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RESUMO

A febre Chikungunya € uma doenca viral que tem como agente
etiolégico o Chikungunya virus (CHIKV) e é transmitida principalmente pelos
mosquitos Aedes aegypti e A. albopictus. As principais manifestacdes clinicas
da doenca incluem febre, cefaleia, erupcdes cutaneas eritematosas e
maculopapulares, dor nas costas, mialgia e artralgia simétrica de carater
bifasico, que na maioria das vezes evolui para cronica. Até o momento, ndo ha
tratamento antiviral especifico ou vacina disponivel para o tratamento da febre
chikungunya. O desenvolvimento de modelos que permitam estudar a interacéo
entre o virus e o seu hospedeiro poderdo servir de base para o entendimento
de fatores associados com a doencga, assim como servirdo para testes de

novas terapias antivirais e/ou anti-doenca.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi implementar um modelo de
infeccdo pelo CHIKV em camundongos imunocompetentes a fim de estudar a
patogénese da doenca e identificar possiveis alvos terapéuticos. Foram
utilizados camundongos selvagens (WT) da linhagem C57BL/6j infectados pelo
CHIKV e seus respectivos controles ndo infectados. Foi realizada uma cinética
de infeccdo (1, 3, 7 e 14 dias) ap0s a inoculacédo intraplantar do CHIKV e
diversos parametros foram avaliados. Nossos resultados demonstram que a
infeccdo pelo CHIKV em camundongos de 4 semanas induziu marcante
leucopenia, principalmente de linfécitos, em relagdo aos camundongos
controles néo infectados. Observamos também uma maior resposta
inflamatéria frente a infeccdo, demonstrada por um maior recrutamento de
neutrofilos para os sitios de infeccdo, aumento na producédo de diversos
mediadores inflamatdrios, citocinas (TNFa e IL-6) e quimiocinas (CCL2, CCL3,
CCL4, CLL5, CXCL-2 e CXCL-9) e elevada carga viral no coxim plantar,
linfonodo popliteo, quadriceps e bago dos animais. Os camundongos
apresentaram hipernocicepcao articular inflamatoria prolongada, bem como
demonstraram alteracdo sensitiva em resposta a um estimulo nociceptivo
térmico. Ainda, demonstramos alterac6es histopatolégicas importantes nas
articulagdes do tornozelo e joelho, mesmo sem haver aumento de perda 6ssea

ou alteracbes na funcdo motora. Além disso, n0s demonstramos, através da
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utilizacdo de camundongos deficientes para o receptor de IFN (IFNRa/B), que
0 curso da doenca induzida pela infeccdo pelo CHIKV é muito mais grave e
esta associado a elevada taxa de mortalidade e a um agravamento de todos os
parametros clinicos e inflamatorios descritos anteriormente. De maneira geral,
nés desenvolvemos um modelo experimental em camundongos WT jovens que
mimetiza grande parte parametros da doenga induzida pelo CHIKV em
humanos. Ainda, demonstramos o0 papel protetor crucial exercido pelos
interferons do tipo | (IFNa e IFNB) na resposta do hospedeiro frente a infecgéo.
Estes modelos contribuirdo para a elucidacdo de futuros mecanismos
associados a patogénese da interacdo CHIKV-hospedeiro e no

desenvolvimento de novos potenciais terapéuticos antivirais e anti-doenca.
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ABSTRACT

Chikungunya fever is an infectious viral disease that has as etiological
agent the Chikungunya virus (CHIKV), and is mainly transmitted by the
mosquitoes Aedes aegypti and A. albopictus. The most important clinical signs
of disease include fever, headache, erythematous and maculopapular rash,
back pain, myalgia, and symmetrical biphasic arthralgia, which in majority of
cases evolve to chronic. Until now, there is no specific antiviral treatment or
vaccine available to the treatment of chikungunya fever. The development of
models to study the interaction between the virus and its host may be used as a
basis for understanding factors associated with the disease, as well as for

testing new antiviral and/or anti-disease therapies

In this context, the aim of this work was to implement a model of CHIKV
infection in immunocompetent mice in order to study the pathogenesis of the
disease and to identify possible therapeutic targets. Wild-type (WT) mice of the
C57BL/6} lineage were infected with CHIKV and their respective uninfected
controls were also used. An infection kinetics (1, 3, 7 and 14 days) was
performed after CHIKV inoculation and several parameters were evaluated. Our
results shows that CHIKV infection in 4 weeks old mice induced strong
leukopenia, predominantly composed of lymphocytes, in comparison to
uninfected control mice. In addition, we observed a higher inflammatory
response to infection, as demonstrated by an increased recruitment of
neutrophils and macrophages to the sites of infection, increased production of
several inflammatory mediators, such as the cytokines (TNFa and IL-6) and
chemokines (CCL2, CCL3, CCL4, CLL5, CXCL-2 and CXCL-9) and elevated
titers of viable viral loads in the rear foot pad, popliteal lymph node, quadriceps
and spleen of CHIKV infected mice. Furthermore, these mice showed a
sensitive alteration in response to a nociceptive stimulus (hot plate test),
inflammatory articular hypernociception, and important histopathological
changes in the ankle and knee joints, even without occurrence of bone loss or
changes in motor function. Finally, the role type | interferons (IFNa and IFNB)
during CHIKV infection was evaluated. We have demonstrated, through the use

of mice deficient to this receptor (IFNa/BR-/-), that the course of the disease
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induced by CHIKYV infection is much more severe and is associated with a high
mortality rate and a worsening of all clinical and inflammatory parameters
described above. Overall, those results demonstrate the development of an
experimental model in young WT mice that mimics a great number of
parameters of CHIKV-induced disease in humans. Furthermore, we
demonstrate the crucial protective role of type | interferons (IFNa and IFNB) in
the host's response to the infection. Those models will contribute in the future to
the elucidation of mechanisms associated with the pathogenesis of the CHIKV-
host interactions and to the development of new antiviral and anti-disease

therapeutic potentials.

18



SUMARIO

1.

REVISAO DA LITERATURA ... 20
1.1. HISTORICO DA TRANSMISSAO DO CHIKUNGUNYA VIRUS (CHIKV)
NO MUNDO E EPIDEMIOLOGIA ... 20
1.2, TRANSMISSAO .....ooiiiiieceecieeeee ettt 22
1.3, APARTICULA VIRAL ....oooviiiiteeeeceeeeeeeeee et 23

1.3.1. Estrutura e organizacdo do genoma viral ...........cccccccceieiieeeeeennnnns 23

1.3.2. Ciclo de replicag@o Viral.........cccccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 25
1.4. A FEBRE CHIKUNGUNHA (CHIKF) ..ooviiiiieiiiiiiiiiiiieeee e 27

1.4.1. Manifestagfes ClNICAS. ........ccueeriiiiiiiiiiiiiee e 27

1.4.2.  IMUNOPAIOGENESE .. .. e eeeeeeeeeeiiee e e et e e e e e e e e e e e eeannes 29

1.4.3. Diagnostico, tratamento € PrevenGao .........coevvevvvvieeeeeeeeeeniiiinee 33

JUSTIFICATIVA et r e e e e e e e e e 34

OBUIETIVOS ..ot e e e e e et e e e e e eaas 36
3.1, OBJIETIVO GERAL ...ttt 36
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ceiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 36

METODOLOGIA ...t e e e e e e e e eaneees 38
4.1, ANIMALS L. e 38
8.2, VIRUS ..ottt 38
4.3. PROPAGACAO E CONCENTRACAO DO VIRUS......ccceeveereeeee. 38
4.4. ESQUEMAS DOS PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS ........ccooveinnnnee. 39

4.4.1. Topico 1 — Definir o inéculo viral a ser utilizado no modelo

EXPEMHMENTAL ..ot e 39

4.4.2. Topico 2 — Caracterizar os parametros de doenca e a resposta

inflamatéria em camundongos selvagens da linhagem C57BL/6j infectados

PEIO CHIKYV .o 40

4.4.3. Topico 3 — Avaliar a participacdo do receptor de Interferons do tipo

| (IFNa/BR) na patogénese da infecgdo causada pelo CHIKV................... 42
4.5, DETERMINAQAO DA CARGA VIRAL ..., 43
4.6. MEDIDA DO EDEMA PLANTAR ......ciiieeeeee et 44
4.7. MEDIDA DA HIPERNOCICEPCAO ARTICULAR INFLAMATORIA.... 45
4.8. ANALISE HEMATOLOGICA .....coiiiiiieiiieiee et 46

4.9. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS ...47

19



4.10. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE ANTICORPOS ESPECIFICOS

IAM € IGG e 48
4.11. DETECCAO INDIRETA DE NEUTROFILOS (MPO)......c.cccveuene.. 48
4.12. DETECCAO INDIRETA DE MACROFAGOS (NAG)........cccoeevrennn. 49
4.13. AVALIACAO DOS NIVEIS DA TRANSAMINASE HEPATICA ALT.. 50
4.14.  ANALISE HISTOPATOLOGICA.......cotiiriiieieieieieeeee e, 50
4.15. TESTES COMPORTAMENTAIS ..ot 51
4.15.1. RO RO .....ciiiiiii e 51
4.15.2.  Placa QUENTE .......coovviiiiiii et 52
4.15.3.  Campo @DErt0.........uuuiiiiiiiiiiiii 52
4.16.  ANALISE ESTATISTICA ...ooiiieiieeeeee ettt 53
RESULTADOS ...t e e e e e e e e e eae e e eaneees 54
5.1. TOPICO 1 — Definir o melhor indculo viral a ser utilizado no modelo
EXPEMHMENTAL ... .uuiie e e e e e e e e eaana 54

5.2. TOPICO 2 — Caracterizar os parametros de doenca e resposta
inflamato6ria em camundongos adultos selvagens da linhagem C57BL/6j .... 55

5.2.1. A infecgéo i.pl. pelo CHIKV n&o induz perda de peso corporal e
edema de pata N0S CAMUNUAONGOS. .....uuvrururriiriiiiiriiiiiiiiieieiiieeeeeeeeeeeeeeeeaeae 55

5.2.2. Os camundongos infectados pelo CHIKV ndo desenvolvem
alteracdes hematologicas significativas. ..........cccoeeevviviiiiiiiiieeeeeeen, 56

5.2.3. Os camundongos infectados pelo CHIKV ndo apresentam carga
viral viavel detectada no soro, baco e LNP. .........ccccccciiiiiiiiiiiiiiicic e, 57

5.2.4. A infeccdo pelo CHIKV induz aumento do recrutamento de
neutréfilos no quadriceps, mas ndo no baco e no figado dos
(o= 1410 oo (0] T o 1SRRI 58

5.2.5. Os camundongos infectados pelo CHIKV apresentam elevados
niveis da quimiocina CCL2 e da citocina IL-6 no baco, mas ndo das
guimiocinas CXCL-1 e CCL5 nesse mesmo Orgao ..........ccceeeeeeeeeeeeevnvnnnnnn. 59

5.3. TOPICO 2 - Caracterizar os parametros de doenca e a resposta
inflamat6ria em camundongos jovens selvagens (4 semanas) da linhagem

(O34 = I 61
5.3.1. A infeccao intraplantar com duas linhagens distintas do CHIKV
induz hipernocicepgéo articular inflamatoria prolongada...........ccccccceee.... 61

5.3.2. A infeccao pelo CHIKV nao altera peso corporal e edema de pata
€M CAMUNAONGOS JOVENS. ....vvuutururrrrinnnnnnnsssntasssassnsseesansaeseseeeaeeeeaeeaaeaeaenane 62

5.3.3. Os camundongos da linhagem C57BL6j jovens desenvolvem
alteracdes hematoldgicas apos a infecgdo pelo CHIKV ...........evvvvviiiinnnnns 63



5.3.4. Os camundongos infectados pelo CHIKV apresentam carga viral
vidvel detectavel no coxim plantar, LNP, quadriceps e bago, mas nao no
SOro, NErVo CIAtiCo € DRG. ... 64

5.3.5. Os camundongos infectados pelo CHIKV ndo apresentam
alteracdes Nos Niveis de ALT NO SOTO. ......uuuuurrrrrerrrerieiririeeinnneenannnnnnnnnnn. 65

5.3.6. A infeccdo pelo CHIKV esta associada com um aumento no influxo
de neutrdfilos N0 COXIM Plantar. ...........cccoviiiiiiiiiiii e 66

5.3.7. Os camundongos infectados pelo CHIKV apresentam elevados
niveis de quimiocinas e citocinas no coxim plantar. .........cccccccceeeveeeeeeennnnns 67

5.3.8. A infeccao pelo CHIKV induz a produgédo de anticorpos do tipo IgM
e 1gG especificos no soro dos camundongoS..........ccovvvvivviiiiieeeeeeeeeiiiinnn. 70

5.3.9. Alteracdes histopatolégicas induzidas pela infeccdo i.pl pelo
CHIKV. 71

5.3.10. A infeccdo pelo CHIKV ndo induz osteoclastogénese em
(o2= 10 018 ] To (o] T [0 TR 75

5.3.11. A infeccdo pelo CHIKV ndo estd associada a alteracbes na
funcdo motora, mas alterou a sensibilidade nociceptiva em camundongos.

76
5.4. TOPICO 3 — Avaliar a participacdo do receptor de interferons do tipo |
(IFNa/BR) na patogénese da infecgao pelo CHIKV..........ccooovviiiiiiiiiiciceeen, 79

5.4.1. Camundongos deficientes para o receptor de IFNa/ apresentam
elevada perda de peso e maior taxa de letalidade apds a infeccdo com o
CHIKV em relacdo aos seus controles selvagens da linhagem SV129 79

5.4.2. Camundongos deficientes para o receptor de IFNa/f apresentam
niveis aumentados de ALT no soro, bem como elevado recrutamento de
neutrdfilos e células mononucleares para diversos 6rgaos, apos a infeccao

PEIO CHIKYV .o 80
5.4.3. A auséncia do receptor de IFNa/B interfere com a producédo de
IFNy e IL-6 durante a infeccdo pelo CHIKV.............oviiiiiiiiiiiieceee e 83
5.4.4. Os animais deficientes para o receptor de IFNa/f apresentam
carga viral elevada apoés infeccao pelo CHIKV...........uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 84
DISCUSSAOQ ..ottt 86

21



1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. HISTORICO DA TRANSMISSAO DO CHIKUNGUNYA VIRUS (CHIKV)
NO MUNDO E EPIDEMIOLOGIA

O primeiro surto identificado de febre chikungunya, com incidéncia
estimada em 23%, foi relatado em 1952-1953 ao longo dos planaltos costeiros
de Mawia, Makonde e Rondo localizados no leste africano, atualmente
conhecido como Tanzéania (ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE, 2016). Apés este
primeiro surto, diversas epidemias foram descritas entre as décadas de 1960-
1990 na Republica Centro-Africana, Guiné, Burundi, Angola, Uganda, Malawi,
Nigéria, Republica Democratica do Congo e varios outros paises africanos. Na
Asia, o CHIKV foi relatado pela primeira vez durante um surto em Bangkok,
Tailandia, em 1958. Entdo, o virus se espalhou para outros paises até 1964
provocando diversas epidemias e depois ressurgiu em 1975-1976 com alguns
casos esporadicos (WAHID et al., 2017).

A proxima epidemia se iniciou em 2004, quando um grande surto na
costa do Quénia atingiu mais de 70% da populacao local, resultando em quase
meio milhdo de casos, e se espalhou para as ilhas do Oceano indico
(Comores, Mayotte, Seychelles, La Réunion, Sri Lanka e Mauricio) até 2005
(ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE, 2016). Em 2005-2006, a ilha La Réunion,
gue possui uma populagéo de aproximadamente 750.000 habitantes, vivenciou
uma grande epidemia que resultou em mais de 260.000 casos (cerca de um
terco da populacao), entre os quais diversas complicac¢des clinicas incomuns e
graves foram relatadas, como, por exemplo, miocardite e pneumopatia aguda
(GARDNER et al., 2010; STAIKOWSKY et al., 2009; ZELLER; VAN BORTEL;
SUDRE, 2016). Na Asia, o CHIKV reapareceu em 2005 em um dos maiores
surtos ja descritos, no qual aproximadamente 1,3 milhdes de casos foram
relatados em 13 estados da india (BURT et al., 2017). Na Europa, o primeiro
surto de CHIKV autdctone foi relatado no nordeste da Italia em 2007, o qual se
disseminou e resultou em um total de 214 casos confirmados. Ainda, um
namero significativo de casos na Francga foi confirmado nos anos de 2010,
2013 e 2014 (ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE, 2016). Nas Américas, o

surgimento do CHIKV ocorreu em 2013 na ilha de Sao Martinho (Caribe) e,

22



desde entdo, diversos novos casos foram identificados em 45 paises no
Caribe, América do Sul e América Central, com mais de um milh&o de casos

suspeitos e 25.000 casos confirmados nestas regides (WAHID et al., 2017).

No Brasil, o primeiro caso autoctone de CHIKV foi confirmado em 2014
no municipio de Oiapoque, Amapa. Ainda, foram confirmados 37 casos
importados em 11 estados brasileiros (Ministério da Saude, 2014). Desde
entdo, o virus se disseminou para todo o territorio brasileiro. Em 2015, foram
notificados 38.499 casos provaveis de febre do chikungunya (CHIKF), dos
quais 17.971 foram confirmados. Ainda, foram registrados 14 Gbitos por essa
doencga, nos seguintes estados: Bahia (5), Sergipe (2) e Pernambuco (7)
(Ministério da Saude, 2015). J& em 2016, 151.318 casos de CHIKF foram
confirmados e a regido Nordeste apresentou a maior taxa de incidéncia. Neste
mesmo ano, a epidemia resultou em 196 Gbitos (Ministério da Saude, 2016).
De acordo com o ultimo Boletim Epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em
Saude (Ministério da Saude, 2017), em 2017 foram registrados e confirmados

151.101 casos da doenca, dos quais 168 resultaram em o6bito.

Atualmente, o CHIKV esta distribuido geograficamente em mais de 60
paises, permanecendo endémico na Africa, na india e em varios paises do
Sudeste Asiatico, bem como na América Latina, conforme ilustrado na figura 1
(MATHEW et al., 2017). Essa elevada distribuicdo ao redor do globo se deve
principalmente & prevaléncia do mosquito vetor e sua alta eficiéncia na
transmissdo do virus, além do processo de urbanizacéo e facil deslocamento
de individuos virémicos pelo mundo devido a modernizacdo dos meios de
transporte (WAHID. et al., 2017).
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1 InfecgBes relatadas pelo Chikungunya virus

Figura 1: Distribuicdo geogréafica dos casos relatados de febre chikungunya no
mundo em 2016. Adaptado de CDC, 2016.

