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Resumo

Chikungunya virus (CHIKV) pertence ao género Alphavirus, da familia Togaviridae e possui
genoma de RNA de fita simples de polaridade positiva. Estudos mostram que micro-organismos
como o CHIKV podem estar associados a condic¢Oes artritogénicas, podendo resultar em
sintomatologias como dor e rigidez articular. A infeccdo por CHIKV leva a um acometimento
sistémico, podendo ser também observadas alteracdes bucais como sangramento e perda 0ssea
alveolar, resultando na instabilidade de dentes, que sdo caracteristicas da doenca periodontal
(DP). A DP ¢ uma doenca inflamatoria de etiologia infecciosa que pode acometer a gengiva, 0
0sso alveolar e o ligamento periodontal. Além disso, a manutencéo do processo inflamatorio
periodontal pode induzir a translocacéo de bactérias da cavidade bucal para sitios extra bucais,
relacionando a DP a diferentes processos patoldgicos incluindo a artrite reumatoide (AR).
Apesar de a DP ser considerada importante na patogénese da AR, a relacdo entre a DP e
condigBes artritogénicas como as induzidas por CHIKV ainda necessita de maiores
esclarecimentos. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar os mecanismos envolvidos nas
alteracdes periodontais associadas a infeccdo por CHIKV, em camundongos. Para isso,
camundongos C57BL/6 receberam um indculo contendo 1 x 108 UFP/mL de CHIKV no coxim
plantar direito. Apds a eutanésia, os tecidos periodontais foram coletados em diferentes tempos
experimentais para analise de perda 6ssea alveolar, avaliacdo histopatoldgica e avaliacdo da
producdo de mediadores inflamatdrios. Nossos resultados mostram que a infeccdo via
intraplantar por CHIKV induziu reabsor¢do Ossea alveolar associada ao aumento de
osteoclastos na crista 6ssea alveolar dos camundongos. Entretanto, essa perda dssea alveolar
ndo esta associada a osteoclastogénese induzida por CHIKV, pois foi observado que CHIKV
ndo induziu a formacdo de osteoclastos, interferindo diretamente na osteoclastogénese. Sendo
assim, nossos resultados mostram que a perda 6ssea alveolar induzida por CHIKV depende da
inflamacdo periodontal, uma vez que é observado aumento de mediadores inflamatorios, como
CCL2, IFNy, RANKL e IL6. Menor producdo de OPG em tempos tardios e desbalango na
relacdo RANKL:OPG. Além disso, fibroblastos gengivais produzem IL6 quando infectados
com CHIKYV e que, na auséncia desse mediador, camundongos infectados com CHIKV ndo
apresentaram perda Ossea alveolar. Além disso, foram observadas alteracdes na microbiota
bucal induzidas por CHIKV e. ndo foi observada perda dssea alveolar em camundongos germ-
free ou tratados com clorexidina (CHX), mostrando o papel fundamental da microbiota bucal
neste contexto. Sendo assim, a infeccéo intraplantar de CHIKV esté associada a indugéo de um

processo inflamatorio periodontal, alteracbes na microbiota bucal, que, por sua vez, gera um



desbalango na razdo RANKL:OPG culminando no aumento de osteoclastos presentes na crista

Ossea alveolar e na perda dssea alveolar observada.

Palavras chave: virus Chikungunya; doenca periodontal; osteoclastos; fibroblastos; microbiota.



Abstract

The Chikungunya virus (CHIKV) belongs to the genus Alphavirus, of the Togaviridae
family and has a single-stranded RNA genome of positive polarity. Studies show that
microorganisms such as CHIKV can be associated with arthritogenic conditions, leading to
symptoms such as pain and joint stiffness. CHIKV infection causes systemic involvement,
and oral changes such as bleeding and alveolar bone loss can also be observed, resulting in
dental instability, which are characteristics of periodontal disease (PD). PD is an
inflammatory disease of infectious etiology that can affect the gums, alveolar bone, and
periodontal ligament. Furthermore, maintaining the periodontal inflammatory process can
induce the translocation of bacteria from the oral cavity to extraoral sites, linking PD to
different pathological processes including rheumatoid arthritis (RA). Although PD is
considered important in the pathogenesis of RA, the relationship between PD and
arthritogenic conditions such as those caused by CHIKV still requires further clarification.
Thus, this study aimed to evaluate the mechanisms involved in periodontal changes
associated with CHIKYV infection in mice. For this purpose, C57BL/6 mice were inoculated
with 1 x 106 PFU/mL of CHIKYV in the right footpad. After euthanasia, periodontal tissues
were collected at different experimental time points for analysis of alveolar bone loss,
histopathology and evaluation of the production of inflammatory mediators. Our results
show that intraplantar CHIKV infection has induced alveolar bone resorption, which was
associated with an increased number of osteoclasts in the alveolar bone crest of mice.
However, this alveolar bone loss was not related to CHIKV-induced osteoclastogenesis, as
it was observed that CHIKV did not induce the formation of osteoclasts, as CHIKV did not
directly stimulate osteoclast formation. Therefore, our results show that the CHIKV-
induced alveolar bone loss depends on periodontal inflammation, since an increased
production of inflammatory mediators was observed, such as CCL2, IFNy, RANKL and
IL-6, along with reduced OPG production at later times and an imbalance in the
RANKL:OPG ratio. Furthermore, gingival fibroblasts produced IL-6 when infected with
CHIKYV and, in the absence of IL-6, CHIKV-infected mice did not show alveolar bone loss.
Changes in the oral microbiota induced by CHIKV were also observed, and no alveolar
bone loss was observed in germ-free mice or mice treated with chlorhexidine (CHX),

highlighting the critical role of the oral microbiota in this context. In conclusion,



intraplantar CHIKYV infection is associated with the induction of periodontal inflammation,
changes in the oral microbiota, which, in turn, lead to an imbalance in the RANKL:OPG
ratio, culminating in increased amount of osteoclasts in the alveolar bone crest and
induction of alveolar bone loss.

Keywords: Chikungunya virus; periodontal disease; osteoclasts; fibroblasts; microbiota.
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1-Introducéo
1.1- Virus Chikungunya

O género Alphavirus, pertecente a familia Togaviridae, é composto por virus de RNA
de fita simples de polaridade positiva. Este grupo de virus também é conhecido como alfavirus
do “Velho Mundo”, que inclui Chikungunya virus (CHIKV), O'nyong-nyong virus (ONNV),
Ross River virus (RRV), Barmah Forest virus (BFV), Mayaro virus (MAYYV), Sindbis virus
(SINV) e Floresta Semliki virus (SFV) (MOSTAFAVI et al., 2019).

CHIKYV foi isolado pela primeira vez em 1953, durante uma epidemia que ocorreu na
Tanzania. O seu nome deriva-se do dialeto Makonde, que significa “aquele que se curva”,
associado a postura de pessoas infectadas que apresentam fortes dores articulares (WEAVER
et al., 2013). De acordo com andlises filogenéticas, existem 4 gendtipos de CHIKV: i) o
gendtipo do oeste africano isolado do Senegal e Nigéria, ii) 0 genotipo do leste/centro/sul
africano (ECSA) que consiste em outro gendtipo enzodtico na Africa, iii) os isolados na Asia
que estdo inseridos no genotipo asiatico; e iv) a linhagem do oceano indico (IOL), o genétipo
mais recente. IOL foi responséavel por graves epidemias no sudeste asiatico e na india de 2005
a 2008 (WAHID et al., 2017).

Entre 1952 e 1953 foi identificado o primeiro surto de CHIKV nos distritos de Newala
e Masisi, na Tanzénia. Desde a década de 1960, os surtos foram notificados no continente
africano e asiatico, com alta nas décadas de 1960 a 1980 e diminuicdo até 2004 (WEAVER,
2014). No ano de 2004 foi observada uma epidemia grave na costa do Quénia e, entdo, o
CHIKYV espalhou-se para as ilhas do Oceano indico, india e sudeste Asiatico. No ano de 2007
houve pequenos surtos na Europa. Desde 2011, a regido do Pacifico apresentou varios surtos e,
em 2013, CHIKYV apareceu no Caribe e espalhou-se para ilhas vizinhas e para as Américas
(ZELLER; BORTEL; SUDRE, 2016). Em 2013, CHIKYV teve sua emergéncia anunciada nas
Américas, espalhando-se por 45 paises, contemplando todas as regides americanas (Norte,
Centro e Sul) (YACTAYO et al., 2016). Em 2014 ocorreu 0s primeiros casos registrados de
CHIKV no Brasil, afetando 47.000 individuos naquele ano (SIMIAO et al., 2019). No ano de
2015, houve 17.971 casos de CHIKV e 14 dbitos confirmados. J& em 2016, houve 151.318
casos e 196 dbitos confirmados (BRASIL- BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2017). Em 2017
foram registrados 185.593 casos provaveis de febre chikungunya e em 2018 houve 59.584 casos
e 33 oObitos confirmados (BRASIL- BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2018). Em 2022 foram
registrados 243.347 e em 2023 foram registrados 143.739 possiveis casos de infeccdes por

CHIKYV, sendo que as regides Sudeste e Norte tiveram maiores registros de casos, com maiores
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taxas em Minas Gerais e Pard, respectivamente. Neste mesmo ano foram registrados 82 6bitos
por CHIKV, ja no ano anterior, o numero de ¢bitos foi de 84 (BRASIL- BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO, 2023). Até a semana 26 de 2024, foram registrados 233.225 possiveis
casos de CHIKV, sendo a regido Sudeste a de maior incidéncia de casos. Quanto ao nimero de
obitos, foram registrados 134 no Brasil, a maior parte deles ocorreu na regido Sudeste, no estado
de Minas Gerais (BRASIL- BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2024).

Apesar de CHIKV pertencente a linhagem asiatica ter sido o responsavel pelos
primeiros casos registrados em territdério nacional (LEPARC-GOFFART et al., 2014).
Posteriormente, o genodtipo ECSA passou a ganhar destaque ao ser identificada como
responsavel por epidemias associadas ao CHIKV, em grande parte dos estados brasileiros,
como no estado do Rio de Janeiro (XAVIER et al., 2019). Além disso, ECSA ¢ responsavel
pelos casos recentes de infeccdo por CHIKV em territério nacional (2020-2023) (XAVIER et
al., 2023).

Trabalho revisto por SILVA JR. et al. (2018) mostra que CHIKV possui dois ciclos de
transmissdo: enzoGtico e urbano. O ciclo enzodtico (especialmente na Africa) envolve a
participacdo de diferentes espécies de Aedes, como Aedes furcifer, Ae. luteocephalus, Ae.
vittatus e Ae. fulgens.Primatas ndo humanos atuam como reservatorios para CHIKV. No ciclo
urbano, Ae. aegypti e Ae. albopictus sdo conhecidos como os principais vetores de CHIKV na
Africa, Asia, Europa, Oceania e nas Américas (Figura 1).

Ciclo enzodotico Ciclo urbano

Aedes furcifer
Ae. luteocephalus
Ae. vittatus
Ae. fulgens

Aedes aegypti
Ae. albopictus

Primatas niio

Humanos
humanos

<

Figura 1. Ciclos de transmissao de CHIKV.CHIKYV possui dois tipos de ciclos de transmissdo: O enzoético e o
urbano. No ciclo enzodtico, diversas espécies do género Aedes sdo vetores e primatas ndo humanos sdo
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reservatérios. No ciclo urbano séo observados como principais vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus e o reservatorio
para o virus passa a ser os seres humanos. Adaptado de PETERSEN; STRAMER; POWERS, 2010.

