegerina OPG (razão 

RANKL:OPG). A elevada razão RANKL:OPG promove a perda óssea (NORET et al., 2012; 

CHEN et al., 2014a; CHEN et al., 2014b). Por fim, um meta-análise comparando o perfil de 

mediadores imunes durante a fase aguda da infecção por CHIKV identificou as citocinas pró- 

inflamatórias IFN-α, IFN- β, IL-2, IL-2R, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17 e IL-18; citocinas 

anti-inflamatórias tais como IL-1Ra, IL-4 e IL-10; quimiocinas CXCL10, CCL2, CXCL9, 

CCL3, CCL4; Fator de Crescimento de Fibroblastos Básico (FGF) e Fator Estimulador de 

Colônias de Granulócitos e Macrófagos (GM-CSF) como uma assinatura imune específica, que 

define a infecção aguda por CHIKV (TENG et al., 2015). 

A quimiocina CCL2, a principal quimioatraente de monócitos e macrófagos, tem sido 

identificada como um fator patogênico fundamental na artrite induzida por RRV e CHIKV. 

Níveis elevados de CCL2 têm sido detectados na maioria dos estudos clínicos com alfavírus 

(KELVIN et al., 2011; CHAAITANYA et al, 2011; LIDBURY et al., 2008). Camundongos 

infectados com RRV ou CHIKV que foram tratados com Bindarit,um inibidor de CCL2 (e 

também de CCL7 e CCL8), apresentaram redução do dano musculoesquelético e infiltrado 

inflamatório. Além disso, o tratamento com Bindarit também foi capaz de reduzir a perda óssea 

induzida por CHIKV (RULLI et al., 2009; RULLI et al., 2011; CHEN et al., 2015). 

CCL2 exerce suas funções biológicas ao interagir com o receptor CCR2. O papeldo 

receptor CCR2 na artrite induzida pelo CHIKV foi recentemente demonstrado pela infecção de 

camundongos CCR2-/-. Diferentemente ao encontrado para o bloqueio da quimiocina CCL2, a 

ausência do receptor CCR2 resultou em artrite mais grave, prolongada e erosiva, devido a 

substituição do infiltrado inflamatório de macrófagos por neutrófilos e alteração do perfil de 

mediadores inflamatórios produzidos, como por exemplo CXCL1, CXCL2, G-CSF, IL-1β e IL-

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaaitanya%20IK%5BAuthor%5D&amp%3Bcauthor=true&amp%3Bcauthor_uid=21830898
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10. Isso mostra que os macrófagos parecem exibir um papel dual durante a patogênese da 

infecção, contribuindo tanto para o aumento da inflamação, quanto para prevenir uma patologia 

excessiva através do controle da replicação viral (POO et al., 2014). 

O modelo animal para MAYV recentemente desenvolvido por SANTOS et al. (2019) 

demostrou que o MAYV induziu uma forte resposta inflamatória, mediada pelas citocinas TNF, 

IL-6 e IFN-γ e a quimiocina CCL2 (ou MCP1). Esses mediadores também têm sido produzidos 

em modelos animais para RRV e CHIKV. Corroborando estes achados, esses mediadores 

também foram detectados no soro de pacientes com FM, sendo a fase agudamarcada pela alta 

expressão de MCP-1/CCL2 (LIDBURY et al., 2008; GARDNER et al., 2010; SANTIAGO et 

al., 2015; SANTOS, 2017). Figueiredo et al (2019) demonstraram que fatores do hospedeiro, 

como a idade, a imunidade inata e adaptativa são importantes na patogênese do MAYV. Esses 

fatores mostraram ter um papelimportante na replicação do MAYV. Além disso, os resultados 

também mostraram quea resposta imune adaptativa pode contribuir para o dano tecidual. 

1.6 Fatores imunes associados à perda óssea em doenças reumáticas. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as condições musculoesqueléticas 

compreendem mais de 150 doenças que atingem milhões de pessoas em todo o mundo. Um 

estudo realizado pelo Global Burden of Disease (GBD) em 187 países e 21 regiões do mundo 

entre os anos de 1990 e 2010, definiu cinco principais condições de distúrbio 

musculoesquelético, incluindo: a artrite reumatóide, osteoartrite, gota, dor lombar e dor no 

pescoço (MARCH et al., 2014). Essas condições são consideradas as doenças 

musculoesqueléticas mais comuns e incapacitantes (FIG. 8). Em estudo do GBD em 2017, as 

desordens musculoesqueléticas foram as que mais contribuíram para a deficiência global, sendo 

a dor lombar a causa principal de anos vividos com deficiência no mundo (Years Lived with 

Disability (YLDs)), desde que foi medida pela primeira vez em 1990 (JAMES et al., 2018; 

Organização Mundial de Saúde, 2019). 

De forma geral, as condições musculoesqueléticas são caracterizadas pela dor 

persistente e redução da mobilidade, limitando as pessoas a realizarem suas atividades diárias, 

particularmente no trabalho. Essas desordens implicam em um grande custo para as pessoas 

afetadas, devido à redução na produtividade e os gastos com a saúde, assim como também para 

toda sociedade (MARCH et al., 2014; Organização Mundial de Saúde, 2019). 

Algumas infecções virais são responsáveis por aproximadamente 1% de todos oscasos 

de artrite aguda. No mundo todo, o parvovírus B19, hepatite B e C, HIV e os alfavírus estão 

entre as causas mais importantes de artrite mediada por vírus (MARKS e MARKS, 2016). Além 
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disso, tem sido relatado que a infecção pelo parvovírus B19 e o vírusda hepatite C pode 

desencadear a artrite reumatóide (AR). O CHIKV e outros alfavírus artritogênicos estão 

associados com o desenvolvimento de artrite inflamatória persistente e debilitante. Semelhante 

ao que ocorre na AR e na osteoartrite, a infecção pelos alfavírus também induzem uma grave 

destruição articular e em alguns casos perda óssea (CHEN et al., 2015). Devido ao grande 

potencial de causar grandes epidemias e serem globalmente distribuídos, os alfavírus podem 

contribuir significativamente para a carga de desordens musculoesqueléticas no mundo (CHEN 

et al., 2015). Na Índia, por exemplo, um estudo do COPCORD demonstrou que houve um 

aumento na porcentagem de doenças musculoesqueléticas reumáticas em certas comunidades 

após o surto de CHIKV em 2006 (ATUKORALA et al., 2014). 

Figura 8. Proporção de YLD para cada desordem musculoesquelética com base em GBD, 2010. 

               (Adaptado de March et al., 2014).’ 
 

A fisiopatologia da AR e da artrite induzida pelos alfavírus artritogênicos apresentam 

uma forte semelhança, sendo caracterizadas pelo acúmulo de células inflamatórias nas 

articulações e a participação de muitas citocinas pró-inflamatórias (ALETAHA et al., 201; 

CHEN et al., 2015). A inflamação do tecido sinovial na RA está associada a várias vias de 

sinalização, como por exemplo, a via de sinalização RANK e Wnt, as quais favorecem a 

reabsorção excessiva do osso circundante e a desregulação da homeostase óssea (VISCONTI et 

al., 2019). 

O principal mecanismo envolvido na perda óssea observada na AR, assim como em 

outras doenças reumáticas inflamatórias, é a inflamação. Em estudos pré-clínicos, tem sido 

observado que existe uma ligação clara entre a inflamação induzida por alfavírus e a perda óssea



36 

 
 

periarticular e sistêmica. As citocinas inflamatórias produzidas pelas células da imunidade inata e 

adaptativa aumentam a ativação dos osteoclastos, células responsáveis pela reabsorção óssea, e 

inibem a formação óssea (CHEN et al., 2015; COURY et al., 2019). Em seguida, descrevemos o 

conhecimento atual acerca do papel das principais células e medidores imunes, que estão 

envolvidos na osteoclastogênese de doenças reumáticas inflamatórias (FIG. 9). 

Células T 
 

As células T são reconhecidas por terem um papel principal em orquestrar a perda óssea 

na artrite, atuando por mecanismos diretos ou indiretos. Basicamente todos os subtipos de 

células T (TCD4+ helper – Th1, Th2 e Th17 e Treg; TCD8+) podem influenciar as células 

ósseas, principalmente os osteoclastos. A células TCD4+ são essenciais para o 

desenvolvimento da doença, mas não para a fase inflamatória (MELLADO et al., 2015). No 

tecido sinoval as células TCD4+ se diferenciam principalmente em células efetoras Th1, os 

quais produzem as citocinas pró-inflamatórias TNF e IFN-y, além disso promovem a ativação 

de macrófagos (CHEMIM et al., 2019). Durante a inflamação as células T são importantes 

produtoras de RANKL, um regulador chave da diferenciaçãode osteoclastos e reabsorção 

óssea (DANKS et al., 2016). No entanto, o subtipoTh1 também tem um efeito inibitório na 

osteoclastogênese por meio da sua citocina IFN-y, que suprime as respostas de célula Th17, 

um subconjunto exclusivamente pró-osteoclastogênico (COURY et al., 2019). O subtipo Th17 

tem sido proposto como a principal célula T promotora da osteoclastogênese, principalmente 

pela produção IL-17e IL-23. A citocina IL-17 atua nos fibroblastos sinoviais e osteoblastos 

induzindo a expressão de RANKL e M-CSF, enquanto em paralelo aumenta a expressão de 

RANK em células precursoras de osteoclastos. Por outro lado, as células Th2 e Treg inibem a 

osteoclastogenêse. O ação inibitória de Th2 é realizada através da citocina IFN-y e IL- 4, 

enquanto a inibição das células Treg é mediada por citocinas anti-inflamatórias, comoIL-10, 

ou através da sinalização Antígeno de linfócito T citotóxico 4 (CTLA4) (MATEEN et al., 

2016; COURY et al., 2019). 

Macrófagos 

Os macrófagos e seus mediadores são importantes para a perda óssea em doenças 

inflamatórias. Na AR os macrófagos são os principais produtores de mediadores inflamatórios, 

incluindo TNF, IL-1β e IL-6. Estas citocinas tem um papel importante, promovendo a ativação 

de células endoteliais, inflamação da membrana sinovial e a osteoclastogênese. Além disso, os 

macrófagos são células precursoras dos osteoclastos.O RANKL presente no microambiente 



37 

 
 

articular atua sobre os macrófagos e induzem a sua diferenciação em osteoclastos. Dado o papel 

destrutivo dos macrófagos no tecido ósseo, eles são considerados alvos terapêuticos 

promissores em doenças ósseas inflamatórias (GU et al., 2017). 

Mediadores inflamatórios 

Muitas citocinas pró-inflamatórias têm sido descritas por estimularem direta ou 

indiretamente a diferenciação, atividade e sobrevivência dos osteoclastos (BRAUN e 

ZWERINA, 2011). O RANKL é membro da família TNF de citocinas. A expressão d e 

RANKL é estimulada por várias citocinas, como IL-6, TNF e IL-17, e é produzido 

principalmente por osteoblastos, células sinoviais, células T e células B. A sinalização 

RANK/RANKL é o regulador primário da diferenciação e ativação de osteoclastos. Umaoutra 

molécula importante nessa regulação da osteoclastogênese, é a osteoprotegerina (OPG), um 

receptor solúvel do RANKL, prevenindo a sinalização osteoclástica (VISCONTI et al., 2019). 

A citocina IL-1β é uma forte estimuladora da reabsorção óssea. Ela atua aumentando a 

expressão de RANKL, estimulando a atividade dos osteoclastos por promover a produção de 

M-CSF e inibe a apoptose de osteoclastos. Além disso, tem sido reportado que a IL-1β inibe a 

atividade dos osteoblastos (RUSCITTI et al., 2015). 

O TNF é produzido principalmente por macrófagos ativados, mas também podeser 

produzido por outras células, como fibroblastos, mastócitos, células T, células B, células NK, 

osteoblastos e osteoclastos. Ele pode estimular a osteoclastogênese de duas maneiras, 

diretamente por um mecanismo independente de RANKL, ou indiretamente, promovendo 

expressão de RANK em pré-osteoclastos, e aumento na produção de RANKL e M-CSF por 

osteoblastos e células T ativadas (AZUMA et al., 2000; KOMINE et al., 2001; MATTEN et al., 

2016). 

A sinalização de IL-6 está associada com um aumento na reabsorção óssea, no número 

e atividade de osteoclastos. Essa citocina pode estimular a diferenciação de osteoclastos por 

mecanismos dependente ou independente de RANKL. In vitro tem sidodemonstrado que a IL- 

6 estimula a secreção de RANKL por osteoblastos, e juntamentecom o TGF- β e IL-1 induz a 

diferenciação de células Th17 (BRAUN e ZWERINA, 2011). 

Outras moléculas com papel importante na perda óssea em condições ósseas patológicas, 

são as quimiocinas, moléculas responsáveis pela migração, localização e função das células 

imunes durante a inflamação. As quimiocinas CXCL1, CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 e CCL11 

têm sido implicadas no recrutamento de precursores de osteoclastos e na diferenciação dessas 

células (CHEN et al., 2015). A quimiocina CCL2 está elevada no soro e fluido sinovial 
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de pacientes com AR e OA, duas relevantes doenças reumáticas inflamatórias. CCL2 é 

conhecida como uma quimiocina CC que recruta principalmente monócitos/macrófagos para o 

sítio da inflamação (STANKOVIC et al., 2009; ZAREBSKA et al., 2017). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Fatores imunes promotores da osteoclastogênese. No microambiente ósseo de doenças 

reumáticas as citocinas inflamatórias IL1, IL-6, TNF e IL-17, produzida pelascélulas da imunidade inata e 

adptativa, superregulam a expressão de RANKL nos osteoblastos e fibroblastos sinoviais. O RANKL 

promove a diferenciação, ativação e sobrevivência dos osteoclastos. Algumas citocinas inflamatórias 

podem atuar diretamentesobre os osteoclastos (Adaptado de Braun e Zwerina, 2011). 

 

De forma geral, todas essas informações refletem a forte comunicação que há entre 

sistema imunológico e ósseo, o qual tem sido explorada dentro do campo da osteoimunologia, a 

fim de compreender melhor as vias moleculares envolvidas na patologia da perda óssea, 

possibilitando a descoberta de moléculas alvo e o desenvolvimento de novas terapias (COURY 

et al., 2019). 

1.7 Eixo CCL2-CCR2 

A sinalização CCL2-CCR2 é bem conhecida pelo seu importante papel na migração de 

leucócitos, particularmente monócitos e macrófagos, durante a defesa imune fisiológica e em 

condições patológicas, como artrite reumatoide, doenças neurodegenerativas, aterosclerose, 
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doenças infecciosas, obesidade, diabetes e vários tipos de câncer (BOSE and CHO, 2013; 

GSCHWANDTNER et al, 2019). 

A quimiocina CCL2, também referida como MCP1 (Monocyte chemoattractant protein 

1), é membro da grande família de citocinas quimiotáticas, que inclui proteínas básicas de 

ligação a heparina e de baixo peso molecular (8 a 10 kDa) (CHARO et al, 1994). Além disso, 

com base no arranjo das duas primeiras cisteínas, CCL2 é classificada na subfamília de 

quimiocinas CC (YADAV et al, 2010). CCL2 é produzida por vários tipos celulares, incluindo 

células endoteliais, células musculares lisa, fibroblastos, células epiteliais, astrócitos, células T 

e células mieloides, sendo os monócitos e macrófagos a principal fonte de CCL2. A expressão 

de CCL2 pode ocorrer constitutivamente ou após a indução por estímulos, como estresse 

oxidativo, citocinas (IL-1, IL-6, IL-4, TNF, IFNγ) e fatores de crescimento (Fator de 

Crescimento Transformador β (TGFβ), Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas (PDGF), 

Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF), Fator Estimulador de Colônia de 

Macrófagos (M-CSF) e Fator de Colônia de Granulócitos-Macrófagos (GM-CSF)) (YADAV et 

al, 2010; GSCHWANDTNER et al, 2019 ). 

Além da sua potente ação na quimiotaxia de monócitos, CCL2 também induz a migração 

de células T, células B, células NK, basófilos, macrófagos, células dendríticas (DCs) e 

neutrófilos em condições específicas de homeostase ou patogênicas (GSCHWANDTNER et al, 

2019). CCL2 exerce os seus efeitos sobre as células-alvo através da ligação e ativação do seu 

principal receptor, o receptor de quimiocina do tipo 2 (CCR2). Mas, ela também pode se ligar a 

outros receptores, conhecidos como receptores de quimiocinas atípicos AKR1 (DARC), AKR2 

(D6) e US28. Em geral, o sistema quimiocina/receptor de quimiocina é altamente redundante, 

uma vez que maioria dos receptores liga a diferentes quimiocinas e a maioria das quimiocinas 

liga a vários receptores (FROBERG et al, 2001; PATTERSON et al, 2002; PRUENSTER et al, 

2009; BONNECHI e GRAHAM, 2016; VACCHINI et al, 2016). 

O CCR2 é um receptor caracterizado por sete domínios transmembrana acoplado a 

proteína G, e dessa forma a sua ativação está associada a um conjunto de reações que resultam 

na formação do trifosfato de inositol, liberação de cálcio e ativação de PKC (YADAV et al, 

2010). A ligação de CCL2 ao CCR2 dispara diferentes vias de transdução de sinal, incluindo a 

sinalização JAK2/transdutor de sinal e ativador de transcrição 3 (JAK2/STAT3), sinalização 

MAP quinase (ERK1 e ERK2), quinases ativadas por estresse JNK1 e p38, duas isoformas de 

PI3-quinase (p85/p110 e C2α) e liberação de cálcio mediada por fosfolipase C. A ativação dessas 

via está associada a muitos dos efeitos que o eixo CCL2-CCR2 exerce sobre as células 

https://jlb.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Vacchini%2C%2BAlessandro
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mieloides (monócitos, macrófagos, osteoclastos, mastócitos, células dendríticas (DCs), 

basófilos e células supressoras derivadas de mieloides (MDSC)), como migração celular, 

sobrevivência celular, imunossupressão, inflamação, angiogênese, expressão de moléculas de 

adesão, endocitose e fagocitose, biogênese de corpos lipídicos e diferenciação de osteoclastos 

mediada por TNF (CAMBIEN et al, 2001; GSCHWANDTNER et al, 2019). 

O eixo CCL2-CCR2 é bem conhecido pelo seu papel central no recrutamento de células 

CCR2+, especialmente de monócitos, durante a defesa fisiológica do hospedeiro em condições 

inflamatórias, como infecções ou dano tecidual. No entanto, quando ocorre um aumento anormal 

na expressão de CCL2, a resposta inflamatória inicial é sustentada e exacerbada devido a 

infiltração excessiva de monócitos, e isso contribui para uma inflamação tecidual persistente, 

que é implicada na patogênese de muitas doenças (GSCHWANDTNER et al, 2019; MOADAB 

et al, 2021). Na artrite reumatoide (AR), por exemplo, muitos estudos têm relatado que CCL2 

está aumentada no soro e fluido sinovial de pacientes com AR, e isto está associado com o nível 

de atividade da doença. Os altos níveis de CCL2 no tecido sinovial promove uma infiltração 

excessiva de monócitos e estas células podem se diferenciar em macrófagos e osteoclastos, 

resultando em erosão óssea e destruição articular (STANKOVIC et al, 2009; LIOU et al, 2020, 

MOADAB et al, 2021). 

Assim como na AR, muitas doenças também estão associadas com processos de perda 

óssea, tais como osteoartrite (OA), osteoporose, periodontite e artrites induzidas por infecções. 

