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GUERRA-GOMES, IC. Efeitos cronicos da infec¢céo pelo virus da Chikungunya
na modulacdo da resposta imune e persisténcia viral. Tese de doutorado.
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirao Preto,
SP, Brasil, 2021, 109p.

A infeccdo pelo virus da chikungunya (CHIKV) em humanos é geralmente
caracterizada por um breve viremia, seguida de um réapido clearence viral. Apesar do
guase imediato controle viral sistémico, estudos sugerem a persisténcia do CHIKV em
humanos e primatas ndo-humanos em reservatério imunolégicos. A fase cronica da
infeccdo por CHIKV e pelo virus do Ross River (RRV), alfavirus artritogénicos, possui
caracteristicas similares a desregulacdo da reposta imune observada na artrite
reumatoide (AR). O desenvolvimento de uma poliartralgia persistente em numero
consideravel de pacientes possui um grande impacto social e econdmico. Assim,
potencialmente, a permanéncia viral pode estar relacionada com a manutencédo da
resposta inflamatéria exacerbada por longos periodos. Sabe-se que a migracdo de
células T CD4* para a capsula articular ocorre durante a primeira semana de infeccao,
e correlaciona-se negativamente com o pior prognostico da chikungunya. Contudo,
pouco se sabe sobre o papel dos subtipos das células T na fisiopatologia da doenca.
Uma vez que néo existiam modelos de camundongos que permitissem o estudo da
artrite crénica induzida pelo CHIKV, nosso objetivo foi desenvolver e caracterizar a
resposta de células T e persisténcia viral em um modelo animal crénico. Portanto, em
nosso estudo, desenvolvemos um novo modelo animal para o estudo da chikungunya
cronica, que € capaz de recapitular os sinais comumente observados na artrite crénica
da chikungunya em humanos. Os nossos resultados demonstram a importancia das
células T CD4* para a patogenia da doenca cronica da chikungunya em camundongos,
especificamente células Th1l7, dados corroborados em humanos. Alguns dados
sugerem que a infeccdo por CHIKV regula negativamente a producéao de citocinas
essenciais na regulacao de resposta de células Th17, tais como, IL-10, IL-27 e IL-35.
Adicionalmente, nossos resultados demonstraram que, de forma dependente da
expressdo de IFITM3, os macrofagos e células sinoviais sdo reservatorios virais e
passiveis a replicacdo viral de alfavirus artritogénicos. Macrofagos infectados mantém
0 microambiente extremamente inflamatério através da producdo de citocinas
inflamatdrias como o IL-6, e quimiocinas como CCL5 e CCL20, estimulando um maior
recrutamento de infiltrado de células T na sinovias infectadas com o CHIKV, mesmo
apos o controle viral sistémico. Em concluséo, esses dados demonstram que no N0Sso
modelo animal a artrite cronica induzida por CHIKV é dependente da sinalizacdo de
IL-17 pelas células Th17, e que a persisténcia viral em macrofagos sinoviais mantém
o microambiente inflamatdrio propicio para a manutencéo do recrutamento das células
T para a regido sinovial.

Palavras-chave: Chikungunya; Modelo animal cronico; Resposta imune
adaptativa; Persisténcia viral.

14



ABSTRACT

15



GUERRA-GOMES, IC. Chronic effects of Chikungunya virus infection on immune
response modulation and viral persistence. Doctoral thesis. Faculty of Medicine of
Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brazil, 2021, 109p.