1.2. TRANSMISSAO

A transmissdo do Chikungunya virus envolve principalmente mosquitos
do género Aedes (ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE, 2016). Conforme
demonstrado na figura 2, existem dois ciclos de transmissao distintos do virus,
sendo eles o ciclo enzoo6tico e urbano. O primeiro € comum principalmente na
Africa, em areas de florestas ou savanas com a presenca de vetores
competentes, onde o0 virus € transmitido por varias espécies do Aedes (A.
africanus, A. Cordellieri, A. furcifer-taylori, A. Luteocephalus, entre outros) a
primatas ndo humanos (macacos), 0S quais se apresentam como reservatorio
do virus (NG & HAPUARACHCHI, 2010). A infeccdo do homem pode
eventualmente ocorrer quando ele adentra estes ambientes selvagens e
consequentemente, pode dar inicio ao ciclo urbano. Esse, por sua vez, envolve
duas espécies de mosquitos do género Aedes, altamente urbanizados, o A.
aegypti e o A. albopictus, os quais transmitem o virus ao homem (GALAN-
HUERTA et al., 2015).
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Figura 2: Ciclo de transmissdo do Chikungunya virus pelo mosquito vetor em
ciclo enzodtico e urbano. No ciclo enzod6tico, os vetores sdo mosquitos com habitos
silvestres e os primatas ndo humanos séo os principais hospedeiros, reservatérios e
disseminadores do virus. Nesse ciclo, o homem participa como um hospedeiro
acidental ao adentrar areas de mata. Ja no ciclo urbano, o homem é o Unico
hospedeiro com importancia epidemioldgica e a transmissdo ocorre a partir do vetor
urbano infectado, o Aedes aegypti /Aedes albopictus, na maioria dos casos. Adaptado
de CDC & PLOS & REUTERS.

Além dos ciclos descritos acima, outras formas de transmisséo tém sido
relatadas, como por exemplo, nosocomiais (PAROLA et al., 2006), vertical
(GERARDIN et al., 2008), via doacdo de sangue (SIMMONS et al., 2016) e
enxerto da cornea (COUDERC et al., 2012).

1.3. A PARTICULA VIRAL

1.3.1. Estrutura e organizacdo do genoma viral

O CHIKV é um arbovirus pertencente a familia Togaviridae e género
Alphavirus, envelopado e com estrutura icosaédrica. Conforme demonstrado na
imagem A da figura 3, o virion apresenta um diametro de aproximadamente 70-
100nm e é composto por unidades repetidas de glicoproteinas transmembrana

(E1 e E2), a proteina do capsideo (C) e uma bicamada lipidica (HER et al.,
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2009). Seu genoma consiste de um RNA de fita simples com polaridade
positiva, com tamanho aproximado de 12kb e duas janelas abertas de leitura.
Quando traduzido, codifica duas poliproteinas, as quais, quando clivadas, dao
origem a quatro proteinas ndo estruturais (nsP1-4) na extremidade 5 e cinco
proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K/TF e E1) na extremidade 3’, conforme

demonstrado na imagem B da figura 3 (BURT et al., 2017).

A. Estrutura do virion

Membrana

Proteina do capsideo

B. Organizagdo do genoma

S’ cap nsP1 | nsP2 ) nsP3 | nsP4 C l} E2._ || .El Poly [A]8
|

Fita negativa Atividadeda  Sintesede RNA E3  6K/TF
Sintese de RNA protease e RNA poilmerase
helicase dependente Glicoproteinas
de RNA do envelope

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura conformacional e genética do
Chikungunya virus. A imagem A mostra a estrutura icosaédrica do virion, a qual é
composta por trés proteinas estruturais, sendo elas as proteinas do envelope (E1 e
E2) e a proteina do capsideo (C). Conforme a mesma figura, as proteinas E1 e E2
formam triades de glicoproteinas, em forma de espigdes, ancorados na membrana
gue cobrem a superficie viral. J& a imagem B mostra a organizacdo do genoma do
virus, incluindo suas proteinas nao estruturais 1 a 4 (nsP1l-nsP4) e proteinas
estruturais (E1-E3, C, 6K/TF). Adaptado de WEAVER & LECUIT, 2015; Swiss Institute

of Bioinformatics, viralZone, 2017.

De acordo com andlises filogenéticas, até o momento existem quatro
linhagens do CHIKV identificadas, as quais apresentam caracteristicas
genotipicas e antigénicas distintas e Unicas. (1) O gendtipo do Oeste Africano
gue consiste em isolados do Senegal e da Nigéria. (2) O genétipo do

Leste/Centro/Sul Africano (ECSA), outro gendétipo enzobtico encontrado na

26



Africa. (3) Isolados de paises da Asia que estdo incluidos no genoétipo Asiatico
e, finalmente, (4) o gendtipo mais recente, uma Linhagem do Oceano indico
(IOL), o qual se espalhou das ilhas Comores em 2004 e resultou em epidemias
graves no sudeste asiatico e na india durante os anos 2005-2008 (GALAN-
HUERTA et al., 2015; WAHID et al., 2017).

1.3.2. Ciclo de replicagéo viral

O ciclo de replicacdo do CHIKV envolve a sua adsorcdo na célula
hospedeira, a qual é facilitada pela interacdo da glicoproteina do envelope E2
com receptores especificos expressos na superficie das células alvo, conforme
representado na figura 4. Alguns receptores tém sido apontados como
participantes no processo de internalizacado/penetracdo do virus, tais como o
DC-SIGN  (Dendritic Cell-Specific Intercellular  adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin), CLEC4M (C-type lectin domain family 4 member M),
sulfato de heparano, laminina e integrinas (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Apés
a ligacdo ao receptor, o virus € internalizado pelo processo de endocitose
mediada por receptor e, em seguida, ocorrem alteracdes conformacionais no
envelope viral, devido ao ambiente acido no interior do endossoma, que
permitem a liberacdo do genoma viral no citoplasma da célula (GOULD et al.,
2010). Em seguida, dois precursores de proteinas ndo estruturais s&o
traduzidos a partir do mRNA viral e, entdo, clivados, o que resulta nas
proteinas ndo estruturais (nsP1-nsP4), as quais apresentam as seguintes
fungBes: (1) nsP1 esta envolvida na sintese da fita negativa do RNA viral; (2)
nsP2 exibe atividades de RNA helicase, trifosfatase e proteinase, além de estar
associada ao desligamento da transcricdo na célula hospedeira; (3) nsP3 faz
parte da unidade replicase e (4) nsP4 é a RNA polimerase viral (ABDELNABI;
NEYTS; DELANG, 2015; SCHWARTZ & ALBERT, 2010).
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Figura 4: Ciclo de replicagdo do Chikungunya virus. Por meio do processo de

endocitose mediada por receptor, o0 CHIKV adsorve na célula alvo. Em seguida, o
ambiente &acido no interior do endossoma desencadeia a fusdo do envelope viral com
a membrana endosomal, levando a liberacdo do genoma viral no citoplasma. Esse, por
sua vez, é traduzido em proteinas virais ndo estruturais (nsP1-4). Apés o
processamento, o complexo de proteinas ndo estruturais forma a replicase viral, a qual
catalisa a sintese de uma cadeia de RNA de sentido negativo para servir como molde
para a sintese do genoma de sentido positivo e do RNA subgendmico (26S). O RNA
subgendmico (26S) é traduzido e produz a poliproteina estrutural (C-E3-E2-6K-E1), a
qual é, entdo, clivada para entdo produzir as proteinas estruturais individuais, seguida
da montagem dos componentes virais. Por fim, a particula viral madura (ou virion)
montada é liberada por brotamento através da membrana plasmatica, onde adquire o

envelope com glicoproteinas do hospedeiro incorporadas. Adaptado de ABDELNABI
et al., 2015.

As proteinas nao estruturais, em conjunto, formam o complexo de
replicacdo viral, o qual sintetiza um intermediario de RNA de fita negativa.
Esse, por sua vez, serve como molde para a sintese de RNA subgenbmico
(26S) e gendbmico (49S). O RNA subgendmico conduz a expressdo do

precursor da poliproteina C-pE2-6K-E1, a qual é processada por uma serina
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protease autoproteolitica. A proteina do capsideo (C) é liberada e as
glicoproteinas pE2 e E1 sdo geradas por processamento posterior no reticulo
endoplasmatico. As (glicoproteinas pE2 e E1 formam complexos de
heterodimeros que migram para a membrana celular através do complexo de
Golgi. Durante esta migracdo para a superficie celular, pE2 é clivado em E2 e
E3, as quais estdo envolvidas na ligacdo do receptor e dobramento adequado
de pE2, respectivamente. Finalmente, a montagem do virion € promovida pela
ligacdo do nucleocapsideo ao RNA viral e pelo recrutamento das glicoproteinas
de envelope associadas a membrana (ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015;
GOULD et al., 2010; SCHWARTZ & ALBERT, 2010).

1.4. A FEBRE CHIKUNGUNHA (CHIKF)

1.4.1. Manifestacdes clinicas

A febre chikungunya (CHIKF) é uma doenca febril aguda, na maioria dos
casos, associada a sintomas como febre, erupcdo cutdnea e artralgia
incapacitante (GALAN-HUERTA et al., 2015). A palavra “chikungunya” significa
“aquele que se curva’ no dialeto africano Makonde e faz referéncia a postura
encurvada associada a artralgia crbnica presente nos pacientes infectados
(HER et al., 2009).

Assim como ocorre com outras doencas virais, a infeccdo por CHIKV
pode ser assintomatica (cerca de 30% dos individuos infectados) ou produzir
um espectro variavel de manifestagdes clinicas, desde formas mais leves até
condicbes graves e incapacitantes (CUNHA; TRINTA, 2017). A CHIKF
apresenta um periodo médio de incubacédo de trés dias e duas fases, aguda e

cronica, podem ser observadas nessa doenca.

Durante a fase aguda, os pacientes podem apresentar febre alta
(>39°C), calafrio, cefaleia, nausea, vOmito, fadiga, erupg¢bes cutaneas
eritematosas e maculopapulares (imagem A, figura 6), dor nas costas, mialgia e
artralgia simétrica (imagem B, figura 6). Essa ultima pode ser intensa e,

geralmente, afeta as extremidades, principalmente as articulacoes dos
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tornozelos, punhos e falanges. O padréo da artralgia é erratico, embora haja
uma tendéncia para que seja mais intensa pela manha e piore com atividade
fisica mais intensa (CASTRO; LIMA; NASCIMENTO, 2016). Os sinais e
sintomas agudos geralmente se resolvem em menos de duas semanas, mas a
artralgia pode persistir por mais tempo, sendo este um sintoma clinico que
pode distinguir a febre causada pelo CHIKV da infec¢éo pelo virus da dengue
(GALAN-HUERTA et al., 2015). Quando a dor articular persiste além da fase
aguda (3 meses ou mais), tem-se a fase crbnica da doenca. Nessa, a
poliartralgia prolonga-se por semanas a anos e, dessa forma, compromete a
qualidade de vida do paciente, bem como gera um grande impacto na
sociedade em termos de morbidade e produtividade econdmica (BURT et al.,
2017).

Figura 5: Sinais da febre chikungunya. Na imagem A, o paciente apresenta, durante
a fase aguda da doenca, erupcdes cutaneas eritematosas e maculopapulares, as
guais podem envolver mais de 90% da pele. Ainda na fase aguda, os pacientes podem
apresentar artralgia simétrica (B), a qual pode persistir por anos. Adaptado de Burt et
al., 2017; Calabrese, 2015.

Com relacdo aos achados laboratoriais, as alteragées durante a fase
aguda da doenca sado inespecificas. Leucopenia com linfopenia menorque
1.000 células/mm? é a observacdo mais frequente. A trombocitopenia inferior a
100.000 células/mm? é rara e pode ser um importante fator de distincdo da
infeccdo causada pelo Dengue virus (DENV). A velocidade de

hemossedimentacdo e a Proteina C-Reativa encontram-se geralmente
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elevadas, podendo permanecer assim por algumas semanas. Outras
alteracbes podem ser detectadas, como elevacdo discreta das enzimas
hepaticas ALT e AST, da creatinina e da creatinofosfoquinase. Uma viremia
alta € comum em pacientes infectados e variam de 108 a 10%? cépias de RNA
viral/mL por até sete dias apds o inicio dos sintomas clinicos. Os pacientes
infectados apresentam niveis de IgG mensuraveis na primeira semana e que
perduram anos apods a infeccdo inicial. Além disso, muitos estudos
demonstraram niveis persistentes de IgM em pacientes com dura¢do de 18
meses ou mais. Os anticorpos IgM neutralizantes também podem ser
encontrados no fluido sinovial dos pacientes trés meses apos a infec¢ao inicial,
0 que sugere que a estimulacdo imune continua pode desempenhar um papel
deletério em alguns casos de artrite prolongada associada ao CHIKV (GOUPIL;
MORES, 2016; Ministério da Saude, 2017).

Embora a CHIKF seja normalmente uma doenca autolimitada, os relatos
de manifestacdes graves da doenca com complicacdes tém sido cada vez mais
comuns, principalmente nos grupos de risco: neonatos, criancas, idosos,
individuos imunocomprometidos e pessoas que apresentam comorbidades
associadas. As manifestacbes graves incluem doenca gastrointestinal,
complicacBes neurologicas (meningoencefalite e convulsées), complicacdes
oftalmoldgicas (conjuntivite, retinite e uveite), doencgas cardiovasculares,
manifestacbes hemorragicas e morte (GOUPIL; MORES, 2016; ROHATGI et
al., 2014). O aumento no numero de complicacdes da doenca se deve a
diversos fatores, como a ocorréncia de surtos em grande escala, a melhor
adaptacdo viral aos vetores artrépodes urbanos e as novas mutacdes das
linhagens de CHIKV circulantes que aumentam sua viruléncia e patogenicidade
(SCHWAMEIS et al., 2016).

1.4.2. Imunopatogénese

A infeccdo pelo CHIKV ocorre a partir da picada do mosquito infectado
qgue inocula o virus na pele do hospedeiro. O virus realiza um ciclo de

replicacdo inicial no interior dos fibroblastos dérmicos e entdo se dissemina
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pela corrente sanguinea, atingindo diversos 6rgaos, como o figado, musculos,
articulacbes, baco e cérebro, conforme demonstrado na figura 5 (CUNHA;
TRINTA, 2017; ROHATGI et al., 2014). Estudos recentes identificaram
diferentes tipos de células suscetiveis ao virus, como as células endoteliais,
epiteliais e os fibroblastos (NG, L. F. P., 2017).

Pele -
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- @
— ":-{:’ﬁ\i:;;::
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Fibroblastos — * Células susceptiveis:
@ =~ ¥ @& Fibroblastos, macréfagos e
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Figura 6: Disseminacdo do Chikungunya virus no hospedeiro. A infec¢do por
CHIKYV tem inicio pela picada de um mosquito infectado que inocula o virus na derme
do hospedeiro (1). Entdo, ocorre uma replicacdo inicial do virus no interior de
fibroblastos dérmicos e células residentes (2). A picada do mosquito também pode
levar a inoculacdo direta do virus na circulacdo sanguinea (3). O virus se dissemina
para os ganglios linfaticos (4) e, entéo, é liberado para a circulagdo sanguinea (5).
Finalmente, ocorre a disseminacdo do virus para os érgaos periféricos, como figado,
baco, musculo, bem como para o cérebro e articulagdes (6). Adaptacdo de CAGLIOTI
et al., 2013.

Niveis elevados das citocinas IL-1[, IL-6 e o Fator de Necrose Tumoral a
(TNF-a) foram detectados no soro de pacientes infectados na fase aguda e
retornaram a normalidade apdés a diminuicdo da febre e da viremia. Essas
citocinas pirogénicas contribuem para a febre presente na fase aguda da
doenca (HOARAU, J. J. et al, 2010). Entretanto, diferentes coortes de

pacientes exibem padrées de mediadores inflamatérios distintos, sugerindo que
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0S niveis basais desses mediadores diferem entre as populagfes.
Especificamente, as citocinas pro-inflamatdrias, Interferon a (IFN-a), IL-6 e
CCL2, estdo elevadas durante a fase aguda da doenca em varias coortes de
pacientes (NG, L. F. P., 2017). Ainda, a expressdo de IL-6 e CCL2 foi
correlacionada com alta carga viral em pacientes infectados com CHIKV. Por
fim, a IL-6 e o Fator Estimulador de Colbnias de Macréfagos de Granuldcitos
(GM-CSF) também foram associados a artralgia persistente (CHOW et al.,
2011).

Uma meta-analise comparativa demonstrou que as citocinas proé-
inflamatorias, incluindo IFN-a, IFN-B, IL-2, IL-2R, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17 e
IL- 18; citocinas anti-inflamatérias tais como IL-1Ra, IL-4 e IL-10; as
quimiocinas CXCL10, CCL2, CXCL9, CCL3, CCL4; e o GM-CSF, e o Fator de
Crescimento de Fibroblastos Basico (FGF) formam uma assinatura genérica da
infeccdo aguda por CHIKV em todas as coortes de pacientes do mundo (TENG
et al., 2015). Esses biomarcadores sdo consistentes durante a patogénese da
doenca e definir os subconjuntos imunes especificos envolvidos nesse
processo pode levar ao desenvolvimento de terapias que reduzem a gravidade

da doenca e sua progressao (NG, L. F. P., 2017).