A compreensão da fisiopatologia da reabsorção óssea nestas diferentes condições tem avançado 

e muitos fatores da resposta inflamatória têm sido identificados como moléculas chaves no 

mecanismo de perda óssea, incluindo IL-6, TNF, CCR2 e CCL2 (BINDER et al. 2009; RAGHU 

et al, 2017; SHEN et al. 2020; MOADAB et al, 2021). Recentemente, Flegar e colaboradores 

(2021), usando um modelo murino de artrite induzida por colágeno, demonstraram que a 

sinalização CCL2-CCR2 é responsável pela migração de células precursoras de osteoclastos 

(CPO), particularmente do subconjunto CCR2+, para os tecidos articulares e aumento da sua 

atividade osteoclastogênica. Além disso, o bloqueio farmacológico do eixo CCL2-CCR2 nos 

tempos iniciais da artrite mostrou-se altamente promissor, uma vez que reduziu a frequência de 

CPO e a reabsorção óssea nos animais (FLEGAR et al, 2021). Raghu et al. (2017) também 

relataram o papel patogênico da sinalização CCL2/CCR2 na patogênese da OA, no qual a 

ausência de CCL2 ou CCR2 protegeu os animais contra o desenvolvimento de OA, por 

promover uma redução no acúmulo de monócitos/macrófagos no tecidos articulares (RAGHU 

et al, 2017). 
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Em modelos animais de artrite induzidas por alfavírus, como RRV e CHIKV, o bloqueio 

de CCL2 com o Bindarit, um inibidor da sua síntese, promoveu uma melhora significativa no 

dano tecidual e reduziu a perda óssea (RULLI et al, 2009; Chen et al, 2014). 

A dor é o sintoma mais relevante nas formas mais comuns de artrite (AR e OA) e 

considerada a principal causa de incapacidade, relatada por pacientes com essas condições 

(DANSEREAU et al, 2021). Na artrite induzida por alfavírus, a dor é também um sintoma 

clínico característico e altamente debilitante (HALSEY et al., 2013). Apesar das diferenças entre 

essas doenças, acredita-se que a inflamação desempenha um papel chave na sensibilização 

periférica e central da dor (SCHAIBLE et al, 2002). Além disso, tem se tornado cada vez mais 

evidente que a interação entre células imunes, glia e neurônios é importante para alterar a 

sensibilidade à dor e mediar a transição da dor aguda para a crônica. Dentre os fatores imunes 

associados ao comportamento da dor, a sinalização CCL2-CCR2 é a mais bem caracterizada 

com relação à sua capacidade de modular nocicepção (DANSEREAU et al, 2021). 

A quimiocina CCL2 é descrita por ser liberada por vesículas sinápticas neuronais na 

medula espinhal e é um importante mediador de inflamação local e dor após lesão de nervo 

periférico (MORDILLO-MATEOS et al, 2019). A sua ligação ao CCR2, expresso por neurônios 

sensoriais, pode excitar diretamente estas células, contribuindo para comportamentos de dor 

aguda e crônica (ZAREBSKA et al, 2017). Muitos trabalhos tem demonstrado que a 

administração de CCL2 na medula espinhal induz hipersensibilidade mecânica dolorosa 

sustentada (TANAKA et al, 2004; KWIATKOWSKI et al, 2019). Enquanto que o bloqueio do 

CCR2 promove efeitos analgésicos em ratos neuropáticos, confirmando a importância desse 

eixo na nocicepção (KWIATKOWSKI et al, 2017). 

Os mecanismos celulares pelo qual CCL2 induz sensibilização à dor ainda não são 

completamente compreendidos. No entanto, Zhang e colaboradores recentemente revelaram um 

mecanismo específico de sensibilização a jusante do eixo CCL2/CCR2. Eles mostraram que o 

eixo CCL2-CCR2 aumenta as correntes do NMDA, através ativação da cascata de sinalização 

ERK, que subsequente aumenta a função da subunidade GluN2B, induzindo a dor (FIG. 10). O 

NMDA (N-Metil-D-Aspartato) é um subtipo bem conhecido de receptor ionotrópico de 

glutamato abundantemente expresso na via de dor e o GluN2B é conhecido por desempenhar 

um papel fundamental no desenvolvimento e manutenção de dor crônica. Além disso, mostraram 

que o bloqueio da sinalização CCL2-CCR2 ou diretamente da via ERK pode reduzir a 

sensibilização central e a ocorrência de dor crônica (ZHANG et al, 2020). 
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Figura 10. Diagrama do mecanismo de sensibilização à dor induzido por CCL2-CCR2. A ligação de CCL2 ao CCR2 
ativa a sinalização ERK, que subsequentemente regula positivamente a expressão de GluN2B na membrana celular, 
induzindo a dor crônica. (Adaptado de Zhang et al, 2020)
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2. Justificativa 

O MAYV é atualmente considerado um relevante problema de saúde pública, uma vez 

que apresenta um grande potencial para emergência e é causador de doença reumática altamente 

debilitante. Os mecanismos celulares e moleculares associados a doença muscoloesquelética e 

dor causada pelos alfavírus são ainda pouco compreendidos, e apesar da literatura sugerir que a 

resposta imune do hospedeiro contribui para o desenvolvimento da artrite e miosite para CHIVK 

e RRV, nenhum dado ainda foi demonstrado para o MAYV. Desta forma, a compreensão dos 

mecanismos e mediadores imunoinflamatorios envolvidos na fisiopatologia da infecção pelo 

MAYV é necessária, afim de se identificar possíveis alvos terapêuticos na prevenção e 

tratamento dessa importante doença humana. 

3. Hipótese 

A resposta inflamatória do hospedeiro mediada principalmente pelo eixo CCL2-CCR2 

é responsável pelo desenvolvimento da doença induzida pelo MAYV. 

 

4. Objetivos 

4.1 Objetivo geral 

Avalair o papel do eixo CCR2-CCL2 na patogênese da infecção pelo Vírus Mayaro. 

 

4.2 Objetivos específicos: 

I- Padronizar um modelo de infecção por MAYV em camundongos da linhagem C57BL6j 

I.1 Caracterizar os parâmetros clínicos de edema, hipernocicepção e dano tecidual; 

I.2 Analisar o potencial do MAYV induzir perda óssea em camundongos WT; 

I.3 Avaliar a resposta inflamatória (citocinas e quimiocinas), durante a cinética da infecção 

pelo MAYV; 

I.4 Caracterizar o perfil celular inato e adaptativo, e a expressão do receptor de quimiocina 

CCR2 nessas células durante a cinética da infecção pelo MAYV camundongos; 

II-Avaliar o papel do receptor CCR2 na doença induzida pelo MAYV, utilizando animais 

CCR2-/-; 

I.5 Determinar a influência de CCR2, comparando animais CCR2-/- e WT, nos parâmetros 

clinicos de doença: edema, hipernocicepção e dano inflamatório tecidual; 

I.6 Analisar o papel de CCR2, comparando animais CCR2-/- e WT, na perda óssea; 

I.7 Definir o perfil de resposta imune, mediadores e células, nos animais CCR2-/- durante 

a cinética de infecção; 
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III. Avaliar o tropismo do MAYV e a resposta à infecção, in vitro, de macrófagos, 

osteoclastos e osteoblastos primários isolados a partir de animais selvagens e nocautes 

para o CCR2. 

IV.Avaliar in vivo o papel da citocina pró-inflamatória e osteoclatogênica IL-6 na perda 

óssea induzida pelo MAYV. 
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5. Materiais e métodos 

5.1 Células, vírus e titulação 

A cepa do vírus Mayaro é um isolado humano do Peru (2001) obtido do Centro de 

Referência Mundial para Vírus Emergentes e Arbovírus da Universidade do Texas Medical 

Branch. Os estoques de MAYV foram produzidos em células Vero CCL-81 (linhagem de células 

epiteliais renais extraídas de um macaco verde africano) obtidas do banco de células do Rio de 

janeiro (BCRJ). Resumidamente, as células Vero foram cultivadas em meio Dulbecco's 

Modifed Eagle's Medium-DMEM (Cultilab, Brasil) suplementado com 10% de soro fetal 

bovino inativado (FBS; Cultilab, Brasil) e 1% de Penicilina/Esteptamicina/Glutamina 

(GIBCO), e mantidas em um incubadora umidificada a 37ºC com atmosfera de 5% CO2 por 4 

dias. O sobrenadante celular foi coletado, centrifugado (2000 rpm por 10 min) e depois 

concentrado usando um concentrador centrífugo Vivacell 100 (Sartorius). Para a titulação do 

MAYV, as células Vero foram plaqueadas em placas de 24 poços (3x105 células por poço) e 

incubadas a 37ºC com 5% de atmosfera de CO2. Após as células atingirem 90% de confluência, 

o meio das placas foi removido e 100ul de cada diluição seriada de 10 vezes foi adicionada. As 

placas foram incubadas por 72 horas (37ºC com 5% de atmosfera de CO2), e então fixadas com 

formaldeído 10% e coradas com cristal violeta 1%. As placas foram contadas a olho nu e a carga 

viral foi expressa em PFU/ml (Unidade formadora de Placa). 

5.2 Declaração Ética 

Este estudo foi realizado em estrita conformidade com as normas de ética e 

experimentação animal do governo brasileiro (Lei 11.794/2008). O protocolo experimental foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Federal de Minas 

Gerais (CEUA/UFMG, Protocolo nº 160/2018). Os procedimentos invasivos foram realizados 

sob anestesia com cetamina/xilazina e todos os esforços foram feitos para minimizar o 

sofrimento dos animais. (ANEXO2) 

5.3 Infecção de animais 

Camundongos C57/BL6j machos com quatro semanas de idade (tipo selvagem - WT) 

foram obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais- UFMG. 

Camundongos deficientes para o receptor CCR2 (CCR2-/-) e IL-6 (IL-6-/-) foram obtidos do 

Biotério de Imunofarmacologia da UFMG. Camundongos WT e CCR2-/- foram infectados no 

coxim plantar pata direita traseira com 1x106 PFU/ml de MAYV, com um volume final de 30μl. 

Os grupos controles foram inoculados com 30μl de sobrenadante de cultura de células C6/36. 
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Figura 11. Estratégia experimental de infecção e avaliação dos parâmetros de doença para estabelecimento 

de um modelo animal para o MAYV em camundongos da linhagem C57/BL6j. 

 
5.4 Avaliação dos parâmetros da doença 

Os camundongos foram observados durante 21 dias após a infecção. Durante esse 

período, a cada 24 horas, os camundongos foram avaliados quanto a sinais de doença, como 

perda de peso e piloereção. Além disso, os animais também foram avaliados quanto ao 

aparecimento de edema na pata. O edema foi quantificado com o auxílio de um paquímetro e 

as medidas foram realizadas na pata infectada (pata direita) nos tempos 1, 3, 5, 7, 10, 14 e 21 

dias após a infecção. 

5.5 Avaliação da hipernocicepção por um teste de medidor de pressão eletrônico 

modificado pelo método de von Frey 

A técnica de von Frey baseia-se na utilização de um aparelho que possui um transdutor de 

pressão adaptado a uma ponta de polipropileno padrão grande (0,5 mm2) (INSIGTH 

Instruments, Ribeirão Preto, SP, Brasil), conectado a um contador de força digital expresso em 

gramas (g). A hipernocicepção foi avaliada conforme descrito por Costa et al., 2012. 

Resumidamente, os camundongos foram colocados em caixas de acrílico com piso de arame 

não maleável por 15 minutos para aclimatação. Em seguida, os limiares nociceptivos foram 

determinados exercendo uma pressão crescente no centro da pata do animal com o transdutor 

de pressão, até induzir o reflexo de flexão da articulação do joelho, seguida de uma resposta de 

retirada da pata. O medidor de pressão registra automaticamente o valor da pressão quando a 

pata é removida. Foram realizadas duas medidas a cego por animal em cada tempo analisado e 

foi utilizada a média. As medições de todos os grupos foram realizadas inicialmente antes da 

infecção (medida basal, tempo 0) e nos dias 1, 3, 7, 14, 21 e 28 pós- infecção. 
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5.6 Ensaio ELISA 

Para avaliar o perfil de citocinas e quimiocinas durante a infecção, o plasma e tecidos 

de interesse foram coletados em diferentes tempos pós-infecção e avaliados por ELISA usando 

anticorpos comercialmente disponíveis e de acordo com os procedimentos fornecidos pelo 

fabricante (R&D Systems, Minneapolis). Todas as amostras foram armazenadas a -20ºC até o 

processamento. Os tecidos foram macerados em tampão de citocinas, centrifugados a 10.000 

rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado até a realização do 

ELISA. Os resultados foram expressos em pg/mL ou pg/100 mg de tecido. O limite de detecção 

dos ensaios ELISA estava na faixa de 4–8 pg/ml. 

5.7 Análise de micro-CT 

Após a eutanásia, a pata traseira direita e a maxila dos camundongos foram removidas, 

fixadas em formol 10% por 24h e então transferidas para álcool 70%, onde foram mantidas até 

a análise no micro-CT. As amostras foram digitalizadas em um scanner micro-CT compacto de 

mesa (SkyScan 1174, Bruker micro-CT, Bélgica) operando a 50 kV de tensão de fonte, corrente 

de fonte de 800 µA, tamanho de pixel de 14,59 µm e um filtro de Al de 0,5 mm. As amostras 

foram fixadas em uma platina que girava 180° com imagens adquiridas a cada 0,7°. As 

projeções de sombra adquiridas (formato TIFF de 16 bits) foram posteriormente reconstruídas 

em fatias 2D usando a interface do software NRecon. Análises 3D foram realizadas na 

ferramenta SkyScan CTAn, e modelos 3D foram observados na interface SkyScan CTVol. 

5.8 Análise histopatológica 

Após a eutanásia, os tecidos de interesse foram removidos e fixados em formol 10%. 

Para análise da articulação do tornozelo as amostras foram descalcificadas em EDTA 10%, pH 

7,0. Em seguida, os tecidos foram incluídos em parafina e foram realizados cortes de 5μm. A 

análise do dano tecidual e do infiltrado inflamatório foi realizada em lâminas coradas de 

hematoxilina e eosina (H & E). Para avaliar a osteoclastogênese, lâminas selecionadas das 

articulações do joelho foram coradas para fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP; Sigma- 

Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e contrastadas com hematoxilina de acordo com as instruções 

do fabricante. 

5.9 Isolamento de células imune da pata para imunofenotipagem 

O coxim da pata e a articulação do tornozelo de camundongos controle e infectados com 

MAYV foram coletadas em 1 e 7 dias após a infecção. Para o isolamento das células do coxim 

plantar e do tornozelo, os tecidos foram retirados e colocados em 1 mL de meio de digestão 

contendo Colagenase VIII (1 mg/mL; Sigma-Aldrich) em meio DMEM completo. Os tecidos 

foram mantidos por 1h em banho-maria a 37ºC. Em seguida, os tecidos digeridos foram 
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depositados em um filtro de células de 40μm e foram adicionados 3 ml de meio DMEM 

completo. Os tecidos digeridos foram macerados contra o filtro com um êmbolo de seringa de 

3mL, fazendo movimentos circulares para liberar o maior número de células no meio. As células 

foram então centrifugadas a 1.200 rpm por 10 minutos a 4ºC e suspensas em 1mL de meio 

completo. A viabilidade celular foi avaliada com Trypan Blue. 

5.10 Fenotipagem de leucócitos 

As células isoladas da pata foram plaqueadas em uma placa de 96 poços com fundo em 

forma de U para realizar a marcação. Primeiramente, a placa foi centrifugada a 2.000 rpm por 

10 min a 4ºC para remoção do meio. As células foram suspensas em 20μl de bloqueador Fc (BD 

Bioscienses) por 15 minutos. A marcação foi realizada utilizando anticorpos conjugados com 

fluoróforos anti-CD3, -CD4, -CD8, -CD69, -CD44, -CD62L, -CCR2, -CD11c, -F4/80, - 

CD11b, -Ly6G, -Ly6C, -MHCII, - CD80, por 30 min. Em seguida, foram adicionados 200 μl 

de BSA a 1% e as células foram centrifugadas para remover o excesso de anticorpo. As células 

foram suspensas em 200 μl de 1% BSA e os dados foram adquiridos usando um BD FACS 

CANTO II e a análise realizada usando o software FlowJo. 

5.11 Cultura de células 

Para realizar as culturas primárias de osteoblastos, osteoclastos e macrófagos, células de 

medula óssea derivadas de camundongos WT e CCR2-/- foram isoladas e mantidas em cultura 

para crescimento, em meio α-MEM com 10% SBF a 37ºC e 5% CO2. Para a cultura de 

osteoblastos as células foram então plaqueadas em placas de 96 (3x103) ou 24 poços (1x104) e 

a diferenciação foi induzida com meio osteogênico (meio α-MEM 10% mais ácido ascórbico 

100µM e fosfato de potássio 1,8nM – KH2PO4) por 7 ou 14 dias. A cada dois dias o meio foi 

substituído por um novo meio. Após a diferenciação, as células foram infectadas com MAYV 

(MOI1) e o sobrenadante celular coletado em diferentes momentos pós-infecção. Para avaliar o 

efeito do bloqueio de CCR2 na cultura de osteoblastos, as células foram primeiramente tratadas 

1h antes da infecção com antagonista RS504393 a uma concentração de 300nM por poço. 

Várias análises foram realizadas, incluindo titulação viral, ELISA, viabilidade celular (MTT) e 

marcação com fosfatase alcalina. Para cultura de macrófagos as células foram plaqueadas em 

placas de 96 poços (3x103) e a diferenciação foi induzida com 50 ng/ml de M- CSF por 3 dias. 

Após a diferenciação, as células foram infectadas com MAYV (MOI1) e o sobrenadante celular 

coletado em diferentes momentos pós-infecção para análise. Para a cultura de osteoclastos as 

células foram então plaqueadas em placas de 96 poços (3x103) e a diferenciação foi induzida 

com 50ng/ml de M-CSF e 50ng/ml de RANKL (R&D Systems) por 5 dias. A cada dois dias o 

meio foi substituído por um novo meio com M-CSF e RANKL. Após a diferenciação, as células 
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foram infectadas com MAYV (MOI 1) e o sobrenadante celular coletado em diferentes 

momentos pós-infecção. Diversas análises foram realizadas, incluindo titulação viral, ELISA, 

viabilidade celular (MTT) e coloração com fosfatase ácida resistente ao tartarato (TRAP; Sigma-

Aldrich, Saint Louis, MO, EUA). 

5.12 Silenciamento da quimiocina ccl2 com siRNA 

Nanopartículas que transportam SiRNA-MCP1 (NP-SiRNA-CCL2) foram sintetizadas 

de acordo com Krohn-Grimberghe et al (2020). Para o silenciamento da quimiocina CCL2, 

animais C57BL6j de 4 semanas de idade foram divididos em 3 grupos experimentais: i) Sham: 

Recebeu apenas PBS; ii) MAYV: Infectado e III) MAYV + SiRNA-CCL2: infectado e tratado. 

Os animais foram tratados com 1mg/kg de SiRNA-CCL2 por via intravenosa. A estratégia de 

tratamento incluiu um pré-tratamento durante 3 dias, em intervalos de 24h, antes da infecção e 

tratamentos pós-infecção nos dias 2 e 5. Após a infecção, os animais foram avaliados para 

parâmetros de doença, como edema e hipernocicepção em tempos definidos. No dia 7 PI, 

realizada a eutanásia dos animais e os tecidos de interesse foram removidos para as seguintes 

análises, carga viral, histologia, elisa, citometria de fluxo e expressão gênica (FIG. 12). 

      Figura 12. Delineamento experimental do silenciamento da quimiocina CCL2 com SiMCP1. 