CHIKYV possui tamanho de aproximadamente 70 nandmetros, um genoma de RNA fita
simples de sentido positivo com cerca de 11,800 nucleotideos, duas janelas abertas de leitura
(ORFs) separadas por uma regido codificadora e possui regifes nao traduzidas (revisto por
SILVA; DERMODY, 2017). As ORFs codificam 4 proteinas ndo estruturais (nsP1, 2,3 e 4) e
5 proteinas estruturais, como capsideo (C), envelope (E1 e E2) e 2 peptideos (E3 e 6K) (revisto
por CUNHA; TRINTA, 2017). Um virion de CHIKV apresenta um genoma envolto por
centenas de cdpias de proteinas do capsideo inseridas em uma bicamada lipidica adquirida do
hospedeiro, com espiculas de glicoproteinas triméricas compostas por trés heterodimeros E1 e
E2 (revisto por KENDALL et al., 2019). A proteina E3 estabiliza as espiculas de heterodimeros
e promove o desdobramento e ativagdo do precursor das proteinas E2, o p62 (revisto por NING
et al., 2024) (Figura 2).

Capsideo

Genoma viral

Membrana

Heterodimeros de
glicoproteinas E1/E2

Figura 2. Virion de CHIKV. CHIKYV possui genoma de (+)ssRNA encapsulado por uma capsideo inseridos em
uma bicamada lipidica, que apresenta espiculas de heterodimeros de glicoproteinas inseridas em sua estrutura.
Adaptado de CASTILLO-MACIAS et al., 2017.

Os heterodimeros de glicoproteinas sdo responsaveis pela penetracdo do virus nas
células hospedeiras, a partir da interacdo da proteina E2 ao receptor Mxra8, também conhecido
como molécula de adesdo contendo dominio duplo de imunoglobulina (1g) (DICAM) presente
em diversos tipos de células como mieloides, mesenquimais e epiteliais (ZHANG et al., 2018).
Além do Mxra8, outros receptores como glicosaminoglicanos (GAGs), familia de
imunoglobulina e mucina de células T (TIM), molécula de adesdo intercelular especifica de
células dendriticas-3-Grabbing Non-integrin (DC-SIGN), tirosina quinase do receptor AXL e
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complexo de proteina de membrana CD147 também foram descritos como possiveis
correceptores associados a adesdo de CHIKV em células alvo. Sendo esse processo de adesao
a célula ainda ndo esta elucidado (revisto por CONSTANT et al., 2021).

Ap0s adesdo a célula hospedeira, 0 virus penetra por endocitose pela via dependente de
clatrina (revisto por SILVA; DERMODY, 2017). Uma vez dentro do endossoma, o envelope
viral torna-se instavel pelo pH baixo, liberando o material genético viral no citoplasma celular
(revisto por CERVANTES-ACOSTA; VERGARA- SANJUAN, 2016). Posteriormente, 0
genoma viral € traduzido a uma poliproteina ndo estrutural (nsPs) chamada nsPs1234,
responsavel pela transcri¢do e replicacdo do RNA viral. Ao sofrer auto prote6lise, origina a
proteina intermediaria nsPs123 e a proteina madura nsP4, capazes de realizar a sintese de RNA
de polaridade negativa (RNA-) e entdo, nsPs123 sofre, novamente, uma auto protedlise entre
as proteinas nsP1 e nsP2, capazes de sintetizar RNAs de polaridade positiva (RNA+) e RNA-
devido a sua acdo de RNA polimerase. Assim, uma nova protedélise entre nsP2 e nsP3 gera uma
RNA polimerase capaz de sintetizar RNA+ (LEUNG,; et al., 2009). Apoés a estabilidade na
producdo de RNA subgenémico, a proteina C, que interage com o RNA subgendmico,
reconhecendo sinais de empacotamento a particulas semelhantes a nucleocapsideo, com
posterior integracao de poliproteinas maduras, apds a clivagem de E1 e E2. A interacdo entre a
proteina C e E2 impulsiona a formacdo do envelope com aquisicdo de uma bicamada de
membrana proveniente de células hospedeiras. Entdo, os virions sdo liberados e prontos para
uma nova infeccdo (revisto por LEUNG; NG; CHU, 2011).
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Figura 3. Ciclo de multiplicacdo de CHIKYV. (1) Apés interacdo com receptor da célula hospedeira, o virus é
endocitado por uma via mediada por clatrina (2), posteriormente as moléculas de clatrina se dissociam da vesicula
endocitica (3) o baixo pH do endossoma leva a liberagcdo do genoma viral no citoplasma celular (4). Entdo, da-se
0 inicio da traducdo do genoma viral, com a producéo da poliproteina ndo estrutural P1234 (5). A poliproteina
sofre clivagem desassociando as proteinas e formando o complexo de replicacgdo viral 6). O complexo de replicacéo
viral é responsavel pela sintese de RNA de sentido negativo (7) fita molde para a sintese de RNA de sentido
positivo (8), e RNA subgendmico 26S (9). No reticulo endoplasmatico rugoso ocorre a sintese da poliproteina C-
pE2-6K-E1 (10). A proteina C, sofre protetlise se dissociando da poliproteina (10b) e se liga a0 RNA de sentido
positivo, formando o nucleocapsideo no citoplasma celular (11) . Ao passo que a poliproteina pE2-6K-E1 migra
para o limen do reticulo endoplasmatico (10a). O processo de maturacdo se da nesta organela (13). As proteinas
estruturais seguem a via para maturagdo (14), uma vez maturados, os heterodimeros E1-E2 (15). sdo inseridos na
membrana celular, formando um sitio para brotamento (16). O nucleocapsideo recém formado se desloca para a
regido de brotamento (12) dando inicio a formagcéo e liberacdo de novos virions por brotamento (17). Adaptado de
CONSTANT etal., 2021.

1.2- Patogénese da infec¢do por CHIKV

Apos a infecgdo em células alvo como fibroblastos, osteoblastos, macréfagos e monacitos
(revisto por GASQUE et al., 2016), da se inicio ao processo inflamatério que apresenta duas
fases: aguda e crbnica. Na fase aguda, a infeccdo por CHIKYV, a febre CHIKV, apresenta
sintomas inespecificos como: febre, erupcio cutanea e artralgia (GALAN-HUERTA et al.,
2015). Nesta fase é observada uma intensa resposta inflamatdria, com altas concentracdes de

citocinas pré-inflamatorias no soro, como interferon a (IFNa), IFNy, fator de necrose tumoral

(TNF), interleucina 6 (IL6), bem como de quimiocinas, como ligante de quimiocina (motivo C-
C) (CCL)2, CCL3 e CCLA4; e baixas concentragdes de IL10 (PETITDEMANGE; WAUQUIER;
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VIEILLARD, 2015). A produgdo desses mediadores se d& pelo reconhecimento de padrdes
moleculares associados a microrganismos (MAMPSs), como o RNA gendémico viral por
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), como os receptores do tipo Toll 3 (TLR3) e
TLR7, bem como pelo gene | induzivel por acido retinoico (RIG-I) e proteina 5 associada a
diferenciacdo de melanoma (MDADS) (revisto por JENSEN; THOMSEN, 2012). O
reconhecimento dos MAMPs induz uma cascata de producdo de mediadores inflamatdrios e
fatores reguladores de interferon (IRFs) (revisto por NELEMANS; KIKKERT, 2019). Em
fibroblastos, a infec¢do viral induz a produgdo de altas concentracdes de IFNa e IFNp, que
desempenham papel importante no controle da replicacdo viral (SCHILTE et al., 2010).
Contribuindo com o clearance viral, é observada a participacdo de células natural killers (NK),
linfocitos T CD4, CD8 (HOARAU et al., 2010) e células dendriticas plasmocitoides (pCDs)
(WEBSTER et al., 2018). As pCDs podem ser estimuladas a produzirem altas concentragdes
de IFN do tipo 1, durante a infecgdo viral, por acdo das armadilhas extracelulares de neutrofilos
(NETS), produzidas por neutréfilos estimulados pela alta producédo de IL-8 por células epiteliais
infectadas, bem como pelo estimulo do reconhecimento de MAMPs por PRRs (revisto por
SCHONRICH; RAFTERY, 2016). Além disso, é observada producdo de altas concentragoes
de quimiocinas, como a CCLZ2, induzindo influxo de macréfagos para o sitio de infeccédo
(LABADIE et al., 2010). Os macréfagos, por sua vez, também apresentam funcdo de
reservatorio para o CHIKV, contribuindo para a persisténcia viral no sitio de infec¢éo (YAO et
al., 2023). Na fase cronica da resposta inflamatéria sdo observados sinais clinicos como: fadiga,
inchaco nas articulagbes/tenossinovite e artralgia persistente, com altos niveis de IL6, fator
estimulador de colénia de granulécito-macrofago (GM-CSF), TNF, IL8 e baixos niveis IL4 e
IL13 no soro de pacientes infectados por CHIKV (ROQUES; GRAS, 2011; DUPUIS-
MAGUIRAGA et al., 2012). Esses mediadores podem estar associados a quadros de severidade
da infeccédo pelo CHIKV bem como a quadros de artralgia persistente, em que a baixa producao
de alguns mediadores como TNF e IL13 na fase aguda da inflamacdo sejam possiveis
indicadores de desenvolvimento de artralgia pelo paciente infectado (CHIRATHAWORN;
CHANSAENROJ; POOVORAWAN, 2020). A artralgia cronica associada a infeccdo por
CHIKYV é de carater simétrico, envolvendo grandes e pequenas articulagdes, como méos, joelho,
ombro, punho e tornozelos (SUHRBIER; JAFFAR- BANDJEE; GASQUE, 2012). Ha relatos
que a intensidade da dor sentida pelos individuos com articulacGes afetadas € comparavel com

a dor vivenciada por pacientes com artrite reumatoide (AR) (MINER et al., 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dupuis-Maguiraga%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22479654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dupuis-Maguiraga%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22479654
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Estudos demonstram que 20 - 40% dos pacientes ndo apresentam remissdo sintomatoldgica
(MARKS; MARKS, 2016). Este quadro esta associado a capacidade do CHIKV de infectar
diversos tipos celulares, como células endoteliais e células musculares, o que promove uma
resposta inflamatdria intensa (AMDEKAR; PARASHAR; ALAGARASU, 2017). Os
monocitos e macrofagos desempenham importante papel na artralgia cronica associada ao
CHIKV (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012). Ja os linfocitos T CD4+ desempenham papel
importante por induzirem uma resposta do tipo Thl (TEO et al., 2017), enquanto linfdcitos
Treg atuam no controle da expansdo de células T especificas para CHIKV (LEE et al., 2015).
Células NK exercem também papel importante na artrite associada a infec¢ao por CHIKV, uma
vez que essas células apresentam aumento degranulacdo e maiores niveis intracelulares de
IFNy, demonstrando sua capacidade citolitica (PETITDEMANGE et al., 2016). Células B e
anticorpos neutralizantes da subclasse 1gG3 estdo relacionados a eliminacdo do agente
infeccioso (LUM et al., 2013; KAM et al., 2012). Mondcitos e macrofagos exercem papel dual
no processo inflamatdrio, contribuindo tanto para a inflamacao como para a resolucao (revisto
por ZAID et al., 2018). Em camundongos knockout para CCR2 foi observado que o infiltrado
de monacitos e macrdfagos foi substituido por um infiltrado de neutréfilos, que desempenham
papel importante na exacerbacdo da inflamacdo induzida por CHIKV (POO et al., 2014).
Sinovidcitos, fibroblastos e osteoblastos, na presenca deste arbovirus, produzem CCL2 e ligante
do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL), mediadores importantes para o
recrutamento de mondécitos/macréfagos e sua diferenciacdo em osteoclastos, o que, diante da
infeccdo por CHIKYV, produzem altas concentragdes de IL6 e TNF. Assim, surge um ambiente

favoravel para o dano ésseo comprometendo a estrutura articular (TANABE et al., 2018).