Chikungunya virus (CHIKV) infections in humans are usually characterized by brief
viremia followed by rapid viral clearance. Despite the almost immediate systemic viral
control, studies suggest the persistence of CHIKV in humans and non-human primates
in immunological reservoirs. The chronic phase of infection by CHIKV and by Ross
River virus (RRV), arthritogenic alphaviruses, has characteristics similar to the
dysregulation of the immune response seen in rheumatoid arthritis (RA). The
development of persistent polyarthralgia in a considerable number of patients has a
significant social and economic impact. Thus, potentially, viral permanence may be
related to the maintenance of the exacerbated inflammatory response for long periods.
It was previously demonstrated that the migration of CD4+ T cells to the joint capsule
occurs during the first week of infection, and it correlates with the worst prognosis of
chikungunya. However, little is known about the role of T cell subtypes in the
pathophysiology of the disease. Since there were no mouse models that would allow
the study of CHIKV-induced chronic arthritis, we aimed to develop and characterize a
new chronic animal model, followed by its T cell response and viral persistence.
Therefore, in our study, we developed a new animal model for the chronic chikungunya
understanding. Our model can induce the signs commonly seen in chronic
chikungunya arthritis in humans. Our results demonstrate the importance of CD4+ T
cells for the pathogenesis of chronic chikungunya disease in mice, specifically Th17
cells, data corroborated in humans. Some data suggest that CHIKV infection
negatively regulates the production of essential cytokines in the regulation of Th17 cell
response, such as IL-10, IL-27, and IL-35. Additionally, our results demonstrated that
macrophages and synovial cells, in an IFITM3 expression-dependent manner, are viral
reservoirs and susceptible to viral replication of arthritogenic alphaviruses. Infected
macrophages maintain the extremely inflammatory microenvironment through the
inflammatory cytokines production such as IL-6, and chemokines such as CCL5 and
CCL20, stimulating greater recruitment of T cell infiltrate in CHIKV-infected synovia,
even after systemic viral control. In conclusion, these data demonstrate that in our
animal model CHIKV-induced chronic arthritis is dependent on IL-17 signaling by Th17
cells and that viral persistence in synovial macrophages maintains the inflammatory
microenvironment conducive to the maintenance of T cell recruitment to the synovial
region.

Keywords: Chikungunya; Chronic animal model; Adaptive immune response; Viral
persistence.

16



INDICE

L INTRODUGAOD ...ttt eaennanis 20
1.1 Epidemiologia e manifestac¢des clinicas da infec¢éo por alfavirus artritogénicos20
1.2 Estrutura € repliCagao VIral ...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiii e 22
1.3 A imunopatologia da infeccao pelo CHIKV ............uuiiiiiiiiiiiiiiiie 23
1.4 Resposta imune durante a ChiKUNQUNYA ............uuuuuiiimimimiiiiiiiiiiieeiiie. 26
1.4.1 Resposta de células da imunidade inata e adaptativa na chikungunya................ 26
1.4.2 Similaridades da resposta pré-inflamatoria exacerbada da chikungunya e a artrite
110 4 F= 10 (o [PPSR 28
1.4.3 Resposta de células Th17 em infec¢des por alfavirus e sua regulagéo ............... 29
1.4.6 Persisténcia viral e a artrite cronica da chikungunya..............cccccceveeeeieeercieiiinnnnnn. 31
1.5 MOAEIO @NIM@L ... .uuuiiiiiiiiiiiiiii i nnnnes 33
P2 o ] 0o 1 (=TT PRSPPI 36
3. OBUIETIVOS ... 38
3.1 ODJEtiVO GEIAl ... 38
3.2 ODbjetivOS ESPECITICOS .....uuueiiiiiiiie ettt 38
B2 L P AR T E L ettt ettt e e et e e et e e ara e aaee 38
B2 2 P AR T E 2. e e et a e e aaee 38
4 MATERIAL E METODOS ..ottt ate e eee e 41
4.1 AnimMais de eXPeriMENTAGED ..........cuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ettt eeeeeees 41
4.2 Propagacao € titulaGao VIral ............ooevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
4.3 ENSAIO A€ PlACA .......eeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee ettt 41
4.4 Estabelecimento de novo modelo experimental de infeccdo com CHIKV ........... 42
4.4.1 Inducéo de artrite experimental em modelo animal ...........ccccccvvvvveviiiiiiiiiiiiiinennn. 42
4.4.2 Infeccdo com virus da chikungunya em modelo animal ...........ccccceeeviiiiiiiiiennnnn. 42
4.4.3 Modelo experimental de infecgdo de sinais crénicos da Chikungunya ................. 42
4.4.4 Avaliacéo clinica da artropatia associada aos modelos utilizados........................ 43
4.5 Transferéncia de células e blogueio com anti-IL-17 .........ccccooooiiiiiiiiiiiiiee e, 44
4.6 EXIraCa0 08 RNA ..ottt ettt 44
4.7 Quantificagdo de RNA viral por gPCR do virus da Chikungunya ........................ 44
4.8 CONSLIUGAOD & CDINA ......oiiiiiiiiie ittt ettt et e e e e e e eeeees 45
4.9 Reacdes de PCR em temMpPO r€al........coouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 45
4.10 Fenotipagem celular por citometria de fluXO............coovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 45
4.11 Isolamento de PBMC de pacientes e voluntarios saudaveis.........cccccccvevvveeeeen.. 46