 

5.13 Transcrição reversa e análise por PCR em tempo real (RT-qPCR) 

Os camundongos WT foram infectados e após a eutanásia a maxila e pata foram 

removidas e armazenadas a -80ºC até o processamento. Para extração de RNA total, as amostras 

foram primeiramente trituradas em nitrogênio líquido e seguidas de extração com Trizol de 

acordo com as instruções do fabricante. A transcrição reversa foi realizada com iniciadores 

aleatórios e seguindo as orientações do iScript cDNA Synthesis Kit- Bio-Rad. A reação de PCR 

em tempo real foi realizada da seguinte forma: 2 µl de produto RT (concentração de 50ng), 1 

µl de cada primer, 5 µl de Syber Green (qPCR Master Mix - Bio-Rad) e 2 µl de água. As 

condições para PCR foram as seguintes: 95 C – 2 min, seguido de 40 ciclos de 95 C – 15 s; 60 
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C – 1 min e 72 C – 20 s. Os valores de eficiência/inclinação obtidos de todos os genes 

investigados estavam próximos dos valores ótimos necessários para a análise 2(-Delta Ct). Os 

valores de Ct foram registrados para cada gene e os resultados referentes aos genes de interesse 

foram normalizados aos resultados obtidos com o gene de controle interno, GAPDH, PPIA ou 

RPS18. Os valores de ΔΔCT foram calculados e os resultados foram expressos como aumento 

de vezes, conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001). A sequência de cada iniciador 

usado nas reações está descrita na tabela abaixo: 

 Tabela 1. Sequência iniciadores 

 
Iniciador Sequência 

GAPDH F5'ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA3' 

R5'CTCCCTTCGATCCTACAGTAATG3’ 

CathepsinaK F5'CTCCCTTCGATCCTACAGTAATG3' 

R5'TCAGAGTCAATGCCTCCGTTC3' 

Osteocalcina F 5'AAGCCTTCATGTCCAAGCAGG3' 

R5'TTTGTAGGCGGTCTTCAAGCC3' 

Periostina F5'AAACCTCAGCAGGCGCTT3' 

R5'CCCCTGGATTACCCTTGAGAA3' 

RANKL F5'GTACTTTCGAGCGCAGATGG3' 

R5'CCAGAGTCGAGTCCTGCAAA3' 

OPG F5’ACCCAGAAACTGGTCATCAGC3’ 

R5’CTGCAATACACACACTCATCACT3’ 

PPIA F:5’CAAACACAAACGGTTCCCAG3’ 

R:TTCACCTTCCCAAAGACCAC3’ 

RPS18 F:5’TAGCCTTTGCCATCACTGCC3’ 

R:5’CATGAGCATATCTCCGGCCC3’ 

CCL7 F:5’TGGGAAGCTGTTATCTTCAAHACA3’ 

R:5’CTCGACCCACTTCTGATGGG3’ 

CCL2 F5’-TAAAAACCTGGATCGGAACCAAA3’ 

R5’-GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT-3’ 

TNF F5’-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT3’ 

R5’-GCTACGACGTGGGCTACAG3’ 

IL-6 F5’-TGTTCTCTGGGAAATCGTGAA3’ 

R5’-AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA3’ 

CCL5 F5’-CAAGTGCTCCAATCTTGCAGTC3’ 

R5’-TCCTCTGGGTTGGCACACAC3’ 

 

5.14 Análise estatística 

Todas as análises foram realizadas com o software GraphPad PRISM 6.0 (GraphPad 

Software, EUA). Resultados com p < 0,05 foram considerados significativos. As diferenças 



 

51 

 

foram comparadas usando análise de variância (ANOVA) seguida pelo teste de comparações 

múltiplas de Tukey ou teste t não pareado.
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6. Resultados 

6.1 Caracterização da doença induzida pelo MAYV em camundongos C57BL6 

O primeiro passo deste trabalho foi caracterizar a doença induzida pelo MAYV em 

camundongos C57BL6 jovens. Para esse fim, camundongos de 4 semanas de idade foram 

infectados com MAYV e avaliados quanto a sinais de doença, incluindo hipernocicepção, 

cargas virais, disseminação de patógenos e danos nos tecidos durante o curso da infecção. O 

MAYV induziu edema significativo da pata traseira e reduziu o limiar nociceptivo logo após 1 

dia pós-infecção (PI) (FIG. 13A e 1B). O edema da pata traseira atingiu o pico no dia 5PI e 

persistiu por até 15 dias PI (FIG. 13A). O limiar nociceptivo permaneceu baixo por um longo 

período após a infecção, retornando aos níveis basais no dia 35. 

 

 
Figura 13. A infecção do MAYV induziu edema e diminuiu o limiar de hipernocicepção em camundongos 

C57BL6. Camundongos com 4 semanas de idade foram infectados no coxim da pata traseira direita com 106 PFU 

e o grupo controle recebeu sobrenadante de células C6/36. (A) As medidas do edema foram realizadas na pata 

infectada (pata direita) com o auxílio de um paquímetro. A análise estatística foi realizada com teste t não pareado 

(P valor < 0,05). (B) A avaliação do limiar de hipernocicepção foi realizada pelo método de von Frey. A análise 

estatística foi realizada com Two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Bonferroni (P 

valor < 0,05). As análises são representativas de pelo menos 5 animais por grupo. 
 

Os sinais clínicos apresentados pelos animais foram associados a danos inflamatórios 

nos tecidos da pata traseira (FIG. 14A e B). O MAYV induziu infiltração de células 

inflamatórias no local da infecção, predominantemente de células mononucleares, e também 

miosite, com perda da arquitetura tecidual. O pico de dano tecidual ocorreu no dia 7 PI (FIG. 

14A, B v e vi). Nos dias 14 e 21 PI ainda havia presença de infiltrado inflamatório, mas o início 

da recuperação tecidual já era evidente, conforme indicado pela presença de fibras musculares 

em regeneração (FIG. 14B vii-x). A análise de carga viral demonstrou que o MAYV infectou e 

se espalhou para diferentes tecidos do hospedeiro, incluindo a articulação e músculo 

contralateral, persistindo nas articulações do tornozelo, quadríceps, pata, olho e maxila (FIG 

15A e B). 
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Figura 14. A infecção do MAYV induziu miosite em camundongos da linhagem C57BL6. Camundongos com 4 semanas de idade foram infectados no coxim da pata 

traseira direita com 106 PFU e o grupo controle recebeu sobrenadante de células C6/36. (Continua na seguinte página) 
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(continuação da legenda da Figura 14) (A) Avaliação da intensidade de inflamação. Nos dias 3, 7, 14 e 21 

dias p.i. os camundongos foram sacrificados e os tecidos da pata foram removidos, embebidos em parafina 

e seções de 5 µm foram geradas e coradas com HE. O painel B mostra o controle negativo (i e ii); infecção 

por MAYV no dia 3PI (iii e iv); infecção por MAYV no dia 7PI (v e vi); infecção por MAYV no dia 14PI 

(vii e viii); Infecção por MAYV no dia 21PI (ix e x). Imagens i, iii, v, vii and ix (aumento de 100X, barra de 

400 μm); imagens ii, iv, vi, viii and x (aumento de 400X, barra de 100 μm). As análises são representativas 

de pelo menos 5 animais por grupo. 
 
 

 

Figura 15. Carga do MAYV em órgãos e tecidos. Camundongos com 4 semanas de idade foram 

infectados no coxim da pata traseira direita com 106 PFU e o grupo controle recebeu sobrenadante de 

células C6/36. (A e B) Nos dias 1, 3, 5 e 7 PI o plasma e os tecidos de interesse foram coletados, 

homogeneizados e a quantidade de vírus infeccioso foi determinada por ensaio de placa em células 

Vero. N=5 animais por grupo. 
 

A infecção pelo MAYV induziu um aumento acentuado nos níveis locais (FIG 

16A) e sistêmicos (FIG 16E-H) de CCL2, permanecendo elevado até 14 dias PI na pata, 

maxila, músculo e baço. A quimiocina CCL5 foi detectada nos tecidos do quadríceps e da 

pata (FIG 16B e I). A presença das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF foi detectada 

apenas no coxim plantar com pico no dia 7PI (FIG 16C e D). 
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6.2 A infecção pelo MAYV induz a perda óssea local e sistêmica 

A resposta inflamatória induzida pela infecção do MAYV foi caracterizada por um 

forte perfil osteoclastogênico, como demonstrado pelo aumento da expressão local de IL-

6, TNF e CCL2, e alta expressão sistêmica de CCL2. Para avaliar o impacto da infecção 

pelo MAYV no tecido ósseo, as amostras foram submetidas à análise de microtomografia 

computadorizada (μCT) nos dias 14 e 21 PI na tíbia e 21 dias PI na maxila. As análises de 

μCT demonstraram que MAYV induziu perda óssea na região da metáfise tibial 

distal e na maxila dos camundongos, sugerindo que o MAYV é capaz de induzir perda 

óssea sistêmica. Na tíbia houve redução de aproximadamente 5% do volume ósseo (FIG. 

17A) e 20% da espessura trabecular (FIG. 5B), acompanhada de aumento da porosidade 

(FIG. 17C, D e E). Além disso, as análises histológicas da tíbia proximal também 

mostraram uma redução no osso trabecular (FIG. 18A) e um aumento no número de células 

TRAP+ em animais infectados (FIG. 18B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 16. MAYV induziu a produção de mediadores inflamatórios locais e sistêmicos em camundongos 

C57BL6. O perfil local de citocinas foi caracterizado por um aumento inicial nos níveis das quimiocinas CCL2 

(A) e CCL5 (B), seguido pela produção das citocinas inflamatórias IL-6 (C) e TNF (D). A análise do perfil de 

mediadores inflamatórios sistêmico detectou a presença da quimiocina CCL2 em diferentes tecidos, como 

maxila (E), músculo (F), baço e plasma (H) e CCL5 no músculo (I). A análise estatística foi realizada com 

One- way ANOVA, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. As análises são representativas de 

pelo menos quatro camundongos por grupo. 
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Figura 17. MAYV induz perda óssea na tíbia de camundongos C57BL6. Camundongos de 4 semanas de 

idade foram infectados no coxim da pata traseira direita com 106 PFU de MAYV. O grupo controle foi 

inoculado com sobrenadante de células C6/36. Nos dias 14 e 21 PI os animais foram eutanasiados e a tíbia 

foi removida para análise de microCT. (A) Fração do volume ósseo trabecular. (B) Espessura trabecular. (C) 

Número trabecular. (D) reconstrução 2D da tíbia distal de animais não infectados. (E) reconstrução 2D da 

tíbia distal de animais infectados. Quadro vermelha: região de análise. A análise estatística foi realizada com 

One-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. As análises são representativas 

de pelo menos cinco camundongos por grupo. 
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Figura 18. A infecção do MAYV afeta o osso trabecular. Análise da porcentagem de trabéculas e células 

TRAP+ em camundongos WT infectados e controle. (A) A contagem do número de trabéculas foi realizada 

por meio do programa ImageJ. (B) Contagem de células TRAP+ na tíbia proximal. A análise estatística foi 

realizada usando o teste t de Student. 

 
Na maxila não houve redução significativa do volume ósseo total (FIG. 19A), 

porém observamos diminuição da espessura trabecular (FIG. 19B) e aumento da 

porosidade óssea (FIG. 19C, D e E). A presença de células TRAP+ na maxila foi 

significativamente maior aos 7 d.p.i, indicando que a diferenciação e atividade dos 

osteoclastos ocorre no início da infecção (FIG. 20). 

A análise gênica associada ao metabolismo ósseo na maxila demonstrou que a 

infecção pelo MAYV afetou a homeostase tecidual. Com 21 dias PI observou-se aumento 

na expressão da catepsina K, enzima produzida pelos osteoclastos e associada à reabsorção 

óssea (FIG. 21A). Paralelamente, também houve aumento nos níveis de expressão da 

periostina a partir do 14º dia PI, um fator associado à atividade osteoblástica na formação 

óssea (FIG. 21B). No entanto, a razão RANKL:OPG e a expressão de mRNA de 

osteocalcina, também fatores importantes no metabolismo ósseo, não foram afetados pela 

infecção do MAYV (FIG. 21 C e D). 
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Figura 19. O MAYV causa perda óssea sistêmica em camundongos C57BL6. Camundongos de 4 semanas 

de idade foram infectados no coxim da pata traseira direita com 106 PFU de MAYV. O grupo controle foi 

inoculado com sobrenadante de células C6/36. No dia 21 PI os animais foram eutanasiados e a maxila foi 

removida para análise de microCT. (A) Fração do volume ósseo trabecular. (B) Espessura trabecular. (C) 

Número trabecular. (D) Reconstrução 2D da maxila de animais não infectados. (E) Reconstrução 2D da maxila 

de animais infectados. A análise estatística foi realizada com One-way ANOVA, seguida pelo teste de 

comparações múltiplas de Tukey. As análises são representativas de pelo menos cinco camundongos por 

grupo. 

 
 

Figura 20. Marcação de células TRAP+ na maxila. Contagem de células TRAP+. A análise estatística foi 

realizada com One-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. As análises são 

representativas de pelo menos três animais por grupo. 
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Figura 21. Análise da expressão de genes do metabolismo ósseo na maxila de camundongos 

C57BL6. Camundongos de 4 semanas de idade foram infectados no coxim da pata traseira direita com 

106 PFU de MAYV. O grupo controle foi inoculado com sobrenadante de células C6/36. No dia 21 PI 

os animais foram eutanasiados e a maxila foi removida para extração de RNA. A análise de qRT-PCR foi 

realizada pela expressão relativa dos genes de interesse em relação ao endógeno GAPDH. (A) Catepsina 

K. (B) Periostina. (C) Relação RANKL: OPG. (D) Osteocalcina. A análise estatística foi realizada com 

One-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. As análises são 

representativas de pelo menos cinco camundongos por grupo. 



 

 

60 

 

6.3 O receptor CCR2 e a quimiocina CCL2 desempenham um papel importante no 

desenvolvimento da doença induzida por MAYV 

Para entender o papel do eixo CCR2-CCL2 na patogênese do MAYV, 

primeiramente camundongos WT e CCR2-/- de 4 semanas de idade foram infectados com o 

MAYV para avaliar o desenvolvimento da doença. Diferentemente do observado nos 

animais WT, os animais CCR2-/- apresentaram edema tardio de pata, com pico no dia 10 

PI (FIG. 22A). A análise de hipernocicepção revelou uma redução no limiar de 

hipernocicepção em ambos os camundongos WT e CCR2-/- infectados no dia 3PI (FIG. 

22B), sem diferença entre os grupos. No entanto, a partir do 7º dia PI, os animais CCR2-/- 

se recuperaram e retornaram aos seus níveis basais, enquanto os animais WT começaram 

a se recuperar aos níveis basais a partir do 15º dia PI. 

 

 

Figura 22. O MAYV induz edema tardio e altera o limiar de hipernocicepção em camundongos CCR2-

/-. Camundongos com 4 semanas de idade WT e CCR2-/- foram infectados no coxim da pata traseira direita 

com 106 PFU de MAYV. O grupo controle foi inoculado com sobrenadante de C6/36. (A) Medição do edema 

plantar. (B) Medição do limiar de hipernocicepção. A análise de estatística foi realizada com two-way ANOVA, 

seguido pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. 

 
Como observado nos animais WT, o MAYV também foi detectado no plasma e em 

vários órgãos e tecidos dos animais CCR2-/-, no entanto, os títulos de carga viral foram 

significativamente menores no plasma, baço, fígado, articulação direita, articulação 

esquerda, músculo direito, músculo esquerdo e na pata em relação aos animais WT (FIG. 

23A e B). 
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Figura 23. Quantificação da carga viral em órgãos e tecidos em camundongos WT e CCR2-/-. 

Camundongos com 4 semanas de idade WT e CCR2-/- foram infectados no coxim da pata traseira direita 

com 106 PFU de MAYV. (A e B) Nos dias 1, 3 e 7 PI, o plasma e os tecidos de interesse foram colhidos, 

homogeneizados e a quantidade de vírus infeccioso determinada por ensaio de placa em células Vero. A 

análise de estatística foi realizada com two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparações múltiplas 

de Tukey. 
 

A inflamação induzida pelo MAYV em animais CCR2-/- começou no 3º dia PI, com 

o pico no 7º e 14º dias após a inoculação do vírus (FIG. 24A e B). Comparando com os 

camundongos WT, o processo inflamatório foi menos intenso nos animais CCR2-/-, mas 

por outro lado, persistiu por mais tempo nos animais nocautes (FIG.24). No 14º dia PI, 

ainda havia a presença de fibras em degeneração e miofagocitose no tecido dos animais 

nocautes (FIG. 24), com a recuperação tecidual iniciando aos 21 dias PI, o qual foi 

acompanhada por redução das células inflamatórias e regeneração do tecido lesado. 

Diferentemente, nos animais WT a recuperação tecidual ocorreu mais cedo, no 14º dia PI 

(FIG. 24). 
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          Figura 24. O MAYV induz dano tecidual na pata de camundongos C57BL6 e CCR2-/-. (Continua na seguinte página) 



 

63 

 

(continuação da figura 24) Camundongos com 4 semanas de idade WT e CCR2-/- foram infectados no coxim da 

pata traseira direita com 106 PFU de MAYV. Nos dias 3, 7, 14 e 21 PI, os camundongos foram sacrificados e os 

tecidos da pata removidos, embebidos em parafina e seções de 5 µm foram geradas e coradas com HE. (A) 

Avaliação da intensidade de inflamação. (B)Os painéis mostram controle negativo (i e ii); infecção pelo MAYV no 

3 dia PI (iii e iv); infecção pelo MAYV no dia 7 PI (v e vi); infecção por MAYV no 14 dia PI (vii e viii); Infecção 

pelo MAYV no 21 PI (ix e x). Imagens com ampliação de 400X, barra de 100 μm. As análises são representativas 

de pelo menos cinco camundongos por grupo. 
 

Até o momento, os resultados demonstram que os camundongos CCR2-/- infectados com 

MAYV apresentam sinais clínicos e inflamação tecidual reduzidos. Em relação aos mediadores 

inflamatórios, não foram observadas diferenças significativas na cinética de expressão dos 

mediadores CCL3 (FIG. 25A), CCL5 (FIG. 25B) e TNF (FIG. 25C). Enquanto isso, os níveis 

de CCL2 mostraram um perfil semelhante nos dias 3 e 7PI, mas permaneceram altos no dia 

14PI nos animais nocautes (FIG. 25D). A quimiocina CXCL1, um promotor do recrutamento 

de neutrófilos, apresentou níveis elevados no dia 7PI em camundongos nocautes quando 

comparados com os animais WT (FIG. 25E). 

 
 

 
Figura 25. Avaliação do perfil de mediadores inflamatórios em camundongos C57BL6 e CCR2-/- infectados 

com o MAYV. Camundongos com 4 semanas de idade WT e CCR2-/- foram infectados no coxim da pata traseira 

direita com 106 PFU de MAYV. A cinética dos mediadores inflamatórios na pata dos animais foi realizada nos dias 

3, 7 e 14 PI, sendo detectados CCL3 (A), CCL5 (B), TNF (C), CCL2 (D) e CXCL1 (E). A análise estatística foi 

realizada com o teste two-way ANOVA, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. As análises são 

representativas de pelo menos cinco camundongos por grupo. 



 

64 

 

De acordo com os dados de remodelação óssea dos camundongos WT, amostras de tíbia 

e maxila dos camundongos CCR2-/- com 21 dias PI também foram submetidas a análise de µCT. 

Diferentemente do que foi observado nos animais WT, a homeostase óssea em animais CCR2- 

/- não foi afetada pela infecção pelo MAYV, como demonstrado pelos resultados de µCT, em 

que não houve fenótipo de reabsorção óssea significativo na tíbia (FIG. 26A-D) e no osso 

alveolar da maxila (FIG. 27A-D) de camundongos CCR2-/-. 

 

Figura 26. Análise de µCT na tíbia de camundongos CCR2-/- infectados com MAYV. Camundongos com 4 

semanas de idade WT e CCR2-/- foram infectados no coxim da pata traseira direita com 106 PFU de MAYV. No 

dia 21 PI, os animais foram sacrificados e a tíbia foi removida para análise de micrCT. (A) Fração do volume 

ósseo trabecular, (B) Espessura trabecular, (C) Porosidade na tíbia. Reconstrução 2D da tíbia. A estatística foi 

realizada com One-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. As análises são 

representativas de pelo menos cinco camundongos por grupo. 
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Figura 27. Análise de µCT na maxila de camundongos CCR2-/- infectados com MAYV. Camundongos com 4 

semanas de idade WT e CCR2-/- foram infectados no coxim da pata traseira direita com 106 PFU de MAYV. No dia 

21 PI, os animais foram sacrificados e a maxila foi removida para análise de micrCT. (A) Fração do volume ósseo 

trabecular, (B) Espessura trabecular, (C) Porosidade na tíbia. (D) Reconstrução 2D da maxial. A estatística foi 

realizada com One-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. As análises são 

representativas de pelo menos cinco camundongos por grupo. 