Além do acometimento de articulacGes, a infeccdo por CHIKV resulta em forte
acometimento sistémico (SCHILTE et al., 2013), tendo sido demonstrado que ha
acometimento de diversos sistemas e sitios (RAJAPAKSE; RODRIGO; RAJAPAKSE, 2010),
como a cavidade bucal (BANDYOPADHYAY; GHOSH, 2010). Neste sitio de infeccéo,
trabalhos apontam que os alfavirus, como o CHIKV sdo capazes de induzir alteragdes
periodontais (ANESTINO et al., 2024).

1.6- Relacdo entre CHIKYV e alteragdes periodontais
Estudos costumavam associar 0 acometimento da cavidade bucal, na infeccdo por

CHIKV, a presenca de artralgia nas maos de individuos infectados, o que impediria a

realizacdo de uma higienizacdo correta (LEAO et al., 2018). Esta associa¢cdo também havia
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sido feita na relacdo da doenca periodontal (DP) com AR (PISCHON et al., 2008). Entretanto,
sabe-se hoje que a associacao entre AR e DP néo ¢é indireta, devido a higienizacao precaria e
sim uma associacao direta, conforme descrito anteriormente (revisto por SOUZA; BANSAL,;
GALLOWAY, 2017). Em pacientes com CHIKV, um estudo realizado na India, no Indira
Gandhi Government Medical College, Nagpur, no estado de Maharashtra, demonstrou que,
dos casos confirmados, 10,34% apresentavam quadro de gengivite (SURYAWANSHI et al.,
2009). Outros estudos, realizados na india, demonstraram que 13,64% dos infectados por
CHIKYV apresentaram multiplas aftas, erosdes e queilites (RIYAZ et al., 2010); 54,32% dos
pacientes apresentavam dor gengival, 54,32% apresentavam sangramento gengival e 0,97%
possuiam elemento dentéario instdvel (MOBEEN, 2015). As analises de parametros
periodontais demonstraram que cerca de 5,15% dos individuos possuiam quadro de gengivite
leve, 52,58% de gengivite moderada e 42,27% de gengivite grave. Entre 19,58% dos pacientes
gue apresentaram gengivite grave, observou-se acimulo moderado a grave de biofilme bucal
(KATTI; SHAHAPUR; UDAPUDI, 2011).

Sabe-se que CHIKYV ¢ capaz de interferir na diferenciacdo de osteoblastos (ROY et al.,
2019) e induzir reabsorcdo em o0ssos longos, como fémur e tibia (CHEN et al., 2015).

Entretanto, a relacdo entre a infeccdo por CHIKV e a DP ainda ndo é bem esclarecida.

1.3- Doenca periodontal
A DP é uma condicdo inflamatoria, de etiologia infecciosa, associada ao biofilme

disbidtico, presente no sitio subgengival (HAJISHENGALLIS; LAMONT, 2012;
PAPAPANOQU et al., 2018). Acomete, com diferentes graus de gravidade, a gengiva, 0 0SSO
alveolar e o ligamento periodontal, podendo culminar na perda do elemento dentério
(KINANE; STATHOPOULOU; PAPAPANOQU, 2017). A gengivite é uma das formas clinicas
mais comuns da DP, podendo estar associada a quadros iniciais de periodontite (SHAH, 2017).
A periodontite é uma forma clinica mais grave de DP, com destruicdo dos tecidos de suporte
do elemento dentario, sendo observada perda Ossea alveolar, perda de inser¢do clinica e

formacéo de bolsa periodontal, além do sangramento gengival (PAPAPANOU et al., 2018)

Cerca de 20 - 50% da populacdo mundial apresenta DP, sendo que a populagéo jovem
é a mais acometida, com prevaléncia de 35% a 70% (NAZIR, 2017). Em 2010, um
levantamento realizado na América Latina mostrou uma prevaléncia de 20,4% de DP
(FREKEN et al., 2017). Um estudo realizado no Brasil, também em 2010, mostrou que a

regido Sudeste apresentava os melhores parametros de sadde bucal, enquanto a regido Norte
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apresentou os piores parametros, com 58,4% das criancas com quadro de DP. Apenas 30,8%
de individuos na faixa etaria entre 15-19 anos possuiam periodonto saudavel e, dentre os
idosos, apenas 1% (PALMA; LEITE, 2014).

Dentre os micro-organismos que estao frequentemente associados ao biofilme disbiotico
e isolados de processos inflamatorios na DP, estdo bactérias Gram-negativas, anaerobias
obrigatérias ou microaerdéfilas, como Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia e Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(TSUCHIDA et al., 2017; IWAI, 2009; TEZAL et al., 2006).

1.4- Patogénese da doenga periodontal
O processo inflamatério da DP esta associado ao reconhecimento de MAMPS por meio

de receptores, como os TLRs (SILVA et al., 2015; ARANCIBIA et al., 2007; AKIRA;
TAKEDA,; KAISHO, 2001). TLR2, TLR4 e TLR9 sdo altamente expressos em células do
tecido periodontal, em pacientes com quadro de DP (ROJO-BOTELHO; GARCIA-
HERNANDEZ; MORENO-FIERROS, 2011), desempenhando um papel importante no
reconhecimento de componentes bacterianos, como Lipopolissacarideo (LPS) (TLR4),
lipoproteinas (TLR2) e DNA (TLR9) (FITZGERALD; KAGAN, 2020). Estes receptores estdo
presentes em diferentes tipos celulares, como macréfago, células T, células endoteliais, células
epiteliais e neutréfilos (CEKICI et al., 2014). Os neutrdfilos estdo presentes no periodonto tanto
em condic0es fisiologicas quanto inflamatorias. Durante o processo inflamatorio, o influxo de
neutréfilos aumenta devido, principalmente, a maior producao de IL8 (BARROS et al., 2016).
Neutréfilos possuem diferentes mecanismos antimicrobianos como a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS), liberacdo de NETs e fagocitose, empregados para controlar ou
eliminar micro-organismos (HIRSCHFELD, 2020). Entretanto, a alta producdo de EROS
(HERRMANN; MEYLE, 2015) e NETSs - fibras de cromatina com enzimas associadas, como
elastase e mieloperoxidase (MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2014), conferem aos
neutrofilos um papel de agente indutor da degradacéo tecidual na DP (HAJISHENGALLIS et
al., 2016).

O estimulo gerado a partir do dano tecidual periodontal permite ativagdo de outros tipos
celulares residentes, como fagdcitos mononucleares (MNPs), células apresentadoras de
antigenos (APCs) e linfocitos T. Os MNPs e as APCs sdo produtores de citocinas como IL1,
IL6, TNF, dentre outras, que atuam na diferenciacdo de linfécitos T (PAN; WANG; CHEN,

2019). Os linfocitos desempenham um papel importante na DP por estarem relacionados a
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ativacdo de osteoclastos, células envolvidas na reabsorcdo do osso alveolar (GIBERTONI et
al., 2017). Os subtipos de linfécitos T mais prevalentes nos tecidos periodontais sdo: i) Thil,
produtores de IL2, IFNy e TNF; ii) Th2 que produzem IL4, ILS, IL6, IL10 e IL13, iii) os
linfocitos Treg que sdo produtores de IL10 e TGFB (TENG, 2003); e iv) Th17, produtores de
IL17 (NAUFEL et al., 2017; YANG et al., 2014).

Durante o processo inflamatorio, além da producdo de mediadores pro- inflamatorios,
como TNF, IL1B, IL6, IFNy, IL12, IL8 ¢ CCL2 que possuem um papel importante no
metabolismo ésseo, por atuarem na inducdo da perda 6ssea alveolar, ha também a producéo de
citocinas anti-inflamatorias e imunorreguladoras, como TGFp, IL10 e IL4, (HAUNG;
GIBSON, 2014). Além disso, durante 0 processo inflamatério, citocinas como TNF e IL1
induzem alta producdo de PGE2 via ciclooxigenase 2 em macrofagos e fibroblastos
(NOGUCHI; ISHIKAWA, 2007). Citocinas pré-inflamatdrias e PGE2 estdo associadas a
diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos, devido a indugdo da expressao de RANKL, encontrado
na forma soltuvel ou associado & membrana de células, como osteoblastos, fibroblastos e
linfécitos T, como os linfocitos Thl7 (DANKS et al., 2016) e B (KOBAYASHI et al., 2005;
DEL FATTORE; TETI; RUCCI, 2008; KAJI et al., 2009, COCHRAN, 2008; ). RANKL liga-
se ao receptor ativador do fator nuclear kB (RANK), presente na superficie de células
precursoras de osteoclastos e, assim, induz a osteoclastogénese (YUAN et al., 2011). Células
precursoras de osteoclastos sdo células de origem hematopoiética que, quando diferenciadas,
sdo importantes na reabsorcdo dssea. J& 0s osteoblastos sdo células de origem mesenquimal,

responsaveis pela deposicdo da matriz éssea (BOYCE; XING, 2008).

Além dessas proteinas, no sitio periodontal, é observada a presenca de um receptor
alternativo de RANKL, e osteoprotegerina (OPG). OPG ¢ produzida por osteoblastos e atua
como uma proteina moduladora da atividade de osteoclastos, pois, ao ligar-se a RANKL,
impede a ativacdo da via osteoclastogénica (KHOSLA, 2001). Fibroblastos e linfécitos T e B
produzem altas concentracdes de RANKL (KAWAI et al., 2006). Os niveis de RANKL, RANK
e OPG sdo importantes para a manutencdo da homeostase dssea. Contudo, durante o processo
inflamatorio, hd producdo de citocinas osteoclastogénicas como IL1J, IL17 e TNF. Estas
citocinas induzem o aumento da expressio de RANKL, interferindo no balanco
RANKL/RANK/OPG, favorecendo a osteoclastogénese, o que determina a lesdo 0ssea alveolar
irreversivel que ocorre na DP (BEZERRA et al., 2005).
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Além das vias candnicas de osteoclastogénese mediadas por RANKL, existem as vias
ndo candnicas mediadas por membros da superfamilia do TNF, como TNF, um ligante indutor
de proliferacdo (APRIL), fator de ativacéo de células B (BAFF), linfotoxina exibindo expresséo
induzivel e competindo com a glicoproteina D do virus herpes simplex pelo mediador de
entrada do herpesvirus, um receptor expresso pelos linfécitos T (LIGHT). Além disso, outros
mediadores também ja foram descritos como, TGFR, IL6, IL11, IL8, fator de crescimento de
hepatécitos (HGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento
placentario (PIGF) e ligante de tirosino-quinase 3 Fms-relacionado (FIt3) (revisto por
KNOWLES; ATHANASOU, 2009).