4.12 Cultura de macrofagos NUMEaNO0 .........ccuuviiiiiiiiiii e 46

4.13 Quantificagéo de citocinas por ELISA. ... 47
4.14 Imunofluorescéncia para marcacdao celular e internalizagéo viral ..................... 47
4.15 ANAIISE ESTALISTICA ...evvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie ittt 47
PARTE 1. O papel da célula Th17 nainfeccédo crénica por CHIKV .........cc.......... 50
5.1 DBA1/J séo resistentes a infeccao por CHIKV. ... 50
5.2 Cinética de expressao de genes polarizantes para o perfil Th17 .............oce. 51
5.3 Ainfeccédo por CHIKV contribui para a suscetibilidade ao desenvolvimento dos
sinais artriticos da ChiIKUNQUNYA ........coooiiiiiiiiiiiie e 55
5.4 O CHIKV é capaz de induzir o surgimento dos sinais clinicos em camundongos
CIA que n&o haviam desenvolvido dOBNGA ........ccoeveeeeeeieeeeeee e 55
5.5 Ainfeccao por ZIKV, grupo experimental CIA+ZIKV, ndo € capaz de induzir os
sinais clinicos observados no modelo CIA+CHIKV ... 57
5.6 O modelo crénico da chikungunya induz uma assinatura génica inflamatéria,
associada a uma resposta reguladora ineficiente. ..........cccccvvvviiiiiiiie e, 58
5.7 Camundongos CIA+CHIKYV apresentam mais células Th17 nos linfonodos
drenantes quando comparado a camundongos CIA .........cooiiiiiiiiiiei e 62
5.8 Células CD4*, especificamente células Th17, correlacionam-se com a maior
gravidade dos sinais clinicos em camundongos CIA+CHIKV .........ccccccceieiiiiiiiinnnne. 67
5.9 A transferéncia de células CD4* recapitula o fenétipo observado com a infeccéo
[0 T o |1 Y P 67
5.10 Os dados de paciente crénicos corroboram o fenotipo observado no nosso
modelo cronico da ChiKUNQUNYA ...........ooouiiiiiii e 70
PARTE 2 — Papel da persisténcia viral naresposta imune na artrite crénica
INAUZIda PEIO CHIKYV ... e e e e e 78
5.11 As células T humanas primarias ndo sao permissiveis a infeccéo por alfavirus

o L] (oTo =T ][0 SO 78
5.12 Macréfagos humanos infectados por RRV e CHIKV regulam positivamente a