Em um experimento complementar, siRNA-CCL2 complexado de nanopartícula 

polimérico-lipídica (NP-siRNA-CCL2) foi usado para silenciar a expressão da quimiocina 

CCL2 para apoiar a descobertas encontradas até o momento com o CCR2. As medições de DLS 

mostraram que o diâmetro médio de NP-siRNA-CCL2 foi de 121,3 nm (SD 0,55 nm) e PDI 

0,15 (SD 0,01) e potencial zeta em torno de -0,51 mV (SD 0,18 mV). Os animais WT tratados 

com NP-siRNA-CCL2 apresentaram uma melhora significativa na hipernocicepção (FIG. 28 

A), como observado para os animais nocautes para o receptor CCR2, mas não observamos 

diferença no edema entre o grupo tratado com NP-siRNA-CCL2 e os demais grupos (FIG. 28 

B). Isso foi acompanhado por uma redução significativa na produção de CCL2 e na expressão 

de ccl2, ccl5, ccl7 e Tnf (FIG. 29A, B, C e D). No entanto, não foi observada diferença no 

infiltrado inflamatório e dano histológico na pata (FIG. 30A e B). 
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Figura 28. O silenciamento da quimiocina CCL2 promove melhora no limiar de hipernocicepção em 

camundongos infectados com o MAYV. Camundongos com 4 semanas de idade foram tratados por 3 dias antes 

da infecção com SiMCP1 e nos dias 2 e 5 pós-infecção. Os animais foram infectados no coxim da pata traseira 

direita com 106 PFU e o controle foi inoculado com sobrenadante de células C6/36. (A) As medidas de edema 

foram realizadas na pata infectada (pata direita) com o auxílio de um paquímetro nos dias 1, 5 e 7 pós-infecção. 

(B) A avaliação do limiar de hipernocicepção foi realizada pelo método de von Frey. A análise estatística foi 

realizada com two-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. As análises são 

representativas de pelo menos oito camundongos por grupo. 

 

Figura 29. O silenciamento de CCL2 altera o perfil de produção e expressão de mediadores inflamatórios 

em camundongos infectados com MAYV. Camundongos com 4 semanas de idade foram tratados por 3 dias antes 

da infecção com SiMCP1 e nos dias 2 e 5 pós-infecção. Os animais foram infectados no coxim da pata traseira direita 

com 106 PFU e o controle foi inoculado com sobrenadante de células C6/36. (A) Níveis séricos de CCL2 nos dias 

- 3 (antes da infecção) e 1 e 7 pós-infecção. Análise de qRT-PCR da expressão relativa das quimiocinas ccl2 (B), 

ccl5 (C), ccl7 (D) e citocinas Il-6 (E) e Tnf (F) na pata. A análise estatística foi realizada com o teste Kruskal-

Wallis. As análises são representativas de pelo menos cinco animais por grupo. 
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Figura 30. O silenciamento de CCL2 não impediu migração de células inflamatórias e o dano tecidual na 

pata de camundongos infectados com o MAYV. Camundongos com 4 semanas de idade foram tratados por 3 

dias antes da infecção com SiMCP1 e nos dias 2 e 5 pós-infecção. Os animais foram infectados no coxim da pata 

traseira direita com 106 PFU e o controle foi inoculado com sobrenadante de células C6/36. No dia 7 p.i. os 

camundongos foram sacrificados e os tecidos da pata foram removidos, embebidos em parafina e seções de 5 µm 

foram geradas e coradas com HE. (A) Intensidade de inflamação. (B) O painel mostra controle negativo (i e ii), 

animais infectados com MAYV (iii e iv) animais infectados e tratados com SiMCP1 (v e vi). As análises são 

representativas de pelo menos três animais por grupo. 

 
A análise de citometria realizada para avaliar a emigração de células mieloides da medula 

óssea o infiltrado esplênico aos 7 dias PI mostrou que não houve diferenças entre os grupos 

(FIG.31). 
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Figura 31. Efeito do tratamento com SiMCP1 no comportamento de células mieloides na medula óssea e 

baço em camundongos infectados com MAYV. Camundongos com 4 semanas de idade foram tratados por 3 

dias antes da infecção com SiMCP1 e nos dias 2 e 5 pós-infecção. Os animais foram infectados na da pata traseira 

direita com 106 PFU e os animais controle foram inoculados com sobrenadante de células C6/36 (A e E) 

Percentagem de macrófagos residentes. (B e F) Porcentagem de monócitos inflamatórios. (C e G) Porcentagem de 

neutrófilos. (D e H) Porcentagem de células dendríticas. A análise estatística foi realizada com two-way ANOVA, 

seguida teste de comparações múltiplas de Tukey (valor P < 0,05). As análises são representativas de pelo menos 

cinco camundongos por grupo. 

 
6.4 A ausência de CCR2 está associada a uma alteração do perfil celular local 

caracterizada por uma redução de células mononucleares e aumento de 

polimorfonucleares resultando em melhor evolução da doença na infecção por MAYV. 

 
Para determinar o padrão da resposta imune celular contra a infecção por MAYV, 

células imunes de WT e CCR2-/- foram isoladas da pata traseira e o perfil celular avaliado por 

citometria de fluxo. Para criar o boolean gate, foram excluídos os debris através das 

combinações de fluorocromos, remoção de dupletos foi utilizado um gate de área de dispersão 

direta (FSC-A) versus altura de dispersão direta (FSC-H) e, em seguida, as células foram 

bloqueadas em função do tempo versus FSC-A para evitar uma possível interferência de 

interrupções de fluxo (FIG. 32A). De forma geral, a infecção pelo MAYV promoveu um 

aumento na população de células mieloides em ambos os grupos avaliados (FIG. 32B). 
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No dia 1 PI, os camundongos WT mostraram uma redução nas populações de células 

dendríticas (CD11c+MHCII+Cd11b+) e macrófagos residentes (Ly6ClowF4/80+CD11b+) (FIG. 

32C e D). De fato, os camundongos WT apresentaram uma resposta caracterizada por 

monócitos/macrófagos, que são sugeridos como as principais células envolvidas na patogênese 

alfaviral (Santos et al., 2020). Um aumento no número de monócitos inflamatórios 

(Ly6ChighF4/80+CD11b+) na pata foi observado após 7 dias da inoculação do MAYV (FIG. 32E) 

e aproximadamente 30% dessas células eram monócitos CCR2+ (FIG. 33A). Finalmente, foi 

observado um aumento de 2 vezes na população de macrófagos residentes 

(Ly6ClowF4/80+CD11b+) e de células dendríticas no dia 7 PI (FIG. 32 C e D), sugerindo que a 

população infiltrante de monócitos Ly6Chigh CCR2+ está se diferenciando em macrófagos 

Ly6ClowCCR2+ (FIG. 33B) e em um distinto subconjunto de células dendríticas, denominadas 

MoDC (células dendríticas derivadas de monócitos). No entanto, para determinar se essa 

população de células dendríticas realmente pertencem ao subconjunto de MoDC, seria 

necessária uma nova análise com marcação específica para essa população. Curiosamente, 

nenhum aumento significativo de neutrófilos foi observado em animais WT após a inoculação 

de MAYV (FIG. 32F). Além disso, a análise do estado de ativação dessas populações de células 

mieloides, mostrou um aumento na expressão da molécula de superfície celular CD80, nas 

células dendríticas (FIG. 32G) e monócitos (FIG. 32H). 

Por outro lado, a resposta celular de camundongos CCR2-/- foi caracterizada por uma 

população reduzida de monócitos/macrófagos inflamatórios infiltrantes, que foi substituído por 

um aumento significativo de neutrófilos, observado nos dias 1 e 7 após a inoculação de MAYV 

(FIG. 32F). O estado de ativação dessa população de neutrófilos foi confirmado pelo aumento 

na expressão de CD80 no dia 7 PI (FIG. 32J). Em ambos os camundongos CCR2-/- e WT, uma 

porcentagem aumentada de linfócitos CD4+ e CD8+ também foi observada aos 7 dias PI (FIG. 

34C e D), com animais CCR2-/- apresentando uma porcentagem maior de células TCD4+. A 

análise dos marcadores de ativação demonstrou um aumento de células TCD4+ e TCD8+ 

expressando CD69 e CD44 em ambos os grupos de forma diferencial, com os animais nocautes 

apresentando uma maior porcentagem de linfócitos TCD4+ expressando CD69 e CD44 em 

relação aos animais WT (FIG. 34E e F). Enquanto na população de linfócitos TCD8+ essa 

diferença entre os grupos foi observada apenas para CD69 (FIG. 34H e I). Curiosamente, um 

aumento de células T expressando CD44+/CD62L+, uma marcação para células de memória, foi 

observado apenas em camundongos WT (FIG. 34G e J). Além disso, linfócitos T de 
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camundongos WT expressando níveis aumentados de receptor CCR2 também foram 

observados (FIG. 33E e F). 

No geral, esses dados mostram que durante a infecção por MAYV o receptor CCR2 

conduz o influxo e a ativação de monócitos para o local da infecção, o que impacta 

negativamente no curso e gravidade da doença. Enquanto isso, na ausência do receptor CCR2, 

observou-se um perfil celular diferente, que foi caracterizado por uma predominância de 

neutrófilos e associado a uma melhora nos resultados da doença nos camundongos CCR2-/-. 
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citometria de fluxo de células imunes isoladas da pata traseira de animais infectados com MAYV nos dias 1 e 7 PI. 

(A) O painel mostra a estratégia de gating para definir a população de células mieloides. (B) Aumento de células 

CD11b+- aos 7 dias PI em animais WT e CCR2-/-. (C) Porcentagem de células dendríticas. (D) Porcentagem de 

monócitos inflamatórios. (E) Porcentagem de macrófagos residentes. (F) Porcentagem de neutrófilos. (G) 

Porcentagem de células dendríticas expressando CD80. (H) Porcentagem de monócitos inflamatórios expressando 

CD80. (I) Porcentagem de neutrófilos expressando CD80. As estatísticas foram realizadas com two-way ANOVA, 

seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey (valor P < 0,05). As análises são representativas de pelo 

menos quatro camundongos por grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

     Figura 32. Perfil de células imunes na pata de camundongos WT e CCR2-/- infectados com MAYV. 
Análise por 
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Figura 33. Perfil de expressão do receptor CCR2 na população de células imunes mieloides. Análise por 

citometria de fluxo de células imunes isoladas da pata traseira de camundongos WT infectados com MAYV 

nos dias 1 e 7 PI. (A) Porcentagem de células dendríticas expressando CCR2. (B) Porcentagem de 

monócitos inflamatórios expressando CCR2. (C) Porcentagem de macrófagos expressando CCR2. (D) 

Porcentagem de células T CD4+ expressando CCR2. (F) Porcentagem de células T CD8+ expressando CCR2. 

As estatísticas foram realizadas com two-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de 

Tukey (valor P <0,05). As análises são representativas de pelo menos quatro camundongos por grupo. 
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Figura 34. Perfil de células imunes linfoides na pata de camundongos WT e CCR2-/- infectados com MAYV. 

Análise por citometria de fluxo de células imunes isoladas da pata traseira de animais infectados com MAYV nos 

dias 1 e 7 PI. (A) O painel mostra a estratégia de gating para definir a população de células linfoides. (B) população 

de células CD3+. (C) população de células TCD4+. (D) população de células TCD8+. (E) Porcentagem de células 

TCD4+ expressando CD69. (F) Porcentagem de células TCD4+ expressando CD44. (G) Porcentagem de células 

TCD4+ expressando CD44/CD62L. (H) Porcentagem de células TCD8+ que expressam CD69. (I) Porcentagem de 

células TCD8+ expressando CD44. (J) Porcentagem de células TCD4+ expressando CD44/CD62L. A análise 

estatística foi realizada com two-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey (valor P 

<0,05). As análises são representativas de pelo menos quatro camundongos por grupo. 
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6.5 Resposta de macrófagos, osteoclastos e osteoblastos à infecção por MAYV 

A homeostase óssea é o resultado de um equilíbrio entre a sinalização dos osteócitos, a 

formação óssea osteoblástica e a reabsorção óssea osteoclástica (Visconti et al., 2019). Para 

entender o mecanismo pelo qual o MAYV pode causar perda óssea, foi investigada a 

permissividade e a resposta de macrófagos, osteoclastos e osteoblastos à infecção pelo MAYV. 

A infecção da cultura primária de macrófagos WT e CCR2-/- (FIG. 35A) com MAYV na MOI1 

mostrou que embora não haja infecção produtiva, nem perda de viabilidade (FIG. 35B), MAYV 

foi capaz de modular a produção de citocinas nestas células (FIG. 35C e D). A resposta dos 

macrófagos à infecção, resultou na produção de IL-6 apenas em células WT às 72h PI e detecção 

de TNF apenas nas células CCR2-/- (FIG. 35C e D). Da mesma forma, o MAYV também não 

foi capaz de promover uma infecção produtiva nos osteoclastos primários WT e CCR2-/- (FIG. 

36 A) e não afetou a viabilidade dessas células (FIG. 36B), apesar de se observar uma redução 

apenas no tempo de 48h para as células CCR2-/- , com os demais tempos sem redução de 

viabilidade. No entanto, foi observado que a infecção pelo MAYV induziu a produção de TNF- 

α e IL-6 nas culturas WT e CCR2-/-. Os osteoclastos WT produziram citocinas IL-6 e TNF a 

partir de 48h PI e os osteoclastos CCR2-/- produziram IL-6 e TNF a partir de 72h PI (FIG. 36C 

e D), e tal produção foi significativamente menor quando comparada às células WT. As 

citocinas IL-6 e TNF presentes nessas culturas em resposta à infecção por MAYV são dois 

importantes mediadores pró-osteoclastogênicos. Para verificar o potencial dessas citocinas em 

induzir diretamente a formação de osteoclastos, a cultura primária de macrófagos foi exposta 

por 3 dias ao TNF, e observamos que o TNF promoveu a formação de células TRAP+ 

multinucleadas em WT e CCR2-/- culturas de células (FIG. 37A e B). 
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Figura 35. Infecção e resposta de macrófagos primários a infecção pelo MAYV. A cultura de 

macrófagos primários WT e CCR2-/- foram obtidas pela diferenciação de células extraídas da medula óssea 

com M- CSF. Após diferenciação as células foram infectadas na MOI1 do MAYV. (A) Titulação do vírus 

MAYV. (B) Avaliação da viabilidade celular após infecção pelo ensaio de MTT. (C) Quantificação de IL-

6 por ELISA no sobrenadante da cultura de macrófagos WT e CCR2-/-. (D) Quantificação de TNF por ELISA 

no sobrenadante da cultura de macrófagos WT e CCR2-/-. A análise estatística foi realizada com two-way 

ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. 

 
Para investigar a resposta dos osteoblastos à infecção, as células-tronco mesenquimais 

derivadas da medula óssea (BMSCs) foram isoladas e seguiram dois protocolos de 

diferenciação em osteoblastos: i) as células foram diferenciadas por 7 dias; ii) as células foram 

diferenciadas por 14 dias. Em osteoblastos com 7 dias de diferenciação, observamos que as 

células foram permissivas à infecção por MAYV e CHIKV (FIG. 38 A). A redução da atividade 

da fosfatase alcalina foi observada apenas para CHIKV (FIG. 38B), enquanto a perda de 

viabilidade foi observada para CHIKV no tempo de 48 e 72hpi e para MAYV foi observada 

apenas no tempo de 48h para MOI de 0,1 e 1 (FIG. 38C). Além disso, a produção de IL-6 foi 

detectada a partir de 48 h.p.i para CHIKV e 72 h.p.i para MAYV (FIG. 38D). Além das BMSCs 

isoladas de camundongos WT, BMSCs de animais CCR2-/- também foram isoladas para 

comparar a resposta dessas células in vitro. Após 14 dias de diferenciação, alguns poços de 
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osteoblastos WT foram submetidos a um bloqueio farmacológico do receptor CCR2 com o 

antagonista RS504393 1 h antes da infecção pelo MAYV e CHIKV. 

 
 

 

Figura 36. Infecção e avaliação da resposta de osteoclastos primários a infecção pelo MAYV. A cultura de 

osteoclastos primários WT e CCR2-/- foram obtidas pela diferenciação de células extraídas da medula óssea com 

M-CSF e RANKL. Após diferenciação as células foram infectadas com o MAYV na MOI1. (A) Titulação do 

vírus MAYV. (B) Quantificação de IL-6 por ELISA no sobrenadante da cultura de osteoclastos WT e CCR2-/- 

(C) Avaliação da viabilidade celular após infecção pelo ensaio de MTT.(D) Quantificação de TNF por ELISA 

no sobrenadante da cultura de macrófagos WT e CCR2-/-. A análise estatística foi realizada com two-way 

ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. 

 

Os resultados mostraram que não houve infecção produtiva por MAYV nestas células 

(FIG. 39A). Além disso, não foi observada redução na atividade da fosfatase alcalina ou 

nenhuma perda de viabilidade neste experimento (FIG. 39B, C, D e E). No entanto, o CHIKV 

conseguiu se replicar nessas células, com o pico em 24h.p.i. Curiosamente, a IL-6 foi produzida 

apenas em osteoblastos de camundongos WT em resposta à infecção por MAYV (FIG. 40A e 

B), o que sugere que a citocina IL-6 desempenha, juntamente com o TNF, um papel importante 

no mecanismo de perda óssea induzida por MAYV e, além disso, esses dados demonstram que 
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MAYV interage de forma diferente na presença e ausência do receptor CCR2-/- nos 

osteoblastos. 

 

Figura 37. Marcação de células TRAP+ após diferenciação com RANKL (A) e TNF (B). 

 
 

Figura 38. Avaliação da resposta de osteoblastos primários com sete dias de diferenciação a infecção do 

MAYV. A cultura de osteoblastos primários foi obtida a partir de células extraídas da medula óssea de 

camundongos C57BL6j e submetidas ao processo de diferenciação com meio osteogênico por 7 dias. Após 

diferenciação os osteoblastos foram infectados com o MAYV em diferentes concentrações (MOI0,01; MOI0,1 

e MOI1) e com o CHIKV na MOI1. (A) Titulação do vírus MAYV e CHIKV. (B) Avaliação da atividade da 

fosfatase alcalina. (C, D e E) Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de MTT.. A análise estatística foi 

realizada com two-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. 
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Figura 39. Avaliação da resposta de osteoblastos primários com 14 dias de diferenciação a infecção do 

MAYV. A cultura de osteoblastos primários foi obtida a partir de células extraídas da medula óssea de 

camundongos C57BL6j e CCR2-/-, e em seguida submetidas ao processo de diferenciação com meio 

osteogênico por 14 dias. Após diferenciação os osteoblastos foram infectados com o MAYV ou com CHIKV 

na MOI1. (A) Titulação do vírus MAYV e CHIKV nas culturas de osteoblastos WT CCR2-/- e tratadas com o 

antagonista do CCR2 (RS504393). (B) Avaliação da atividade da fosfatase alcalina. Avaliação da viabilidade 

celular pelo ensaio de MTT nos osteoblastos WT (C), CCR2-/- e tratadas com RS504393 (E). A análise estatística 

foi realizada com two-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey.
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Figura 40. Perfil de resposta de diferentes culturas de osteoblastos a infecção pelo MAYV e CHIKV. O 

sobrenadante das culturas de osteoblastos WT (C), CCR2-/- e tratadas com RS504393 foram coletados em vários 

tempos pós-infecção. (A e B) Aumento de IL-6 nas culturas de osteoblastos WT após 72h pós-infecção. A análise 

estatística foi realizada com two-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. 

 

6.6 Papel da citocina IL-6 na patogênese da perda óssea induzida pelo MAYV 

Com base nos resultados anteriores, no qual foi observada uma alta produção de IL-6 

pelos diferentes tipos celulares envolvidos no metabolismo do tecido ósseo, decidiu-se analisar 

o seu papel in vivo na patogênese da perda óssea do MAYV. Os resultados de µCT 
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demonstraram que a infecção de camundongos IL-6-/- resultou em um fenótipo de proteção da 

perda óssea, semelhante ao observado para os animais CCR2-/- (FIG. 41). 