TNF é descrito como um importante mediador associado a processos de catabolismo
0sseo (revisto por BIRKEDAL-HANSEN, 1993), capaz de induzir a osteoclastogénese
independentemente da presenca de RANKL, ao interagir diretamente com RANK. Entretanto,
tem sido descrito um sinergismo entre esses mediadores, como a capacidade de TNF de
potencializar a acdo de RANKL na osteoclastogénese (LAM et al., 2000). LIGHT é expresso
por células T naive e células dendriticas imaturas. Ao ser expresso por essas células, LIGHT
induz uma resposta mediada pela interacdo células dendriticas e células T, levando a ativacéo
dessas células T naive a células produtoras de IFNy (TAMADA et al., 2000). LIGHT também
é expresso em monacitos, neutréfilos e células mieloides (BRUNETTI et al., 2014), capaz de
induzir a formacdo de osteoclastos, interferir na formacéo de osteoblastos e nas suas atividades
de deposicdo de matriz dssea, independente da presenca de RANKL. Porém, ja foi observada
uma acdo sinérgica entre LIGHT e RANKL na diferenciagdo de células precursoras a
osteoclastos (BRUNETTI et al., 2014).

APRIL e BAFF estdo associados a reabsorcdo 6ssea patoldgica presente no mieloma
maltiplo, uma vez que séo fatores de crescimento e sobrevivéncia para as células, interagindo
com seus respectivos receptores: antigeno de maturacdo de células B (BCMA), ativador
transmembrana e modulador de célcio e interagente ligante de ciclofilina (TACI),
proteoglicanos de sulfato de heparano e receptor BAFF (BAFF-R) presentes em células de
mieloma multiplo alocadas no microambiente da medula éssea (ABE et al., 2006). Esses
mediadores possuem a capacidade de induzir a formacao de osteoclastos e a reabsorgdo 0ssea
de maneira independente de RANKL (HEMINGWAY et al., 2011) uma vez que células como
monacitos e neutrdfilos presentes na medula sdo produtoras desses mediadores, assim como 0s
osteoclastos (MOREAUX et al., 2005).
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J& os mediadores inflamatorios que ndo sdo pertencentes a superfamilia do TNF, como
IL6, amplamente produzido por mondcitos, osteoblastos e osteoclastos, atuam na formacéo de
osteoclastos de maneira independente de RANKL. Porém é dependente da expressao de
receptores de IL6 por células precursoras de osteoclastos, induzindo a diferenciagdo em
osteoclastos (UDAGAWA et al., 1999; FENG et al., 2017). Assim como IL6, IL11, citocina
expressa principalmente em células de origem mesenquimal, como os osteoblastos (WILSON
et. al, 2003), € capaz de induzir a formacao de osteoclastos de forma independente de RANKL,
a partir da sua interagdo com a subunidade gp130 (KUDO et. al, 2013). Além disso, em
pacientes diagnosticados com leucemia linfocitica crénica, IL11, juntamente com TNF e IL6,
interferem na osteoclastogénese e, consequentemente, na deposicdo de matriz dssea,
favorecendo um ambiente de reabsorcdo (GIANNONI et al., 2021). Juntamente com IL6 e
TNF, IL8, citocina quimioatraente para neutrofilos e produzida por células endoteliais,
macrofagos e neutrdfilos, € um potente estimulador de diferenciacdo de células
precursoras de osteoclastos, de maneira direta ou induzindo o aumento da expressao e
producéo de RANKL (BENDRE et al., 2003; LIU et al., 2019; AMARASEKARA et al.,
2018; KOPESKY et al., 2014). Ja os fatores de crescimento HGF, VEGF, PIGF e FIt3 séo
capazes de induzir a osteoclastogénese a partir da sua interacdo direta com RANKL, atuando
como moléculas substitutas de M-CSF (TAYLOR et al., 2012).

1.5- Relacgéo entre artrite e DP

Artrite e DP sdo doencas inflamatdrias crénicas (PERSSON, 2012) e alguns
mecanismos estdo envolvidos na associacgdo entre a DP e a AR. Dentre os mecanismos inclui-
se a producdo de citocinas pré- inflamatorias, tais como IL1, IL6 e TNF, a deposicdo de
imunocomplexos, periodontite cronica associada a alelos HLA-DRB1, predominancia de
células B nos tecidos periodontais, presenca de fator reumatoide (RF) e a presenca de P.
gingivalis no biofilme subgengival, que secreta enzimas responsaveis pela citrulinacdo de
proteinas - principal alvo de anticorpos autoimunes (revisto por GOMEZ-BANUELOS et al.,
2019; TANG et al., 2017).

Além de P. gingivalis, ja foi demonstrado que A. actinomycetemcomitans também
possui um papel na associacdo entre DP e AR (KONIG et al., 2016). Utilizando um modelo
de artrite inflamatdria em camundongos, um trabalho mostrou uma exacerbacao nas alteragdes
periodontais induzidas por A. actinomycetemcomitans, como o aumento dos niveis de IFNy

no periodonto, aumento no nimero de osteoclastos associados a crista 0ssea alveolar e de
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linfocitos Thl nos linfonodos cervicais (QUEIROZ-JUNIOR et al., 2012). Em pacientes com
quadro de artrite, um estudo identificou altas concentracGes de anticorpos anti-Leucotoxina A
(anti-LtxA) de A. actinomycetemcomitans (VOLKOQOV et al., 2018). A LtxA é uma exotoxina
codificada pelo operon ItxXCABD e exerce papel importante na protecdo contra a acdo de
leucdcitos, auxiliando na sobrevivéncia de A. actinomycemtemcomitans durante o processo de
infeccdo (OSCARSSON et al., 2019). LtxA induz a formagéo de poros nas membranas de
neutrdéfilos, alterando a integridade da membrana e levando ao aumento rapido de célcio no
meio intracelular, o que leva a hipercitrulinacdo de proteinas. Estas proteinas sdo
posteriormente liberadas para o meio extracelular, desempenhando um papel de ativacdo da

resposta autoimune associada a artrite (KONIG et al., 2017).

GOLUB et al. (2006) apresentaram a hipotese de “two hits”, ou “dois estimulos”, para
explicar a associacdo entre a DP e a AR. Segundo a hipétese apresentada, o primeiro estimulo
ocorreria pela presenca de microrganismos na cavidade bucal, que por sua vez estimulariam
uma resposta inflamatoéria. O segundo estimulo, que seria 0 aumento sérico de mediadores
inflamatérios observados na RA, como IL6, TNF e ILIP, em associagdo com o primeiro
estimulo, estimulariam uma intensa resposta inflamatéria no periodonto, resultando no
aumento da osteoclastogénese no sitio e reabsor¢do 6ssea (revisto por LEECH; BARTOLD,
2015; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2011).

2- Justificativa

Tem sido demonstrado que a infeccdo pelo CHIKV possui carater sistémico, sendo
observado acometimento de diversos sitios. Dentre esses sitios, estd a cavidade bucal. E
observado em pacientes infectados por CHIKV quadros de gengivite grave e instabilidade do
elemento dentério, acimulo de biofilme bucal na infecgdo por CHIKV, sugerindo que ocorrem
alteracdes na microbiota bucal. Sabe-se que alteragdes na microbiota bucal estdo associadas a
um intenso processo inflamatorio periodontal. Esses quadros sugerem uma possivel inflamagéo
nos tecidos periodontais associada a inducgéo da ativacao de células osteoclastogénicas como
osteoblastos e osteoclastos, que culmina em um deshalanco metabdlico promovendo a
reabsorcdo ¢ssea e levando & instabilidade observada. CHIKV € um indutor de
osteoclastogénese nas articulagdes. Entretanto, pouco se sabe de seu impacto em outros sitios,
como € o caso da cavidade bucal, apesar de serem relatados sinais clinicos associados a DP em

pacientes infectados por este virus. Além disso, uma parcela importante da populacéo apresenta
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DP em alguma fase da vida. E hipotese desse trabalho que a infecgdo por CHIKV induza intenso
processo inflamatorio sistémico que culmina em alterac6es periodontais. Dessa forma, o estudo
dos mecanismos envolvidos pode abrir novas perspectivas para o entendimento da associagéo

entre a infecgdo por CHIKYV e as alteragGes periodontais.

3- Objetivo geral

Avaliar os impactos da infeccédo sistémica pelo Chikungunya virus nos tecidos periodontais de

camundongos

3.1- Objetivos especificos

3.1.1- Caracterizar as alteragdes periodontais induzidas pela infec¢do por CHIKV;

3.1.2- Avaliar a acdo de CHIKYV na osteoclastogénese;

3.1.3- Avaliar a participacdo de IL6 na perda 6ssea alveolar induzida por CHIKV;

3.1.4- Avaliar o papel da microbiota bucal na perda 6ssea alveolar induzida por CHIKV.
4. Material e Métodos

4.1- Camundongos

Para os experimentos in vivo foram utilizados grupos de camundongos C57BL/6j e
CD1, machos, com idade entre 3-4 semanas, em grupos com n = 3, 5 ou 7, fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os camundongos 11-6r”-
foram fornecidos pelo biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia e ® camundongos
germ free (GF) foram fornecidos pelo Biotério de Gnotobiologia da UFMG. Os animais foram
mantidos com livre acesso a agua e racdo, ciclo claro-escuro de 12 horas, controle de
temperatura e ventilacdo. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité
de Etica em Utilizagdo Animal (CEUA) da UFMG, conforme protocolo n° 261/2020,

anteriormente a realizagcdo dos mesmos.

4.2- Propagacao e concentragdo de Chikungunya virus

Neste trabalho foi utilizada uma linhagem Asiatica de CHIKYV isolada de amostra clinica

de um paciente virémico, que foi gentilmente cedida pelo Prof. Mauricio Lacerda Nogueira, da
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Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto — FAMERP, sob numero de acesso
BHI3762/H 804917 e registro no SisGen sob o numero AFD 6099. CHIKYV foi propagado em
células C6/36 (Aedes albopictus clone C6/36) provenientes do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ) e mantidas em estufa incubadora de Demanda Bioguimica de Oxigénio (BOD),
com atmosfera umidificada a 37°C, em meio de cultivo Leibowitz L15, suplementado com
1,5% HEPES, 1% antimicrobianos, 1% L-Glutamina, 1% aminoacidos ndo essenciais, 2% Soro
Fetal Bovino (SFB) — por 5 - 7 dias. Os sobrenadantes das culturas foram centrifugados a 600
g por 10 min para retirada dos fragmentos celulares. Subsequentemente, o sobrenadante foi
adicionado a coluna de concentracao viral (Vivacell 100 centrifugal concentrator — Sartorius,
Alemanha) e as particulas virais foram concentradas por centrifugacdo (2000 g por 10 min). O
volume obtido foi aliquotado e armazenado em freezer -80°C. Para preparar o indculo
experimental, a aliquota do virus foi cuidadosamente homogeneizada usando um vortice e
diluida em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) para atingir a concentracao de carga

viral desejada.