] 0o {8 ToF=To I e [N |G U PPTT 80
5.13 Macroéfagos humanos infectados induzem a resposta de células T na infecgéo
PEIO VIrUS O ROSS RIVET ...ttt e e e 82
5.14 Macréfagos humanos com menor expressao de IFITM3 sdo mais suscetiveis a
INFECCEOD POF RRV ..t e e e e e e e aaba s 84
5.15 Persisténcia viral no modelo animal crénico da artrite induzida por CHIKV
(CLAFCHIKV) e 86
B DISCUSSAD ....oviiieiiieiie ettt sttt s bbbt 89
7 CONCLUSAOD ..ottt ettt 08
B REFERENCIAS. ...ttt e et e et e eae e eaeeae e e eee e, 100



INTRODUCAO

19



1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e manifestacdes clinicas da infeccdo por alfavirus
artritogénicos

Arbovirus sao divididos em cinco familias virais: Bunyaviridae, Flaviviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae e Togaviridae (THEILER e DOWNS, 1970). O género dos
alfavirus pertence a familia Togaviridae, e possui cerca de 30 espécies de virus
conhecidos até o momento (NASAR et al., 2012). Entre as espécies medicamente
relevantes dos alfavirus estéo inclusos o virus da chikungunya (CHIKV), virus do ross
river (RRV), e o virus da encefalite equina venezuelana, do oeste e do leste (VEEV,
WEEV e EEEV). Em humanos, alfavirus sédo caracterizados como causadores de
infeccBes agudas com alta viremia e, em alguns casos, morbidade (SCHMALJOHN e
MCCLAIN, 1996; SILVA e DERMODY, 2017).

Em humanos, a doenca causada por alfavirus possui dois padrbes
significativamente distintos: os alfavirus neurotrépicos (hovo mundo) comumente
produzem danos graves ao sistema nervoso central e os alfavirus artritogénicos (RRV,
mayaro e CHIKV), que causam dores articulares persistentes por variavel periodo
apos a doenca febril inicial (SCHMALJOHN e MCCLAIN, 1996).

O CHIKV é um patdgeno emergente em diversas partes do globo (Figura 1)
causando significante morbidade em humanos (CHALAEM et al., 2016). Foi isolado
pela primeira vez em um paciente febril durante um surto na Tanzania, em 1952
(ROBINSON, 1955), enquanto os primeiros casos autoctones de CHIKV no Brasil
foram confirmados em Oiapoque, estado do Amapa, em 13 de setembro de 2014
(NUNES et al., 2015). A infeccédo pelo CHIKV é causada por um virus de RNA de
cadeia simples positiva e € transmitido através do repasto sanguineo dos mosquitos
do género Aedes (DUIJL-RICHTER et al., 2015). Apés a inoculagéo, o virus invade
células endoteliais e fibroblastos subcutaneos e se replica de forma ilimitada. A
viremia pode chegar a 108 copias/mL, niveis ndo observados em outras arboviroses.
Nas fases iniciais, ha uma infeccéo robusta, onde o virus é transportado até os 6rgaos-
alvo, incluindo musculos, articulacoes, figado e cérebro (SOURISSEAU et al., 2007).

A chikungunya possui um periodo de incubacdo de aproximadamente 3-7 dias,
e é caracterizada como uma doenca febril acompanhada de vérios sintomas, incluindo

prurido cutaneo, cefaleia, mialgia, exantema e artralgia (SCHWARTZ e ALBERT,2010;
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PETITDEMANGE, WAUQUIER E VIEILLARD, 2015). Ademais, as dores articulares
podem variar de moderada a grave, muitas vezes incapacitante, sendo esta a
caracteristica mais marcante da doenca. A evolucdo da doenca pode ser
caracterizada por duas fases: aguda e cronica (SUHRBIER; JAFFAR-
BANDJEE; GASQUE; 2012). A definicdo de paciente com chikungunya sé é
caracterizada mediante teste positivo para Imunoglobulina M (IgM) especifica para
CHIKV, PCR positivo ou teste soroldgico poés-exposicdo anti-CHIKV para IgG
(WEAVER e LECUIT, 2015).