 

 
Figura 41. A Ausência da citocina IL-6 protege os animais contra a perda óssea induzida pelo MAYV. 

Camundongos com 4 semanas de idade WT e CCR2-/- foram infectados no coxim da pata traseira direita com 106 

PFU de MAYV. No dia 21 PI, os animais foram sacrificados e a tíbia foi removida para análise de micrCT. (A) 

Fração do volume ósseo trabecular, (B) Espessura trabecular, (C) Porosidade na tíbia. A estatística foi realizada 

com One-way ANOVA, seguida pelo teste de comparações múltiplas de Tukey. As análises são representativas de 

pelo menos cinco camundongos por grupo. 

 

7. Discussão 

O MAYV é um alfavírus emergente no continente americano, que possui grande 

potencial de urbanização e recentemente se tornou um importante problema de saúde pública 

no Brasil (HOTEZ et al., 2017). MAYV, como RRV e CHIKV, é responsável por causar uma 

doença inflamatória musculoesquelética altamente debilitante, que inclui 

poliartralgia/poliartrite e mialgia. A doença induzida por alfavírus artritogênicos é classificada 

como uma imunopatologia (ASSUNÇÃO-MIRANDA et al., 2013; MOSTAFAVI el al., 2019). 

A imunopatologia está sendo cada vez mais reconhecida em muitas doenças virais humanas, 

como dengue, zika, influenza e, mais recentemente, na COVID19 (DAMJANOVIC et al., 2012; 

CULSHAW et al., 2017; GUSTINI et al., 2020). Portanto, a investigação dos mecanismos de 

resposta imune que influenciam a patogênese da infecção por MAYV permitiria projetar 

melhores estratégias de tratamento para limitar a inflamação e o dano tecidual mediado pela 

inflamação (MOSTAFAVI el al., 2019). Os principais achados do presente estudo podem ser 

assim resumidos: a) A infecção de camundongos C57BL6 induziu uma doença inflamatória 

aguda, caracterizada por edema local, hipernocicepção, miosite, replicação em órgãos-alvo, 

produção de diversos mediadores inflamatórios e reabsorção óssea; b) A ausência do receptor 

CCR2 tem efeito protetor na infecção pelo MAYV, apresentando sinais de doenças mais leves, 

menor carga viral, menor dano tecidual e ausência de perda óssea; c) O infiltrado inflamatório 
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dos camundongos C57BL6 é composto predominantemente por macrófagos, enquanto nos 

animais CCR2-/- foi substituído por neutrófilos; e) MAYV tem o potencial de modular a 

capacidade intrínseca de osteoblastos, osteoclastos e macrófagos de produzir citocinas (FIG. 

42). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 42. Mecanismo envolvido na osteoclatogênese induzida pelo MAYV. A infecção por MAYV induz uma 

resposta inflamatória robusta em um sítio de infecção em animais WT e CCR2-/-, mediada por diferentes citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias. Este processo inflamatório é responsável pelo dano tecidual e também pela perda 

óssea. A ausência de perda óssea em animais CCR2-/- mostrou que a sinalização CCR2/CCL2 é essencial para a 

migração de macrófagos para o sítio de infecção. O microambiente inflamatório indicado pelo MAYV em 

diferentes células, promoveu a diferenciação de macrófagos em osteoclastos por um mecanismo provavelmente 

independente do RANKL. Sugere-se que a ação direta das citocinas IL-6 e TNF sejam capazes de favorecer a 

formação de novos osteoclastos. O aumento de osteoclastos e sua atividade promove a perda óssea. O papel das 

células T na perda óssea do MAYV não foi investigado neste trabalho. 

 
Os mecanismos moleculares e celulares da patogênese do MAYV são pouco 

compreendidos. A partir de modelos animais e estudos com pacientes, o MAYV, CHIKV e 

RRV demonstraram induzir uma forte resposta inflamatória local, caracterizada pelo 

predomínio de macrófagos e dos mediadores pró-inflamatórios IL-6, TNF, INF-ϒ e CCL2 

(GARDNER et al., 2010; LIDBURY et al., 2008; SANTIAGO et al., 2015; TAPPE et al., 2017; 

NG et al., 2017; Santos et al., 2019). O eixo CCL2-CCR2 tem sido proposto como a principal 

via responsável pelo recrutamento de monócitos e macrófagos em infecções alfavirais. Assim, 

estudos sobre o papel dos monócitos/macrófagos e do eixo CCL2-CCR2 na infecção por 
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diferentes alfavírus artritogênicos permitiriam entender a interação dos alfavírus com esses 

fatores e, assim, elucidar os mecanismos associados ao desenvolvimento de uma doença mais 

grave ou moderada (MOSTAFAVI el al., 2019). 

Este trabalho mostrou que a infecção de camundongos WT com 4 semanas de idade foi 

caracterizada pela replicação e disseminação do MAYV para vários tecidos, bem como pela 

indução de sinais clínicos da doença, como edema plantar e hipernocicepção articular 

persistente. Esses sinais foram acompanhados por extensa inflamação no tecido muscular. Esses 

resultados são semelhantes aos encontrados em outros modelos animais propostos para MAYV 

e outros alfavírus (MORISSON et al., 2006; GARDNER et al., 2010; SANTOS et al., 2019; 

FIGUEIREDO et al., 2019; MOTA et al. , 2020). A resposta inflamatória foi caracterizada pela 

produção local das quimiocinas CCL2 e CCL5 e das citocinas IL-6 e TNF. Curiosamente, foram 

observados altos níveis de CCL2 sistemicamente no soro e em outros tecidos, como maxila, 

músculo e baço. Níveis elevados de quimiocina CCL5 também foram detectados no músculo 

quadríceps. Esses mediadores inflamatórios foram relatados em outros modelos animais para 

MAYV, bem como para CHIKV e RRV (LIDBURY et al., 2008; GARDNER et al, 2010; 

HERRERO et al., 2011; Santos et al., 2019; Figueiredo et al. al., 2019). Pacientes com artralgia 

persistente durante a infecção por MAYV apresentaram níveis elevados de vários mediadores 

inflamatórios, incluindo a citocina IL-6, que permaneceu elevada por mais de 12 meses após a 

infecção. A fase aguda da doença nesses pacientes foi marcada por uma alta expressão de CCL2, 

e permaneceu elevada por meses após a infecção (SANTIAGO et al, 2015). Esses mediadores, 

que têm sido constantemente relatados no soro de pacientes infectados com diferentes alfavírus 

artritogênicos, indicam uma assinatura comum da resposta inflamatória durante a infecção por 

esses vírus (TENG et al., 2015; SANTIAGO et al., 2015; TAPPE et al, 2017). No entanto, o 

papel de cada um desses mediadores na patogênese das doenças alfavirais não está bem 

estabelecido. A quimiocina CCL2 é importante para o recrutamento de monócitos/macrófagos 

para o local da infecção, que são células importantes no desenvolvimento de miosite e artrite 

(MORISSON et al., 2006; RULLI et al., 2009; RULLI et al., 2011). As citocinas IL-6 e TNF 

têm sido descritas como tendo um papel importante no dano tecidual (FIGUEIREDO et al. 

2019). Além disso, CCL2 e a citocina IL-6 têm sido associadas a patologias ósseas induzidas 

por CHIKV e RRV (NORET et al., 2012; CHEN et al., 2014; CHEN et al., 2015). 

Nas doenças reumáticas inflamatórias, a inflamação é considerada o principal 

mecanismo responsável pela perda óssea, e essas citocinas já foram descritas como tendo papel 
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central na perda óssea na AR e na infecção por outros alfavírus (CHEN et al., 2014; CHEN et 

al., 2015; COURY et al, 2019). A ocorrência de erosão óssea, semelhante à da artrite reumatoide 

(AR), tem sido relatada na articulação de pacientes infectados pelo CHIKV. Alguns estudos em 

modelos animais para CHIKV e RRV, bem como em cultura de células osteoblásticas, 

demonstraram que a inflamação induzida no microambiente ósseo desencadeia reabsorção 

óssea mediada por osteoclastos (NORET et al., 2012; CHEN et al., 2014; CHEN et al. al., 2015). 

Chen et al. (2014) mostraram que o RRV infecta osteoblastos e induz a produção de IL-6, que 

por sua vez leva ao aumento da expressão de CCL2, alterações na razão RANKL:OPG e, 

consequentemente, à perda óssea. O bloqueio de IL-6 e CCL2 em modelos animais para RRV 

e CHIKV, foi acompanhado por uma melhora significativa na perda óssea (RULLI et al., 2009; 

RULLI et al., 2011; CHEN et al., 2014; CHEN et al, 2015). 

Neste trabalho, foi demonstrado que o MAYV também tem o potencial de induzir a 

perda óssea local e sistêmica. Assim, como observado para RRV e CHIKV, o CCL2 é 

provavelmente um mediador chave na osteoclastogênese do MAYV, dado seu aumento 

significativo de forma sistêmica em animais infectados. A análise da expressão de genes do 

metabolismo ósseo na maxila revelou que a infecção por MAYV induz a perda óssea mediada 

por osteosclastos. Isso foi evidenciado pelo aumento significativo da expressão da catepsina K, 

uma enzima produzida pelos osteoclastos, que cataboliza as moléculas da matriz extracelular e 

forma a lacuna de reabsorção (VISCONTI et al., 2019). A periostina é um gene expresso 

principalmente por osteoblastos e tem sido descrito como tendo um importante papel no reparo 

tecidual. Semelhante ao observado para o MAYV, níveis aumentados de expressão de periostina 

foram descritos em um modelo animal para osteoartrite (OA) (ZHANG et al., 2012). Chijimatsu 

et al. (2015) relataram que a periostina foi regulada positivamente na cartilagem de pacientes 

com OA e que pode amplificar eventos inflamatórios e acelerar a patologia da OA. A ausência 

de aumento na expressão de RANKL pode indicar que a osteoclastogênese induzida por MAYV 

ocorre por um mecanismo independente de RANKL, no qual citocinas inflamatórias como IL-

6 ou TNF podem induzir diretamente a formação de osteoclastos (KUDO et al., 2003; 

AMARASEKARA et al. 2018). 

A doença artrítica é geralmente caracterizada por altos níveis de CCL2 e infiltrados de 

monócitos/macrófagos, e também é bem descrita para artropatias alfavirais. Dado o importante 

papel desta via CCL2/CCR2 na patologia de muitas doenças, muitos agentes terapêuticos 

visando a quimiocina CCL2 e o receptor CCR2 foram desenvolvidos (POOL et al., 2014). O 
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tratamento de camundongos infectados com RRV ou CHIKV com bindarit, uma droga que inibe 

a produção de CCL2, resultou na melhora da doença reumática induzida por esses vírus (RULLI 

et al., 2009; RULLI et al., 2011; CHEN et al., 2015). No entanto, a ausência de CCR2 tem sido 

controversa em diferentes doenças reumáticas (QUINONES et al., 2005; RAGHU et al., 2017). 

A infecção de camundongos CCR2-/- com CHIKV mostrou uma doença mais grave, prolongada 

e erosiva e foi dominada por neutrófilos, com replicação e persistência viral não sendo 

significativamente afetadas (POOL et al., 2014). Curiosamente, foi demonstrado que 

camundongos CCR2-/- infectados pelo MAYV apresentaram doença mais branda, com menor 

carga viral em alguns tecidos, rápida recuperação da hipernocicepção articular e ausência de 

perda óssea, quando comparados aos camundongos WT. O edema e o pico do processo 

inflamatório nos camundongos CCR2-/- foi mais tardio em relação aos animais WT. Esse atraso 

pode ser explicado pela escassez de macrófagos M2 (derivado de monócitos CCR2+) no local 

da infecção, que são células importantes para a resolução da inflamação e regeneração tecidual. 

Pool et al. (2014) demonstraram em seu modelo de camundongos CCR2-/- para CHIKV uma 

menor regulação positiva de marcadores de macrófagos M2. Interessantemente, conforme 

descrito para CHIKV, foi observado um aumento significativo nos níveis de CXCL1, 

acompanhado pela substituição de um infiltrado de macrófagos por neutrófilos na pata de 

camundongos CCR2-/-. Esse relevante infiltrado de neutrófilos durante a infecção do MAYV 

nos animais nocautes, associada a uma menor carga viral, sugere que essas células estão 

desempenhando um papel importante na eliminação do MAYV, sem causar um maior dano 

tecidual. A resposta dos neutrófilos durante infecções virais tem sido menos estudada e ainda 

não é completamente claro como eles atuam no controle viral. Alguns trabalhos tem 

demonstrado que durante infecções virais agudas, os neutrófilos restringem a replicação e 

disseminação viral por meio de fagocitose, degranulação, explosão respiratória (ROS), secreção 

de citocinas e liberação de armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs) (MA et al, 2021; 

SCHÖNRICH e RAFTERY, 2016). 

As NETs são uma teia de DNA conjugada com enzimas antimicrobianas, como 

mieloperoxidase, histonas e α-defensinas, que captura e inativa diferentes patógenos, incluindo 

vírus (SCHÖNRICH e RAFTERY, 2016). Tem sido demonstrado in vitro que muitos vírus 

podem induzir diretamente os neutrófilos a liberarem NETs (RAFTERY et al, 2014). O 

processo de produção das NETs inicia após a ativação dos neutrófilos via os receptores de 

reconhecimento padrão (PRR), seguida da produção de ROS. Os vírus podem estimular a 

produção de NET através de receptores Toll-like presentes na superfície celular ou no 
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endossoma. O HIV-1, por exemplo, atua através dos receptores endossomais TRL7 e TRL8, e 

o vírus respiratório sincicial (RSV) através do TRL4, presente na superfície celular. Por outro 

lado, foi demonstrado para o hantavírus que a formação de NET é mediada via sinalização da 

integrina β2 (RAFTERY et al, 2014; SCHÖNRICH e RAFTERY, 2016). 

Recentemente, Hiroki et al. (2020) relataram que o CHIKV induz a produção de NETs 

em neutrófilos murinos e humanos in vitro, e o mecanismo de indução de NETs em neutrófilos 

murinos pelo CHIKV é mediado por TRL7 e a produção de ROS. Além disso, foi demonstrado 

tanto in vitro quanto in vivo que as NETs têm atividade antiviral, promovendo a neutralização 

do CHIKV e controle da carga viral (HIROKI et al, 2020). Dessa forma, seria interessante 

investigar o papel do neutrófilos no controle da carga viral do MAYV, especialmente nos 

animais CCR2-/-, e se esse controle está relacionado com a produção de NETs. Por outro lado, 

alguns estudos tem relatado que algumas características e funções dos neutrófilos, como 

número, tempo de vida e capacidade antiviral podem ser influenciadas durante eliminação viral. 

Durante a infecção pelo RSV, observou-se que ele aumentou o tempo de vida de neutrófilos 

humanos através da produção de IL-6, que é capaz de inibir a apoptose (LINDEMANS et al, 

2006; MA et al, 2021). O aumento na porcentagem de neutrófilos observado do dia 1 para o dia 

7 na pata dos animais nocautes durante infecção pelo MAYV, sugere que o MAYV pode afetar 

tanto no número quanto no tempo de vida dos neutrófilos. Isso mostra a importância de avaliar 

como a infecção pelo MAYV ou outros alfavírus podem interferir na atividade e comportamento 

do neutrófilos, uma célula pouco estudada no contexto da infecção por esses vírus. 

A intensa migração de monócitos CCR2+ para os sítios de infecção em animais WT 

sugere que essas células desempenham um papel central na perda óssea causada nesses animais. 

E isso é fortemente confirmado pela proteção contra a perda óssea observada em animais 

nocautes, no qual há intensa redução no influxo de monócitos CCR2+. Além disso, a diminuição 

da porcentagem de macrófagos residentes em ambos os grupos sugere que o MAYV pode estar 

replicando nessas células, já descrito como um importante alvo de replicação e persistência no 

tecido alvo para alfavírus (CAVALHEIRO et al., 2016). Esta população em animais WT é 

rapidamente recuperada dentro de 7 dias PI, à medida que os monócitos inflamatórios 

infiltrantes se transformam em macrófagos no tecido. A presença de linfócitos TCD4+ e TCD8+ 

foi semelhante em ambos os animais. 
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Os dados de silenciamento mostraram que a redução nos níveis de CCL2 está associada 

a uma melhora parcial da hipernocicepção, reforçando o papel dessa via na patogênese do 

MAYV. Além disso, o silenciamento de CCL2 também foi acompanhado por uma redução nos 

níveis de expressão de CCL5, CCL7 e TNF. A correlação observada na expressão desses 

mediadores indica que no microambiente inflamatório da infecção por MAYV, a secreção de 

CCL2 aumenta a expressão de TNF e o TNF, por sua vez, estimula a expressão de CCL2 e 

CCL5 (PROOST et al, 1996). Isso pode resultar em um ciclo de feedback positivo entre CCL2 

e TNF. Nanki et al (2011) demonstraram que o TNF regula a produção de CCL2 e CCL5 em 

sinoviócitos semelhantes a fibroblastos (FLS) de pacientes com AR (NANKI et al, 2001; 

NEUMARK et al, 2003; GSCHWANDTNER et al, 2019). Além disso, os dados também 

mostraram que o silenciamento de CCL2 modula a expressão de CCL7, uma importante 

quimiocina que regula a monocitose via CCR2 e que muitas vezes é co-induzida com CCL2 

(PROOST et al, 1996; BARDINA et al, 2015). 

Além disso, os resultados do limiar de hipernocicepção avaliados nos animais CCR2-/- e 

nos animais que foram silenciados para CCL2, em conjunto, sugerem fortemente o papel do 

eixo CCL2-CCR2 no desenvolvimento dos comportamentos de dor induzido pelo MAYV. 

Muitos trabalhos têm demonstrado que a sinalização CCL2-CCR2 contribui para 

comportamentos de dor aguda e crônica (ZAREBSKA et al, 2017). O bloqueio farmacológico 

do CCR2, por exemplo, promove efeitos analgésicos em ratos neuropáticos (KWIATKOWSKI 

et al, 2017). De acordo com Kwiatkowski e colegas (2019), as quimiocinas CCL2 e CCL7, 

ligantes de CCR2, desempenham um papel crucial no desenvolvimento da dor neuropática em 

camundongos. Eles mostraram que a administração intratecal de CCL2 e CCL7 induz 

comportamentos de dor em camundongos naive. Além disso, eles mostraram que a injeção 

intratecal de anticorpos neutralizantes de CCL2 e CCL7, associada com a administração de 

opioides atenuou o comportamento de dor e aumentou a analgesia induzida por morfina e 

buprenorfina em camundongos neuropáticos (KWIATKOWSKI et al, 2019). Isto mostra a 

importância desse eixo na nocicepção e que a modulação destes fatores podem ser servir como 

um potencial alvo terapêutico no tratamento da dor induzida pelo MAYV. 

No entanto, o tratamento com SiCCL2 não foi eficaz para melhorar o dano tecidual 

induzido pelo MAYV e reduzir o infiltrado inflamatório, sugerindo que provavelmente outras 

quimiocinas produzidas durante a infecção podem promover a migração/acumulação de células 

no tecido alvo de forma independente de CCR2 (HARINGMAN E TAK, 2004; SHI e PAMER 



 

87 

 

et al, 2014). Drevets et al. (2010) demonstraram que o IFN-γ é essencial para o influxo de 

monócitos para o cérebro durante a infecção sistêmica com Listeria monocytogenes virulenta e 

essa migração foi amplamente independente de um eixo específico quimiocina:receptor de 

quimiocina. Além disso, foi observado por eles, que a infecção promoveu um aumento na 

produção de várias quimiocinas envolvidas no recrutamento de células mieloides e isso explicou 

os influxos normais de monócitos Ly6Chigh no cérebro em camundongos deficientes para CCL2, 

CCR1, CCR5, CXCR3 ou CX3CR1 (DREVETS et al, 2010). Isso mostra a importância de 

investigar outras vias de migração de células mieloides independentes de CCR2 na patogênese 

do MAYV e outros alfavírus artritogênicos. Curiosamente, esses dados também mostram que a 

hipernocicepção induzida pela infecção por MAYV está associada à produção de CCL2 e de 

citocinas inflamatórias, como TNF (HESS et al, 2010; KWIATKOWSKI et al, 2019). 