4.3- Desenho experimental

Para caracterizar as alteracOes periodontais induzidas pela infeccao viral, camundongos
C57BL/6 foram submetidos a uma cinética de infeccido em que receberam via intraplantar 108
UFP/mL e CHIKV. Os animais pertencentes ao grupo controle receberam via intraplantar
inoculo isento de virus, porém contendo o meio de cultivo celular em que houve a recuperacéao
viral diluido nas mesmas proporcdes. Nos tempos experimentais de 1, 3, 7, 14, 21 ou 28 dias,
foram avaliadas quantificacdo viral (UFP) no soro, masseter e tecidos periodontais, a perda
Ossea alveolar (pela medida da area entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista 6ssea
alveolar (COA) na face palatina do primeiro molar superior esquerdo), aumento do numero de
celulas TRAP+ (TRAP), e mediadores inflamatdrios (ELISA).

A avaliacdo da participagédo de I1L6 no fendtipo de perda 6ssea alveolar observado no modelo
experimental foi realizada pela estratégia experimental que consistia em submeter animais
C57BL/6 (WT) e deficientes para o receptor de IL6 (il6r ) a infecgo via intraplantar com um
indculo contendo 10® UFP/mL de CHIKYV. 7 dias ap6s a infecgéo foi avaliada a perda Ossea

alveolar.

O papel da microbiota foi avaliado seguindo a estratégia experimental que camundongos
C57BL/6 foram submetidos ao protocolo de infecgdo viral e com auxilio de um swab, o biofilme
bucal foi coletado e submetido a analise de microbioma nos tempos 0, 3 e 7 dias pos-infeccao.

Além disso, animais CD1 e germ free foram infectados via intraplantar com CHIKV e foi



33

avaliada a perda Ossea alveolar 7 d.p.i. Outros camundongos C57BL/6 foram submetidos a
aplicacdo topica de clorexidina (CHX) 0,12% na cavidade bucal. Foram avaliadas a perda 6ssea
alveolar, aumento do numero de células TRAP+ (TRAP). Os protocolos experimentais estdo

representados na figura 4.
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Figura 4. Protocolos experimentais. Estratégias experimentais adotadas para inducéo de perda dssea alveolar
pela infeccdo por CHIKV e avaliacdo de possiveis mecanismos associados as alteragdes periodontais observadas
no modelo experimental.

4.4- Avaliagdo da producgdo de mediadores inflamatorios por ELISA

Inicialmente, as amostras de maxilas foram pesadas e processadas em solugdo para
extracdo de citocinas (solucdo de PBS com 0,1 mM PMSF, 0,1 mM Benzethonium cloridrico,
10 mM EDTA e 0,01 mg/mL aprotinina A, pH 7.4 e Tween 20 a 0,05% e pastilhas inibidoras
de proteases (SIGMA-ALDRICH, SP, Brazil) na propor¢do de 1 mL para 100 mg de tecido. O
tecido foi processado utilizando-se um homogeneizador de tecidos (PowerGen 100, Fisher
Scientific) e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes das amostras

e da cultura de fibroblastos foram coletados e mantidos a - 20°C para o ensaio de ELISA.

O ensaio de ELISA foi realizado para quantificar a concentragao de TNF, IFNy, IL6,
IL10, RANKL, OPG e CCL2 nos tecidos periodontais, RANKL e OPG no soro, concentragdes
de TNF, IL6, IL10, RANKL e CCL2 foram quantificadas no sobrenadante de fibroblastos 24,
48 e 72 horas apds infeccdo com CHIKV utilizando kits comerciais (R&D Systems,

Minneapolis, MN, EUA), seguindo as recomendac6es do fabricante. O anticorpo de captura
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para o antigeno de interesse foi adicionado a uma placa de 96 pocos e incubado por 24 h a 4°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas 3 vezes com tampéao de lavagem (PBS contendo 0,05%
de Tween 20) e bloqueadas por 1 h com PBS contendo BSA 1%, em temperatura ambiente. As
amostras e o padrdo de interesse foram diluidos em solucéo de BSA 0,1% e ambos incubados
overnight a 4°C. Em seguida, as placas foram lavadas 3 vezes com tampao de lavagem e foram
incubadas na presenca dos anticorpos de deteccdo. Apds 2 h, as placas foram lavadas e
adicionadas as placas uma solucao contendo estreptavidina ligada a peroxidase. Depois de 20
min, as placas foram novamente lavadas e foi adicionado tampé&o contendo ortofenilenodiamina
(OPD). A reacdo foi interrompida adicionando uma solucéo de H.SO4 1M. A densidade dptica
foi obtida com o uso de espectrofotémetro (MQX200, BioTeK, USA) no comprimento de onda

de 490 nm. O resultado foi expresso em pg/100 mg de tecido.

4.5- Determinacao de carga viral

Para determinar a carga viral nas amostras de hemi-maxila, masseter, glandula salivar, coxim
plantar direito e soro dos camundongos infectados por CHIKV, foi empregada a técnica de
titulacdo viral por ensaio de formacéo de placas de lise, como descrito (BAER; KEHN-HALL,
2014). Brevemente, células da linhagem VERO (células derivadas de rim do macaco verde
africano - Cercopithecus aethiops) provenientes do BCRJ, foram crescidas em meio RPMI 1X,
suplementado com 1,5% HEPES, 1% antimicrobianos, 1% L-Glutamina, 1% aminoacidos nao
essenciais, 10% SFB. As células foram tripsinizadas, homogeneizadas e implantadas em placas
de 12 pocos, a uma densidade de 10° células/pogo. As placas foram incubadas em estufa a 37°C,
com atmosfera de 5% de CO- por 24 horas, até apresentarem uma monocamada de confluéncia
entre 85 a 90%. Os estoques virais foram diluidos serialmente em meio RPMI. As amostras de
hemi-maxila, masseter e coxim plantar foram pesadas, maceradas em gral e pistilo esterilizados
e diluidas serialmente na proporg¢éo de 10% peso/volume, em meio RPMI com antimicrobianos,
na auséncia de SFB. As amostras de soro foram diluidas serialmente volume/volume em meio
RPMI com antimicrobianos, na auséncia de SFB. Foram adicionados 300 uL, por pogo, de cada
uma das dilui¢des (107 a 10°) das amostras. O controle de células foi um pogo ndo inoculado,
contendo apenas o meio RPMI com antimicrobianos, na auséncia de SFB, nos mesmos
volumes. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C (periodo de adsorcao viral), sob leve
agitacdo. Em seguida, o meio foi desprezado e as células lavadas com RPMI. Foi adicionado
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) contendo

1.6% de carboximetilcelulose, antimicrobianos e 2% de SFB. As placas foram incubadas a 37°C
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por quatro dias, para observagdo dos efeitos citopaticos ao microscopio invertido. Apds este
periodo, foram fixadas com formol tamponado a 10% por 30 minutos e, posteriormente, coradas
com cristal violeta 1% p/v, para a determinagdo do titulo viral das amostras, expressos em

unidades formadoras de placa (UFP)/mg ou UFP/mL.

4.6- Quantificacdo de perda 6ssea alveolar

Ao final de cada periodo experimental, foi realizada a eutanasia dos camundongos e as
maxilas foram removidas. As maxilas foram submersas em solugdo de perdxido de hidrogénio
30 volumes, diluido em igual volume de &gua destilada, durante 24 horas, para remoc¢do dos
tecidos moles. Posteriormente, as maxilas foram lavadas e deixadas secar em temperatura
ambiente. Para a quantificacdo da perda 6ssea alveolar, as maxilas foram coradas com solugéo
de azul de metileno 0,3%. Para obtencdo das imagens, as maxilas foram fotografadas (Kodak
EasyShare C743, Manaus, Brasil) utilizando-se o aumento da objetiva do microscépio
estereoscopico binocular 200 M (Quimis Aparelhos Cientificos Ltda, Q724S-1, Diadema,
Brasil). As imagens foram obtidas da regido palatina dos molares superiores. Com o auxilio do
programa Image J, foram obtidas as medidas da &rea entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a
crista 6ssea alveolar (COA). Para os experimentos de infeccdo viral, foi realizada a avaliacdo
da perda 6ssea alveolar na regido palatina do primeiro molar superior e, para 0 experimento de
ligadura, foi realizada avaliacdo de perda dssea alveolar na regido palatina do segundo molar

superior das maxilas analisadas.

4.7- Coloracédo de TRAP

Apds cada tempo experimental, as amostras de maxilas dos animais foram coletadas e
submetidas a fixacdo com formalina neutra tamponada 10% por 48 horas e, posteriormente, as
amostras foram lavadas em &gua corrente e submetidas a descalcificagdo com acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 14%, por 30 dias. Apds a descalcificacdo, o EDTA foi
retirado com lavagens de 15 em 15 minutos em agua corrente €, logo em seguida, as maxilas
foram desidratadas por meio da utilizacdo de concentragdes crescentes de etanol, diafanizacéo
em xilol. Em seguida, as maxilas receberam banhos de parafina e, posteriormente, foi realizada
a incluséo final em bloco de parafina para posterior obtencéo de cortes com espessura de 5 um.
As laminas com corte histologico foram utilizadas para a coloracdo pela técnica de Fosfatase
Acida Resistente ao Tartarato - TRAP (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO), seguindo as

recomendacdes do fabricante. Apds a coloracao, as laminas passaram pelo processo de secagem
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e foram, posteriormente, montadas com Entelan® (Pré-andlise, Porto Alegre, Brasil). A
quantificacdo de células TRAP-positivas foi realizada no osso alveolar, ao longo das raizes do
primeiro molar superior é definida como nimero total de células positivas, em aumento de 1000
X.