B Ae. aegypti I3 4,9
Ae. albopictus
Ambos

® 1) Cepa ESCA
W Cepa Oceano Indico
O Cepa Indeterminada

Figura 1. Distribuicdo geogréfica pelos continentes das linhagens de chikungunya e de
seus vetores primarios. Linhagens do oeste africano, asiatica, do leste-centro-sul africano
(ECSA, do inglés East- Central-South African), e do oceano indico. Também é demonstrada
a distribuicao do vetor primario de infeccdo por regido, Aedes aegypti e Aedes albopictus
(Adaptado: SILVA e DERMODY, 2017).

A fase aguda é caracterizada pelo acometimento de febre alta, poliartrite,
exantema maculopapular com duracgéo igual ou superior a 48 horas associados com
dor de cabega, nausea e vomito (WEAVER e LECUIT, 2015). A artralgia ocasionada
pela infeccdo na fase aguda foi observada em 87-96% dos casos (THIBERVILLE et
al., 2013). Apesar da maioria dos casos de chikungunya se resolver entre 5-14 dias,
mais de 40% dos pacientes desenvolvem manifestacdes artritogénicas que duram
mais de 3 meses apoés a fase aguda da doenca. As caracteristicas reumaticas incluem
a poliartrite simétrica, geralmente nas maos e pés, similar a artrite reumatoide (AR),

artralgias ndo especificas consistentes com a artrite pos-viral, e artrite assimétrica
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oligo ou mono-localizada semelhante a espondiloartrite. Fibromialgia, dor crénica nas
articulacoes, fascite plantar e capsulite adesiva também podem ocorrer
(BOUQUILLARD e COMBE, 2009; JAVELLE et al., 2015; RODRIGUEZ-MORALES et
al., 2016). Quando essas manifestacdes artriticas duram mais que 3 meses, a doenca
pode ser caracterizada como artrite cronica da chikungunya (AMARAL, BINGHAM e
SCHOEN, 2018).

1.2 Estrutura e replicacao viral

Alfavirus séo virus envelopados, onde o invélucro proteico externo do virion é
composto por 240 heterodimeros das proteinas do envelope viral E2 e E1, que formam
particulas esféricas pequenas (~70 nm) com uma simetria icosaédrica (KIELIAN,
CHANEL-VOS e LIAO, 2010). O genoma do alfavirus € um RNA de fita simples
positiva, com aproximadamente 11.8kbp de comprimento (STRAUSS e STRAUSS,
1994).

O genoma possui duas open reading frames (ORF) que codificam as proteinas
estruturais e ndo estruturais. Sendo quatro proteinas nao estruturais (nsP1, nsP2,
nsP3 e nsP4) e uma Unica poliproteina estrutural. Esta, ap06s processamento
proteolitico, gera trés proteinas estruturais principais: o capsideo, as glicoproteinas do
envelope E2 e E1, e um pequeno polipeptideo 6K. As proteinas estruturais sao
codificadas pela ORF extremidade 5’ do genoma, e as proteinas nao estruturais sao
codificadas na ORF extremidade 3’ (JOSE, SNYDER e KUHN, 2009).

As glicoproteinas se dispdem no virion como um heterodimero E1/E2. O E2 é
responsavel pela ligacdo viral a célula alvo do hospedeiro, enquanto E1 é uma
proteina de fusao viral de classe Il que apds a dissociacao de E2, trimeriza e medeia
a fusdo das membranas celulares do virus e do hospedeiro (DUIJL-RICHTER et al.,
2015). A proteinas nao estruturais (nsP1-4), por sua vez, estdo envolvidas na
transcricéo e traducéo viral (JOSE, SNYDER e KUHN, 2009).