Recentemente, foi demonstrado que o MAYV é capaz de se replicar em osteoblastos 

humanos (HOB), bem como em condrócitos humanos (HC) e sinoviócitos semelhantes a 

fibroblastos (HFLS). Muitos estudos também mostraram que o CHIKV e o RRV também se 

replicam em células importantes para a artrite induzida por esses vírus (NORET et al., 2012; 

CHEN et al., 2014; BENGUE et al, 2019). Os dados de cultura revelaram diferenças na 

permissividade celular e na resposta à infecção por MAYV e CHIKV, propondo diferentes 

mecanismos na indução de suas patologias. Na cultura primária de osteoclastos WT e CCR2-/- 

foi observado que o MAYV em MOI1 não foi capaz de estabelecer uma infecção produtiva 

nessas células, mas induziu uma alta produção de IL-6 e TNF, principalmente nas células WT. 

Células diferenciadas semelhantes a osteoclastos infectadas por CHIKV também produzem 

altos níveis de TNF (PHUKLIA et al., 2013). TNF e IL-6 são considerados as citocinas 

osteoclastogênicas mais potentes e desempenham um papel central na patogênese da AR 

(PHUKLIA et al., 2013). Essas citocinas podem estimular a osteoclastogênese de duas 

maneiras, por um mecanismo independente de RANKL ou indiretamente aumentando a 

expressão de RANKL e RANK, em osteoblastos e precursores de osteoclastos, respectivamente 

(KUDO et al., 2003; PONZETTI e RUCCI, 2019). Além disso, foi demonstrado em cultura que 

TNF e MCS-F são capazes de induzir diretamente a diferenciação de osteoclastos. Assim, de 

acordo com dados in vivo e de cultura de células, sugere-se que a perda óssea observada em 

animais WT pode ser causada pela ação direta do TNF, que é capaz de induzir a formação de 

osteoclastos e osteólise local. A infecção de macrófagos WT e CCR2-/- resultou na produção de 

IL-6 e TNF, respectivamente. 
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Osteoblastos com 7 d.p.i foram permissivos à infecção por MAYV e CHIKV, conforme 

relatado anteriormente em outros estudos. MAYV não afetou a função osteogênica dessas 

células. No entanto, o CHIKV interferiu na atividade da fosfatase alcalina (ALP) e reduziu a 

viabilidade celular. A ALP é um importante marcador de atividade osteogênica. Não houve 

diferenças na mineralização entre as células infectadas e o controle negativo. Roy et al. (2020) 

também demonstraram que o CHIKV reduziu a atividade da ALP em 9 d.p.d. osteoblastos 

infectados. Infecção de osteoblastos com 14 d.p.d. a partir BMSCs isoladas de animais WT e 

CCR2-/- e osteoblastos WT com CCR2 bloqueado farmacologicamente, demonstraram que 

essas células são permissivas ao CHIKV, mas não ao MAYV. A atividade osteogênica dessas 

células não foi afetada pelo CHIKV, diferentemente do relatado por Roy et al. (2019), em que 

o CHIKV reduziu a deposição de matriz mineralizada em células com 14 d.p.d. A produção de 

IL-6 foi induzida por CHIKV e MAYV apenas em osteoblastos WT 7 ou 14 d.p.d. Além disso, 

a infecção de camundongos nocautes para o IL-6 apresentaram um fenótipo de proteção para a 

perda óssea. Chen et al. (2014) também demonstrou, que o bloquei de IL-6 com anticorpo 

neutralizante impediu a perda óssea nos animais infectados com RRV. Em conjunto, esses dados 

mostram a importância da produção de IL-6 pelos osteoblastos no microambiente ósseo para 

promover a desregulação da homeostase no tecido ósseo, como consequência da infecção pelo 

MAYV. 

No geral, os resultados demonstram que a ausência de sinalização CCL2/CCR2 

minimizou a doença causada pelo MAYV e protegeu os animais contra a perda óssea. Desta 

forma, foi possível demonstrar um dos mecanismos subjacentes à patologia óssea induzida por 

MAYV e que o eixo CCL2/CCR2 é um potente alvo terapêutico. 
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Abstract 

Mayaro virus (MAYV) is an emerging arbovirus member of the Togaviridae family and 

Alphavirus genus. MAYV infection causes an acute febrile illness accompanied by persistent 

polyarthralgia and myalgia. Understanding the mechanisms involved in the arthritic process 

caused by alphaviruses is urgently needed to develop specific and effective therapeutic 

approaches. In this work, we investigated the role of CCL2/CCR2 axis in the pathogenesis of 

MAYV infection. To this purpose, WT C57BL/6J and CCR2-/- mice were infected with MAYV 

subcutaneously and evaluated for disease development. MAYV infection induced an acute 

inflammatory disease in WT mice. The immune response profile was characterized by an 

increase in the production of inflammatory mediators, such as IL-6, TNF, CCL2 and CCL5. 

Higher levels of CCL2 at the local and systemic levels, was followed by a significant 

recruitment of CCR2+ macrophages and a cellular response orchestrated by these cells. CCR2- 
/- mice showed an increase in CXCL-1 levels, followed by a replacement of the macrophage 

inflammatory infiltrate by neutrophils. In addition, absence of the CCR2 receptor protected 

mice from bone loss induced by MAYV. Accordingly, silencing the expression of ccl2 

chemokine in vivo improved MAYV-induced hypernociception, by reducing systemic CCL2 

levels and ccl2, ccl5 and Tnf expression in target tissues. Cell culture data support the 

mechanism underlying MAYV's bone pathology in which: i) MAYV infection promoted a pro- 

osteoclastogenic microenvironment mediated by IL-6, TNF and CCL2 mediators; ii) Migration 

of osteoclast precursors was dependent on the CCR2/CCL2 axis; iii) MAYV-induced bone 

resorption was mediated by activation of osteoclasts, without affecting osteoblasts. Overall, the 

current data contributes to the understanding of the pathophysiology of MAYV infection and to 

the identification of future target-specific therapies against MAYV-induced illness. 

Importance 

This work demonstrates the role of the CCL2/CCR2 axis in MAYV-induced disease. Infection 

of WT C57BL/6J and CCR2-/- mice was associated with high levels of CCL2, an important 

chemoattractant chemokine involved in the recruitment of macrophages, the main precursor of 

osteoclasts. In the absence of the CCR2 receptor there is a mitigation of macrophage migration 

to the target organs of infection and protection of these mice against bone loss induced by 

MAYV infection. Much evidence has shown that host immune response factors contribute 

enormously to the tissue damage associated to alfavirus infections. Thus, this work opens great 

perspectives to the understanding of the molecular and cellular mechanisms involved in the 

pathogenesis of arthritis triggered by MAYV, in addition to the identification of novel 

therapeutic targets directed to the host inflammatory response unleashed by MAYV. 
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Main Text 

            Introduction 

Mayaro virus (MAYV) is an endemic arthritogenic arbovirus that is widely neglected 

in South and Central American countries. MAYV belongs to the Togaviridae family and the 

genus Alphavirus, which also includes Chikungunya (CHIKV), Ross River (RRV) and Sindbis 

(SINV) viruses. These viruses are enveloped and have a positive-polarity single-stranded RNA 

genome (1). MAYV is responsible for sporadic outbreaks of acute febrile illness, particularly 

in regions around the Amazon basin where it is maintained in wild and rural cycles. 

Haemagogus mosquitoes and nonhuman primates are considered the main vectors and hosts, 

respectively (2). 

Mayaro Fever (MF) is clinically characterized by fever, rash, retro-orbital pain, 

headache, arthralgia and myalgia. As with CHIKV infection, highly debilitating and persistent 

arthralgia is a hallmark of MAYV infection, which primarily affects the joints of the wrists, 

elbows, knees, and small joints of the hands and feet (3–6). Persistent arthralgia occurs in more 

than 50% of MF cases, which can last from months to years, resulting in large socioeconomic 

impact (3). Mechanisms associated with MAYV arthralgia pathogenesis are poorly understood. 

Meanwhile, host inflammatory immune-responses are known to play a key role in the 

development and progression of this alphavirus-induced disease (7). 

Several studies have shown that macrophages and their pro-inflammatory products, 

such as CCL2, TNF and INF-γ are considered the main critical factors in the development of 

RRV and CHIKV-induced myositis and arthritis (8–10). Additionally, IL-6 and the chemokines 

CCL2, CCL8 and CCL7 have been reported to be involved in osteoclastogenesis during 

alphaviral infections (11, 12). Accordingly, a recently proposed animal model for MAYV has 

shown that MAYV infection induces significant inflammatory responses mediated by TNF, IL-

6, INF-γ and CCL2, similar to other alphaviruses (13). Noteworthy, elevated CCL2 levels have 

been detected in the synovial fluid of patients infected with RRV and CHIKV (14, 15) as well 

as in the serum of patients with MF during the acute phase of disease (16). 

The CCL2-CCR2 axis is responsible for modulating monocyte/macrophage recruitment 

in several chronic inflammatory diseases including atherosclerosis, cancer, and arthritis (17). 

In inflammatory sterile conditions such as rheumatoid arthritis (RA) and osteoarthritis (OA), 

elevated CCL2 levels were detected in blood, synovial fluid and synovial tissue of patients. 

Furthermore, studies in animal models of osteoarthritis have demonstrated that the CCL2/CCR2 
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pathway is primarily responsible for the recruitment of monocytes, establishment of pain and 

associated-tissue damage (18–20). Accordingly, in infectious arthritis models, such as the one 

induced by CHIKV, CCR2 knockout mice presented more severe arthritis that was associated 

with an intense neutrophil infiltrate. In contrast, inhibition of CCL2 was associated with a 

reduction in arthritis, myositis and bone loss in mice infected with CHIKV and RRV (12, 21). 

Thus, the aim of the present study was to investigate the role of the CCL2/CCR2 axis 

in the pathogenesis of bone loss induced by MAYV infection. Our results demonstrated that 

MAYV induced an acute inflammatory disease, characterized by local edema, 

hypernociception and myositis in both WT and CCR2-/- mice. Meanwhile, viral loads analysis 

revealed reduction of viable virus titers in most analyzed organs of CCR2-/- mice. Interestingly, 

in the absence of CCL2/CCR2 signaling, there was massive protection from bone loss induced 

by MAYV. In vitro, our data support the mechanism underlying MAYV's bone pathology in 

which infection promotes a pro-osteoclastogenic microenvironment mediated by IL-6, TNF 

and CCL2 production as well as migration of osteoclast precursors in a CCL2/CCR2 

dependent-manner. 

           Results 

           Characterization of MAYV-induced disease in C57BL/6J mice 

First a characterization of the MAYV-induced disease in young C57BL/6J mice was 

performed. To that end, 4-week-old mice were infected in the right hind paw with 1x106 PFU 

of MAYV and signs of disease, including hypernociception, viral loads in several organs and 

tissue damage during the course of infection were evaluated. MAYV induced significant hind 

paw edema and reduced nociceptive threshold as early as with 1day post-infection (PI) (FIG. 

1A and 1B). Hind paw edema peaked at day 5PI and persisted for up to 15 days PI (FIG. 1A). 

Meanwhile, nociceptive threshold remained low for up to 28 days upon MAYV inoculation, 

returning to baseline levels at day 35. These clinical signs were associated with significant 

inflammatory damage in hind paw tissues (FIG 1C and 1D). Indeed, MAYV induced infiltration 

of inflammatory cells to the site of the infection, which associated with myositis and loss of 

tissue architecture specially at the peak of tissue damage at day 7 PI (FIG. 1C, 1D v and vi). At 

days 14 and 21 PI there was still presence of inflammatory infiltrate, but the onset of tissue 

recovery was already evident, as indicated by the presence of regenerating muscle fibers (FIG. 

1D vii-x). Accordingly, MAYV infected, replicated and spread to different tissues, including 

the contralateral joint and muscle, persisting significantly in ankle joints, quadriceps, paw, eye 
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and jaw (FIG 1E and 1F). 

MAYV infection induced a marked increase in local (FIG 2A) and systemic (FIG 2E-H) 

CCL2 levels, which remained high up to 14 days PI in the paw, maxillae, muscle and spleen. 

CCL5 chemokine was detected in quadriceps and paw tissues (FIG 2B and I). The presence of 

pro-inflammatory cytokines IL-6 and TNF was detected only in the footpad at day 7PI (FIG 2C 

and D). 

CCL2/CCR2 axis plays an important role in the development of MAYV-induced disease 

To understand the role of the CCL2/CCR2 axis in the pathogenesis of MAYV, 4-week- 

old WT and CCR2-/- mice were infected with MAYV to evaluate disease development. 

Differently from what was observed in the WT animals, CCR2-/- mice presented delayed paw 

edema, peaking at day 10 PI (FIG. 4A). Hypernociception analysis revealed a reduction in the 

hypernociception threshold in both WT and CCR2-/- infected mice at day 3 PI (FIG. 4B), with 

no difference between the groups. However, from the 7th day PI on, CCR2-/- animals recovered 

and returned to their baseline levels, while WT animals began to recover to baseline levels at 

day 15 PI. As seen in WT animals, MAYV was also detected in the plasma and various organs 

and tissues of the CCR2-/- animals, however, viral load titers were significantly lower than in 

WT in the serum, spleen, liver, right joint, left joint, right muscle, left muscle and paw (FIG. 

4C and D). MAYV-induced inflammation in CCR2-/- animals started at 3 days PI, with the peak 

on the 7th and 14th days post-virus inoculation (FIG. 4L, M and O). Comparing to WT mice (F-
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I), the inflammatory process was less intense in CCR2-/- animals (L-N), but on the other hand, 

it persisted longer in the CCR2-/- animals (FIG. 4G-N). At day 14 post MAYV inoculation, 

presence of degenerating fibers and myophagocytosis was observed (FIG. 4H and M). Tissue 

recovery started at 21 days PI with reduction of inflammatory cells and regeneration of injured 

tissue, whereas in WT animals this tissue recovery started earlier with 14 days PI (FIG. 4I and 

N). 

Our results so far demonstrate that MAYV-infected CCR2-/- mice present reduced clinical 

and histological signs of inflammation (FIG 4A, B and E-N). Regarding inflammatory 

mediators in the paw, no significant differences in the expression kinetics of mediators CCL3 

(FIG. 4P), CCL5 (FIG. 4Q), and TNF (FIG. 4R) was observed. Meanwhile, CCL2 levels 

showed a similar profile on days 3 and 7 PI, but remained high at day 14 PI in knockout animals 

(FIG. 4S). Interestingly, the chemokine CXCL-1, a promoter of the recruitment of neutrophils, 

was elevated at day 7 PI in knockout mice in comparison to their WT-infected littermates (FIG. 

4T). 

In a complementary experiment, siRNA-CCL2 complexed of polymeric-lipid 

nanoparticle (NP-siRNA-CCL2) was used to silencing the ccl2 chemokine expression to 

support our findings in CCL2/CCR2 pathway. DLS measurements showed that the mean 

diameter of NP-siRNA-CCL2 was 121.3 nm (SD 0.55 nm) and PDI 0.15 (SD 0.01) and zeta 

potential around -0.51 mV (SD 0.18 mV). Finally, silencing ccl2 chemokine expression in WT 

animals with SiRNA improved the hypernociception thresholds without inducing any effect in 

paw edema (SI2). Additionally, treatment WT mice with SiCCL2 resulted in significant 

reduction of CCL2 levels and ccl2, ccl5 and Tnf expression in hindpaw tissue. Meanwhile, no 

difference in the inflammatory infiltrate and histological damage unleashed by MAYV 

inoculation was observed (SI1). Finally, cytometry analysis performed to assess emigration of 

myeloid cells from bone marrow and the spleen infiltrate upon MAYV at 7 days PI revealed no 

statistical differences between the both infected groups (SI2). 

MAYV induces bone loss in a CCR2-dependent manner 

The inflammatory response induced by MAYV infection was characterized by a strong 

osteoclastogenic profile, as demonstrated by increased local expression of IL-6, TNF and CCL- 

2, and systemic overexpression of CCL2. To assess the impact of MAYV infection on bone 

tissue, samples were submitted to μCT analysis at 14 and 21-days PI on tibia and 21 days PI on 

maxilla. MAYV induced bone loss in the distal tibial metaphysis region and the maxilla of WT 

mice, suggesting that MAYV is capable of inducing systemic bone loss. In the tibia there was 
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a reduction of approximately 5% in bone volume (FIG. 3A) and 20% in trabecular thickness 

(FIG. 4B), accompanied by increase in the porosity (FIG. 3C). In addition, histological analyzes 

of the proximal tibia also showed a reduction in trabecular bone (SI3) and an increase in the 

number of TRAP+ cells in infected animals (FIG. SI4). In the maxilla, there was significant 

reduction in total bone volume (FIG. 4D), and an increase in bone porosity (FIG. 4F), however 

no decrease was in the trabecular thickness (FIG. 4E). Presence of TRAP+ cells in the maxilla 

was significantly higher at 7 d.p.i indicating that differentiation and activity of osteoclasts occur 

at the beginning of infection (FIG. SI4). Accordingly, there was increased expression of 

cathepsin K an enzyme produced by osteoclasts, and periostin, a factor associated with 

osteoblast activity (FIG. S5). 
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Differently from WT mice, bone homeostasis in CCR2-/- animals was not affected by 

MAYV infection. There was no significant bone resorptive phenotype in the tibia (FIG. 4 A-C 

and G) and in the alveolar bone from maxilla (FIG. 4 D-F and G) of CCR2-/- mice, indicating 

that the CCR2 receptor contributes to the maintenance of bone quality during MAYV infection. 

Absence of CCR2 is associated with a swift of mononuclear infiltrate to 

polymorphonuclear cells resulting in better disease outcome upon MAYV infection. 

To determine the pattern of the cellular immune response against MAYV infection, WT 

and CCR2-/- immune cells were isolated from the hind paw and the cellular profile evaluated by 

flow cytometry. To create boolean gate, it was excluded debris through the combinations of 

fluorochromes, remotion of doublets a forward scatter area (FSC-A) versus forward scatter 

height (FSC-H) gate was used, and then cells were gated in function of time versus FSC-A to 

avoid a possible interference of flux interruptions. MAYV infection promoted an increase of 

myeloid cells in both infected-groups (FIG 5A and B). At day 1 PI, WT mice showed a reduction 

in the populations of dendritic cells (CD11c+MHCII+CD11b+) and resident macrophages 

(Ly6ClowF4/80+CD11b+) (FIG. 5 C and D). WT mice showed a response mainly characterized 

by monocytes/macrophages, which are suggested to be the main cell population involved in 

alphaviral pathogenesis (13). An increase in the number of inflammatory monocytes 

(Ly6ChighF4/80+CD11b+) was observed 7 days after inoculation of MAYV (FIG. 5E) and 

approximately 30% of these cells were CCR2+ monocytes (SI4). Finally, a 2-fold increase in 

the population of residents macrophages (Ly6ClowF4/80+CD11b+) and dendritic cells was 

observed at day 7 PI (FIG. 6C and D), suggesting that the infiltrating population of Ly6Chigh 

CCR2+ monocytes is differentiating into Ly6ClowCCR2+ macrophages and in a distinct subset 

of dendritic cells, MoDC (monocyte-derived dendritic cells) (CCR2+Ly6Chigh 

MHCII+CD11c+CD11b+). Interestingly, no significant increase in neutrophils was observed in 

WT animals after inoculation of MAYV (FIG. 5F). Finally, activation state of these myeloid 

cell populations was confirmed by an increase in the expression of the cell surface molecule 

CD80, on monocytes and dendritic cells (FIG. 5G-I). 