Estudos demonstram que os fibroblastos s&o suscetiveis a replicacao
primaria pelo CHIKV e que os mondcitos e os macrofagos sao os principais
subconjuntos hematopoiéticos associados a infeccéo sistémica pelo CHIKV em
pacientes e em modelos animais. Além disso, a CCL2, um quimioatraente de
monaocitos/macréfagos, esta associada a fase aguda da infeccdo por CHIKV
em pacientes e camundongos (HOARAU et al., 2010; NG, L. F. P., 2017). Em
modelos experimentais, a inibicdo de CCL2 utilizando o farmaco Bindarit,
resultou em melhora significativa do quadro da doenca, diminuicdo de danos
nos tecidos e menor recrutamento de células inflamatorias no sitio da leséo
apos a infeccédo pelos Alphavirus Ross River (RRV) e CHIKV (RULLI et al.,
2009, 2011). Os osteoblastos também foram demonstrados ser alvo para a
infeccdo pelo CHIKV, o que resultou em um processo de osteoclastogénese
com consequente erosao 6ssea, indicando a importancia dessas células na
patologia induzida por alfavirus (CHEN et al., 2014). Um modelo utilizando este

mesmo farmaco, o Bindarit, demonstrou que a inibicdo de CCL2 reduz
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significativamente a perda Ossea induzida pela infeccdo por CHIKV, o que
sugere que essa quimiocina esta também envolvida no processo de
osteoclastogénese (CHEN et al.,, 2015). Apesar dos trabalhos acima terem
demonstrado um efeito protetor decorrente da inibicdo da CCL2, outro modelo
demonstrou que a infecgdo por CHIKV de camundongos deficientes para o
receptor de CCL2, o CCR2 (CCR27), resultou em uma artrite mais grave,
prolongada e erosiva, sem efeito sobre a replicacdo do virus (POO et al.,
2014). Coletivamente, esses dados sugerem que mondcitos e macréfagos
representam os subtipos celulares associados a disseminacdo do virus, bem
como um reservatério celular para infeccdo persistente do CHIKV em

mamiferos.

Outro estudo demonstrou que em pacientes infectados, as células Natural
Killer (NK) sao fortemente ativadas nos primeiros dias pés-infec¢do e induzem
uma resposta secundéaria de células T CD4* e CD8* mais sustentavel contra
varias proteinas virais (HOARAU, J. et al., 2013). Ainda foi demonstrado que a
resposta imune inata € seguida pela inducdo da imunidade adaptativa, através
da ativacéo e proliferacdo de células T CD8*, nos estagios iniciais da doenca
(SOURISSEAU et al., 2007). As células T desempenham um importante papel
durante a infeccéo viral, sendo as células T CD4* e CD8* necessarias para
eliminar células infectadas por virus em camundongos (NG, L. F. P., 2017). As
células T CD4* aparecem na fase tardia da doenca e auxiliam na producéo de
limunoglobulinas (Igs) especificas contra o virus (NG, L. F. P., 2017). Ainda, a
IL-17, uma citocina produzida por células T (Th17), foi detectada em pacientes
infectados com CHIKV em varias coortes (CHOW et al., 2011). Essa, por sua
vez, estd associada com a patogénese de outras infeccbes causadas por
alfavirus (KULCSAR et al., 2014), bem como na artrite reumatéide (KOTAKE et
al., 1999), entretanto o seu papel durante a infeccdo pelo CHIKV permanece

obscuro.

O fim da fase aguda €& caracterizado pela producdo dos mediadores
inflamatorios tais como o fator de inibicdo da migracdo de macréfagos (MIF),
CCL4, CXCL12 e IL-6 e IL-8. Os niveis de CCL5 também estavam elevados em
todos os pacientes durante a primeira semana apos o inicio dos sintomas. Um
estudo demonstrou que os mediadores CCL5, CCL2, CXCL10, CCL4 e IL-8
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sdo produzidos por macréfagos ativados que sdo suscetiveis a infeccdo por
CHIKV. Essas quimiocinas exercem papel importante no recrutamento de
leucocitos para locais de infeccdo, além de influenciar na montagem de
defesas com atividade antiviral ( WEAVER et al., 2012).

1.4.3. Diagnostico, tratamento e prevencao

O diagnostico da CHIKF, em pacientes com quadro clinico sugestivo da
doenca, se d& pela confirmacao laboratorial da infeccdo, seja pela sorologia,
PCR em tempo real (RT-PCR) ou isolamento viral. Os testes soroldgicos
permitem a deteccdo de anticorpos especificos do tipo IgM, que podem ser
detectados a partir do segundo dia apds o aparecimento dos sintomas, e do

tipo 1gG a partir do sexto dia (Ministério da Saude, 2017).

Até o momento, ndo ha tratamento antiviral especifico para a febre
Chikungunya. A terapia utilizada é de suporte sintomatico, com a utilizacédo de
anti-inflamatérios, hidratacdo e repouso. Como medida ndo farmacoldgica,
recomenda-se a utilizagcdo de compressas frias nas articulagbes acometidas
para alivio da dor, bem como realizacdo de fisioterapia (Ministério da Saude,
2017).

hY

Com relacdo a prevencdo da doenca, as Unicas medidas realmente
efetivas consistem em protecdo individual contra picada de mosquitos e o
controle da disseminacao dos vetores, uma vez que ainda nao existem vacinas
disponiveis no mercado. Para a protecdo individual, € recomendado o uso de
repelentes e também a utilizacdo de roupas que minimizem a exposi¢do da
pele aos vetores diurnos, ou mosquiteiros, a noite. Ja4 para o controle de
vetores, recomenda-se combater os focos de acumulo de agua em diversos
recipientes (latas, copos plasticos, pneus velhos, vasos de plantas, garrafas,
caixas d’dgua e lixeiras), os quais sdo locais propicios para a criacdo do
mosquito transmissor (GALAN-HUERTA et al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

Os dados epidemiolégicos da infec¢ao pelo CHIKV no Brasil sdo alarmantes
e, juntamente com a dengue, colocam a febre Chikungunya como uma das
arboviroses mais importantes que acometem o homem na atualidade. Essa
emergéncia se deve principalmente a elevada taxa de morbidade da populagéo
acometida, devido a inducdo da artralgia cronica persistente nestes pacientes,
0 gue resulta em uma reducdo da produtividade da populacdo trabalhadora,
gueda massiva da qualidade de vida dos individuos acometidos e grande
impacto econémico aos 6rgados publicos de saude. O tratamento da doenca é
limitado, visto que ainda ndo existem farmacos especificos e/ou vacina
aprovada. Normalmente, o tratamento é de suporte sintomatico, com uso de
medicamentos anti-inflamatérios, hidratacdo e repouso. Com relacdo a forma
de prevencédo, assim como nos casos da infeccdo pelo DENV e pelo ZIKV, o

método mais eficaz consiste em evitar a propagacao do mosquito vetor.

Estudos recentes tém sido conduzidos em sistemas in vivo e in vitro
visando elucidar a fisiopatologia da infeccdo pelo CHIKV, a exemplo do
tropismo viral , perfil de replicacdo viral, células e mediadores inflamatérios
envolvidos na resposta do hospedeiro frente a infeccdo, nas duas fases da
doenca. Contudo, diversas questdes envolvendo a interacdo virus-hospedeiro
permanecem por ser esclarecidas. Tal entendimento passa, pelo menos em
parte, pelo desenvolvimento de modelos experimentais in vivo que permitam o
estudo da interacdo CHIKV-hospedeiro. Neste contexto, modelos murinos
representam uma boa ferramenta para se atingir tais objetivos, uma vez que
apresentam um custo relativamente baixo, além de permitir a alteracéo
genética, construcdo de animais knockout para gene especificos, 0os quais
permitem a avaliacdo do papel de moléculas ou vias especificas do hospedeiro
durante a infeccdo e também avaliar a eficacia de potenciais vacinas e

terapias.

Deste modo, levando em consideracao a importancia de se compreender 0s
mecanismos fisiopatologicos envolvidos na infeccdo pelo CHIKV (a) e ainda, o
limitado numero de trabalhos na literatura envolvendo tal questao (b), torna-se

plausivel propor a padronizacdo de um modelo murino de infec¢édo pelo CHIKV
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em nosso laboratério que nos permita estudar mecanismos associados a

patogénese da doenca, bem como avaliar possiveis alvos terapéuticos.
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3.

3.1.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver um modelo experimental de infeccéo pelo Chikungunya virus

(CHIKV) em camundongos.

3.2.

1 -

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir o inéculo viral a ser utilizado no modelo experimental

Avaliar a capacidade do CHIKV de induzir hipernocicepc¢ao articular

inflamatoria em camundongos selvagens da linhagem C57/BL6;.

2 — Caracterizar os parametros de doenca e resposta inflamatdria em

camundongos selvagens C57BL/6j com o inéculo pré-definido no objetivo

especifico 1

Avaliar os sinais clinicos (hipernocicepcdo, perda de peso corporal e
edema plantar), hematol6gicos (contagem total e diferencial de leucécitos
no sangue, hematoécrito e nimero de plaquetas) nos animais controles e
infectados durante a cinética de infeccéo pelo CHIKV;

Quantificar o infiltrado de neutréfilos e macréfagos no coxim plantar,
guadriceps, baco e figado dos animais infectados através do ensaio
indireto da atividade da mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosaminidase
(NAG), respectivamente;

Quantificar os niveis das citocinas (TNFa, IL-13, IL-6, RANKL, OPG) e
quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL1, CXCL-2, CXCL-9 e
CXCL-10) no coxim plantar, quadriceps, soro e bago dos animais controles
e infectados durante a cinética de infecgéo pelo CHIKYV;

Quantificar o nivel da transaminase hepatica ALT no soro dos animais
controle e infectados pelo CHIKV;

Avaliar os niveis de anticorpos séricos IgM e IgG especificos durante a

cinética de infeccdo pelo CHIKYV;
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e Quantificar a carga viral viavel em diversos tecidos durante a cinética da
infeccéo pelo CHIKV;

e Realizar a analise histolopatologica das articulagcdes do tornozelo e do
joelho durante a cinética da infeccéo;

e Avaliacdo das habilidades motoras (teste de rotaroad), de locomocéo
(campo aberto) e sensibilidade térmica (placa quente) dos camundongos
controle e infectados durante a cinética de infeccao pelo CHIKV.

3. - Avaliar a participacao do receptor de interferon do tipo | (IFNa/BR) na

patogénese da infec¢cdo por CHIKV

e Verificar a participagcdo das citocinas IFNa e IFNB, através do uso de
animais deficientes em seu receptor, durante a infeccdo pelo CHIKV. Os

mesmos parametros descritos no objetivo especifico 2 seréo avaliados.
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4. METODOLOGIA

4.1. ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados camundongos do tipo “selvagem” (WT)
da linhagem C57BL/6j com oito ou quatro semanas de idade adquiridos do
Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo
Horizonte, Minas Gerais. Além disso, foram utilizados camundongos da
linhagem SV129 com oito semanas, WT ou deficientes para os receptores de
IFNa/B  (IFNo/BR”), os quais foram adquiridos do Biotério de
Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG. Todos
0s animais foram mantidos no biotério do Laborat6rio de Imunofarmacologia do
ICB/UFMG sob condicdes controladas de temperatura (28°C a 30°C), umidade
(50%), ventilacao, ciclos de iluminacédo claro e escuro de 12 horas, racdo e
agua sem restricdes. Todos os procedimentos experimentais foram analisados
e aprovados pelo Comité de Etica em Utilizagcdo Animal (CEUA) da UFMG, sob
0 protocolo 230/2017 (ANEXO 1).

4.2. VIRUS

Neste trabalho foram utilizadas duas linhagens do CHIKV. A primeira
linhagem consiste em um isolado La Reunion gentilmente cedida pelo Prof.
Suresh Mahalingam da Universidade de Gamberra na Australia. Ja a segunda
€ uma linhagem Asiatica isolada de uma amostra clinica de um paciente
virémico, a qual foi gentilmente cedida pelo Prof. Mauricio Lacerda Nogueira da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP, sob ndmero de
acesso BHI3762/H 804917.

4.3. PROPAGACAO E CONCENTRACAO DO VIRUS

O CHIKYV foi propagado em células C6/36 (Aedes albopictus clone C6/36)

provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) sob nimero 0343

40



mantidas em estufa incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD),
com atmosfera umidificada a 37°C na presenca de meio de cultivo Leibowitz L-
15 suplementado com 1,5% HEPES, 1% antibioticos, 1% L-Glutamina, 1%

aminoécidos nédo essenciais, 2% Soro Fetal Bovino — por 5-7 dias.

Os sobrenadantes obtidos das culturas infectadas foram centrifugados a
600g por 10min para retirada dos fragmentos celulares. Subsequentemente, o
sobrenadante foi adicionado na coluna de concentracdo viral (Vivacell 100
centrifugal concentrator — Sartorius, Alemanha) e as particulas virais foram
concentradas pelo auxilio de centrifugagéo (2000g por 10 min). O volume que
ultrapassou a membrana foi descartado e o sobrenadante que permaneceu no
concentrador foi aliquotado e armazenado em freezer -80°C para uso posterior.
O titulo viral, expresso em unidades formadoras de placa (PFU)/mL, das
amostras foi obtido através do ensaio de formacdo de placas em células

permissivas da linhagem VERO, como descrito no ITEM 4.5.

4.4. ESQUEMAS DOS PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.4.1. Topico 1 — Definir o indculo viral a ser utilizado no modelo experimental

A avaliagdo de hipernocicepcéo foi o primeiro parametro a ser realizado,
visto que se trata do principal fator incapacitante dos individuos acometidos
pela febre Chikungunya. A partir dos resultados deste experimento, definimos o
in6culo capaz de causar niveis aumentados de hipernocicepcao articular

inflamatdria nos animais, o qual foi utilizado nos experimentos subsequentes.

Para tanto, camundongos selvagens da linhagem C57BL/6j com 8 semanas
de idade receberam trés in6culos diferentes, baseado na literatura: 1,0x10%,
1,0x10° e 1,0x10%PFU/animal/50uL por via intraplantar (i.pl.). Em seguida, a
hipernocicepc¢éao foi avaliada em diversos dias (figura 7) durante 30 dias através
do teste de medida de presséo eletronica modificado para camundongos (Von

Frey eletrénico), conforme ilustrado na figura 7.
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de idade

1 2 3 4 5 6 7 12 15 18 21 24 27 28
0 30dias

Avaliacao da hipernocicep¢ao inflamatdria articular
Teste de medida de pressdo eletronica
Von Frey eletronico

Figura 7: Protocolo experimental para a avaliacdo da hipernocicepc¢éo articular

inflamatéria em camundongos infectados pelo CHIKV.

Uma vez definido o melhor in6culo, foi realizada uma cinética de
infeccdo para avaliar os parametros de doenca e inflamatoérios, como descrito

no topico 2.

4.4.2. Tépico 2 — Caracterizar os parametros de doenca e a resposta
inflamatéria em camundongos selvagens da linhagem C57BL/6j
infectados pelo CHIKV

Neste protocolo, os camundongos receberam o inoculo pré-estabelecido
no tépico | (1,0x10% PFU/animal/50pL i.pl.) e, em seguida, foram eutanasiados
em diferentes momentos apos a infeccdo (dias 1, 3, 7 e 14 dias p.i) para a
avaliacdo dos parametros clinicos e inflamatérios (Figura 8). Para a eutanasia e
coleta  das amostras, 0S camundongos  foram anestesiados
intraperitonealmente (i.p.) com 100uL de uma solugéo de ketamina (100mg/kg)
e xilazina (10mg/kg) diluida em PBS. Foi realizada uma laparotomia mediana

para a coleta de sangue do animal pela veia cava inferior e obtencéao do
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sangue e do soro para realizacdo das analises hematoldgicas. Em seguida, foi
feito o deslocamento cervical do animal para coleta dos tecidos, tais como o
baco, figado, cérebro, pata, joelho, quadriceps (QD), linfonodo popliteo (LNP),
nervo ciatico e ganglio da raiz dorsal (DRG) para posterior dosagem de
mediadores inflamatérios, ensaio de NAG e MPO, analise histopatoldgica e
titulacdo viral. Cada uma das amostras foi mantida em suas respectivas

condi¢cBes de armazenamento até a analise.

@ @ pacientevirémicono Brasil

: @
N Via intraplantar— Camundongos C57BL/6j 4 semanas
Medida do edema e avaliagdo dos sinais clinicos

i 106 PFU/50uL CHIKV linhagem asidtica isolada de um

Eutanasia — Coleta de amostras

Figura 8: Protocolo experimental para a avaliagdo dos parametros clinicos e da

resposta inflamatdria em camundongos infectados pelo CHIKV.

Paralelamente, os camundongos receberam o inéculo pré-estabelecido
de 1,0x10% PFU/animal/50uL i.pl. e foram acompanhados durante os mesmos
tempos p.i para a avaliagdo comportamental. A avaliagdo motora (medida de
forca muscular) foi realizada por meio do teste de Rota Rod, a avaliacdo
locomotora por meio do teste de campo aberto e, por fim, a avaliacdo sensorial
por meio do teste de placa quente. Todas as metodologias dos testes citados

acima estao descritas no item 4.19.
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Figura 9: Protocolo experimental para a avaliacdo comportamental dos

camundongos infectados pelo CHIKV.

4.4.3. Tépico 3 — Avaliar a participacao do receptor de Interferons do tipo |

(IFNa/BR) na patogénese da infecgao causada pelo CHIKV

Neste protocolo, os animais da linhagem SV129 (WT) ou deficientes

para o receptor de IFNa/B (IFNRa/B”), receberam trés indéculos diferentes do
CHIKV (1X10?, 1X10%ou 1X10* PFU/animal/50puL i.pl.) e foram acompanhados

diariamente para a avaliacao da letalidade e perda de peso corporal. Uma vez

definido o melhor in6culo capaz de induzir perda de peso gradual e doenca nos

animais, foi realizado um segundo experimento para a retirada de diversos

orgdos, conforme descrito na figura 10, e realizada posterior avaliacdo dos

parametros inflamatoérios e recuperacdo da carga viral.
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Figura 10: Protocolo experimental para a avaliacdo da letalidade e paréametros

inflamatodrios/recuperacdo da carga viral em camundongos infectados pelo
CHIKV.

4.5. DETERMINACAO DA CARGA VIRAL

Para determinar a carga viral nos estoques virais e nas amostras de soro
e tecidos dos camundongos infectados pelo CHIKV, foi empregada a técnica de
titulacdo viral por ensaio de formacdo de placas de lise como descrito por
BAER & KEHN-HALL, 2014.