Os virus desse género adentram as células através da interagdo entre a
proteina E2 e receptores proteicos, presentes na superficie celular, e sdo entéao
submetidos a endocitose mediada por clatrina (KIELIAN, CHANEL-VOS e LIAO,
2010). O receptor especifico que é usado na infeccao varia entre as espécies de
alfavirus, por exemplo, para o SINV € NRAMP2 (Proteina de Macréfagos Associados
a Resisténcia Natural 2) (ROSE et al., 2011; PANDA et al., 2013), enquanto para o
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SFV, ainda néo esta identificado (BROWN, WAN e KIELIAN, 2018). Recentemente,
0s receptores utilizados pelo CHIKV foram descobertos. O CHIKV utiliza a molécula
MXRAS8 (do inglés Matrix Remodeling Associated 8) para infectar a célula (ZHANG et
al., 2018) enquanto a molécula LFA-1 é essencial para a replicacao viral na célula
(MEERTENS et al., 2019).

A entrada viral ocorre em vacuolos endossomais acidificados onde spikes da
glicoproteina E1 sofrem altera¢des conformacionais e proporcionam a fusédo que libera
0 RNA gendmico para o citoplasma. A replicacéo viral ocorre no citoplasma, em um
processo de duas fases simultdaneas. Uma fase em que ocorre a tradugdo das
proteinas ndo estruturais pelo RNA gendmico. As proteinas ndo estruturais, através
da formacéo de complexo de replicacdo, vao utilizar o proprio RNA viral para gerar
outro RNA mensageiro (RNAmM) de carga negativa que servira de molde para a
subsequente sintese dos RNAs subgenémico e gendmico (SCHMALJOHN &
MCCLAIN, 1996).

Em outra fase, o intermediario de RNA de fita negativa produz um RNAm de
fita positiva 26S (RNA subgendmico) que codifica as proteinas estruturais. A traducéo
do RNAmM 26S produz uma poliproteina que € clivada proteoliticamente nas trés
proteinas: C, pE2, E1 e em um pequeno peptideo 6K (que pode ser uma sequéncia
sinal para o translocamento de E1). O complexo pE2-6K-E1 é entdo transportado para
o reticulo endoplasmaético, e em sequéncia, para o complexo de golgi para finalizar o
processamento e maturacdo. A formacao dos novos virions ocorre por brotamento de
nucleocapsideos pré-formados através de regides da membrana plasmatica
(SCHMALJOHN & MCCLAIN, 1996; SOLIGNAT et al., 2009). Durante todo esse
processo de replicacdo viral, alguns receptores intracelulares da célula infectada tais
como, TLR3, TLR7, RIG1 e MDA5 podem reconhecer o virus e iniciar a formagéo de

uma resposta imune antiviral.

1.3 A imunopatologia da infec¢c&o pelo CHIKV

A infeccdo aguda por CHIKV se inicia com a transmissao do virus através do
repasto sanguineo de um mosquito infectado para a pele do hospedeiro, onde se
replica em células suscetiveis, incluindo fibroblastos e macréfagos. O virus se
dissemina através dos vasos linfaticos e da corrente sanguinea para locais tipicos

(articulacdes, pele e musculos) e atipicos (cérebro e figado) de replicacdo primaria
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(SILVA e DERMODY, 2017) (Figura 2). Teng et al. (2015) correlacionaram a carga
viral do CHIKV com a artralgia caracteristica da doenca através de assinatura mediada
principalmente por citocinas pré-inflamatérias, observando os padrbées de infiltracéo
leucocitaria, producéo de citocinas e ativacdo de complemento.

Dessa forma, a infec¢do aguda provoca uma resposta inflamatoria em tecidos
infectados caracterizada por uma extensa infiltracdo de células do sistema imune em
tecidos. Esse processo ocorre em parte devido a liberagdo de moléculas
quimioatraentes, como CCL2 (MCP-1), induzido durante a infecgao pelo CHIKV por
fibroblastos, mondcitos, células endoteliais e epiteliais (DESHMANE et al., 2009;
GARDNER et al., 2010; RULI et al., 2011). Dentro dos tecidos da articulagdo, devido
ao infiltrado celular e liberacdo de mediadores proé inflamatdrios a hiperplasia sinovial
se inicia (SILVA e DERMODY, 2017).