On the other hand, cellular responses of CCR2-/- mice were characterized by a reduced 

population of infiltrating inflammatory monocytes/macrophages, which was replaced by a 

significant increase in neutrophils, observed on days 1 and 7 after MAYV inoculation (FIG. 5E 

and F). Furthermore, activation status of these neutrophil population was confirmed by an 

increase in CD80 expression at day 7 PI (FIG. 5I). Finally, both infected-groups revealed an 

increased percentage of CD4+ and CD8+ lymphocytes at 7 days PI (SI6), while CCR2-/- mice 
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showed a higher percentage of CD4+ T cells in comparison to WT littermates. Accordingly, 

activation marker analysis showed an increased expression of CD69 and CD44 in CD4+ and 

CD8+ T cells in both infected-groups, while CCR2-/- mice showed higher expression of these 

molecules than WT mice (SI7). Interestingly, an increase in T cells expressing CD44+/CD62L+, 

a marker for memory cells, was observed exclusively in WT (SI7) mice. Indeed, T lymphocytes 

from WT mice expressing increased levels of CCR2 receptor were observed (SI6). 

Overall, these data show that during MAYV infection CCR2 receptor drives the influx 

and activation of monocytes to the site of infection, which negatively impacts the course and 

severity of the disease. Meanwhile, in the absence of the CCR2 receptor, a differential cellular 
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pattern of cell infiltration characterized by the presence of neutrophils occur and it is associated 

with an improvement in disease outcome observed in CCR2-/- mice. 

Response of macrophages, osteoclasts and osteoblasts against MAYV 

Bone homeostasis is the result of a balance between osteocyte signaling, osteoblastic bone 

formation, and osteoclastic bone resorption (35). To understand the mechanism by which 

MAYV causes bone loss, we investigated the susceptibility and response of macrophages, 

osteoclasts and osteoblasts after MAYV infection. Infection of primary culture WT and CCR2- 

/- macrophages (FIG 6A) with MAYV at MOI of 1 showed that although there was no productive 

infection or loss of viability (SI8), MAYV was able to modulate the production of cytokines by 

these cells. Macrophage response to infection resulted in IL-6 production only by WT cells at 

72h PI, while TNF was significantly detected in CCR2-/- cells (FIG 6B and C). Similarly, 

MAYV was unable to promote a productive infection in primary osteoclasts (RANKL-

differentiated) and did not affect the viability of these cells after infection (FIG 6D and SI8). 

However, results reveal that MAYV infection induced the production of TNF and IL- 6, two 

important pro osteoclastogenic mediators, in both WT and CCR2-/- osteoclast cultures. WT 

osteoclasts produced IL-6 and TNF cytokines from 48h PI on and CCR2-/- osteoclasts produced 

IL-6 and TNF from 72h PI on (FIG 6E and F). Such IL-6 and TNF production was significantly 

lower in CCR2-/- osteoclasts when compared to WT cells. To investigate the osteoblast response 

to infection, bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSCs) were isolated and 

followed differentiation protocol for 14 days. BMSCs isolated from WT mice, BMSCs from 

CCR2-/- animals were isolated to compare the response of these cells in vitro. After 14 days of 

differentiation, osteoblasts from WT mice were subjected to pharmacological blockade of the 

CCR2 receptor, the antagonist RS504393, 1 h before MAYV infection. Results showed that 

there was no productive MAYV infection in the cells WT and CCR2-/-, but a replication peak 

was observed at 24h in cells in which CCR2 was blocked (FIG. 6 G). Furthermore, absent loss 

of viability or reduced alkaline phosphatase activity was observed (SI8). Interestingly, IL-6 was 

produced exclusively by osteoblasts WT in response to MAYV infection (FIG. 6 H e I), which 

suggests that the cytokine IL-6 plays, along with TNF, an important role in the mechanism of 

bone loss induced by MAYV. Furthermore, these data demonstrate that CCR2 plays an essential 

role on osteoblasts responses upon MAYV infection. 

            Discussion 

MAYV is an emerging alphavirus in the American continent, that has great potential 

for urbanization and has recently become an important public health problem in Brazil (22). 
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MAYV, like RRV and CHIKV, is responsible for causing a highly debilitating musculoskeletal 

inflammatory disease, which includes polyarthralgia/polyarthritis and myalgia. The disease 

induced by arthritogenic alphaviruses is classified as an immunopathology (7, 23). 

Immunopathology is being increasingly recognized in many human viral diseases, such as 

dengue, zika, influenza and more recently in COVID19 (24–26). Therefore, the investigation 

of the immune response mechanisms that influence the pathogenesis of MAYV infection would 

allow to design better treatment strategies to limit inflammation and tissue damage driven by 

inflammation (7). The major findings of the present study can be summarized as follows: i. 

Infection of C57BL/6J mice induced an acute inflammatory disease, characterized by local 

edema, hypernociception, myositis, replication in target organs, production of several 

inflammatory mediators and bone resorption; ii) Absence of CCR2 receptor has a protective 

effect on MAYV infection, showed by signs of milder disease manifestation, reduced viral 

loads in several organs, less tissue damage and absence of bone loss; iii) The inflammatory 

profile of cell infiltrate of WT mice is predominantly composed by macrophages, whereas in 

CCR2-/- animals it has been replaced by neutrophils; iv) MAYV has the potential to modulate 

the intrinsic ability of osteoblasts, osteoclasts and macrophages to produce pro-inflammatory 

cytokines related with bone loss pathology (FIG 7).  

Molecular and cellular mechanisms associated to MAYV pathogenesis are poorly 

understood. From animal models and studies with patients, MAYV, CHIKV and RRV have 

been shown to induce a strong local pro-inflammatory response, characterized by the 

predominance of macrophages and the pro-inflammatory mediators such as IL-6, TNF, INF-γ 

and CCL2 (8, 13, 16, 27, 28). The CCL2-CCR2 axis has been proposed to be the main route 

responsible for the recruitment of monocytes and macrophages during alphaviral infections. 

Thus, studies on the role of monocytes/macrophages and CCL2-CCR2 axis in the infection by 

different arthritogenic alphaviruses would allow us to understand the interaction of alphaviruses 

with these factors, and thus elucidate the mechanisms associated with the development of a 

more severe disease (7). 

Our results show that infection of 4-week-old WT mice was characterized by MAYV 

replication and dissemination to various tissues, as well as induction of clinical disease signs, 

such as plantar edema and persistent articular hypernociception. These signs were accompanied 

by extensive inflammation of muscle tissue. These results are similar to those found in other 

animal models proposed for MAYV and other alphaviruses (13, 27, 29–31). Inflammatory 

response was characterized by local production of the chemokines CCL2 and CCL5, and the 
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cytokines IL-6 and TNF. Interestingly, we observed high levels of CCL2 systemically, and in 

other tissues such as the maxillae, muscle and spleen. Elevated levels of CCL5 chemokine have 

also been detected in the quadriceps muscle. These inflammatory mediators have been reported 

in other animal models for MAYV, as well as for CHIKV and RRV (8, 13, 27, 30, 32). 

Accordingly, patients with persistent arthralgia during MAYV infection, showed elevated 

levels of various inflammatory mediators, including the cytokine IL-6, which remained elevated 

for more than 12 months post-infection. The acute phase of the disease in these patients was 

marked by a high expression of CCL2, and remained elevated for months after infection (16). 

These mediators, which have been constantly reported in the serum of patients infected with 

different arthritogenic alphaviruses, indicate a common signature of the inflammatory response 

during infection with these viruses (6, 14, 16). Nevertheless, the role of each of these mediators 

in the pathogenesis of alphaviral diseases is not well established. CCL2 chemokine is important 

for the recruitment of monocytes/macrophages to the infection site, which are important cells 

in the development of myositis and arthritis (9, 10, 29). The cytokines IL-6 and TNF have been 

described as having an important role in tissue damage (30). In addition, CCL2 and the cytokine 

IL-6 have been associated with bone pathologies induced by CHIKV and RRV (11, 12, 33). 

In inflammatory rheumatic diseases, inflammation is considered the main mechanism 

responsible for bone loss, and these cytokines have already been described as having a 

centralrole in bone loss in RA and in infection with other alphaviruses (11, 12, 34). The 

occurrence of bone erosion, similar to that of rheumatoid arthritis (RA), has been reported in 

the joint of patients infected with CHIKV. Some studies in animal models for CHIKV and 

RRV, as well as in osteoblast cell culture, demonstrated that the inflammation induced in the 

bone microenvironment triggers osteoclast-mediated bone resorption (11, 12, 33). Chen et al. 

(11) showed that RRV infects osteoblasts and induces IL-6 production, which in turn lead to 

increased expression of CCL2, to changes in the RANKL: OPG ratio, and consequently bone 

loss. Blockade of IL-6 and CCL2 in animal models for RRV and CHIKV, was accompanied by 

a significant improvement in bone loss (9–12). In this work, we demonstrated that MAYV also 

has the potential to induce local and systemic bone loss. Thus, as observed for RRV and 

CHIKV, CCL2 is a key mediator in MAYV osteclastogenesis, given its significant increase in 

a systemic way in infected animals. Analysis of the expression of bone metabolism genes in the 

maxilla, revealed that MAYV infection induces osteosclast-mediated bone loss. This was 

evidenced by significant increase in the expression of cathepsin K, an enzyme produced by 

osteoclast, that catabolizes extracellular matrix molecules and forms the resorption lacune (35). 
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Periostin is a gene expressed mainly by osteoblasts and has been described as having an 

important role in tissue repair. Similar to what we observed for MAYV, increased levels of 

periostin expression have been described in an animal model for osteoarthritis (OA) (36). 

Chijimatsu et al. (37) reported that periostin was upregulated in the cartilage of patients with 

OA, and that it may amplify inflammatory events and accelerate OA pathology. The absence 

of an increase in RANKL expression may indicate that MAYV-induced osteoclastogenesis 

occurs by a mechanism independent on RANKL, in which inflammatory cytokines such as IL- 

6 or TNF can directly induce the formation of osteoclasts (38, 39). 

Arthritic disease is generally characterized by high levels of CCL2 and monocyte / 

macrophage infiltrates, and is also well described for alphaviral arthropathies. Given the 

important role of this CCL2/CCR2 pathway in the pathology of many diseases, many therapeutic 

agents targeting the chemokine CCL2 and the CCR2 receptor have been developed (21). 

Treatment of mice infected with RRV or CHIKV with bindarit, a drug that inhibits the 

production of CCL2, resulted in the improvement of rheumatic disease induced by these viruses 

(9, 10, 12). However, the absence of CCR2 has been controversial in different rheumatic 

diseases (20, 40). Infection of CCR2-/- mice with CHIKV showed a more severe, prolonged and 

erosive disease that was dominated by neutrophils, with viral replication and persistence not 

being significantly affected (21). Interestingly, we demonstrated that CCR2-/- mice infected by 

MAYV had a milder disease manifestation, with reduced viral loads in some tissues, fast 

recovery of articular hypernociception and absence of bone loss, when compared to WT 

littermates. Paw edema and the peak of the inflammatory process in CCR2-/- mice was delayed 

in relation to the WT animals. This delay can be explained by the scarcity of M2 macrophages 

(CCR2+ monocyte derivative) at the infection site, which are important cells for the resolution 

of inflammation and tissue regeneration. Poo et al. (21) demonstrated in their model of CCR2-/- 

mice for CHIKV a lower upregulation of M2 macrophage markers. Interestingly, as described 

for CHIKV, we observed a significant increase in CXCL-1 levels, accompanied by the 

replacement of an infiltrate of macrophages by neutrophils in the paw of CCR2-/- mice. The 

intense migration of CCR2+ monocytes to the infection sites in WT animals suggests that these 

cells play a central role in MAYV-mediated bone loss in these animals. Accordingly, this data 

is strongly confirmed by the protection against bone loss observed in knockout animals, where 

there is an
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intense reduction in the influx of CCR2+ monocytes. Furthermore, the decrease in the 

percentage of resident macrophages in both groups suggests that MAYV may be replicating in 

these cells, already described as an important target of replication and persistence in the target 

tissue for alphaviruses. This population in WT animals rapidly recovered within 7 days PI, as 

the infiltrating inflammatory monocytes transform into macrophages in the tissue. The presence 

of TCD4 + and TCD8 + lymphocytes was similar in both animals. 

Silencing data showed that reduction in CCL2 levels was associated with a partial 

improvement of clinical parameters, reinforcing the role of this pathway in the pathogenesis of 

MAYV. Furthermore, CCL2 silencing was also accompanied by a reduction in CCL5, CCL7 

and TNF expression levels. This indicates that in the inflammatory microenvironment of 

MAYV infection, CCL2 secretion upregulates TNF expression, and TNF in turn stimulates the 

expression of CCL2 and CCL5 (41). This can result in a positive feedback loop between CCL2 

and TNF. Nanki et al (42) demonstrated that TNF regulated the production of CCL2 and CCL5 

in fibroblast-like synoviocytes (FLS) from patients with RA (17, 42, 43). In addition, our data 

also showed that CCL2 silencing modulates the expression of CCL7, an important chemokine 

that regulates monocytosis via CCR2 and that is often co-induced with CCL2 (41, 44). 

However, treatment was not enough to improve tissue damage induced by MAYV and to reduce 

the inflammatory infiltrate, suggesting that probably other chemokines can induce the 

migration/accumulation of cells in the target tissue in a CCR2-independent manner (45, 46). 

Drevets et al. (47) demonstrated that IFN-γ is essential for influx of monocytes to the brain 

during systemic infection with virulent Listeria monocytogenes and was largely independent of 

a specific chemokine:receptor axis. Furthermore, the infection promoted an increase in the 

production of several chemokines involved in the recruitment of myeloid cells and this explains 

the normal influxes of Ly6Chigh monocytes in the brain in mice deficient for CCL2, CCR1, 

CCR5, CXCR3 or CX3CR1 (47). This shows the importance of investigating CCR2- 

independent myeloid cell migration pathways in the pathogenesis of MAYV and other 

arthritogenic alphaviruses. Interestingly, these data also show that hypernociception induced by 

MAYV infection is associated with the production of CCL2 and inflammatory cytokines such 

as TNF (48, 49). In accordance, Kwiatkowski and colleagues (49) showed that the CCL2 

chemokine plays a crucial role in the development of neuropathic pain in mice (49). This reveals 

that CCL2 is a promising therapeutic target for the clinical treatment of MAYV-induced pain. 

It has recently been shown that MAYV is capable of replicating in human osteoblasts (HOB), 

as well as in human chondrocytes (HC) and fibroblast-like synoviocytes (HFLS) (50). Many 
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studies have also shown that CHIKV and RRV also replicate in cells that are important for 

arthritis induced by these viruses (11, 33, 50). In primary culture of WT and CCR2-/- osteoclasts 

we observed that MAYV in MOI of 1 was not able to establish a productive infection in these 

cells, but induced a high production of IL-6 and TNF mainly in WT cells. TNF and IL-6 are 

considered the most potent osteoclastogenic cytokines and play a central role in the 

pathogenesis of RA (51). These cytokines can stimulate osteoclastogenesis in two ways, by a 

mechanism independent on RANKL or indirectly by increasing the expression of RANKL and 

RANK, in osteoblasts and osteoclast precursors, respectively (38, 52). Thus, according to in 

vivo and cell culture data, we suggest that the bone loss observed in WT animals may be caused 

by the direct action of TNF or IL-6, which is capable of inducing osteoclast formation and local 

osteolysis. Infection of WT and CCR2-/- macrophages resulted in the production of IL-6 and 

TNF, respectively. Infection of BMSCs isolated from 14 d.p.d. WT and CCR2-/- animals 

andWT osteoblasts with pharmacologically blocked CCR2 demonstrated that MAYV infection 

did not affect osteogenic activity of these cells, unlike what was observed by Roy et al. (53), in 

that CHIKV reduced ALP activity in 9 d.p.d. infected osteoblasts. IL-6 production was induced 

by MAYV in WT Osteoblasts. However, in pharmacologically blocked CCR2 or CCR2-/- cells, 

there was no production of IL-6. Taken together, these data show the importance of IL-6 

production by osteoblasts in the bone microenvironment to promote deregulation of 

homeostasis in bone tissue, as a consequence of MAYV infection. 

Overall, our results demonstrate that the absence of CCL2/CCR2 signaling minimized 

the disease induced by MAYV and mitigated MAYV-driven bone loss. In this way, we were 

able to demonstrate one of the mechanisms underlying MAYV-induced bone pathology and 

consequently the role played by CCL2/CCR2 axis as a potent therapeutic target. 
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Materials and Methods 

Cells, virus and titration 

Mayaro virus strain is a human isolate from Peru (in 2001) obtained from the World Reference 

Center for Emerging Viruses and Arboviruses at the University of Texas Medical Branch. 

MAYV stocks were produced on Vero cells CCL-81 from BCRJ (African green monkey kidney 

cell line). Briefly, Vero cells were grown in Dulbecco’s Modifed Eagle’s Medium-DMEM 

medium (Cultilab, Brazil) supplemented with 10% inactivated fetal bovine serum (FBS; 

Cultilab, Brazil) and 1% Penicillin/Steptamycin/Glutamine (GIBCO), and kept in a humidified 

incubator at 37ºC with 5% CO2 atmosphere for 4 days. Cell supernatant was collected, 

centrifuged (2000rpm for 10 min) and then concentrated using a Vivacell 100 centrifugal 

concentrator (Sartorius). MAYV titration was performed as described in Mota & Costa 2020. 

Briefly, Vero cells were plated in 24-well plates and infected with 10-fold serial dilutions. Plates 

were incubated for 72 hours (37ºC with 5% CO2 atmosphere), and then fixed with 10% 

formaldehyde and stained with 1% violet crystal. Plaques were counted by eye. 

Ethical Statement 

This study was carried out in strict accordance with the Brazilian Government’s ethical and 

animal experiments regulations (Law 11794/2008). The experimental protocol was approved 

by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of the Universidade Federal de Minas 

Gerais (CEUA/UFMG, Protocol Number 160/2018). All surgeries were performed under 

ketamine/xylazine anesthesia, and all efforts were made to minimize animal suffering. 

Infection of animals 

Four-week-old male C57BL/6J mice (wild-type - WT) were obtained from the Biotério Central 

of the Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG. Mice deficient for the CCR2 receptor 

(CCR2-/-) were obtained from the Biotério de Imunofarmacologia of UFMG. WT and CCR2-/- 

mice were infected on the right footpad with 1x106 PFU of MAYV, with a final volume of 30μl. 

Mock-infected mice received 30μl of C6/26 cell culture supernatant. 

Evaluation of disease parameters 

Mice were observed up to 21 days after infection. During this period, every 24 hours, mice were 

evaluated for signs of disease, such as weight loss, piloerection and paw edema. Paw edema 

was quantified with the aid of a caliper and measurements were performed on the infected paw, 

at times points 0, 1, 3, 5, 7, 10, 14 and 21 days after infection. 

Hypernociception assessment by a modified electronic pressure-meter test von Frey 

method 
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Hypernociception was assessed as described by Costa et al., 2012. Briefly, mice were placed in 

acrylic boxes with a non-malleable wire floor for 15 minutes for acclimatization. Then, with the 

aid of a pressure transducer adapted to a standard large (0.5 mm2) polypropylene tip (INSIGTH 

Instruments, Ribeirao Preto, SP, Brazil), an increasing pressure was exerted to the right hindpaw 

of MOCK or MAYV infected mice until induce the flexion of the knee joint, followed by paw 

withdraw. Upon the flexion-elicited withdrawal threshold, the intensity of the pressure was 

automatically recorded. Two measurements were performed per each animal at each time 

analyzed and the median was used. Baseline measurements of all groups were initially 

performed before infection, and the remaining measurements were taken 1, 3, 7, 14, 21 and 28 

days post-infection. 

ELISA assay 

To assess the profile of cytokines and chemokines during infection, plasma and tissues of 

interest were collected at different post-infection times and assessed by ELISA using 

commercially available antibodies and according to the procedures supplied by the 

manufacturer (R&D Systems, Minneapolis). All samples were stored at -20ºC until processing. 