4.8- Analise da microbiota bucal por sequenciamento

Amostras de biofilme bucal de animais C57BL6 machos de 4 semanas, do grupo controle
ou infectados, foram obtidas com auxilio de swab, no periodo da manhd. Os swabs,
posteriormente, foram embebidos em tubos contendo 500 puL de tampao Tris EDTA (1M Tris
pH 8, 0.5M EDTA pH8 e dH20). Foram adicionados a essa solugdo 30 mg de beads de zirconio
0,1 mm (LOCCUS, SP, Brasil) e as amostras foram submetidas a processamento utilizando-se
TissueLyser LT (QIAGEN, Hilden, Alemanha), sob programacéo de 50 oscilagdes por 10
minutos, em temperatura ambiente. Posteriormente as amostras foram submetidas ao protocolo
de extracdo de DNA bacteriano utilizando-se o Ql1Aamp DNA stool Mini kit (50) (QIAGEN,
Hilden, Alemanha), seguindo as recomendac@es do fabricante. Em seguida, a regido V3-V4 do
gene 16S foi amplificada por PCR e submetida ao sequenciamento pelo sequenciador MiSeq
Illumina, seguindo o protocolo do Earth Microbiome Project, com auxilio do CELAM (Centro
de Laboratérios Multiusuarios) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG
(VERSCHUREN et al., 2018). As sequéncias da regido do gene 16S foram obtidas em formato
fastq e foram analisadas usando QIIME2 (versdo 2021.2) (BOLYEN et al. 2019). As sequéncias
foram demultiplexadas e selecionadas por qualidade, usando o método Dada2, com o0s
parametros padrdo do QIIME2, a fim de detectar e corrigir os dados obtidos pelo
sequenciamento Illumina, sendo gerada tabela de artefato Qiime 2, tabela OTU ou arquivo
BIOM. Apos a remocdo das quimeras, as OTUs foram mantidas quando representaram mais de
0,005% do numero total de sequéncias (BOKULICH et al., 2013). As OTUs entdo foram
classificadas usando o banco de dados de referéncia 16S Silval38 (QUAST et al. 2013). Em
seguida, os dados gerados foram carregados pela biblioteca Phyloseq (verséo 1.34.0) do R, na

qual foram feitas as analises estatisticas e de abundancia taxondmica.
4.9- Avaliacdo de hipernocicepcéo
A anélise de hipernocicepcao foi realizada baseada em trabalhos publicados por nosso grupo

de pesquisa (COSTA et. al, 2015; MOREIRA et al., 2023). Inicialmente, os animais C57BL/6j

e il6R7 foram acomodados em gaiolas de acrilico com piso de grade durante 30 minutos antes
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do inicio para que assim o animal fosse ambientado. Desse modo, o0 animal ndo seria afetado
pelo estresse durante o ensaio experimental. Apds o intervalo de ambientacdo, com auxilio de
um pressometro eletrénico (INSIGTH Instruments, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) e uma ponteira
romba de 0,5 mm? na parte posterior da pata induzindo uma flexdo das articulacdes do animal
até que fosse observado o fenémeno de retirada de pata. A forca exercida sob as articulacdes
dos animais foi registrada pelo sensor e foram obtidos os valores ap6s 3 medidas realizadas de
forma individual dos grupos experimentais. Os resultados foram expressos em meédia das

médias obtidas.

4.10- Cultura de osteoclastos

Células da linhagem RAW 264.7 foram suspensas em meio DMEM suplementado com
10% de SFB. As células foram colocadas em garrafa de cultura com volume final de 10 mL de
meio. Apds a formacdo de uma monocamada de células, com confluéncia de 80 - 90%, as
células foram lavadas com cloreto de sddio 0,9%, ressuspensas e contadas na camara de
Neubauer. Apds, foram plaqueadas na quantidade de 10° de células por pogo, em placas de 96
e 10* de células por pogo, em placas de 24 pogos (com laminula estéril), contendo RANKL
murino recombinante (50 ng/mL, R&D Systems, MN, EUA) e estimuladas com CHIKV (MOI
= 0,1). As células foram mantidas em estufa umidificada com 5% de CO a 37°C por 3 dias.
Ao final do periodo experimental, o sobrenadante foi removido e aliquotado para quantificacao
do titulo viral (UFP/mL). As células presentes no poco foram submetidas a avaliagdo da
viabilidade celular por MTT. As laminulas foram fixadas em uma solucdo de citrato, acetona e
formaldeido 37%, e coradas para fosfatase &cida resistente ao tartarato (TRAP, Sigma-
Aldrich,), por 1 hora a 37°C. Apds esse periodo, foram coletadas e fixadas em laminas de
histologia com auxilio do Entelan® (Pré6-analise, Porto Alegre, Brasil). O nimero de células
TRAP-positivas foi obtido por avaliacdo das laminulas em microscopio optico Axioskop 40
(Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha). Os dados foram expressos em quantidade de células/campo,

no aumento de 40X. Foram consideradas apenas as células coradas e com 3 ou mais ndcleos.

4.11- Cultura de fibroblastos
As células foram obtidas a partir de amostras gengivais do palato de animais CD1 ou

C57BL/6 machos, de até 8 semanas. Os tecidos foram submetidos a digestdo por colagenase do
tipo 4 e, posteriormente, lavados com DMEM composto com antibacterianos e antifingicos e
suplementado com 15% de SFB. O tecido digerido foi transferido para uma garrafa pequena de

cultura celular. Apés 7 dias, foram feitas passagens até as células apresentaram morfologia
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caracteristica de fibroblastos. Posteriormente, as células foram estimuladas com CHIKYV inativo
ou ativo (MOI =1, 0,1 ou 0,01). O virus inativo foi obtido ap0s exposi¢do de um inoculo de
CHIKYV a luz ultravioleta (UV) por 2 horas. As células foram mantidas em estufa umidificada
contendo 5% de CO, a 37°C, por 3 dias. Ao final do periodo experimental, o sobrenadante foi
aliquotado para quantificacdo do titulo viral (UFP/mL), quantificacdo de RANKL e IL6 por
ELISA. Foi realizada também a avaliacdo de viabilidade celular por MTT.

4.12- Analises estatisticas
Os dados foram submetidos a anélise de normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov,

expressos como média + erro padrdo da média (SEM). As diferencas entre as médias foram
comparadas utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) com pos-teste Newman-Keuls. Na
comparacéo entre dois grupos foi utilizado o teste t de Student ndo pareado. Os resultados foram

considerados significativos quando valor de p < 0,05.

5. Resultados

Tendo em vista que a perda dssea alveolar esta associada a trés processos: osteoclastogénese,
inflamacdo periodontal e alteracdes na microbiota, os resultados do presente estudo serdo
apresentados em capitulos.

A infeccdo intraplantar por CHIKV induziu a disseminacdo do virus no modelo
experimental. Os resultados demonstram que 1 dia ap0s a infec¢do (dpi) ocorre viremia, com
acometimento de outros sitios, como glandula salivar, maxila e masseter dos camundongos
(Fig. 5). No tempo de 3 dpi foi possivel recuperar CHIKV na maxila e masseter (Fig. 5). No 7

d.p.i ndo foi detectada formacéo de placas de lise em nenhum tecido analisado.
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Figura 5. Cinética de recuperacao viral no soro, tecidos periodontais de camundongos C57BL6 WT. (A)
Recuperacao viral no soro, tecidos periodontais e adjacentes por titulagdo. A analise estatistica foi realizada entre
dois tempos experimentais (1 e 3 dpi) e foi utilizado o teste t de Student ndo pareado.

Em seguida, foi avaliada se a presenca de CHIKV nos tecidos periodontais estaria
associada a alteragcdes nesse sitio. Os resultados mostram que houve perda dssea alveolar a
partir de 7 dpi (Fig.6A e B). Nao foi observada progressédo do fenétipo.
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Figura 6. Cinética de perda 6ssea alveolar em camundongos WT. (A) Imagens representativas da perda 6ssea
alveolar 7 dpi. Indicada pela seta. (B) Quantificagdo da perda déssea alveolar obtida pela medida da area entre a
juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista éssea alveolar (COA) na regido palatina do primeiro molar superior.
Escala =1 mm. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-infectados (Controle). A anélise estatistica
foi realizada com One-way ANOVA, pds teste Newman-Keuls.

Sabe-se que a perda dssea alveolar esta associada a osteoclastogénese e ao aumento da
atividade de osteoclastos (revisto por OMI; MISHINA, 2022). Sendo assim, foi avaliado se a
perda éssea alveolar observada no modelo experimental estaria associada a osteoclastogénese.
Nossos resultados mostram que a partir de 7 dpi houve um aumento do numero de células
TRAP+ associadas a crista 6ssea alveolar dos animais (Fig. 7A e 7B). O aumento do namero
dessas celulas foi associado ao aumento da producdo de RANKL, diminuicdo de OPG e
desbalanco da razdo RANKL:OPG nos tecidos periodontais desses animais (Fig.8A, 8B e 8C),
porém ndo foi observada alteragcBes nos niveis séricos de RANKL e OPG nos camundongos
(Fig.8D, 8E e 8F).
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Figura 7.Quantificacdo de células TRAP em camundongos WT infectados com CHIKYV. (A) Células TRAP
positivas presentes no tecido periodontal. Indicadas pelas setas. Barra=1 mm, aumento = 40X. (B) Quantificacdo
de células TRAP positivas totais no tecido avaliado. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-
infectados (Controle). A anélise estatistica foi realizada com One-way ANOVA, pds teste Newman-Keuls.

A)

~—

Soro

RANKL (pg/100mL) =

50

Dias pos infecgdo
com CHIKV

o)

*Te

7

C

T
- T

Dias pos infecgdo

com CHIKV

B)

OPG pg/100mg
(<] (2] ~
g 8 8
T ® 2

) :

OPG (pg/100mL)
Soro

A

A
A

T+, .
1

2000 4

:

A
0+
A
A
T T 1
c 1 3 7

Dias pos infecgio
com CHIKY

Dias pos infecgio

com CHIKV

F)

0

o
oo
|

e
o
1

RANKL/OPG pg/100mg
e o
N Y
1 1

g
o

A A

T
1 3 7
Dias pos infecgdo
com CHIKV

Dias pos a infecgiio
com CHIKV

Figura 8.Cinética de producdo de RANKL, OPG e razdo RANKL:OPG nos tecidos periodontais e no soro
de animais WT. (A,D) Producdo de RANKL, (B,E) OPG e (C,F) RANKL:OPG nos tecidos periodontais e soro
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obtido a partir do ELISA. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-infectados (Controle). A analise
estatistica foi realizada com One-way ANOVA, pos teste Newman-Keuls.

Sabe-se que ha um impacto da infec¢do por CHIKV na atividade e na diferenciacao de
osteoblastos (ROY et al., 2020), células importantes para 0 metabolismo dsseo. Entretanto,
pouco se sabe sobre o impacto de CHIKV em osteoclastos. Assim, foram avaliadas as possiveis
alteracdes induzidas por CHIKV na viabilidade, multiplicacéo e diferenciacdo de osteoclastos.
Para padronizar a infeccdo em osteoclastos, inicialmente, precursores dessas ceélulas,
macrdfagos imortalizados RAW 264.7, foram infectados ou ndo com CHIKV. Os resultados
mostram que, nas MOI testadas, CHIKV levou a perda de viabilidade de células precursoras
(Fig. 9A). CHIKYV foi recuperado apenas nas MOl de 1 e 0,1 (Fig. 9B). Ja em osteoclastos, apds
a infeccdo com CHIKV na MOI 0,1, ndo foi observada diferenga de titulo viral quando
comparadas as células RAW 264.7 (Fig. 9C). A infecgdo viral ndo induziu a osteoclastogénese
(Fig. 9D e 9E). Células RAW 264.7 infectadas ndo se diferenciaram a osteoclastos na presenca
de RANKL (Fig. 10A e 10B).
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Figura 9. Avaliacdo da infeccdo em células RAW 264.7 e osteoclastos. (A) Avaliacdo da viabilidade celular em
diferentes MOI, 24, 48 ou 72 horas pés infecgdo. (B, C) Recuperagdo de virus do sobrenadante por titulacdo. (D)
Imagens representativas da analise de TRAP. Osteoclastos indicados pelas setas. Barra = 10 um, aumento = 40X.
(E) Andlise de TRAP, pos-infeccdo por CHIKV na MOI 0,1. *p < 0,05 quando comparado aos camundongos
sham-infectados (Controle); # p < 0,05 quando comparado aos camundongos infectados. A analise estatistica foi
realizada com One-way ANOVA, pos teste Newman-Keuls.
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Figura 10. Avaliacdo da infecgdo na osteoclastogénese. (A) Imagens representativas da analise de TRAP.
Osteoclastos indicados pelas setas. Barra = 10 pm, aumento = 40X. (B) Analise de TRAP, pos-infec¢do por
CHIKV na MOI 0,1. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-infectados (Controle); # p < 0,05
quando comparado aos camundongos infectados. A analise estatistica foi realizada com One-way ANOVA, p6s
teste Newman-Keuls.