A doenca crénica causada por CHIKV pode persistir por meses ou anos apos a
infeccdo aguda, mas geralmente é limitada a articulagbes mais distais. A doenga
cronica é provavelmente mediada pela infecgao viral e inflamagao persistentes. Os
possiveis locais de persisténcia do CHIKV incluem células endoteliais no figado e
outros 6rgaos, células mononucleares no bago, macrofagos no liquido sinovial e
tecidos circundantes e células satélites no musculo. Na articulagcdo cronicamente
infectada, a presenga continua de um subconjunto de células infiltrantes
(principalmente macréfagos, mondcitos e linfocitos) e mediadores proé-inflamatérios
especificos (IL-6 e CCL2) no liquido sinovial provavelmente contribuem para a
persisténcia da doenca inflamatéria (SILVA e DERMODY, 2017). Hoarau et al. (2010)
observaram o CHIKV em macrofagos sinoviais durante a artrite crénica da
chikungunya. A patologia crbnica das articulacbes se assemelha a da AR, com
hiperplasia e angiogénese significativas, mas sem demonstrar sua relagdo com a
erosao da cartilagem e eroséo 0ssea comumente observada na AR autoimune (SILVA
e DERMODY, 2017).

O'nyong’'nyong, mayaro, e ross river virus, estdo antigenicamente relacionados
ao CHIKV e causam manifestacdes clinicas semelhantes ou idénticas, enquanto o
virus Sindbis causa sintomas semelhantes, porém mais leves. A artralgia migratoria,
caracteristica dessas doencas Vvirais, envolve principalmente as pequenas
articulacoes e é mais proeminente em adultos que em criangas. Em casos mais

graves, as articulagbes envolvidas estdo edemaciadas e sensiveis, e 0s sinais e
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sintomas reumaticos podem persistir por semanas ou meses apés a doenca aguda,
desenvolvendo uma artropatia cronica (SCHMALJOHN e MCCLAIN, 1996).

Mosquito

Inoculacao P
Virus liberado na corrente sanguinea
Fibroblastos e macroéfagos
residentes na pele sdo infectados

I
I
I
I
I
4
|
I
1
I
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I
I
I
1

Cérebro
Linfonodo
Possiveis locais /‘ i
de replica¢do Musculo ‘ P Célula satélite
5 3 Figado // Endotéli
il Tipicos s . ndotélio
Baco Células Possiveis locais
@@ Atipicos . " mononucleares | de persisténcia
Articulagao
(ombro, cotove /
joelho, pé ppp— Macréfago
Pele (exantema)

Poli artralgia aguda Inflamacao cronica

|
: _ |
Hiperplasia |

sinovial |

lArticulacdo
I saudavel

Células Infiltrantes
Macrofagos, mondcitos, células B, T
CD4*, T CD8*, DC, neutrofilos e NK

Citocinas elevadas Células Infiltrantes
IL-6, IL-8 e CCL2 Macréfagos, mondcitos,
células B, células T CD4*

Figura 2. Diferencas entre infiltrados inflamatérias da fase aguda e crénica. O virus se
dissemina através dos vasos linfaticos e da corrente sanguinea para locais tipicos (legenda:
azul solido) e atipicos (legenda: azul hachurado) de replicacdo priméria. A infeccdo aguda
provoca uma resposta inflamatéria em tecidos infectados, caracterizada por extensa
infiltrac&@o, principalmente de macréfagos e mondcitos, mas também neutréfilos, células NK e
linfocitos em tecidos-alvo (indicados em azul). Dentro dos tecidos da articulacao, a hiperplasia
sinovial se inicia. A replicacdo viral e as respostas imunes do hospedeiro causam mialgia e
poli artralgia nas articulac6es distais. Os possiveis locais de persisténcia do CHIKV incluem
células endoteliais no figado e outros érgaos, células mononucleares no baco, macrofagos no
liguido sinovial e tecidos circundantes e células satélites no musculo (indicadas em roxo).
(Adaptado: SILVA e DERMODY, 2017).