Brevemente, células da linhagem VERO (células derivadas de rim do
macaco verde africano - Cercopithecus aethiops) também provenientes do
BCRJ sob numero 0245 foram crescidas em meio RPMI 1X, suplementado com
1,5% HEPES, 1% antibiéticos, 1% L-Glutamina, 1% aminoacidos n&o
essenciais, 10% Soro Fetal Bovino. As células foram tripsinizadas,
homogeneizadas e implantadas em placas de 6 ou 12 po¢os a uma densidade
de 1X108 células/poco e 5X10° células/poco, respectivamente. As placas foram
incubadas em uma estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO: por cerca de
24 horas, quando seus po¢os apresentavam uma monocamada de células com

uma confluéncia de 85 a 90%.

Os estoques virais e as amostras de soro obtidas dos camundongos

infectados foram diluidos serialmente em meio RPMI. As amostras de baco,
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figado, coxim plantar, quadriceps e cérebro foram pesadas, maceradas com
auxilio de gral e pistilo de porcelana estéreis e diluidas serialmente, seguindo a
proporcao de 10% peso/volume, em meio RPMI com antibioticos na auséncia
de SFB. As amostras de LNP, nervo ciatico e DRG foram maceradas entre
laminas estéreis e diluidas em 500uL de meio RPMI. A cada po¢co de uma
placa foi adicionado 400uL (para placa de 6 pog¢os) ou 300uL (para placa de 12
pocos) de cada uma das diluicGes (102 a 107) de uma dada amostra (tecido)
ou diluicées de (102a 10%) para o soro. O controle de células foi um pogo nédo
inoculado, ao qual foi acrescentado apenas o meio RPMI com antibiéticos na
auséncia de SFB nos mesmos volumes. As placas foram incubadas por um
periodo de uma hora a 37°C (periodo de adsorcéo viral) durante o qual foram
gentilmente movimentadas de quinze em quinze minutos para garantir uma
distribuicAo homogénea das particulas virais sobre a monocamada de células.
Terminado o periodo de adsorcao, o meio foi retirado dos pogos e desprezado,
e as ceélulas lavadas com meio RPMI. Em seguida, foi adicionado meio DMEM
contendo 1.6% de carboximetilcelulose, antibiéticos e 2% de SFB. As placas
foram incubadas a 37°C por quatro dias, periodo no qual os efeitos citopaticos
podem ser observados ao microscopio invertido. Apds este periodo, as
mesmas foram fixadas com formol tamponado a 10% por no minimo 30
minutos e, posteriormente, coradas com solu¢do 1% p/v de cristal violeta em
H20 deionizada, para a determinagéo do titulo das amostras, os quais foram

expressos em PFU/g ou PFU/mL (Unidades Formadoras de Placa).

4.6. MEDIDA DO EDEMA PLANTAR

Com a utilizacdo de um paquimetro, foi realizada a medida do edema
plantar apos a infecgao pelo CHIKV. As medidas foram realizadas previamente
a injecao intraplantar do virus, para obtencéo dos niveis basais de cada animal,
e, entdo, diariamente até o término do experimento (14° dia). A medida do
volume da pata foi realizada sempre duas vezes pelo mesmo operador e a
meédia destes valores foi utilizada para a computacéo dos dados. O aumento no

volume da pata foi calculado através da subtragdo do volume inicial dos valores
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(antes da infeccdo) pelo volume da pata medido em cada ponto apds a
infecgdo e foi expresso como A do volume da pata (mm). Para controle do
experimento, foram utilizados camundongos que receberam injecdo via ipl.

contendo apenas PBS.

4.7. MEDIDA DA HIPERNOCICEPCAO ARTICULAR INFLAMATORIA

A avaliagdo de hipernocicepgdo, ou medida de dor em animais de
experimentacdo, foi realizada por teste de medida de presséo eletrGnica
modificado em camundongos, como descrito por (SACHS et al.,, 2011).
Resumidamente, os camundongos foram colocados em caixas de acrilico
sobre uma tela de suporte metalica pelo periodo de 15 a 30 minutos (periodo
de adaptacdo). Neste experimento foi utilizado um medidor de presséo
eletrébnico que visa avaliar a transmissdo do estimulo através de um sensor
(INSIGTH Instruments, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). O teste consistiu na
aplicacdo de uma ponteira romba de 0,5mm? na parte posterior da pata dos
animais infectados pelo CHIKV ou nos animais controle (PBS), onde a forca
perpendicular aplicada na area central da superficie plantar induziu a flexdo da
articulacdo do joelho seguido da resposta de retirada da pata pelo animal. A
intensidade da pressdo foi automaticamente recordada pelo sensor e o0s
valores para a resposta foram obtidos apés trés medidas, antes e apo6s a
infeccdo de cada animal individualmente. A hipernocicepcdo articular
inflamatoria foi avaliada diariamente apdés a inoculacdo do CHIKV. Os
resultados foram expressos em média e calculados subtraindo-se o tempo zero
da medida (antes da infeccéo) e as medidas nos intervalos de tempos apoés a
infeccéo, e expressos como A da hipernocicepc¢do, como descrito por Costa e
colaboradores (CUNHA et al., 2004).
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4.8. ANALISE HEMATOLOGICA

Amostras de sangue foram obtidas diretamente da veia cava inferior dos
animais, coletadas em tubos heparinizados e posteriormente separadas para
contagem total e diferencial de leucécitos, contagem de plaguetas, hematécrito
e coleta do soro. Para contagem total, amostras de sangue foram diluidas em
solugéo de Turk a uma proporgao de 1:40, contadas em camara de Neubauer e
o resultado foi expresso em numero total de leucécitos/mL de sangue. A
contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada em laminas contendo
esfregaco sanguineo, coradas com Kit Pandético, e o resultado expresso em %
do namero total de cada tipo celular, corrigido proporcionalmente ao resultado
de contagem total da amostra. Para a contagem de plaquetas, parte do sangue
coletado foi diluido na proporcéo de 1:100 em solucdo de oxalato de amdnio
1% p/v e deixado em repouso em camara de Neubauer por no minimo 15 min.
Apés a deposicao das plaqguetas, a contagem foi feita ao microscépio e o
resultado expresso em numero total de plaquetas/pL de sangue. Foi utilizado o
microscopio Nikon XP-1000 para todos os procedimentos de contagem de
leucocitos e plaquetas. A mensuracdo do indice de hematdcrito foi realizada
utilizando capilares heparinizados (Perfecta) para microhematdécrito. Capilares
contendo sangue foram centrifugados em centrifuga apropriada (Centrifuge
hematocrit HT) por 10min e o resultado expresso em porcentagem referente a
fracdo celular do sangue: Fracdo vermelha (concentracdo de elementos do
sangue) e branca (concentracdo de plasma), através de uma regra de trés

simples:

Frac&o branca + vermelha 100%

Fracéo vermelha X

Por fim, o restante de sangue de cada amostra foi centrifugado para
separacao e coleta de soro (1200g por 10 minutos). Posteriormente, o soro foi
dividido em dois tubos, sendo um para quantificacdo da carga Vviral
(armazenado a -80°C) e o segundo para demais andlises (armazenado a -
20°C).
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4.9. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Para dosagem das citocinas (TNFa, IL-1B3, IL-6, IFN-y RANKL, OPG) e
quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL1, CXCL-2, CXCL-9 e CXCL-
10), fragmentos de tecidos (coxim plantar, quadriceps e bago) foram
homogeneizados em solugcdo de PBS contendo inibidor de proteases (0,1mM
phenylmethilsulfonyl fluoride; 0,21mM benzethonium chloride; 10mM EDTA e 20
Kl aprotinina A) e 0,05% Tween 20, na proporc¢éo de 0,1g de tecido para cada
mL de solucgéo; utilizou-se um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 -
Fisher Scientific Pennsylvania, USA). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3000g por 10 minutos a 4°C (Centrifuga BR4, Jouan,
Winchester, VA, USA) e os sobrenadantes recolhidos e estocados em

microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) a -20°C, para posterior andlise.

As amostras de soro e tecidos foram analisadas na diluicdo 1:2 para
citocinas e 1:3 para quimiocinas em PBS contendo 0,1% de albumina bovina,
como previamente padronizado em nosso laboratoério. Foram utilizados kits de
anticorpos (R&D Systems, EUA), seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante. Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (C96
MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, EUA).

Para a realizacdo do ensaio, 0s anticorpos de captura foram diluidos em
PBS (pH 7,4), sendo gue a sensibilizacdo ocorreu durante 18h a 4°C. A reacao
foi bloqueada com PBS acrescido de 1% de albumina bovina (Sigma-Aldrich,
25 EUA). As amostras, os padrbes e o branco (albumina 0,1%) foram
adicionados aos pocos e incubados por 18h. Os pocos foram entéo lavados e o
anticorpo de deteccdo adicionado pelo periodo de 2h. A reacéo foi detectada
pela incubacdo com streptavidina conjugada com peroxidase (HRP-Streptavidin
Pharmingem - 1:4000) e revelada com OPD (o-phenylenediamine
dihidrocloride — Sigma-Aldrich, EUA). Apos 30 minutos, a reacdo foi
interrompida com a adicdo de 50uL de H2SOa4. A leitura foi feita no leitor de
ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) em
comprimento de onda de 492nm. Os ensaios apresentaram uma sensibilidade
de 8-16pg/ml.
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4.10. DETERMINACAO DOS NIVEIS DE ANTICORPOS ESPECIFICOS IgM e
19G

A determinacéo de anticorpos anti-CHIKV IgM ou IgG especificos apoés a
infeccdo pelo CHIKV foi realizada de maneira semelhante a descrita em
(COSTA e colaboradores., 2014). Brevemente, 0 mesmo isolado viral (CHIKV
Brasileiro) utilizado nas infecgbes experimentais foi plaqueado em placas de 96
pogos a uma concentracdo de 1,0 x 10° PFU por poco, inativados por luz UV
por 30min e incubados por aproximadamente 18 horas a 4°C. Em seguida, as
placas foram lavadas 3x com PBS 1X e os pocos bloqueados com solugéo de
albumina bovina 1% em PBS por duas horas e subsequentemente lavadas. Em
seguida, as amostras de soro foram diluidas na proporcdo de 1:100,
plagueadas em duplicata e incubadas por 3 horas. Apds nova lavagem, o
anticorpo anti-IgM ou anti-lgG conjugado a peroxidase foi adicionado e as
placas incubadas por mais duas horas. A reacao foi revelada com OPD (o-
phenylenediamine dihidrocloride — Sigma-Aldrich, EUA) e interrompida com
H2SOa. A leitura foi feita no leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC,
Uniscience do Brasil), com filtro para um comprimento de onda de 492nm, e os

resultados expressos em densidade Optica (OD).

4.11. DETECCAO INDIRETA DE NEUTROFILOS (MPO)

O acumulo de neutréfilos nos tecidos foi avaliado pelo ensaio indireto
através da quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Para
tanto, fragmentos do bacgo, figado cérebro, coxim plantar e quadriceps dos
animais infectados ou controles foram retirados e congelados a -20 °C. Apés o
descongelamento, 100mg do tecido foi homogeneizado em 2mL de tampéao (pH
4,7) (0,AM NaCl; 0,02M NaPOas; 0,015M NaEDTA), utlizando-se um
homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 - — Fisher Scientific
International, EUA). Apos centrifugacdo a 3000g, por 10 min, a 4°C (Centrifuga
BR4 — Jouan, EUA), o sobrenadante foi desprezado e o precipitado submetido
a lise osmatica pela adicao de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de tecido, 1,5mL

de solucéo) seguido (apds 30 segundos) da adicdo de igual volume de solucao
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contendo NaCl 1,6% e glicose 5% gelada. Ap6s nova centrifugagcdo, o
precipitado foi ressuspendido em tamp&o NasPO4 0,05M (pH 5,4) contendo
brometo de hexadeciltrimetilamoénio (HTAB) 0,5% p/v e re-homogeneizado.
Aliquotas de 1mL da suspensdo foram transferidas para microtubos (Tubo
3810, eppendorf do Brasil) de 1,5 mL e submetidas a trés ciclos de
congelamento e descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Essas
amostras foram novamente centrifugadas por 15 min a 3000g e os
sobrenadantes coletados. As amostras dos tecidos de camundongos SV129
(WT ou IFNRa/B7) foram diluidas previamente a analise em tampao NasPOa4
0,05 M na razédo de 1:10 para o baco, 1:3 para o figado e sem diluir para coxim

plantar, quadriceps e cérebro.

A atividade da mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada
através de leitor de ELISA (450nm) usando tetramethylbenzidine (1.6mM) e
H202 (0.5mM) para a medi¢cdo das alteracdes da densidade optica (OD). Os
resultados foram expressos como unidade relativa comparados com neutrofilos
de camundongos nao infectados. Uma curva padrdo do niumero de neutréfilos
versus OD foi previamente obtida pelo processamento de neutréfilos
purificados do peritbnio de camundongos com padronizado anteriormente por

Souza e colaboradores., 2004.

4.12. DETECCAO INDIRETA DE MACROFAGOS (NAG)

O acumulo de macrofagos foi avaliado pelo ensaio da quantificacdo da
atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG). Fragmentos do baco,
figado, cérebro, coxim plantar e quadriceps dos animais infectados ou
controles foram retirados e congelados a -20 °C. Ap6s o descongelamento,
100mg do tecido foi homogeneizado em 2 mL de tampéo (pH 4,7) (0,1M NaCl;
0,02M NaPOg4; 0,015M NaEDTA), utilizando-se um homogeneizador elétrico de
tecidos (Power Gen 125 - — Fisher Scientific International, EUA). Apoés
centrifugacédo a 3000g, por 10 min, a 4°C (Centrifuga BR4 — Jouan, EUA), o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado submetido a lise osmatica pela

adicdo de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de tecido, 1,5mL de soluc¢éo)
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seguido (apds 30 segundos) da adi¢cdo de igual volume de solugédo contendo
NaCl 1,6% e glicose 5% gelada. Apds nova centrifugacédo, o precipitado foi
ressuspendido em solucdo salina 0,9%/Triton x-100 0,1% v/iv e re-
homogeneizado. O homogeneizado foi centrifugado a 3.000g e o sobrenadante
foi utilizado para o ensaio. Aliquotas de 100uL da suspensdao foram transferidas
para placas de 96 pocos, em duplicata e 100 pL do substrato (p-nitrofenil-N-
acetil-R-D-glicosiminida) e manter a 37°C. Apés 10 minutos, adicionou-se a
solucdo 100pL de tampéo glicina 0,2 M e a atividade da NAG foi determinada
através de leitor de ELISA (400nm). Os resultados foram expressos como
densidade o6ptica (OD).

4.13. AVALIACAO DOS NIVEIS DA TRANSAMINASE HEPATICA ALT

O sangue de animais nao infectados e infectados foi coletado pela veia
cava inferior, colocado em tubos heparinizados, centrifugados 1200g por 10
minutos para obtencdo do soro. A dosagem da transaminase hepatica ALT no
soro foi realizada através de teste colorimétrico utilizando o Kit K034 da
Bioclin/Quibasa. A leitura foi realizada em leitor de ELISA no comprimento de

onda de 530nm. Os resultados foram expressos como unidades por litro (U/L).

4.14. ANALISE HISTOPATOLOGICA

O membro inferior direito de camundongos, contendo o musculo
quadriceps, joelho e o tornozelo, foi coletado ao longo da cinética da infeccéo e
fixado em formol 10%v/v por no minimo 2 dias. Em seguida, os tecidos
permaneceram em uma solugcdo de EDTA 14%p/v, durante aproximadamente
40 dias, com troca da solucdo a cada 3 dias, para a sua desmineralizacao.
Uma vez desmineralizados, os tecidos foram processados, incluidos em
parafina, cortados, montados em laminas e corados com Hematoxilina e Eosina
(H&E) ou com Azul de Toluidina (AT) como descrito por Costa e colaboradores

(2015). Foram avaliados os seguintes parametros nos cortes corados por H&E:
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a gravidade da hiperplasia sinovial (0: sem alteracgdes; 1: hiperplasia focal; 2:
hiperplasia extensa; 3: hiperplasia generalizada), intensidade de infiltrado
inflamatorio (0: ausente; 1. leve; 2: moderado; 3: intenso; 4: generalizado),
hiperemia (0: ausente; 1. presente), presenca de células inflamatérias no
espaco sinovial (0: ausente; 1: presente), perda da arquitetura tecidual (O:
ausente; 1: presente), hiperplasia da medula 6ssea (0: ausente; 1. presente) e
erosdo dos ossos para verificar sinais de artrite (0: ausente; 1: lacunas de
reabsorcdo escassas; 2: areas significativas de reabsorcdo dssea). Apds a
andlise, as pontuacdes foram somadas, podendo totalizar 13 pontos. J& nos
cortes corados com o AT, verificou-se a presenca de proteoglicanos nas
cartilagens articulares. A quantificacdo da perda ou ndo de proteoglicanos foi
efetuada pela avaliacdo da porcentagem da area corada por AT em relacdo a
superficie total da cartilagem avaliada usando o software ImageJ (National
Institute of Health, Bethesda, MD, USA), como descrito por Queiroz-Junior e
colaboradores (2011).

Amostras de figado de camundongos foram coletadas em tempos
especificos (3 e 5 dias pi). Posteriormente, foram imediatamente fixadas em
10% de formalina tamponada durante 24 horas, processadas, incluidas em
parafina, cortadas, montadas em laminas, coradas com H&E e avaliadas sob
um microscépio Axioskop 40 (Carl Zeiss, Go'ttingen, Alemanha) adaptado a
uma camera digital (PowerShot A620, Canon, Toquio, Japao). A pontuacdo
histopatolégica foi realizada a partir da avaliacdo do inchaco, degeneracéo,
necrose e hemorragia dos hepatocitos (0: ausente; 1. minimo; 2: leve; 3:

moderado ; 4: marcado e 5: grave).

4.15. TESTES COMPORTAMENTAIS

415.1. Rota Rod

A forca muscular e capacidade locomotora dos animais foram avaliadas
por meio do teste de Rota Rod (teste de fungcdo motora), assim como descrito
por Rozas e colaboradores (1997). Brevemente, o aparelho de Rot Rod

consiste de um cilindro distante 7cm da superficie de apoio, movido por um
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motor, que gira a diferentes velocidades determinadas pelo operador (no total,

4 diferentes velocidades ao longo do teste). A capacidade motora (forca
muscular e locomocgao) foi quantificada cronometrando-se o tempo de
permanéncia do camundongo sobre o cilindro (laténcia). Durante o estudo, os
animais foram submetidos a um periodo de treinamento de trés dias seguido da
avaliacdo da medida basal no quarto dia e, por fim, as avaliacbes posteriores
apos a cinética de infec¢do pelo CHIKV. Foram avaliados os dias 1, 3, 7 e 14

apos a infeccao.