N&o foi observada uma inducdo de osteoclastogénese diretamente por CHIKV. Entretanto,
sabe-se que a perda dssea alveolar também esta associada a producdo de mediadores
inflamatorios (revisto por GRAVES et al., 2008). Sendo assim, avaliamos a producdo de

mediadores inflamatoérios, como 1L6, CCL2, IFNy, TNF, e 1L10 nos tecidos periodontais 1, 3
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ou 7 dpi. Os resultados mostram que houve aumento significativo da producdo das citocinas
IL6 (Fig. 11A) e CCL2 (Fig. 11B) no tempo de 1 dpi. Foi observado um aumento significativo
de IFNy no 3 dpi (Fig. 11C). Nao foi observada diferenca na producdo de TNF e IL10 nos

tempos avaliados (Fig. 11D e 9E).

A) 500 B)  800000- O -
" £
.\ &0 600000 A " T .
0 1000 4 8= = A
E a = A = A A
& % 400000 - = "
S = et N = 4000 e
= 500+ i a o 4004 s, A z o .
o i‘ = 20004 &
s FF oA 200+ : if
0 T T T T 0 |I T T T 0
C 1 3 7 C 1 3 7 é { é ’If'
Dias pos infeccdo Dias pos infecgio Dias pos infecgiio
com CHIKV com CHIKV com CHIKV
E)
D) 850
8000 )
800 A
2 60001 a E *
=] 4 A g
= = 750 A
S 4000 A &
g 3
z : % Ay N
= 20004 a A % =650 & a A
0 . . f + 600 T T T T
T 1 5 14 c 13 1
Dias pos infecgio Dias p(’\cs II_ETI:?&O
com C /

com CHIKV

Figura 11. Cinética de producdo de mediadores inflamatdrios nos tecidos periodontais em camundongos
WT. (A) producéo de IL-6, (B) CCL2, (C) IFNy, (D) TNF e (E) IL10 obtida a partir do ELISA. * p < 0,05 quando
comparados aos camundongos sham-infectados (Controle). A andlise estatistica foi realizada com One-way

ANOVA, pos teste Newman-Keuls.

Avaliamos se fibroblastos gengivais murinos seriam susceptiveis a infeccdo por CHIKV e
se seriam fonte de mediadores inflamatorios como é observado em fibroblastos sinoviais
(PUHKLIA et al., 2013). Os resultados mostram que fibroblastos gengivais murinos sdo
susceptiveis a infeccdo por CHIKV (Fig. 12A). A recuperacao de CHIKV, no sobrenadante, foi
observada nos tempos de 24, 48 e 72 h pos-infeccdo (Fig. 12C). De maneira interessante, a
infeccdo por CHIKYV induziu aumento na producdo de IL-6 (Fig. 12D); entretanto, ndo induziu
aumento na producdo de RANKL, CCL2, TNF e IL10 (Fig. 12E, 12F, 12G e 12H).
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Figura 12. Avaliacéo da infeccéo em fibroblastos bucais murinos in vitro. (A) Avaliacéo da viabilidade celular
em diferentes MOI, 24, 48 ou 72 horas pds infeccdo. (B) Avaliacdo da viabilidade celular na MOI de 0,1 em 24,
48 ou 72 horas ap0s infeccdo. (C) Quantificacdo do titulo viral no sobrenadante de fibroblastos. (D, E, F, G, H)
producéo de citocinas em sobrenadante obtida a partir do ELISA. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos
sham-infectados (Controle). A analise estatistica foi realizada com One-way ANOVA, p0s teste Newman-Keuls.

Estudos mostram que a citocina IL6 é um importante mediador na infeccdo por CHIKV
(CHOW et al., 2011; NG et al., 2009). Assim, avaliamos se IL6 possui participagdo na inducgéo
da perda Ossea induzida pela infecgdo por CHIKV. Os resultados mostram que, apesar de ser

observado menor titulo viral em animais deficientes para o receptor de IL6 3 d.p.i (Fig. 13A),

72h
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ndo foi observada alteracdo na hipernocicepgdo desses animais, quando comparados aos
animais WT (Fig.13B). Entretanto, animais 116r - ndo apresentaram fen6tipo de perda 6ssea
alveolar frente a infec¢do por CHIKYV (Fig.14A e 14B).
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Figura 13. Andlise de titulo viral na pata e cinética de hipernocicep¢do em animais WT e 1l6r". (A)
Recuperacdo viral da pata por titulagdo. (B) Cinética de hipernocicepcao articular em camundongos WT e 1161 7
por o teste de medida de pressdo eletrénica modificado para camundongos (Von Frey eletr6nico). * p < 0,05
guando comparado aos camundongos sham-infectados (Controle). A analise estatistica foi realizada com One-way
ANOVA, pos teste Newman-Keuls. Na comparacdo entre dois grupos foi utilizado o teste t de Student ndo pareado.
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Figura 14. Analise de perda 6ssea alveolar em animais WT e 116r"- d.p.i. (A) Imagens representativas da perda
Ossea alveolar. Indicada pela seta. Escala = 1 mm. (B) Quantificacdo da perda 6ssea alveolar obtida pela medida
da area entre a jungdo cemento-esmalte (JCE) e a crista 6ssea alveolar (COA) na regido palatina do primeiro molar
superior. * p < 0,05 quando comparado aos camundongos sham-infectados (Controle); # p< 0,05 quando
comparados aos camundongos I16r . A analise estatistica foi realizada com teste t de Student ndo pareado.

Processos inflamatorios induzem alteragfes na microbiota bucal (IDRIS et al., 2017) e
esta, por sua vez, possui importante papel nos processos associados a perda déssea alveolar

(STEFANO et al., 2022). Para avaliar uma possivel interferéncia da microbiota bucal nas
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alteracOes periodontais associadas a infec¢do por CHIKYV, foi realizada anélise da composi¢éo
da microbiota oral pos-infeccéo viral via intraplantar. Nossos resultados demonstram que a
infeccdo viral ndo foi capaz de induzir alteragcéo na diversidade alfa na microbiota (Fig. 15A),
apesar de ser possivel observar a ascensdo de algumas familias microbianas 3 dpi e com menor
numero de individuos 7 dpi (Fig.15B). Ja na auséncia de microbiota, animais (germ free - GF)
e CD1 submetidos a infeccdo demonstram que camundongos GF infectados via intraplantar

com CHIKYV ndo apresentam perda éssea alveolar (Fig. 15C e 15D).
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Figura 15. Anélise da microbiota bucal na infecgdo por CHIKYV. (A) Gréfico de diversidade alfa (B) Grafico
de alteracdo populacional de microrganismos na cavidade bucal. (C) Imagens representativas da perda 6ssea
alveolar. Indicada pela seta. (D) Quantificagdo da perda 6ssea alveolar obtida pela medida da area entre a juncdo
cemento-esmalte (JCE) e a crista dssea alveolar (COA) na regido palatina do primeiro molar superior. Escala = 1
mm. A andlise estatistica foi realizada com teste t de Student ndo pareado.

Além disso, foram realizadas aplicacdes topicas de CHX na cavidade bucal dos
camundongos, um antisséptico utilizado na pratica clinica odontolégica para controle da
microbiota bucal (BESCOS et al., 2020). Os resultados mostram que a aplicacao tépica de CHX
ndo interferiu no titulo viral (Fig. 16A). Entretanto, a aplicacdo tépica de CHX na cavidade
bucal impediu a perda 6ssea alveolar associada a infeccdo por CHIKV (Fig. 16B), associada a
auséncia do aumento no numero de osteoclastos presentes na crista éssea alveolar (Fig. 16C e
16D). Aplicacdo topica com CHX ndo induziu alteragBes na recuperacdo de titulo viral dos
tecidos avaliados (Fig. 16E).
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Figura 16. Andlise de alteragdes periodontais em animais submetidos a aplicacdo tépica por CHX. (A)
Imagens representativas da perda 6ssea alveolar. Indicada pela seta. Escala = 1 mm. (B) Quantificacdo da perda
Ossea alveolar obtida pela medida da &rea entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista 6ssea alveolar (COA)
na regido palatina do primeiro molar superior. (C) Células TRAP positivas presentes no tecido periodontal.
Indicadas pelas setas. Barra = 10um, aumento = 40X. (D) Quantificacdo de células TRAP positivas totais no
tecido avaliado. # p< 0,05 quando comparado aos camundongos infectados. A anlise estatistica foi realizada
com teste t de Student ndo pareado.

6. Discussao

Os resultados deste trabalho mostram que ap6s a infeccdo via intraplantar por Chikungunya
virus (CHIKV) em animais WT, CHIKYV foi recuperado no soro, em tecidos periodontais e nos
tecidos adjacentes. Além disso, a infec¢do induziu reabsorcdo dssea alveolar relacionada ao

aumento de células TRAP+ associadas ao 0sso alveolar. Este aumento da perda 6ssea alveolar
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ndo ocorreu por agdo direta de CHIKYV nos osteoclastos, uma vez que in vitro néo foi observada
a inducdo da formacdo de osteoclastos. Entretanto, a infec¢édo viral induziu, nos tempos iniciais
pos-infeccdo, um aumento da producdo de IL6, CCL2, IFNy e RANKL nos tecidos
periodontais, e a diminui¢do da producdo de OPG em tempos mais tardios. Nos fibroblastos
gengivais, que sdo células importantes na fisiologia dssea periodontal (CLAEYS et al., 2020),
ndo foi observado um aumento da producdo de RANKL, mas foi observado um aumento na
producdo de IL6, um importante mediador na inducdo de perda dssea alveolar (FENG et al.,
2017). Além disso, foi observado também um papel importante da microbiota bucal na perda
0ssea alveolar induzida por CHIKV.