Tissues were macerated in cytokine buffer, centrifuged at 10,000 rpm for 10min at 4°C. The 

supernatant was collected and stored until the ELISA was performed. Results are expressed as 

pg/mL or pg/100 mg of tissue. The detection limit of the ELISA assays was in the range of 4– 

8 pg/ml. 

Micro-CT analysis 

After euthanasia, mice right hind paw and maxilla were removed, fixed in 10% formaldehyde 

and then transferred to 70% alcohol, where they were kept until analysis in the micro-CT. 

Samples were scanned on a compact desktop micro-CT scanner (SkyScan 1174, Bruker micro- 

CT, Belgium) operating at 50 kV of source voltage, 800 µA source current, 14.59 µm pixel size 

and a 0.5mm Al filter. Samples were attached to a stage that rotated 180° with images acquired 

every 0.7°. The acquired shadow projections (16-bit TIFF format) were further reconstructed 

into 2D slices using the NRecon software interface. 3D analyses were performed on SkyScan 

CTAn tool, and 3D models were observed SkyScan CTVol interface. 

Histopathological analysis 

After euthanasia, tissues of interest were removed and fixed in 10% formaldehyde. For analysis 

of ankle joint, samples were decalcified in 10% EDTA, pH 7.0. Then tissues were embedded in 

paraffin, and sections of 5μm were performed. Analysis of tissue damage and inflammatory 

infiltrate were performed on stained hematoxylin and eosin (H & E) slides. To assess 
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osteoclastogenesis, selected slides from the ankle and knee joints were stained for tartrate- 

resistant acid phosphatase (TRAP; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA) and counterstained 

with hematoxylin according to the manufacturer's instructions. 

Footpad cell isolation 

Footpad and ankle joint from control and MAYV infected mice, were collected at 1 and 7 days 

post-infection. For isolation of cells from the plantar pad and ankle, tissues were removed and 

placed in 1 mL of digestion medium containing Collagenase VIII (1 mg / mL; Sigma-Aldrich) 

in complete DMEM medium. Tissues were kept for 1h in the water bath at 37ºC. Then, the 

digested tissues were deposited in 40μm cell strainer and were added 3 ml complete DMEM 

medium. Digested tissues were macerated against the cell strainer with a 3mL syringe plunger, 

making circular movements to release the largest number of cells in the medium. Cells were 

then centrifuged at 1,200 rpm for 10 minutes at 4ºC, and resuspended in 1mL of complete 

medium. Cell viability was assessed with Trypan Blue. 

Phenotyping of leukocytes 

Cells from lymph node and paw were plated on a 96-well plate with a U-shaped bottom to 

perform staining. First, the plate was centrifuged at 2,000 rpm for 10 min at 4ºC to remove 

medium. Cells were resuspended in 20μl of Fc-blocker (BD Bioscienses) for 15 minutes. 

Staining was performed using fluorescently conjugated antibodies anti-CD3, -CD4, -CD8, - 

CD69, -CD44, -CD62L, -CCR2, -CD11c, -F4/80, -CD11b, -Ly6G, -Ly6C, -MHCII, -CD80, for 

30 min. Then, 200 μl of 1% BSA was added and the cells were centrifuged to remove antibody 

excess. Cells were resuspended in 200 μl of 1% BSA and the data was acquired using a BD 

FACS CANTO II and analysis performed using the FlowJo software. 

Cell culture 

For primary osteoblast, osteoclast and macrophages cultures, bone marrow cells derived from 

WT and CCR2-/- mice were isolated and kept in culture for growth, in α-MEM medium with 

10% SBF at 37ºC and 5% CO2. For osteoblast culture the cells were then plated into 96 or 24- 

well plates, and differentiation was induced with osteogenic medium (α-MEM medium 10% 

plus 100µM ascorbic acid and 1.8nM potassium phosphate – KH2PO4) for 14 days. To evaluate 

the effect of blocking CCR2 in osteoblast culture, cells were treated 1h before infection with 

the antagonist RS504393 (300nM per well). Every two days the medium was replaced with new 

medium. After differentiation, cells were infected with MAYV and cell supernatant collected 

at different times points post-infection. Several analyzes were performed, including viral 

titration, ELISA, cell viability (MTT) and alkaline phosphatase labeling. For macrophages 
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culture the cells were then plated into 96, and differentiation was induced with 50ng/ml of M- 

CSF for 3 days. After differentiation, cells were infected with MAYV and cell supernatant 

collected at different times points post-infection for analysis. For osteoclast culture the cells 

were then plated into 96, and differentiation was induced with with 50ng/ml of M-CSF and 

50ng/ml of RANKL for 5 days. 

In vivo silencing of the CCL2 chemokine with siRNA 

Nanoparticles carrying siRNA-MCP1 (NP-siRNA-CCL2) were synthesized according to 

Krohn-Grimberghe et al (2020). For the silencing of the CCL2 chemokine, 4-week-old animalsof 

the C57BL/6J strain were divided into 3 experimental groups: i) sham: received only PBS;ii) 

MAYV: infected only and iii) MAYV+SiRNA: infected and treated. The animals in the treated 

group received 1mg/kg intravenously. The treatment strategy included a pre-treatment for 3 

days, every 24h, before infection and post-infection treatments on days 2 and 5. After infection, 

the animals were evaluated for disease parameters, such as edema and hypernociception at 

defined time points. On day 7 PI, the animals were sacrificed and the tissues of interest were 

removed for the following analyses, viral load, histology, ELISA, flow cytometry and gene 

expression 

Reverse transcription and Real Time PCR (RT-qPCR) analysis 

WT mice were infected and after euthanasia maxillae and ankle joints were removed and stored 

at -80ºC until processing. For total RNA extraction, samples were first mashed in liquid nitrogen 

and followed by Trizol extraction according to the manufacturer's instructions. The reverse 

transcription was performed with random primers and following the guidelines of iScript cDNA 

Synthesis Kit- Bio-Rad. The real time PCR reaction was performed as follows: 2 µl of RT 

product (50ng concentration), 1 µl of each primer, 5 µl of Syber Green (qPCR Master Mix - 

Bio-Rad) and 2 µl of water. The conditions for PCR were as follows: 95 C – 2 min, followed 

by 40 cycles of 95 C – 15 s; 60 C – 1 min, and 72 C – 20 s. The efficiency/slope obtained values 

of all investigated genes were close to the optimal values required for the 2(-Delta Ct) analysis 

(54). Ct values were recorded for each gene and the results regarding the genes of interest were 

normalized to the results obtained with the internal control gene, Gapdh. The CT values were 

calculated and the results were expressed as fold increase, as described by Livak and Schmittgen 

(55). The sequences of the primers used in the reactions are in Table 1 (SI9). 

Statistical analysis 

All analyzes were performed using the GraphPad PRISM software 6.0 (GraphPad Software, 

USA). Results with a p <0.05 were considered significant. Differences were compared using 
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analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple comparisons test or Unpaired t 

test. 
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Figure 1 

 

 
 
 
 
 

 
Figure 4. MAYV-induced disease in C57BL/6J mice. 4-week-old mice were infected through the rear right footpad with 30µl 

containing 106 PFU or were mock infected with C6/36 cells supernant. (A) Edema measurements was performed in the infected paw 
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(right paw) with the aid of a caliper. Statistics were performed with Unpaired t test (P value < 0,05). (B) Hypernociception threshold 

assessment was performed using the adapted von Frey method. Statistics were performed with two-way ANOVA, Bonferroni’s 

multiple comparisons test (P value< 0,05). (C) Histological score. Absent (0); Mild (1 and 2); Moderate (3 and 4); Intense (5 and 6) and 

Very intense (7). Statistics were performed with one-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons (P value < 0,05). At days 3, 7, 14 and 

21 p.i. mice were euthanized and ankle tissues removed, paraffin embedded and 5 µm sections were generated and stained with HE. 

The D panel shows negative control (i and ii); MAYV infection at day 3PI (iii and iv); MAYV infection at day 7PI (v and vi); MAYV infection 

at day 14PI (vii and viii); MAYV infection at day 21PI (ix and x). (E and F) At days 1, 3, 5 and 7 PI the serum and tissues of interest were 

harvested, homogenized and and the amount of infectious virus was determined by plaque assay on Vero cells Images i, iii, v, vii and 

ix (100X magnification, 400 μm bar); images ii, iv, vi, viii and x (400X magnification, 100 μm bar). Analisys are representative of at 

least five mice per group. 



 

134 

 

Figure 2 
 

 

 
Figure 5. MAYV induces the production of local and systemic inflammatory mediators in C57BL6J mice. The local cytokine 
profile was characterized by an initial increase in the levels of chemokines CCL2 (A) and CCL5 (B), followed by the production 
of inflammatory cytokines IL-6 (C) and TNF (D). Analysis of the profile of systemic inflammatory mediators detected the 
presence of CCL2 chemokines in different tissues, such as maxillae (E), muscle (F), spleen and serum (H), and CCL5 in muscle 
(I). Statistics were performed with one-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test (P value < 0,05). Analisys are 
representative of at least four mice per group. 
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Figure 3 

 

 
Figure 3. MAYV Infection of CCR2-/- mice. 4-week old mice WT and CCR2-/- (C57BL6 background) were infected via the 

rear right footpad with 106 PFU of MAYV. Mock group was inoculated withC6/36 supernatant. (A) Plantar edema 

measurement. (B) Measurement of the hypernociception threshold. Statistics were performed with two-way ANOVA, Tukey’s 

multiple comparisons test (P value < 0,05) (C and D). At 1, 3 and 7 days PI serum and tissues of interest were harvested, 

homogenized and and the amount of infectious virus determined by plaque assay on Vero cells. (E) Histological score. Statistics 

were performed with one-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test (P value < 0,05). At 3, 7, 14 and 21 days PI mice 

were sacrificed and ankle tissues removed, paraffin embedded and 5 µm sections were generated and stained with HE. (E-I) 

Panels show WT negative control (E) and MAYV infection at 3 (F), 7 (G), 14 (H) and 21 (I) days PI. Corresponding endpoints are 

shown for CCR2-/- samples (J-N). The kinetics of inflammatory mediators in the animals' paws were performed on days 3, 7 and 

14 PI, with CCL3 (P), CCL5 (Q), TNF (R), CCL2 (S) and CXCL1 (T) being detected. Images E-N (400X magnification, 100 μm bar). 

Analysis are representative of at least five mice per group. 
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Figure 4 

 

Figure 4. CCR2 - / - mice are resistant to bone resorption induced by MAYV. 4-week old mice WT and CCR2 - / - (C57BL6 

background) were infected via the rear right footpad with 106 PFU od MAYV. Mock group was inoculated withC6/36 cell 

supernatant. At days 14 and 21 PI animals were sacrificed, and tibia and maxilla removed for microCT analysis. (A) Trabecular 

bone volume fraction, (B) Trabecular thickness, (C) Porosity in the tibia. Red box: region of analysis. (D) Trabecular bone 

volume fraction, (E) Trabecular thickness, (F) Porosity in the jaw. (G) 2D reconstruction of the distal tibia and maxillae. Red 

arrow: bone loss.Statistics were performed with one-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test (P value <0,05). Analisys 

are representative of at least five mice per group. 
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Figure 5 

 

 
Figure 5. Profile of immune cells in the paw of MAYV- infected WT and CCR2-/- mice. Flow cytometry analysis of 

immune cells isolated from the hindpaw of animals infected with MAYV at days 1 and 7 PI. (A) Panel shows gating strategy to 

define the population of myeloid cells from the single cells. (B) Increase of CD11b+- cells at 7 days PI in WT and CCR2-/- animals. 

(C) Percentage of dendritic cells. (D) Percentage of inflammatory monocytes. (E) Percentage of residents macrophages. (F) 

Percentage of neutrophils. (G) Percentage of dendritic cells expressing CD80. (H) Percentage of inflammatory monocytes 

expressing CD80. (I) Percentage of neutrophils expressing CD80. Statistics were performed with two-way ANOVA, Tukey’s 

multiple comparisons test (P value < 0,05). Analisys are representative of at least four mice per group. 

 
 
 
 

 
Figure 6. 
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Figure 6. In vitro infection of macrophages, osteoclast and osteoblasts by MAYV. MAYV titration in primary 

macrophages (A). Quantification of IL-6 (B) and TNF (C) levels in the macrophage culture supernatant. MAYV titration in 

primary osteoclasts (D). Quantification of IL-6 (E) and TNF (F) levels in the osteoclast culture supernatant. MAYV titration in 

the primary culture of osteoblasts from WT, CCR2-/- and CCR2 block with RS504393, differentiated for 14 days (G). 

Quantification of IL-6 in the osteoblast culture (H and I). Statistics were performed with two-way ANOVA, Tukey’s multiple 

comparisons test (P value <0,05). 
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Figure 7. 
 

Figure 7. Mechanism involved in osteoclathogenesis induced by MAYV. MAYV infection induces a robust 
inflammatory response at an infection site in WT and CCR2-/- animals, mediated by different pro- 
inflammatory cytokines and chemokines. This inflammatory process is responsible for tissue damage 
and also for bone loss. The absence of bone loss in CCR2-/- animals showed that CCR2/CCL2 signaling is 
essential for the migration of macrophages to the infection site. The inflammatory microenvironment 
indiced by MAYV in different cells, promoved the differentiation of macrophages in osteoclasts by a 
mechanism probably independent of RANKL. It is suggested that direct action of the cytokines IL-6 and 
TNF are able to support the formation of new osteoclasts. The increase in osteoclasts and their activity 
promotes bone loss. The role of T cells in bone loss from MAYV has not been investigated in this work. 
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Figure SI1. CCL2 chemokine silencing in C57BL6 mice with SiRNA. 4-week old mice were treated for 3 days before infection 
with SiMCP1 and on days 2 and 5 post-infection. Animals were infected via the rear right footpad with 106 PFU or were 
mock infected with C6/36 cells supernant. (A) Experimental design. (B) Edema measurements was performed in the 
infected paw (right paw) with the aid of a caliper on days 2 and 5 post-infection. (C) Hypernociception threshold assessment 
was performed using the von Frey method. (D) Serum CCL2 levels on days -3 (before to infection) and on days 1 and 7 post- 
infection. qRT-PCR analysis of the relative expression of the chemokines ccl2 (E), ccl5 (F) and cytokines Il-6 (G), Tnf (H) and 
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ccl7 (I) in the paw. At day 7 p.i. mice were sacrificed and ankle tissues were removed, paraffin embedded and 5 
µm sections were generated and stained with HE. The panel shows negative control (J and M), animals infected 
with MAYV (K and N) animals infected and treated with SiMCP1 (L and O). (P) Histological score. 
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Figure SI2. Effect of treatment with SiMCP1 on the behavior of myeloid cells in bone marrow and spleen in mice 

infected with MAYV. 4-week old mice were treated for 3 days before infection with SiMCP1 and on days 2 and 5 post- 

infection. Animals were infected via the rear right footpad with 106 PFU or were mock infected with C6/36 cells 

supernant (A and E) Percentage of residents macrophages. (B and F) Percentage of inflammatory monocytes. (C) and 

G) Percentage of neutrophils. (D and H) Percentage of dendritic cells. Statistics were performed with two-way ANOVA, 

Tukey’s multiple comparisons test (P value < 0,05). Analisys are representative of at least five mice per group. 
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Figure SI3. MAYV infection affects the trabecular bone. Analysis of the percentage of trabeculae in mock- and MAY-infected 
WT mice. The counting of the percentual area of trabeculae was performed in tibial paraffin sessions were stained with 
Masson’s trichrome stain at day 21 after infection using the ImageJ program (A). Statistics were performed with using 
Student t test, Representative images from three to five mice per group are shown. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figure SI4. Labeling of trap+ cells in the tibia and maxilla of mice infected with MAYV. (A) Tibia. (B) 
Maxilla. Statistics were performed with one-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test and 
Unpaired t test (P value < 0,05). 
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Figure SI5. Analysis of bone metabolism gene expression in the maxilla of mice infected with 
MAYV. qRT-PCR analysis was performed by the relative expression of the genes of interest in relation to 
the housekeep GHPDH. (A) Cathepsin K. (B) Periostin. Statistics were performed with one-way ANOVA, 
Tukey’s multiple comparisons test and Unpaired t test (P value < 0,05). Analyses are representative of at 
least five mice per group. 

 
 
 
 

 

 
Figure SI6. Profile of myeloid immune cells in the paw of MAYV- infected WT mice expressing CCR2. Flow cytometry analysis 
of immune cells isolated from the hindpaw of animals infected with MAYV at days 1 and 7 PI. (A) Percentage of dendritic 
cells expressing CCR2. (B) Percentage Inflammatory monocyte expressing CCR2. (C) Percentage of macrophages expressing 
CCR2. (D) Percentage of CD4+ T cells expressing CCR2. (F) Percentage of CD8+ T cells expressing CCR2. Statistics were 
performed with two-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test (P value <0,05). Analisys are representative of at least 
four mice per group.
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Figure SI7. Profile of lymphoid immune cells in the paw of MAYV- infected WT and CCR2-/- mice. Flow cytometry analysis of 
immune cells isolated from the hindpaw of animals infected with MAYV at days 1 and 7 PI. (A) Panel shows gating strategy to 
define the population of lymphoid cells from the single cells. (B) CD3+ cells population. (C) CD4+T cells population. (D) CD8+ T 
cells population. (E) Percentage of CD4+T cells expressing CD69. (F) Percentage of CD4+T cells expressing CD44. (G) Percentage 
of CD4+T cells expressing CD44/CD62L. (H) Percentage of CD8+T cells expressing CD69. (I) Percentage of CD8+T cells expressing 
CD44. (J) Percentage of CD4+T cells expressing CD44/CD62L. Statistics were performed with two-way ANOVA, Tukey’s multiple 
comparisons test (P value <0,05). Analisys are representative of at least four mice per group. 
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Figure SI8. Cell viability analysis in primary cultures of macrophages, osteoclasts and osteoblasts. After culture 
infection, cell viability was evaluated with MTT at different post-infection time points. (A) Cell viability of primary 
culture of WT and CCR2-/- osteoclasts. (B) Cell viability of primary culture of WT and CCR2-/- macrophages. (C) 
Alkaline phosphatase activity in osteoblast culture. (D) Cell viability of primary culture of WT osteoblasts after 14 
days of differentiation infected with CHIKV (MOI1) e MAYV (MOI1). (E) Cell viability of primary culture of CCR2-/- 

osteoblasts after 14 days of differentiation infected with CHIKV (MOI1) e MAYV (MOI1). (F) Cell viability of primary 
culture of osteoblasts (CCR2 block with RS504393) after 14 days of differentiation infected with CHIKV (MOI1) e 
MAYV (MOI1). Statistics were performed with two-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test (P value <0,05). 
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SI9Table 1. Primers sequences 
 

Primer Sequence 

GAPDH F5'ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA3' 

R5'CTCCCTTCGATCCTACAGTAATG3’ 

Cathepsin K F5'CTCCCTTCGATCCTACAGTAATG3' 

R5'TCAGAGTCAATGCCTCCGTTC3' 

Periostin F5'AAACCTCAGCAGGCGCTT3' 

R5'CCCCTGGATTACCCTTGAGAA3' 

PPIA F5’CAAACAAACGGTTCCCAG3’ 

R5’TTCACCTTCCCAAAGACCAC3’ 

RPS18 F:5’TAGCCTTTGCCATCACTGCC3’ 
R:5’CATGAGCATATCTCCGGCCC3’ 

CCL7 F:5’TGGGAAGCTGTTATCTTCAAHACA3’ 
R:5’CTCGACCCACTTCTGATGGG3’ 

CCL2 F5’-TAAAAACCTGGATCGGAACCAAA-3’ 
R5’-GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT-3’ 

TNF F5’-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3’ 
R5’-GCTACGACGTGGGCTACAG-3’ 

IL-6 F5’-CCCTCACACTCAGATCATCTTCT-3’ 
R5’-GCTACGACGTGGGCTACAG-3’ 

CCL5 F5’-CAAGTGCTCCAATCTTGCAGTC-3’ 
R5’-TCCTCTGGGTTGGCACACAC-3’ 
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