4.15.2. Placa quente

A sensibilidade nociceptiva dos animais foi avaliada através do teste de
placa quente, como descrito por Woolfe & Macdonald (1944). O teste avalia o
tempo em que os animais levam para responder ao estimulo térmico (chapa
metalica aquecida a 50 £ 0,5 °C) através do comportamento de levantar ou
lamber as patas. As afericbes foram realizadas antes da infeccao (basal) e nos
tempos de 1, 3, 7 e 14 dias apo6s a infecgao pelo CHIKV.

4.15.3. Campo aberto

A avaliacdo da atividade locomotora espontéanea dos camundongos foi
realizada através do teste de campo aberto (MARTIN & HALL, 1941). A
movimentacdo do animal foi monitorada por meio de uma camera de video em
um espaco circular determinado pelo periodo de 10min. Brevemente, 0 campo
aberto consiste de uma arena circular com 50cm de diametro, fechada com
paredes de 40cm localizada em uma sala isolada. Individualmente, cada
camundongo foi colocado no centro da arena, durante uma sessdo Unica. A
distancia percorrida foi analisada automaticamente pelo software Any-maze®
(Stoelting Company, EUA). Foram avaliados os dias 1, 3, 7 e 14 apoés a
infeccéo.
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4.16. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados como a média = erro padrdo medio
(EPM) por grupo de 3 (linhagem SV129) ou 5 (linhagem C57BL6j) animais,
assim como definido no célculo amostral aprovado no Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA). Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando
o teste t ndo paramétrico (MAN-WHITNEY) ou a andlise de variancia a um
critério (ANOVA ONE-WAY), seguido de comparacdes multiplas de Newman-
Keuls. Para a realizacdo de todas as analises, utilizou-se o software GraphPad
PRISM (GraphPad Software, EUA). Os niveis de significancia foram
estabelecidos em p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. TOPICO 1 — Definir o melhor inéculo viral a ser utilizado no modelo
experimental

Para o desenvolvimento do modelo proposto, definimos primeiramente o
in6culo a ser utilizado através da avaliagdo da hipernocicepcao articular
inflamatoéria. Para tanto, animais da linhagem C57BL/6j, machos, com 8
semanas de idade, foram infectados com diferentes in6culos do CHIKV pela via
i.pl. Estes animais foram monitorados quanto a hipernocicepcao articular
inflamatoria por um periodo de 30 dias (Figura 11). A medida de nocicepcéao
desses animais foi iniciada 1 dia antes da infeccéo para a obtencéo dos valores
basais de resposta de cada animal e nos dias subsequentes a infec¢éo a partir
do 1° dia.
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Figura 11: A infecc¢do i.pl. de CHIKV induz hipernocicepgdo articular inflamatoria
prolongada em camundongos. Os camundongos da linhagem C57/BL6j foram
infectados com CHIKV La Reunion pela injecdo i.pl. de 10%, 10°e 10° PFU/50uL em
PBS e a hipernocicepgédo foi avaliada durante 28 dias. Os camundongos controle
(Mock) receberam injecéo i.pl.de PBS e foram igualmente avaliados durante todo o
periodo. Os grupos foram de 5 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0S

animais controle ndo-infectados (NI).
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Nossos resultados demonstraram que a infeccéo i.pl. pelo CHIKV induz
hipernocicepcao articular inflamatoria em todos os inéculos a partir do 1° dia.
Para o inéculo de 104 PFU/animal, a hipernocicepcdo se estendeu até o 14°
dia, retornando aos niveis basais no 21° dia, enquanto para os outros indculos
(10° e 10° PFU/animal) esta manifestacdo clinica perdurou até o 21° dia e
retornou aos niveis basais no 28° dia. Os animais n&o infectados
demonstraram medidas similares aos valores basais durante todo o periodo

avaliado.

Ainda, foi possivel perceber que o inéculo de 10°% PFU/animal induziu
uma resposta hipernociceptiva mais acentuada quando comparado com 0s
demais. Diante disso, nés decidimos utilizar o inéculo de 108 PFU/animal para
a execucao dos experimentos subsequentes que objetivaram avaliar a resposta

inflamatoria e parametros de doenca neste modelo experimental.

5.2. TOPICO 2 — Caracterizar os parametros de doenca e resposta

inflamat6ria em camundongos adultos selvagens da linhagem C57BL/6j

5.2.1. Ainfeccédo i.pl. pelo CHIKV néo induz perda de peso corporal e edema

de pata nos camundongos.

As alteracdes no edema plantar e peso corporal de camundongos
infectados pelo CHIKV foram avaliadas durante 30 dias, conforme demonstrado

na figura 12.
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Figura 12: A infeccéo i.pl. pelo CHIKV né&o altera peso corporal e edema de pata
nos camundongos. Os camundongos da linhagem C57BL/6j foram infectados com o
CHIKV La Reunion pela inje¢do i.pl. de 108 PFU/50uL em PBS. Os parametros clinicos
(A) peso corporal e (B) edema de pata foram avaliados por até 30 dias. Camundongos
controle (Mock) receberam injec&o intraplantar de PBS e foram igualmente avaliados.
Os grupos foram de 5 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais
controle NI.

Nossos resultados demonstraram que durante o curso da infec¢do, os
animais ndo apresentam perda de peso corporal (Figura 12 — A), bem como

edema de pata (Figura 12 — B).

5.2.2. Os camundongos infectados pelo CHIKV nao desenvolvem alteracdes

hematoldgicas significativas.

A ocorréncia de alteracdes hematoldgicas em camundongos foi avaliada
durante 30 dias apos a infeccéo pelo CHIKV (Figura 13). Os animais infectados
apresentaram um aumento no numero total de leucdcitos em tempos mais
tardios da infeccdo, especificamente no 14°% 30° dias (Figura 13 — A), bem
como no hematocrito no 21° dia apos a infeccdo (Figura 13 — B). Por outro
lado, ndo houve alteracdo no numero de plaquetas durante a cinética de

infeccéo (Figura 13 — C).
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Figura 13: A infecc¢do i.pl. pelo CHIKV induz alteragdes hematologicas discretas
em camundongos. Os camundongos da linhagem C57BL/6j foram infectados com o
CHIKV La Reunion pela injecdo i.pl. de 10° PFU/50uL em PBS. Os pardmetros
hematolégicos (A) Contagem total de leucdcitos, (B) hematdécrito e (C) plaquetas foram
avaliados por até 30 dias p.i. Camundongos controle (Mock) receberam injecdo
intraplantar de PBS e foram igualmente avaliados. Os grupos foram de 5 animais. *

para p< 0,05 quando comparados com 0s animais controle NI.

5.2.3. Os camundongos infectados pelo CHIKV n&o apresentam carga viral

viavel detectada no soro, baco e LNP.

Os animais foram infectados e a quantificacdo da carga viral avaliada
durante 30 dias por meio da técnica de titulacdo viral (Figura 14). Como
resultado, ndo detectamos a presenca de particula de virus viavel no (A) LNP,
(B) baco e (C) soro dos animais.
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Figura 14: A infeccgdo i.pl. pelo CHIKV n&o esta associada a recuperacdo de
carga viral viavel no LNP, baco e soro de camundongos. Os camundongos da
linhagem C57BL/6j foram infectados com o CHIKV La Reunion pela injecéo i.pl. de 10°
PFU/50uL em PBS, anestesiados e eutanasiados para a coleta dos érgdos nos dias
citados. A quantificacéo do titulo viral foi obtida por ensaio de titulacdo usando células
Vero permissivas a infec¢do. Os resultados sdo apresentados como PFU por mg de
tecido ou PFU por mL de sangue. Os grupos foram de 5 animais. * para p< 0,05
quando comparados com 0s animais controle. n.d. (ndo detectavel) - auséncia de PFU

nas amostras.

5.2.4. Ainfeccdo pelo CHIKV induz aumento do recrutamento de neutréfilos no

guadriceps, mas nédo no baco e no figado dos camundongos.

A figura 15 demonstra a quantificacdo da atividade da enzima
mieloperoxidase (analise indireta indicativa do nimero de neutréfilos) no (A)
baco, (B) figado e (C) quadriceps dos animais infectados com o CHIKV. Pode
ser observado que ocorre um aumento discreto no numero de neutrdéfilos
apenas no quadriceps dos animais infectados nos dias 14, 21 e 30 p.i, quando
comparado com animais controle. Por outro lado, a analise de MPO no bago e
no figado permaneceu com o0s niveis basais dessas células durante todo o

curso da infeccéo.
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Figura 15: A infeccao i.pl. pelo CHIKV induz aumento do recrutamento de
neutréfilos no quadriceps, mas ndo no baco e no figado dos camundongos. Os
camundongos da linhagem C57BL/6j foram infectados com o CHIKV La Reunion pela
injecdo i.pl. de 10° PFU/50uL em PBS, anestesiados e eutanasiados para a coleta dos
orgdos nos dias citados. A migracdo de neutrdfilos foi avaliada pela quantificagdo dos
niveis de mieloperoxidase (MPO) no (A) baco, (B) figado e (C) quadriceps. Os
resultados sdo apresentados como o numero de neutréfilos por 100mg de tecido. Os
grupos foram de 5 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais
controle NI.

5.2.5. Os camundongos infectados pelo CHIKV apresentam elevados niveis da
quimiocina CCL2 e da citocina IL-6 no baco, mas ndo das quimiocinas

CXCL-1 e CCL5 nesse mesmo 6rgao.

Os niveis de IL-6, CCL2 e CCL5 foram quantificados no baco dos
camundongos durante o curso da infeccdo. Ainda, buscamos averiguar a
producdo da quimiocina CXCL-1 no baco destes animais, uma vez que essa é
sabidamente um importante agente para o recrutamento de neutrofilos para o
sitio inflamatério (WHITE et al., 2005).

A Figura 16 (A) demonstra que os niveis de CCL2 estdo aumentados,
em relacdo aos animais ndo infectados, a partir do 3° até o 28° dia apos a
infeccdo. Ja os niveis de IL-6 (Figura 16 — D) encontram-se aumentados
apenas no 7° dia de infeccdo. Por outro lado, CXCL-1 e CCL5 apresentam
niveis inalterados durante todo o curso da infec¢cdo (Figura 16 — B e C,

respectivamente).
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Figura 16: A infeccdo i.pl. pelo CHIKV estid associada a elevados niveis da
guimiocina CCL2 e da citocina IL-6 no bago, mas nédo das quimiocinas CXCL-1 e
CCL5 nesse mesmo 06rgdo. Os camundongos da linhagem C57BL/6j foram
infectados com o CHIKV La Reunion pela injecdo i.pl. de 10° PFU/50uL em PBS,
anestesiados e eutanasiados para a coleta do bac¢o nos dias citados. (A) CCL2, (B)
CXCL-1, (C) CCL5 e (D) IL-6 foram quantificadas por ELISA. Os resultados s&o
apresentados como pg por 100 mg de tecido. Os grupos foram de 5 animais. * para p<

0,05 quando comparados com os animais controle NI.

Diante dos resultados demonstrados acima, foi possivel perceber
claramente que a infec¢do i.pl. pelo CHIKV induziu uma hipernocicepgao
prolongada em camundongos adultos (8 semanas) da linhagem C57BL/6j, a
gual representa o sintoma mais marcante e incapacitante da CHIKF.
Entretanto, quando os sinais clinicos e hematolégicos foram avaliados, ndo
percebemos alteracdes significativas quando comparado ao grupo controle NI.
Com relacdo aos parametros da resposta inflamatéria, nossos resultados
demonstraram que o recrutamento de neutréfilos ocorreu de maneira discreta,
bem como a producédo de mediadores inflamatorios no bago destes animais.
Além disso, ndo foi detectada a recuperagcdo da carga viral em érgéos alvo

apos a infeccdo. Desta forma, nossos achados demonstram que estes
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camundongos respondem a infeccdo de forma autorresolutiva e, por esse
motivo, este modelo ndo foi completamente viavel para mimetizar e reproduzir
muitos dos parametros clinicos encontrados na doenca humana como
esperdvamos. Dessa maneira recorremos a literatura e observamos que
diversos modelos experimentais de infec¢ao pelo CHIKV utilizam camundongos
neonatos ou mais jovens e conseguem reproduzir diversos parametros de
doenca (COUDERC et al., 2008; MORRISON et al.,, 2011; GOUPIL et al.,
2016). Baseado nisto, e levando em considera¢cado nosso intuito de padronizar
um modelo experimental em camundongos imunocompetentes que mimetize a
maioria dos achados clinicos da doenca humana, o nosso proximo tépico
consistiu em avaliar os mesmos parametros ja descritos anteriormente em

camundongos jovens com 4 semanas de idade.

5.3. TOPICO 2 - Caracterizar os parametros de doenca e a resposta
inflamatéria em camundongos jovens selvagens (4 semanas) da
linhagem C57BL/6j

5.3.1. A infecgéo intraplantar com duas linhagens distintas do CHIKV induz

hipernocicepcéao articular inflamatéria prolongada.

Como mencionado, avaliamos todos os parametros ja descritos em
animais jovens, inclusive a hipernocicepc¢ao articular inflamatéria. Para tanto,
animais da linhagem C57BL/6j, machos, com 4 semanas de idade, foram
infectados com duas linhagens de CHIKV (La Reunion ou linhagem Asiatica
isolada de um paciente virémico do Brasil) pela injecéo i.pl. de 10° PFU. Estes
animais foram monitorados quanto a hipernocicepcdo por um periodo de 30
dias (Figura 17).

Nossos resultados demonstraram que a infecg¢ao intraplantar por ambos
os isolados do CHIKV induz hipernocicepc¢ao articular inflamatoria a partir do 1°
até o 21° dia p.i, retornando aos niveis basais no 28°dia. Os animais controles

NI medidas similares aos valores basais durante todo o periodo avaliado.

Esses dados reproduziram de maneira similar a hipernocicepgao

induzida pelo CHIKV em camundongos adultos (Figura 12 —B) e sugerem que
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ndo h& diferenca do perfil de resposta hipernociceptiva induzida nas duas
linhagens virais avaliadas. Por conseguinte, levando em consideracdo que a
linhagem Asiatica isolada de um paciente virémico no Brasil representa a
populacdo de virus circulante no pais, nés decidimos utilizar o isolado Brasileiro
para a execucdo dos experimentos subsequentes que objetivaram avaliar a

resposta inflamatoria e parametros de doenca neste modelo experimental.
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Figura 17: A infeccdo i.pl. pelo CHIKV induz hipernocicepcdo articular
inflamatdria prolongada em camundongos jovens. Os camundongos da linhagem
C57BL/6j foram infectados com duas linhagens de CHIKV (La Reunion ou linhagem
Asidtica isolada de um paciente virémico do Brasil) pela injecdo i.pl. de 10° PFU/50uL
em PBS e a hipernocicepc¢ao articular inflamatoria nesses animais foi avaliada durante
30 dias. Os camundongos controle (Mock) receberam injecéo i.pl.de PBS e foram
igualmente avaliados. Os grupos foram de 5 animais. * para p< 0,05 quando

comparados com o0s animais controle NI.

5.3.2. Ainfeccéo pelo CHIKV nao altera peso corporal e edema de pata em
camundongos jovens.

Os sinais clinicos, como perda de peso corporal e edema de pata foram
avaliados por até 14 dias, conforme demonstrado na figura 18. Nossos
resultados demonstram que mesmo em camundongos jovens, durante 0 curso
da infeccdo pelo CHIKV, os animais ndo apresentam (A) perda de peso
corporal ou (B) edema de pata. Ainda, os animais NI apresentaram medidas

similares durante todo o periodo avaliado (Figura 18 A-B).
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Figura 18: A infeccéo i.pl. pelo CHIKV néo altera o peso corporal e o edema de
pata em camundongos. Os camundongos da linhagem C57/BL6 foram infectados
com o CHIKV (linhagem Asiatica isolada de um paciente virémico no Brasil) pela
injecdo i.pl. de 106 PFU/50uL em PBS. Os parametros clinicos (A) peso corporal e (B)
edema de pata foram avaliados por até 14 dias. Camundongos controle (Mock)
receberam injecédo intraplantar de PBS e foram igualmente avaliados. Os grupos foram

de 5 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais controle NI.

5.3.3. Os camundongos da linhagem C57BL6j jovens desenvolvem alteracdes

hematoldgicas ap0s a infecgéo pelo CHIKV.

Para a avaliacdo da ocorréncia de alteracdes hematoldgicas, os animais
foram acompanhados por até 14 dias e diversas andlises foram feitas,
conforme demonstrado na figura 19. Os animais infectados apresentaram uma
reducdo no numero total de leucdcitos durante todo o curso da infeccdo aguda
(1, 3, 7 e 14 dias) (A). Esta leucopenia, por sua vez, € resultado de uma
redugéo apenas do numero de linfocitos nos mesmos dias citados, mas ndo de
neutréfilos e mondcitos (B). Ainda, 0os animais apresentaram aumento do nivel
de hematocrito no 1° e 3° dia apés a infeccdo (C), mas nenhuma alteracdo no

namero de plaquetas (D).

65



< 1504 - 3 Neutrdfilos
= e 100 B Linfocitos
x = Bl Mondcitos
o v ®
@ @ 1]
< 3 S0 *
2o =3 60
= @ O
] O g
2w 23
o
9 e
g (7]
3 £
- - = B e e e e
Mock 1 3 7 14 Mock 1d 3d 7d 14d
—_— >
Dias apds a infecgao Dias apos a infecgao
C D
40+ @ 1500
S
= g
£ a5 o 3
e o 8 o 10001
S 30 g =
9 o=
= ES
g T 5 500
5 254 2
I ©
o
=
204 x 0-
Mock 1 3 7 14 Mock 1 3 7 14
—_—
Dias apés a infecgao Dias apés a infecgio

Figura 19: A infecgdo i.pl. pelo CHIKV em camundongos jovens induz
linfocitopenia e aumento do nivel de hematécrito, mas nenhuma alteracdo no
numero de plaquetas. Os camundongos da linhagem C57BL/6j foram infectados com
o CHIKV (linhagem Asiética isolada de um paciente virémico no Brasil) pela injegéo
i.pl. de 10 PFU/50uL em PBS. Os parametros hematoldgicos: (A) Contagem total de
leucocitos, (B) Contagem diferencial de leucdcitos, (C) hematdcrito e (D) plaguetas
foram avaliados no sangue dos animais por até 14 dias p.i. Camundongos controle
(Mock) receberam injecao intraplantar de PBS e foram igualmente avaliados. Os

grupos foram de 5 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais
controle NI.