ZHANG et al. (2019) e KAM et al., 2009 mostraram que houve uma disseminagdo de CHIKV
para diversos tecidos, como figado, baco e cérebro em camundongos, apds a infeccdo por
CHIKYV via intraplantar, apontando assim para um carater sistémico desta infeccdo. Uma vez
que CHIKV ¢ capaz de de infectar mondcitos e assim utiliza-los como um “cavalo de Troia”,
levando o virus para diversos sitios, como o0s citados anteriormente e que, posteriormente, esses
sitios servirdo de reservatdrio para CHIKV (HER et al., 2010). Desse modo, o presente estudo
mostra que ocorre processo de viremia ao recuperar virus do soro dos animais 1dpi 0 mesmo é
observado por PAROLA et al. (2009) ao detectar material genético de CHIKV em amostras de
sangue de pacientes infectados. Além disso, neste mesmo tempo é observado infeccdo da
glandula salivar de camundongos. Em pacientes infectados ¢ demonstrado a presenca de
material genético de CHIKV em amostras de saliva (MUSSO et al., 2016; GARDNER et al.,
2015), sugerindo que a glandula salivar de pacientes infectados é acometida pela infec¢éo viral,
sabe-se que CHIKV possui tropismo por células acinares, localizadas no ducto salivar central
das glandulas salivares (VEGA-RUA et al., 2015). Foi observado que nos tempos de 1 e 3 dpi
recuperacdo de particulas virais do masseter e dos tecidos periodontais dos animais. Apesar de
n&o ter trabalhos disponiveis que demonstrem a infecgdo de CHIKV nesses sitios. E sabido que
CHIKV possui tropismo por células componentes do masseter, como mieloblastos
(LOHACHANAKUL et al., 2015) e celulas satélites que servem de reservatorio para CHIKV
(JAQUET et al., 2024) e dos tecidos periodontais, como fibroblastos (YOUNG et al.,2019)

A perda 6ssea alveolar observada a partir de 7 dpi ndo progrediu nos tempos subsequentes,
mantendo os niveis iniciais de reabsorcdo 0ssea. Um estudo feito por CHEN et al. (2015)
mostrou que camundongos C57BL/6 infectados por CHIKV apresentaram perda 6ssea em 0SS0S
longos como a tibia, 3 d.p.i., corroborando a capacidade da infeccdo por CHIKV de induzir

alteracbes Osseas. Este fendtipo pode estar associado a degradacdo da matriz dssea por
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osteoclastos (BOYCE; YAO; XING, 2009). Essas celulas em um ambiente pré
osteoclastogénese tem seu numero bem como sua atividade de reabsorcdo 6ssea aumentados
(MADEIRA et al., 2017). De maneira interessante, em nosso modelo experimental também foi
observado o aumento do nimero de células TRAP+ associadas a crista 6ssea alveolar. In vitro,
é observado que infeccBes por arbovirus sdo capazes de induzir a osteoclastogénese (HUANG
et al. 2016). Entretanto, haja visto que a infec¢cdes causadas por alguns arbovirus como o Zika
virus (ZIKV), h& o blogueio da osteoclastogénese (MUMTAZ et al. (2022). Nossos resultados,
in vitro, demonstram que a infeccdo por CHIKV ndo induziu alteragbes na inducdo de

osteoclastogénese, sendo observada perda de viabilidade dessas células no sistema utilizado.

O aumento do nimero de osteoclastos esta associado também ao intenso processo inflamatério
observado no tecido periodontal, que induz o aumento da expressdo e producdo de citocinas
osteoclastogénicas como IL6 e RANKL (revisto por GRAVES, 2008). Durante 0 processo
inflamatdrio, a atividade e formacdo de osteoclastos sdo aumentadas, como € descrito por
MADEIRA et al. (2017), em um modelo experimental murino de DP induzida por A.
actinomycetemcomitans. Nossos dados demonstram que a presenca de CHIKV nos tecidos

periodontais induz o aumento da producéo de mediadores como IL6, CCL2, IFNy, RANKL,

menor producdo de OPG e desbalanco na razdo RANKL/OPG. Da mesma forma, em outros
modelos murinos, como o de inducdo de DP por insercao de ligadura, em associagdo ou nao a
inoculagéo de P. gingivalis (SIDDIQUI et al., 2023; Bl et al., 2023) foi observado o aumento
de IL6 e RANKL. Além disso, CHEN et al. (2014) demonstraram que pacientes infectados por
CHIKYV apresentaram alteracdes nos niveis séricos de RANKL e OPG, o que néo foi observado
em camundongos. RANKL também é encontrado em altas concentra¢des na saliva de pacientes
acometidos por DP (OCHANJI, A.A.; MATU, N.K.; MULLI, T.K., 2017). Um estudo feito por
PHUKLIA et al. (2013) mostrou que fibroblastos sinoviais, frente a infeccdo por CHIKYV,
induziram a diferenciacao de células CD14+ em células tipo osteoclastos, associada a producéo
de RANKL e IL-6. Os fibroblastos, além de serem células fonte de RANKL (WEI et al., 2005),
importante fator indutor de formagcéo e ativacao de osteoclastos (PARK; LEE; LEE, 2017), séo
também células importantes para o processo infeccioso associado a CHIKV, podendo ser
reservatorios virais (YOUNG et al., 2019). Corroborando este trabalho, nossos resultados
mostram que fibroblastos gengivais de camundongos sdo susceptiveis a infec¢do por CHIKV e
sdo fonte de IL-6. J& foi demonstrado que IL-6 induz a formacdo de osteoclastos por uma via
indireta, induzindo o aumento de RANKL por osteoblastos (FENG, W; GUO, J.; MINQI, L.,
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2019). Um estudo de um caso letal de febre Chikungunya realizado por COLAVITA et al.
(2018) mostrou uma “superproducdo” de IL-6 na amostra de plasma do paciente. A producéo
de IL-6 tem sido associada também a persisténcia da artralgia na infeccdo por CHIKV (NG et
al., 2009; CHOW et al., 2011). Por outro lado, IL-6 também é um mediador importante no
contexto da inflamac#o periodontal (FENG; GUO; MINQI, 2019; KOSHY et al., 2019; DIAZ-
ZUNIGA et al., 2019; MOKEEM et al., 2018). Nossos dados mostram que animais knockout
para o receptor de IL-6 infectados com CHIKV apresentam menor titulo viral 3 d.p.i, no local
da infeccdo. Entretanto, a presenca de menor concentragdo de CHIKV ndo alterou a
hipernocicepcao avaliada. Dessa forma, a auséncia deste receptor ndo interferiu na infeccéo
local. Entretanto, como andlise de um reflexo sisttmico da infeccdo, ao avaliar a perda 0ssea
alveolar, foi observado que os animais il6r” ndo apresentaram desenvolvimento do fenétipo.
Indicando sua participagdo na perda 6ssea alveolar no modelo experimental. Sugerindo este
receptor € um importante fator na inducéo da osteoclastogénese. Haja visto que em 0ssos longos
é observado que este mediador apresenta papel importante ao ser observado que na sua auséncia
de alteracGes dsseas associadas a um menor numero de osteoclastos presentes no tecido 6sseo
(ZHU et al., 2018). Demonstrando assim que IL6 apresenta papel importante durante alteragoes

Osseas associadas a processos inflamatarios.

Alguns estudos demonstram que a microbiota de camundongos, assim como a microbiota de
seres humanos e outros mamiferos, exerce papel importante em processos inflamatérios
(SOUZA, DG et al., 2004; HONDA et al., 2016; BELKAID; HAND, 2014; MENG et al.,
2022), incluindo a inflamacdao periodontal (STEFANO et al., 2022; CHEN et al., 2018). Outros
estudos mostram que a microbiota humana é um fator importante nas infecc@es virais, uma vez
que alteracBes na microbiota estdo associadas a uma piora do quadro (revisto por HARPER et
al., 2021; LI et al., 2019). Também pode haver o acometimento de um quadro patolégico
secundario a infeccdo viral, como o cancer cervical associado a infecgdo por Papilomavirus
Humano (HPV) (revisto por MIZUTANI et al., 2022). Os nossos resultados mostram que a
infeccdo por CHIKV induziu alteracbes na microbiota bucal dos animais com ascensdo de
microrganismos  pertencentes as familias  Lactobacillaceae,  Staphylococcaceae,
Streptococcaceae, Moraxellaceae, Pseudomonadacea e diminuicdo daqueles pertencentes a
familia Comamonadaceae, 3 dias pés infecgdo. Sete dias pos infeccdo a microbiota apresentou
menores alteracbes populacionais. Sabe-se que microrganismos pertencentes a familia
Lactobacillaceae sdo bactérias Gram-positivas colonizadoras de diversos sitios de vertebrados,

incluindo a cavidade bucal, cujo aumento neste sitio esta intimamente associado a quadros de
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carie (MUNSON et al., 2004). J& os membros da familia Staphylococcaceae sdo cocos Gram-
positivos presentes na microbiota bucal de individuos saudaveis, entretanto, ja foi mostrado um
aumento significativo de sua incidéncia em bolsas periodontais em individuos com periodontite
(LOBERTO et al., 2004; CUESTA, et al., 2010). Os membros da familia Pseudomonadacea
sao comumente associados ao grupo de bactérias resistentes a multiplas drogas “ESKAPE”
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp) (revisto por OLIVEIRA, D.M.P. et
al., 2020). Entretanto, SANTOS et al. (2002) observaram que membros da familia
Pseudomonadacea sdo comumente isolados de bolsas periodontais de pacientes com
periodontite cronica. Juntamente com os membros da familia Pseudomonadacea, os membros
pertencentes a familia Moraxellaceae estdo presentes na composicao da microbiota de criangas
durante a denti¢do decidua (CRIELAARD et al, 2011). Foi observado que a infecgdo pelo
CHIKYV induziu a diminuicdo da familia Comamonadacea. WANG et al. (2023) observaram
gue pacientes que apresentavam quadro de DP e diabetes mellitus do tipo 2 apresentaram menor
nimero de membros da familia Comamonadaceae quando comparados aos pacientes que

apresentavam apenas quadro de DP.

A infeccdo por CHIKV na auséncia de microbiota, em animais GF, ndo induziu perda éssea
alveolar. De maneira semelhante, os animais que foram submetidos a manipulacdo da
microbiota bucal a partir da aplicacdo topica de CHX, ndo apresentaram perda 6ssea alveolar.
Também ndo foi observado um aumento do nimero de células TRAP+ positivas associadas a
crista 6ssea alveolar nos camundongos submetidos a aplicacdo tépica de CHX na cavidade
bucal. Um estudo feito por KUO et al. (2023) demonstrou que ratos Sprague—Dawley machos
submetidos a ligadura e a aplicacfes topicas por CHX na cavidade bucal apresentam menor
perda d6ssea alveolar, quando comparados ao grupo que nao foi submetido a aplicacdo de CHX,
associado ao menor numero de celulas TRAP+ presentes no periodonto dos ratos, bem como
menor producdo de RANKL, menor infiltrado inflamatorio. Observaram também alteracoes
significativas na microbiota bucal dos ratos com ascensdo de bactérias dos géneros
Enterococcus, Alistipes, Clostridium, Parabacteroids e Bifidobacterium No presente estudo, a
infeccdo por CHIKYV induziu alteracdes na composi¢do da microbiota bucal, resultando em uma
dishiose. Logo, 0s nossos resultados mostram que os danos 0sseos periodontais associados a
infeccdo por CHIKYV estdo relacionados a disbiose bucal, demonstrando um papel importante

das populagdes microbianas bucais neste contexto.
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7. Consideracoes finais

Os resultados deste trabalho demonstram que a infecgéo via intraplantar por CHIKV induz
perda Ossea alveolar. Este fendtipo esta associado a um processo de osteoclastogénese
associado a um processo inflamatdrio com participacdo importante da citocina IL6 que, por sua
vez, pode estar associado as alteragdes na microbiota bucal induzidas pela infeccdo viral. A
ascenséo de populagfes microbianas que podem estar associadas a quadros de DP em pacientes
somada a presenca da IL6 nos tecidos periodontais parecem apresentar um sinergismo
conduzindo para que o ambiente periodontal se torne pré osteoclastogénese resultando no

fenotipo de perda 6ssea alveolar observada no modelo experimental.
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