5.3.4. Os camundongos infectados pelo CHIKV apresentam carga viral viavel
detectavel no coxim plantar, LNP, quadriceps e baco, mas ndo no soro,
nervo ciatico e DRG.

A Figura 20 (A) demonstra a presenca da carga viral detectavel no coxim
plantar dos animais infectados pelo CHIKV logo no 1° dia p.i e niveis ainda
mais elevados no 3° dia. No LNP (B), a carga viral foi encontrada no 1° dia p.i,
com valores duas vezes acima do que foi inoculado, e também no 3° dia. Nos
periodos subsequentes, ndo houve deteccdo. No quadriceps (C), a carga viral

foi detectada apenas no 3° dia p.i. Por fim, a carga viral encontrada no baco
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(D), foi detectada no 1° e 3° dias de infeccdo. Em contrapartida, nao
detectamos a presenca de particula de virus viavel no (E) soro, (F) nervo

ciatico e (C) ganglios dorsais da medula.
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Figura 20: A infeccdo i.pl. pelo CHIKV esta associada a recuperagdo de carga
viral viavel no coxim plantar, LNP, quadriceps e bago, mas ndo no soro, nervo
ciatico e DRG de camundongos. Os camundongos da linhagem C57BL/6j foram
infectados pelo CHIKV (linhagem Asiatica isolada de um paciente virémico no Brasil)
pela injecdo i.pl. de 10° PFU/50uL em PBS, anestesiados e eutanasiados para a coleta
dos 6rgdos nos dias citados. A quantificacdo do titulo viral foi obtida por ensaio de
titulacdo usando células permissivas a infeccdo. Os resultados sdo apresentados
como PFU por mg de tecido ou PFU por mL de sangue. Os grupos foram de 5
animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais controle e n.d - ndo

detectaveis para auséncia de PFU nas amostras.

5.3.5. Os camundongos infectados pelo CHIKV nao apresentam alteractes

nos niveis de ALT no soro.

Sabe-se que pacientes com CHIKF podem apresentar uma elevacéo
discreta das enzimas hepéticas ALT e AST durante a fase aguda da doenca
(GOUPIL; MORES, 2016; Ministério da Saude, 2017). Dessa forma, para
avaliar uma possivel lesdo hepatica durante a infecgdo pelo  CHIKV,

analisamos os niveis de ALT.
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A Figura 21 demonstra que os niveis de ALT encontram-se inalterados
durante a cinética de infeccdo pelo CHIKV. Esses resultados foram
comparados com 0s niveis desta mesma transaminase quantificada em

animais controles nao infectados (NI).
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Figura 21: A infeccgdo i.pl. pelo CHIKV né&o induz alteragdes nos niveis de ALT no
soro de camundongos. Os camundongos da linhagem C57BL/6j foram infectados
pelo CHIKV (linhagem Asiética isolada de um paciente virémico no Brasil) pela injecdo
i.pl. de 106 PFU/50uL em PBS, anestesiados e 0 soro obtido por centrifugacéo a partir
do sangue proveniente da veia cava destes animais nos dias citados. A quantificagéo
da transaminase ALT foi realizada através do Kit comercial especifico
(Bioclin/Quibasa). Os resultados sdo apresentados como ALT U/L. Os grupos foram de

5 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais controle NI.

5.3.6. A infeccdo pelo CHIKV esta associada com um aumento no influxo de

neutréfilos no coxim plantar.

A figura 22 demonstra a quantificacdo da atividade da enzima
mieloperoxidase no (A) coxim plantar, (B) quadriceps e (C) baco, bem como a
quantificacdo da N-acetilglicosaminidase (andlise indireta indicativa do nimero
de macrofagos) nestes mesmos orgdos (D, E e F, respectivamente) dos
animais infectados pelo CHIKV. Os resultados mostrados evidenciam que a
infec¢@o pelo CHIKV induz o recrutamento neutrofilico na pata a partir do 1° dia
até o 7° dia p.i, mas ndo no (B) quadriceps e (C) baco. Ainda, foi observado

que durante a infec¢édo pelo CHIKV nao ha recrutamento de células
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mononucleares em nenhum dos tecidos avaliados, (D) coxim plantar, (E)

quadriceps ou (F) baco.
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Figura 22: A infeccdo i.pl. pelo CHIKV esta associada com um aumento no
influxo de neutréfilos no coxim plantar de camundongos. Os camundongos da
linhagem C57BL/6j foram infectados com o CHIKV (linhagem Asiatica isolada de um
paciente virémico no Brasil) pela injecdo i.pl. de 106 PFU/50uL em PBS, anestesiados
e eutanasiados para a coleta dos 6rgdos nos dias citados. A migracdo de neutroéfilos
(A, B e C) foi avaliada pela quantificacdo dos niveis teciduais de mieloperoxidase
(MPO) e a migracao de células mononucleares (D, E e F) pela quantificacao dos niveis
teciduais de N-acetilglicosaminidase (NAG) nos tecidos avaliados: coxim plantar,
guadriceps e baco. Os resultados sao apresentados como o nimero de neutrdfilos por
100mg de tecido para MPO e absorbancia (O.D.) para NAG. Os grupos foram de 5

animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais controle NI.

5.3.7. Os camundongos infectados pelo CHIKV apresentam elevados niveis de

guimiocinas e citocinas no coxim plantar.

Como mencionado, diversos mediadores estdao associados a
patogénese da febre Chikungunya, como por exemplo, CCL2, CCL3, CCL4,
TNFa e IL-1B (RULLI et al., 2009, 2011; HOARAU et al., 2010; CHEN et al.,
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2015; POO et al., 2014; NORET et al., 2012). Desta maneira, 0s niveis destes
foram quantificados no coxim plantar dos camundongos durante o curso da

infeccao.

A Figura 23 ilustra as citocinas analisadas, TNFa, IL-18 e IL-6. Como
demonstrado em (A), os niveis de TNFa estdo aumentados, em relagdo aos
animais nao infectados, no 1° e 7° dias p.i, e retornam aos niveis basais no 14°
dia. Os niveis de IL-6, por sua vez, tém seu pico no 1° dia apods a infeccéo, e
reduzem esses valores ja no 3° dia apds a infeccao, de onde permanecem com
seus valores basais (Figura 23 — B). Por outro lado, os niveis de IL-13

permaneceram inalterados durante todo o curso da infec¢do (Figura 23 — C).
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Figura 23: Os camundongos infectados pelo CHIKV apresentam altos niveis de
TNFa e IL-6, mas ndo de IL-18 no coxim plantar. Os camundongos da linhagem
C57BL/6j foram infectados pelo CHIKV (linhagem Asiatica isolada de um paciente
virémico no Brasil) pela injecdo i.pl. de 10° PFU/50uL em PBS, anestesiados e
eutanasiados para a coleta do coxim plantar nos dias citados. (A) TNFa, (B) IL-6 e (C)
IL-1B foram quantificadas por ELISA no coxim plantar desses animais. Os resultados
sdo apresentados como pg por 100 mg de tecido. Os grupos foram de 5 animais. *

para p< 0,05 quando comparados com 0s animais controle NI.

Com relacéo as quimiocinas analisadas, foram elas: CCL2, CCL3, CCL4,
CCL5, CXCL-1, CXCL-2, CXCL-9 e CXCL-10, conforme demonstrado pela
figura 24. Os niveis de CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5, as quais sdo importantes
para o recrutamento de diversos tipos celulares (mondcitos, linfocitos T, células

dendriticas e NK, neutrdfilos, eosindfilos e basofilos) para o sitio inflamatério,
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encontram-se aumentados a partir do 1° dia até o 7° dia ap0s a infeccéo,

retornando aos niveis basais no 14° dia (A, B, C, D, respectivamente).

A figura 24 (E) demonstra que os niveis de CXCL-1 permaneceram
inalterados durante toda a cinética de infeccdo, ao passo que a figura 24 (F)
mostra que os niveis de CXCL-2 aumentam no 3° p.i, retornando aos niveis
basais ja no 7° dia. Os niveis de CXCL-9, demonstrados na figura 24 (G),
encontram-se aumentados, em relacdo aos animais nao infectados, no 1° e 7°
dias, e retornam aos niveis basais no 14° dia. Por outro lado, os niveis de
CXCL-10 permaneceram inalterados durante todo o curso da infeccao (Figura
24 - G).
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Figura 24: Os camundongos infectados pelo CHIKV apresentam altos niveis de
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL2, CXCL-9 e CXCL-10, mas n&o de CXCL-1 no

coxim plantar. Os camundongos da linhagem C57BL/6j foram infectados com o
CHIKV (linhagem Asiatica isolada de um paciente virémico no Brasil) pela injec&o i.pl.
de 10° PFU/50uL em PBS, anestesiados e eutanasiados para a coleta do coxim
plantar nos dias citados. (A) CCL2, (B) CCL3, (C) CCL4, (D) CCL5, (E) CXCL-1, (F)
CXCL-2 e (G) CXCL-9 e (H) CXCL-10 foram quantificadas por ELISA no coxim plantar
desses animais. Os resultados sdo apresentados como pg por 100mg de tecido. Os
grupos foram de 5 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0S animais

controle NI.
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5.3.8. Ainfeccéo pelo CHIKV induz a producao de anticorpos do tipo IgM e 1gG

especificos no soro dos camundongos.

Sabe-se que pacientes com CHIKF apresentam niveis de IgG
mensuraveis na primeira semana e que perduram por anos apos a infeccéo
inicial. Além disso, muitos estudos demonstraram niveis persistentes de IgM
em pacientes com duragédo de 18 meses ou mais. (GOUPIL & MORES, 2016;
Ministério da Saude, 2017). Desta maneira, avaliamos o0s niveis destes
anticorpos no soro dos camundongos infectados pelo CHIKV, conforme

demonstrado na figura 25.
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Figura 25: A infeccgdo i.pl. pelo CHIKV induz a produgdo de anticorpos do tipo
IgM e IgG especificos no soro dos camundongos. Os camundongos da linhagem
C57BL/6j foram infectados com o CHIKV (linhagem Asiatica isolada de um paciente
virémico no Brasil) pela inje¢do i.pl. de 10° PFU/50uL em PBS, anestesiados e
eutanasiados para a coleta do soro nos dias citados. Anticorpos IgM e IgG especificos
foram quantificados por ELISA no soro desses animais. Os resultados séo
apresentados como densidade 6ptica (O.D). Os grupos foram de 5 animais. * para p <

0,05 quando comparados com os animais controle NI.
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A figura 25 demonstra que os niveis de IgM (linha cinza) encontram-se
aumentados a partir do 1° dia de infeccdo nos animais infectados com o CHIKV
e atingem o pico maximo no 7° dia de infeccdo, caracterizando, desta forma,
uma infeccdo aguda. Conforme a mesma figura, vimos que apds 37 dias de
infeccdo, os niveis de IgM retornam aos niveis basais. Ainda, a producdo de
IgG foi demonstrada a partir do 1° dia de infeccao, atingindo seu pico no 37° dia

apos a infeccéo (Figura 25 — linha preta).

5.3.9. Alteracdes histopatologicas induzidas pela infeccéo i.pl pelo CHIKV.

A andlise histopatologica do coxim plantar (Figura 26) de animais
infectados ou nao pelo CHIKV durante a cinética da infeccéo (1, 3, 7 e 14 dias)
demonstrou que o processo inflamatério foi caracterizado pela presenca de
infiltrado celular, principalmente de leucdcitos polimorfonucleares (PMN), que
sdo células caracteristicas do processo inflamatério agudo. A intensidade deste
processo variou desde auséncia de inflamacdo até inflamacdo grave no
decorrer do tempo. No 14°dia, essas alteracdes haviam retornado aos valores
basais. De maneira mais descritiva, a analise do coxim plantar de
camundongos nao infectados (NI) ilustra a integridade tecidual e presenca rara
de células inflamatérias (Figura 26 - A). A figura B corresponde a analise
histopatolégica de um animal no 1° dia p.i. Nessa fase, nenhuma alteracéo
histopatolégica importante péde ser observada. No 3° dia de infeccéo, observa-
se a presenca de infiltrado celular (PMN) e hiperemia dos vasos sanguineos
(Figura 26 — C). No 7° dia de infeccéo, h4 o comprometimento generalizado do
tecido em questdo, evidenciado pela presenca de importante infiltrado celular
predominantemente PMN (Figura 26 — D). Nesta fase, a perda da arquitetura
tecidual é intensa. J4 no 14° dia (Figura 26 —E), a arquitetura tecidual é

reestabelecida e se apresenta significativamente semelhante ao grupo controle.
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Figura 26: Sec¢des histologicas dos coxins plantares de camundongos
infectados e ndo infectados pelo CHIKV. Em (A) animais nao infectados (NI), em (B,
C, D e E), os animais foram infectados pelo CHIKV pela injecéo i.p.l. de 106PFU/50uL
em PBS, nos dias 3, 5, 7 e 14 p.i, respectivamente. A) Animal NI. B) 1° dia de
infeccdo. C) 3° dia de infeccdo. D) 7° dia de infeccdo. E) 14° dia de infeccdo (HE,
aumento original de 20x). Os grupos foram de 5 animais. * para p < 0,05 quando

comparados com 0s animais controle NI.

Além de avaliar as lesGes causadas no coxim plantar destes animais,
nés decidimos avaliar a presenca de lesdo nas articulagbes do joelho,
especificamente a articulacdo fémuro-tibial, dado que a literatura importante
acometimento dessa articulagdo causadas pelo CHIKV (GARDNER et al.,
2010; MORRISON et al., 2011). Desta maneira, a figura 27 ilustra a analise
histopatolégica da articulacdo fémuro-tibial de animais da linhagem C57BL/6j
(A) néo infectados e infectados nos dias (B) 1, (C) 3, (D) 7 e (E) 14 pelo CHIKV.
No 1° dia de infec¢do (B), os animais ndo apresentam nenhuma alteracdo
evidente de alteracao articular. A partir do 3° até o 14° dia ap6s a infecgéo (C a
E, respectivamente) tem-se presenca de infiltrado celular predominantemente
PMN, hiperplasia sinovial e hiperemia dos vasos sanguineos.
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Pontuagao histopatoldgica

Figura 27: Secdes histolégicas da articulagdo do joelho de camundongos
infectados e nédo infectados pelo CHIKV. Em (A) animais nao infectados (NI), em (B,
C, D e E), os animais foram infectados pelo CHIKV pela injecdo i.p.l. de 10PFU/50uL
em PBS, nos dias 3, 5, 7 e 14 apds a infec¢do, respectivamente. A) Animal ndo NI. B)
1° dia de infecgdo. C) 3° dia de infec¢édo. D) 7° dia de infec¢do. E) 14° dia de infecgéo
(HE, aumento original de 20x). Os grupos foram de 5 animais. * para p < 0,05 quando

comparados com 0s animais controle NI.

Sabe-se que o0s proteoglicanos sao constituintes das cartilagens
articulares e apresentam a fungdo de “mola bioldgica”, sendo responsaveis
pelo amortecimento das articulagbes. Em processos artrosicos, ha um
desequilibrio entre a producdo de componentes da matriz extracelular, o que
resulta em degradacéo e perda do tecido cartilaginoso, incluindo os fragmentos
de proteoglicanos (VELOSA; TEODORO, YOSHINARI, 2003). Desta forma,
nds analisamos a perda de proteoglicanos nas cartilagens articulares de
camundongos infectados ou ndo pelo CHIKV (Figura 28).
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Figura 28: Secdes histol6gicas da articulagdo do joelho de camundongos
infectados e ndo infectados pelo CHIKV. Em (A) animais néo infectados, em (B, C,
D e E), os animais foram infectados pelo CHIKV pela injecéo i.p.l. de 10°PFU/50uL em
PBS, nos dias 3, 5, 7 e 14 p.i, respectivamente. A) Animal ndo infectado (NI). B) 1° dia
de infecgdo. C) 3° dia de infec¢do. D) 7° dia de infeccdo. E) 14° dia de infec¢édo (AT,
aumento original de 20x). Os grupos foram de 5 animais. * para p < 0,05 quando

comparados com 0s animais controle NI.

A figura 28 (A) corresponde a camundongos NI e ilustra a integridade do
tecido cartilaginoso com a presenca marcante de proteoglicanos, 0s quais
podem ser identificados pela intensa coloragéao azul. As figuras B, C, D e E, por
sua vez, representam os dias 1, 3, 7 e 14 dias p.i, respectivamente. Conforme
pode ser observado, ndo houve diferenca na quantificacdo, indicativa de
auséncia de perda de proteoglicanos durante a cinética de infeccao pelo
CHIKV.
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5.3.10.A infeccao pelo CHIKV n&o induz osteoclastogénese em
camundongos.

A manutencdo da estrutura éssea normal e saudavel é um processo
controlado que requer acdes coordenadas de osteoclastos e osteoblastos.
Estas, por sua vez, sdo reguladas através de sinalizacbes provenientes de
células do microambiente 6sseo local. Atualmente, sabe-se que as células
imunes e seus mediadores podem contribuir para a homeostase 6ssea normal
e sao os principais impulsionadores da perda 6ssea em condi¢des inflamatorias
cronicas, como artrite reumatoide (DANKS & TAKAYANAGI, 2013; CHEN et al.,
2015).

A diferenciacdo dos osteoclastos requer a presenca local de uma
citocina pro-osteoclastogénica denominada RANKL e sua interacdo com seu
receptor, RANK. As acdes do RANKL podem ser inibidas pela osteoprotegerina
(OPG), um receptor de chamariz natural para RANKL que previne sua
interacdo com o RANK. A expressao relativa de RANKL para OPG (razéo
RANKL: OPG) dentro do microambiente 6sseo local controla a diferenciacdo
dos osteoclastos (CHEN et al., 2015). Neste sentido, para avaliar se a infecgéo
pelo CHIKV induz osteoclastogénese, quantificamos a liberacdo de RANKL e
OPG no soro de camundongos infectados ou néo pelo CHIKV, conforme a
figura 29.
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Figura 29: Os camundongos infectados pelo CHIKV ndo apresentam alteracfes
na razdo entre RANKL e OPG. Os camundongos da linhagem C57BL/6j foram
infectados pelo CHIKV (linhagem Asiatica isolada de um paciente virémico no Brasil)
pela injecéo i.pl. de 10° PFU/50uL em PBS, anestesiados e eutanasiados para a coleta
do soro nos dias citados. Os niveis de RANKL e OPG foram quantificados por ELISA
no soro desses animais. Os resultados sdo apresentados como a relacdo entre
RANKL e OPG. Os grupos foram de 5 animais. * para p< 0,05 quando comparados

com 0s animais controle NI.

Como demonstrado na figura 29, a relacdo entre RANKL e OPG foi
menor que 1 em todos os tempos avaliados apés a infec¢do, o que significa
qgue os niveis de RANKL sdo menores que os de OPG e, portanto, € indicativo

de que a infeccao ndo induz osteoclastogénese.

5.3.11.A infeccdo pelo CHIKV néo esta associada a altera¢cfes na fungéo

motora, mas alterou a sensibilidade nociceptiva em camundongos.

Uma vez que alguns trabalhos tém demonstrado que a infec¢do pelo
CHIKV esta associada com o comprometimento articular, nés decidimos avaliar
a fungc&o motora e locomotiva de camundongos durante o curso da infec¢ao (1,
3, 7 e 14 dias), conforme demonstrado na figura 30 (A e C, respectivamente)

(MORRISON et al., 2011). Ainda, analisamos a sensibilidade nociceptiva
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destes camundongos nestes mesmos tempos atraves do teste de placa quente,

0 qual utiliza a temperatura como o estimulo nociceptivo.

Como pode ser visualizado na figura 30 (A), os camundongos infectados
apresentaram uma porcentagem de laténcia maior ou igual para cair do Rota
Rod quando comparados aos camundongos controle, indicando um bom
desempenho durante o teste de funcdo motora. Com relacdo a figura 30 (B),
pode ser observado que os camundongos infectados pelo CHIKV
apresentaram uma maior sensibilidade nociceptiva no 3° dia da infeccéo, uma
vez que reagiram ao estimulo térmico mais rapidamente que os camundongos
controle. Ainda, pode ser observado na figura 30 (C) que os camundongos
infectados pelo CHIKV n&o apresentaram alteracfes na atividade locomotora,
uma vez que, durante o teste de campo aberto, percorreram distancias

semelhantes aos camundongos néo infectados.
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Figura 30: A infeccdo pelo CHIKV né&o induz alteragdes motoras e de locomocéo,
mas estd associada a comprometimento da sensibilidade nociceptiva dos
camundongos. Os camundongos da linhagem C57BL/6j foram infectados com o
CHIKV (linhagem Asiética isolada de um paciente virémico no Brasil) pela injeg&o i.pl.
de 10° PFU/50uL em PBS e, entdo, foram acompanhados durante os tempos descritos
apos a infecgdo para a avaliacdo comportamental. O desempenho motor foi avaliado
por meio do teste de Rota Rod e expresso como a laténcia de queda medida em
segundos (A). A avaliacdo sensorial por meio do teste de placa quente e expressa
como laténcia de resposta nociceptiva em segundos (B). Ja a avaliacdo da atividade
locomotora espontanea dos camundongos foi realizada através do teste de
campo aberto e expressa em distancia percorrida (m) (C). Os grupos foram de 7-

8 animais. * para p< 0,05 quando comparados com os animais controle NI.

De maneira geral, demonstramos nesse tépico que a infeccdo de
camundongos imunocompetentes jovens pelo CHIKV induziu uma
hipernocicepcdo prolongada, mas ndo foi capaz de induzir letalidade ou
alteracdes clinicas significativas. Entretanto, observamos que os camundongos
apresentaram marcante leucopenia, principalmente de linfocitos, em relacdo

aos camundongos controles néo infectados. Ainda, observamos uma maior
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resposta inflamatéria frente a infeccdo, demonstrada por um maior
recrutamento de neutrofilos para o sitio de infeccdo, aumento na producao de
diversos mediadores inflamatérios, citocinas (TNFa e IL-6) e quimiocinas
(CCL2, CCL3, CCL4, CLL5, CXCL-2 e CXCL-9), e elevada carga viral no coxim
plantar, LNP, QD e baco dos animais. Ainda, esses camundongos
demonstraram alteracdo sensitiva em resposta a um estimulo nociceptivo (teste
de placa quente) e alteracdes histopatologicas importantes nas articulacées do
tornozelo e joelho, mesmo sem haver aumento de perda 6ssea ou alteracdes

na fungéo motora.

5.4. TOPICO 3 — Avaliar a participacéo do receptor de interferons do tipo |
(IFNa/BR) na patogénese da infecg¢ao pelo CHIKV

5.4.1. Camundongos deficientes para o receptor de IFNa/f apresentam
elevada perda de peso e maior taxa de letalidade apos a infecgdo com o

CHIKV em relacéo aos seus controles selvagens da linhagem SV129.

Para avaliar o papel das citocina IFNa e IFNB na patogénese da
infeccdo pelo CHIKV, animais deficientes para o receptor de IFNa/f (IFNa/BR7)
e seus respectivos controles selvagens (SV129) foram infectados por via i.pl.
com 3 diferentes inéculos do CHIKV (102, 10% e 10* PFU/50uL) e monitorados
guanto a perda de peso e taxa de sobrevida (Figura 30). De acordo com a
figura 30 (A), observamos que a perda de peso corporal dos animais IFNa/BR/
com os diferentes indculos durante a cinética da infeccdo ndo é significativa
quando comparada aos animais WT infectados. Com relacdo a taxa de
sobrevida (Figura 30 — B), ao passo que 100% dos animais WT infectados
estavam vivos apos 14 dias da infeccdo, todos os animais deficientes para o
receptor de IFNa/p sucumbiram a infecgdo até o 6° dia de infecgéo. O indéculo
de 10% resultou em morte de todos os animais apdés 5 dias de infeccgéo,
enquanto os inéculos de 103 e 102 levaram a morte dos animais a partir do 5°
dia até o 6°. Uma vez que grande parte dos animais do grupo IFNa/BR/

sucumbiu a infeccdo entre o quinto e sexto dia de infeccéo, os demais
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parametros inflamatdrios foram analisados utilizando o indculo intermediario de

10°% A a eutanasia destes animais foi realizado nos dias 3 e 5 ap6s a infecgéo.
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Figura 31: A infeccéo i.pl. pelo CHIKV em camundongos deficientes para o
receptor de IFNa/B (IFNa/BR/) induz perda de peso e alta taxa de letalidade. Os
camundongos da linhagem SV129 com 8 semanas, WT ou deficientes para o receptor
de IFNa/f (IFNa/BR/), foram infectados com o CHIKV (linhagem Asiatica isolada de
um paciente virémico no Brasil) pela injecdo i.p.l. de 10%, 10°e 10* PFU/50uL em PBS.
Os grupos foram de 7-8 animais. O peso corporal (A) e a sobrevida (B) dos animais

infectados com diferentes in6culos foram avaliados no decorrer de 14 dias.

5.4.2. Camundongos deficientes para o receptor de IFNa/p apresentam niveis
aumentados de ALT no soro, bem como elevado recrutamento de
neutréfilos e células mononucleares para diversos o6rgdos, apds a
infecgao pelo CHIKV.

A Figura 31 demonstra 0 aumento nos niveis da transaminase hepatica
ALT no soro dos animais deficientes para os receptores de IFNa/B (IFNa/BR/)
no 3° e 5° dia apos a infec¢do pelo CHIKV, qguando comparados aos animais
nao infectados. Conforme a mesma figura, péde ser observado que os animais

selvagens (SV129) apresentaram niveis inalterados de ALT durante a infeccao
pelo CHIKV.
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Figura 32: Os camundongos deficientes para o receptor de IFNa/f apresentam
niveis aumentados da transaminase hepética ALT no soro, apés a infeccédo pelo
CHIKV. Os camundongos da linhagem SV129 com oito semanas, WT ou deficientes
para o receptor de IFNa/B (IFNa/BR7/), foram infectados pelo CHIKV (linhagem
Asidtica isolada de um paciente virémico no Brasil) pela injecdo i.p.l. de 103 PFU/50uL
em PBS, anestesiados e 0 soro obtido por centrifugacdo a partir do sangue
proveniente da veia cava destes animais nos dias citados. A quantificagdo da
transaminase foi realizada através da utilizagdo do Kit comercial especifico
(Bioclin/Quibasa). Os resultados sdo apresentados como ALT U/L. Os grupos foram de
7-8 animais. * para p<0,05 gquando comparados os animais WT ou IFNa/BR/ néo
infectados. # para p<0.05 quando comparados os animais WT e IFNa/BR/ infectados

nos mesmos dias.

A figura 32 demonstra a quantificacdo da atividade da enzima
mieloperoxidase (analise indireta indicativa do niumero de neutrofilos) no (A)
coxim plantar, (B) quadriceps, (C) baco e (D) figado, bem como a quantificacéo
da N-acetilglicosaminidase (analise indireta indicativa do numero de células
mononucleares) nos mesmos o6rgdos (E, F, G e H, respectivamente) dos
animais WT e IFNRa/BR/- infectados pelo CHIKV. Pode ser observado um
aumento expressivo de neutréfilos no (C) bago durante o 3° e 5° dias de
infeccdo e no (B) quadriceps e (D) figado apenas no 5° dia da infeccdo nos
animais deficientes para os receptores de IFNa/fB, e todos estes valores
diferem dos encontrados nos respectivos controles selvagens (SV129). Com
relacdo ao (A) coxim plantar, houve um aumento de neutrofilos apenas no 3°
dia apods a infecgdo nos animais selvagens. Ainda, foi observado que durante a

infeccdo pelo CHIKV ndo ha recrutamento de células mononucleares no (A)
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coxim plantar e (C) bagco dos animais WT e IFNa/BR7/. Por outro lado, ha um
aumento destas células no (H) figado no 3° dia, atingindo o pico no 5° dia, e no
(F) quadriceps apenas no 5° dia da infec¢cdo nos animais deficientes para os
receptores de IFNa/pB, e todos estes valores diferem dos encontrados nos

respectivos controles selvagens (SV129).
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Figura 33: Acumulo de neutréfilos e macr6fagos no coxim plantar, quadriceps,
bagco e figado de camundongos deficientes para o receptor de IFNa/f apés a
infeccdo pelo CHIKV. Os camundongos da linhagem SV129 com oito semanas, WT
ou deficientes para os receptores de IFNa/f (IFNa/BR/), foram infectados com o
CHIKV (linhagem Asiética isolada de um paciente virémico no Brasil) pela injecéo i.pl.
de 10°PFU/50uL em PBS, anestesiados e eutanasiados para a coleta dos 6rgédos nos
dias citados. A migracao de neutrdéfilos (A, B, C e D) foi avaliada pela quantificacédo
dos niveis teciduais de mieloperoxidase (MPO) e a migracdo de células
mononucleares (E, F, G e H) pela quantificacdo dos niveis teciduais de N-
acetilglicosaminidase (NAG) nos tecidos avaliados: coxim plantar, quadriceps, baco e
figado. Os resultados sdo apresentados como o nimero de neutrdéfilos por 100mg de
tecido para MPO e densidade 6ptica para NAG. Os grupos foram de 7-8 animais. *
para p<0,05 quando comparados os animais WT ou IFNa/BR/ nao infectados. # para

p<0.05 quando comparados os animais WT e IFNa/BR/ infectados nos mesmos dias.
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5.4.3. A auséncia do receptor de IFNa/[3 interfere com a producao de IFNy e IL-

6 durante a infec¢do pelo CHIKV.

Os niveis de IFNy e IL-6 foram medidos no soro dos animais selvagens
(SV129) e deficientes para os receptores de IFNa/B, infectados ou nao pelo
CHIKV (Figura 33). A Figura 33 (A) mostra que a citocina IFNy estava
aumentada no soro dos animais IFNa/BR7/ no 5° dia da infeccdo, quando
comparada ao controle selvagem e aos animais ndo infectados. Ja a IL-6,
apresentou niveis aumentados em ambos os grupos no 3° dia p.i,
principalmente nos animais WT. De forma interessante, os animais WT
retornaram aos niveis basais dessa citocina no 5° p.i., a0 passo que 0s animais

IFNa/BR/-atingiram seu pico nesse mesmo tempo.
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Figura 34: Quantificagao dos niveis das citocinas IFNy e IL-6 no soro de
camundongos deficientes para o receptor de IFNa/f apds a infeccédo pelo
CHIKV. Os camundongos da linhagem SV129 com oito semanas, WT ou deficientes
para os receptores de IFNo/B (IFNa/BR7/), foram infectados com o CHIKV (linhagem
Asiatica isolada de um paciente virémico no Brasil) pela injecdo i.p.l. de 10 PFU/50uL
em PBS, anestesiados e o0 soro obtido por centrifugacdo a partir do sangue
proveniente da veia cava inferior destes animais nos dias citados. (A) IFNy e (B) IL-6
foram quantificadas por ELISA no soro desses animais. Os resultados sao
apresentados como pg por mL. Os grupos foram de 7-8 animais. * para p<0,05 quando
comparados os animais WT ou IFNa/BR/ ndo infectados. # para p<0.05 quando

comparados os animais WT e IFNa/BR/ infectados nos mesmos dias.
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5.4.4. Os animais deficientes para o receptor de IFNa/3 apresentam carga viral

elevada apos infeccéo pelo CHIKV.

Os resultados anteriores apontaram para uma maior susceptibilidade por
parte dos animais IFNRa/BR/- frente a infeccdo pelo CHIKV. Além disso,
alguns estudos tém sugerido que essas citocinas apresentam um importante
papel no controle da replicacdo do virus e na sua disseminagcdo para outros
tecidos, incluindo para o sistema nervoso central (COUDERC et al., 2008).
Dessa forma, nds decidimos averiguar se a maior susceptibilidade dos animais
IFNa/BR/- a infeccdo estd associada a incapacidade destes animais em
combater a replicacdo viral e, consequentemente, uma maior disseminacao do

virus.

A Figura 33 demonstra a presenca da carga viral viavel nos animais
SV129 (WT) a partir do 1° dia p.i. em todos os tecidos analisados (LNP, QD,
baco, figado, soro e cérebro — A, B, C, D, E e F, respectivamente), perdurando
em quantidades menores até o 5° dia no QD, baco, figado e cérebro. De forma
interessante, a carga viral detectada no grupo IFNRa/BR/-nos mesmos tecidos
e tempos citados estava significativamente maior em relacdo aos animais WT.
Exceto para o linfonodo popliteo, no qual ndo houve diferenca da carga viral
entre os grupos IFNa/BR/ e WT, todos os outros tecidos de animais deficientes
para o receptor de IFNa/f apresentaram um aumento aproximado de 5
logaritmos no 3° dia da infeccdo. Como pode ser visualizada, a carga viral
atinge seu pico no 5° no qual animais IFNa/BR/ apresentam um aumento de

até 10 logaritmos em relacéo aos animais WT.
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Figura 35: Os camundongos deficientes para o receptor de IFNa/f apresentam
carga viral viavel elevada no LNP, quadriceps, baco, figado, soro e cérebro apos
a infecgcdo pelo CHIKV. Os camundongos da linhagem SV129 com oito semanas, WT
ou deficientes para o receptor de IFNa/f (IFNa/B /), foram infectados com o CHIKV
(linhagem Asiética isolada de um paciente virémico no Brasil) pela injecéo i.p.l. de 103
PFU/50uL em PBS. A quantificacdo do titulo viral foi obtida por ensaio de titulacdo
usando células permissivas a infec¢do. Os resultados sdo apresentados como PFU
por mg de tecido ou PFU por mL de sangue. Os grupos foram de 7-8 animais. # para

p<0.05 quando comparados os animais WT e IFNa/BR/ infectados nos mesmos dias.

De maneira geral, demonstramos nesse tOpico que a auséncia do
receptor de IFNa/B (IFNRo/B™) esta associada a um agravamento da infeccédo
pelo CHIKV. Durante a infeccdo, os camundongos IFNRao/B”- apresentam uma
elevada taxa de mortalidade e isso esta associado a um agravamento de
diversos os parametros, como aumento de ALT, recrutamento de células mono
e polimorfonucleares, mediadores inflamatérios, bem como elevada replicacdo

e disseminacéao do virus.
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6. DISCUSSAO

Embora a febre Chikungunya tenha sido relatada pela primeira vez ha mais
de meio século, muitos aspectos acerca de sua patogénese, permanecem por
ser elucidados (NG, L. F. P., 2017). Durante a ultima década, o CHIKV se
disseminou pelo mundo de forma acentuada e, consequentemente, tem
recebido grande atencdo por parte das autoridades de saude publica. Apesar
de apresentar uma taxa de mortalidade baixa, os sintomas e a natureza crénica
da febre Chikungunya sdo preocupantes, uma vez que resultam em queda
massiva da qualidade de vida dos individuos acometidos e grande impacto
econdmico aos orgaos publicos de saude (GANESAN et al., 2017). Somado a
isso, a ineficacia das medidas preventivas contra 0 mosquito vetor, a auséncia
de terapia especifica, bem como a auséncia de uma vacina, desencadearam,
nos ultimos tempos, um cenario preocupante em escala mundial (BURT et al.,
2017).

O estudo dos mecanismos e mediadores envolvidos na resposta do
hospedeiro durante a infeccdo pelo CHIKV se mostra extremamente
necessario, visto que possibilitara a identificacdo de potenciais alvos
terapéuticos. Dados epidemiologicos e experimentais in vitro tém contribuido
para o entendimento de questdes acerca da biologia do virus e sua interacdo
com as células alvo (THIRUVENGADAM et al., 1965; SISSOKO et al., 2009;
STAIKOWSKY et al., 2009; PLANTE et al., 2011; ROHATGI et al., 2014; LONG
et al., 2013; KULKARNI et al., 2017; ROBERTS et al.,, 2017; HEATH et al.,
2018). Entretanto, o estudo da interacdo virus-hospedeiro requer, pelo menos
em parte, a realizacdo de experimentos in vivo. Atualmente, existem poucos
modelos in vivo de infeccdo pelo CHIKV que mimetizem os diversos
parametros de doenca observados durante a infeccdo aguda e cronica. Os
modelos de infeccdo aguda sao divididos em trés categorias: a) na presenca de
replicagéo viral; b) nas manifestacdes da doenca e; c) no desenvolvimento de
artrite/miosite associada a infeccdo (GARDNER et al., 2011; PLANTE et al.,
2011). J4 os modelos de infeccdo cronica sao utlizados para avaliar a
persisténcia da infeccdo pelo CHIKV e a sua associagdo com o0

desenvolvimento de manifestacdes créonicas (HAWMAN et al., 2013;
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SEYMOUR et al., 2015). Contudo, uma grande desvantagem destes modelos
consiste na utilizacdo de camundongos que n&o possuem um sistema
imunoldgico intacto, a saber: a) camundongos recém-nascidos (2-3 dias) ou
muito jovens (14 dias de idade); b) camundongos deficientes no gene de
recombinacdo 1 (RAG1) que ndo possuem linfécitos; ¢) camundongos da
linhagem NOD-SCID IL-2y™!- (NSG) que sdo deficientes em linfocitos e em
células natural Killer; d) camundongos deficientes no receptor de interferons do
tipo | (IFNa/BR7), entre outros (COUDERC et al., 2008; HAWMAN et al., 2013;
POO et al., 2014; SEYMOUR et al., 2015). Diante do exposto acima, parece
gue o sistema imune exerce um importante papel no controle da infeccdo pelo
CHIKV. Dessa forma, 0 nosso objetivo consistiu em desenvolver um modelo
experimental de infeccdo pelo CHIKV em camundongos de linhagem
imunocompetente com idade mais avancada em relacdo aos modelos descritos
na literatura, buscando mimetizar de maneira mais fidedigna os parametros
associados a doenca e estudar os mecanismos e mediadores inflamatérios

induzidos pela infeccao in vivo.

Um parametro clinico importante e caracteristico da febre Chikungunya,
mas até entdo ndo abordado em outros modelos experimentais, € a dor, ou
hipernocicepcdo inflamatéria em animais experimentais. A dor é um fator
patognomonico associado as artrites de diversas origens: artrite reumatoide,
gota e a artrite infecciosa, por exemplo, causada por bactérias (artrite séptica)
(SACHS et al., 2010; COSTA et al., 2015; AMARAL et al., 2016; BOFF et al.,
2017; GALVAO et al., 2017). De maneira semelhante, diversos trabalhos tém
associado dores articulares persistentes e muitas vezes incapacitante com a
febre Chikungunya em humanos (SISSOKO et al., 2009; MANIMUNDA et al.,
2010; DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012; HEATH et al., 2018). A dor articular
associada a artrite € decorrente da acdo de mediadores inflamatérios, os quais
sensibilizam os nociceptores e induzem o dano tecidual (NG, L. F. P., 2017).
Dessa forma, decidimos utilizar este parametro clinico para definir o inéculo do
virus a ser utilizado durante a padronizacdo do modelo. Neste trabalho, nés
demonstramos que os camundongos da linhagem C57BL/6j selvagens (WT)
adultos (8 semanas de idade), infectados via intraplantar pelo CHIKV,

desenvolveram hipernocicepcéo articular inflamatéria prolongada (por até 21

89



dias) de maneira dependente do indculo. De forma interessante, 0 n0Sso grupo
também demonstrou que a infec¢do pelo virus da dengue foi capaz de induzir
hipernocicepcdo mecéanica em camundongos adultos (COSTA et al.,, 2012).
Entretanto, camundongos adultos infectados pelo CHIKV ndo apresentaram
alteracdes clinicas (perda de peso e edema plantar), hematolégicas (alteracédo
nos niveis hematdcrito, numero de plaquetas e leucécitos totais) ou
recuperacdo da carga viral em diversos oOrgaos. Observamos apenas um
recrutamento de neutréfilos discretamente alterado, assim como uma discreta
alteracdo na producao de alguns mediadores inflamatérios. Estes dados véo de
acordo com a literatura que demonstra que para o estabelecimento de modelos
animais murinos de infecgéo por diversos alfavirus, como CHIKV e Ross River
virus, a idade do animal tem sido considerada um fator determinante na
suscetibilidade e gravidade da doenca. Uma vez que os camundongos
neonatos e muito jovens (até 14 dias de vida) sdo mais susceptiveis, eles tém
sido mais usados para reproduzir a doenca alfaviral (MORRISON et al., 2006;
COURDERC et al., 2008; ZIEGLER et al., 2008; TAYLOR et al., 2015). A

resisténcia de camundongos adultos a infeccdo € devido principalmente a
producao de interferons do tipo | (IFNa/B) que rapidamente exercem atividade
antiviral apos a infeccdo (RYMAN et al., 2000; COURDERC et al.,, 2008).
Assim, diante dos nossos resultados e tendo conhecimento dessa limitacao,
optamos por uma idade intermediéaria e, para tanto, utilizamos camundongos da
linhagem C57BL/6J WT jovens com 4 semanas de idade para a padronizacéo
do modelo. Decidimo-nos por camundongos desta idade a fim de tentar

minimizar o impacto de um sistema imune muito debilitado.

Ao contrario do que foi demonstrado em diversos trabalhos (ZIEGLER et
al., 2008; GARDNER et al., 2010; MORRISON et al., 2011), os camundongos
de 4 semanas infectados pelo CHIKV ndo apresentaram alteracdes de sinais
clinicos como peso corporal e edema de pata durante a infec¢cdo pelo CHIKV.
Entretanto, conseguimos demonstrar a ocorréncia de alteragdes hematologicas
importantes durante a infecgcdo, a exemplo de leucopenia devido a uma
linfocitopenia e o aumento no indice de hematocrito, as quais sdo usualmente
relatadas em pacientes com febre Chikungunya (GOUPIL; MORES, 2016;
Ministério da Saude, 2017). Ainda, demonstramos a ocorréncia de
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hipernocicepg¢é@o articular inflamatéria prolongada (21 dias), bem como a
diminuicdo do limiar de resposta a um estimulo nociceptivo térmico (placa
quente) apos 3 dias de infeccdo, 0 que caracteriza alteracdo sensorial nestes
animais. Trabalhos anteriores mostram a presenca de hiperalgesia térmica e
mecanica em camundongos artriticos (COSTA et al., 2015; NEELAKANDAN &
VENKATESAN, 2016; BOFF et al., 2017; CHAGAS et al., 2017).
Interessantemente, ndo houve comprometimento motor apos a infec¢cao pelo
CHIKV nestes camundongos, como verificado pelos resultados obtidos nos
testes de Rotaroad e campo aberto. Estes achados divergem de trabalhos que
demonstram uma reducdo significativa da locomocdo e forca motora de
camundongos com artrite induzida por colageno quando submetidos aos
mesmos testes citados (GUPTA & SINGH, 2014; LEE et al., 2017). Contudo,
isso se deve provavelmente porque as alteracdes inflamatérias induzidas pela
infeccdo pelo CHIKV sdo menos intensas do que aquelas observadas em
outros modelos de artrite e, dessa maneira, pouco sensiveis aos testes
realizados. Além disso, mediadores diferentes ou com cinética de producdo
diferente podem estar associado a cada uma dessas formas de artrite.

Ainda, diversos trabalhos jA demonstraram que a hipernocicepc¢ao
inflamatoria estd associada com a producdo de uma cascata de mediadores
inflamatérios, a exemplo de CXCL-1, IL-6, TNF-a, IL1-B e prostaglandinas em
resposta a um estimulo, seja ele infeccioso ou ndo (CUNHA et al.,, 2005).
Nossos resultados corroboram estes achados e demonstram um elevado nivel
de TNFa e IL-6 encontrados no coxim plantar dos camundongos nos dias
iniciais da infeccdo. De forma interessante, Chow e colaboradores (2011)
demonstraram que o0s pacientes acometidos pela febre Chikungunya
apresentaram um aumento da expressao de IL-6 na fase aguda e que, a
medida que a doenca progrediu, os altos niveis dessa citocina foram
associados a artralgia persistente presente em alguns grupos. Entretanto,
apesar de outros trabalhos terem também relacionado os perfis de mediadores
presentes na fase cronica da doenca, os mecanismos exatos pelos quais a
infeccdo pelo CHIKV induz a hipernocicepcdo articular inflamatdria ainda

permanecem por ser elucidados (TENG et al., 2015).
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Outro fator associado ao desenvolvimento de dor e manifestagbes mais
graves da doenca em pacientes infectados pelo CHIKV seria a elevada carga
viral no organismo e disseminagdo para outros 0Orgaos, incluindo o tecido
muscular e as articulacdes (Gardner et al., 2010). Gardner e colaboradores
mostraram que em camundongos WT com 6 semanas de idade, o CHIKV foi
capaz de infectar diversos tecidos (como o linfonodo, tecido muscular, figado e
baco) por até 9 dias, levando os camundongos a um quadro virémico pelo
periodo de 4 dias. Em nosso modelo, ndo foi observada viremia, entretanto
observamos a recuperacao de particulas de virus vidveis em diversos tecidos
por até 3 dias de infeccdo no coxim plantar, linfonodo popliteo, quadriceps e
baco. Contudo, vale ressaltar que no estudo de Gardner e colaboradores, o
virus utilizado foi uma cepa adaptada e consequentemente mais virulenta, ao
passo que no nosso modelo foi utilizado uma cepa isolada de um paciente

virémico e com poucas passagens em células.

Diversos trabalhos atribuem um importante papel as células
mononucleares na patogénese da artralgia induzida por alfavirus, as quais séo
sabidamente caracteristicas de um processo inflamatério crénico (MORRISON
et al., 2006; LIDBURY et al., 2008; RULLI et al., 2009;; GARDNER et al., 2010;
PENNY et al., 2012). Contudo, em nosso modelo, observamos um infiltrado
inflamatério local (coxim plantar) predominantemente polimorfonuclear, néo
havendo nenhum aumento de macréfagos durante a infeccdo pelo CHIKV. De
fato, apesar do papel protetor exercido pelos neutréfilos durante as infeccoes,
essas células também podem exercer um papel deletério levando a destruicao
tecidual em certas doencas cronicas, como artrite reumatéide (AR) e a gota
(AMARAL et al., 2016; FATTORI et al., 2016). Existem diversos mecanismos
pelos quais os neutrofilos contribuem para lesées articulares na artrite, como
por exemplo: a) Os neutréfilos podem exacerbar a inflamacdo ao serem
ativados por complexos imunes (como o fator reumatdide) e depositados na
superficie da cartilagem articular, o que resulta em liberacdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), sua degranulacdo e atraso na apoptose; b) a
producdo aumentada de CXCL-2 induz o recrutamento de neutrofilos e
consequentemente a producdo de RANKL, a qual € associada ao fenbmeno

de osteoclastogénese; c) A deplecéo de neutrofilos pode aumentar a producao
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de citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, TNFa e IL-6) (FATTORI et al.,
2016).

Corroborando o elevado numero de neutréfilos encontrados no coxim
plantar dos animais, observamos um aumento dos niveis da quimiocina CXCL-
2 no 3° dia pos infeccdo, a qual € um importante agente quimioatraente de
neutrofilos para o sitio inflamatério (ZHANG et al, 2001). Até o momento, pouco
se sabe sobre o papel de neutréfilos durante a infeccdo pelo CHIKV e este
papel necessita ser investigado. Entretanto, Poo e colaboradores (2014)
demonstraram que camundongos deficientes para o receptor da quimiocina
CCL2 (CCR2T') apresentaram uma exacerbacdo da artrite crbnica induzida
pelo CHIKV e isso foi relacionado com um intenso infiltrado de neutréfilos, bem
como com alteragbes nos niveis de expressdo de diversos mediadores
inflamatorios (CXCL-1, CXCL22, IL-1B e IL-10). No presente trabalho,
demonstramos aumentados niveis das quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL5
e CXCL-9 no coxim plantar dos camundongos nos dias 1 a 7 apés a infeccéo
que sugerem para uma possivel ativacdo de diversos subtipos celulares
(mondcitos, linfécitos T, células dendriticas, células NK, neutréfilos, eosindfilos
e basofilos) durante a infeccdo. A caracterizacdo fenotipica destes tipos
celulares, bem como a sua cinética de ativacao durante a infeccdo pelo CHIKV,
€ 0 nosso proximo foco de estudo. De maneira geral, o perfil de citocinas e
quimiocinas encontrados em nosso trabalho estd de acordo com a assinatura
genérica da infeccdo aguda por CHIKV em todas as coortes de pacientes do
mundo (TENG et al., 2015), bem como com diversos modelos murinos para
alfavirus (GARDNER et al., 2010; LIDBURY et al., 2008; SANTIAGO et al.,
2015).

Uma caracteristica marcante da infeccéo pelo CHIKV € a ocorréncia de
artrite apos a fase aguda da infeccdo (MORRISON et al., 2011; GOUPIL &
MORES, 2016). Nossos resultados demosntraram que a infeccdo pelo CHIKV
resultou em alteragcdes histopatologicas nas articulagdes do tornozelo e fémuro-
tibial dos camundongos. Observamos um intenso infiltrado polimorfonuclear,
presenca de hiperemia, presenca discreta de células no espaco sinovial e
escassas lacunas de reabsorcdo Ossea. Nossos achados divergem de

trabalhos que demostram intenso infiltrado celular misto (macréfagos, células
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NK, linfocitos e neutrdfilos, tenossinovite grave (inflamacéo do tend&o), necrose
e miosite necrotizante (GARDNER et al., 2010; MORRISON et al., 2011,
PEENY et al., 2012). Contudo, vale ressaltar que todos esses trabalhos
utilizaram camundongos com idade inferior a 21 dias de idade, bem como
amostras infecciosas (adaptadas ou geneticamente construidas), ao passo que
no nosso modelo foram utilizados camundongos com 4 semanas de idade e
uma amostra isolada de um paciente virémico com poucas passagens em
células. Ainda, demonstramos que durante a cinética de infec¢do pelo CHIKV,
ndo h4 a degradacdo e perda do tecido cartilaginoso, bem como ndo ha a
evidéncia da ocorréncia de osteoclastogénese nos camundongos, uma vez que
a razao RANKL:OPG se mostrou inalterada durante a cinética de infeccao. De
maneira semelhante, os poucos estudos que incluiram analise da estrutura
0ssea, a maioria dos pacientes infectados pelo CHIKV ndo apresentaram sinais
radiograficos de erosédo local de ossos (JAFFAR-BANDJEE et al., 2009). No
entanto, varios relatos de caso sugerem a ocorréncia de erosdo O0ssea em
alguns pacientes (MALVY et al., 2009), bem como em modelos animais para
alfavirus (CHEN et al., 2014; 2015). Mais especificamente, Chen e
colaboradores (2015) demonstraram uma reducdo do volume O&sseo de
camundongos infectados pelo CHIKV, bem como aumento da razéo
RANKL:OPG nas articulacbes desses animais e no soro de pacientes
acometidos pela febre Chikungunya. Entretanto, vale ressaltar que nesse
estudo (CHEN et al., 2015), foram utilizados camundongos com 25 dias de
idade e uma amostra infectante geneticamente construida (TSETSARKIN et al.,
2006).

Sabe-se que a transaminase hepatica ALT esta aumentada em diversas
infeccbes virais (PAES et al., 2009; PARKASH et al., 2010; COSTA et al.,
2012). Dessa forma, os niveis de ALT foram avaliados no soro dos
camundongos como indicacdo de lesdo hepatica. Em nosso modelo,
mostramos que a infeccao pelo CHIKV nao acarretou danos hepaticos, o que
corrobora com nossos achados relacionados a carga viral, uma vez que nao

demonstramos viremia.

Diversos trabalhos tem demonstrado o papel protetor dos interferons do
tipo | (IFNa/B) durante a infecgdo por alfavirus (RYMAN et al., 2000;
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COUDERC et al., 2008; PENNY et al., 2012; RUDD et al., 2012; SCHILTE et
al., 2012). Uma vez que essas moléculas sdo essenciais para o controle da
replicacdo viral, estes modelos tem sido importantes para a avaliacdo de
potenciais terapéuticos, a exemplo de drogas antivirais. Para tanto, decidimos
estabelecer um modelo experimental utilizando camundongos deficientes no
receptor dos IFN-I (IFNRa/BR/). Demonstramos que, enquanto os animais WT
sobrevivem durante a infecgao pelo CHIKV, os animais IFNRa/BR /- apresentam
elevada taxa de mortalidade, a qual se mostrou dependente do inéculo. De
maneira similar aos dados encontrados por Couderc e colaboradores (2008),
observamos que a maior letalidade e morbidade destes animais € devido
principalmente a uma elevada viremia e intensa replicacao viral em diferentes
orgaos. Ainda, demonstramos que a mortalidade destes animais também esta
associada a lesdo hepatica, aumento no recrutamento de células mono e
polimorfonucleares em diversos tecidos, bem como aumento das citocinas IFNy
e IL-6 no soro destes animais. Estes dados sédo semelhantes ao encontrado em
modelos de outras infec¢des virais, a exemplo de DENV (ZUST et al., 2014;
SARATHY et al.,2015; 2015).

Sumarizando, neste trabalho demostramos que o modelo animal de
infeccdo pelo CHIKV utilizando camundongos da linhagem C57BL/6J WT
jovens com 4 semanas de idade foi capaz de reproduzir grande parte das
manifestacbes associadas a doenca aguda assim como ocorre em humanos.
Demonstramos a ocorréncia da hipernocicepcdo articular inflamatoria
associada a um intenso infiltrado inflamatorio local, bem como a producédo de
citocinas (TNFa e IL-6) e quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL-9 e
CXCL-2) sabidamente caracteristicas dessa infeccdo. Deste modo, a
padronizacdo deste modelo permitiu identificar potenciais mediadores
associados a infeccdo e abre novas perspectivas acerca do estudo do papel
destes mediadores durante a patogénese dessa importante doenca humana.
Ainda neste trabalho, demonstramos que a infeccdo pelo CHIKV utilizando
camundongos imunocomprometidos (IFNRa/BR/) resulta em alta letalidade e
morbidade e disseminacdo do virus em diversos tecidos dos animais sendo,

capaz de mimetizar um quadro de doenca grave de carater sistémico, 0 que
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nos permite utilizd-lo como uma plataforma para testar possiveis vacinas e

antivirais.
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