Portanto, os sintomas persistentes, incluindo artralgia, mialgia e artrite;

consistentemente encontrados em varios grupos de pacientes infectados com o
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CHIKV e outros virus artritogénicos, sugerem a persisténcia do virus em érgaos-alvo
ou o estabelecimento de um mecanismo deletério autossustentado que desencadeia
danos aos tecidos, provavelmente de natureza inflamatdria. Atualmente, pouco se
sabe sobre o mecanismo envolvido na persisténcia da sintomatologia clinica da
chikungunya, sendo ainda necessarios muitos estudos para a melhor compreenséo

dessa doenca.

1.4 Resposta imune durante a chikungunya

1.4.1 Resposta de células da imunidade inata e adaptativa na chikungunya

A resisténcia inicial a infeccdo viral € conferida através de defesas néo-
especificas, tais como a resposta de interferon. Para tal, o sistema imune inato e
adaptativo humano utiliza uma variedade de mecanismos para detectar patdégenos
infecciosos, tais como ativacdo de sensores virais citosolicos (RIG-1 e MDAS) ou a
deteccdo de acidos nucléicos virais (TLR). Esses mecanismos geralmente resultam
na expressao de interferons do tipo | e Il (FRIEDAN et al., 1984; REID et al., 1989).

Os interferons promovem a transcricdo de genes para varias proteinas
antivirais, as quais agem interrompendo penetracéo viral, sintese de proteinas virais,
transcricdo de RNAm virais, replicagcdo do genoma viral e agrupamento e liberagéo da
progénie (SEN, 2001). Além de agir em diferentes etapas da replicacéo viral, o
interferon do tipo | (IFN 1) também € essencial em fases mais crénicas da doenca
mediando a producao e funcao de citocinas pré-inflamatérias (IVASHKIV e DONLIN,
2014).

Além das formas secretadas do interferon, as IFITMs (proteinas
transmembrana induzidas por interferon) compreendem fatores antivirais muito
importantes na inibicdo da infecgcdo celular de um amplo ndmero de virus
envelopados, ja que sao expressos constitutivamente em muitas células, incluindo
células epiteliais de barreira, e podem ser reguladas positivamente por interferons do
tipo | e Il (FRIEDAN et al., 1984; REID et al., 1989).

Humanos expressam trés proteinas IFITM antivirais (IFITM 1-3) (FRIEDAN et
al.,, 1984; REID et al.,, 1989). Estudos jaA demonstraram alguns papéis dessas
proteinas em alfavirus, onde a expressao aumentada de IFITMs foi capaz de inibir a

infeccdo pelo CHIKV. Weston et al. (2016) demonstraram que alfavirus, como SFV e
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SINV, séo restringidos por IFITM3, e em niveis menores por IFITM2, mas ndo por
IFITM1. Apesar de ndo existirem estudos detalhados para a maioria dos virus, um
estudo sobre a influenza A (IAV) sugere que IFITM3 inibe a entrada viral ao interferir
com a fusdo endossomal mediada por pH acido (LI et al., 2013; DESAI et al., 2014).

Portanto, tendo em vista a relevancia do mecanismo das proteinas IFITM na
transmissao viral, em especial o IFITM3 por interferir com fusdo endossomal que é
essencial para alfavirus, sugere-se a importancia de avaliar o impacto dessa molécula
na transmissao viral inicial e da transmissao células e, possivelmente, a manutencao
cronica da infeccdo em células imunes.

Macréfagos e mondcitos migram para o sitio da infeccao por CHIKV formando,
junto com neutréfilos, o complexo das principais células do infiltrado inflamatério nas
articulagbes tanto em humanos quanto em modelos de animais (COUDERC et al.
2008, GARDNER et al. 2010, RULLI et al. 2011, HER et al. 2014). Essas células
infiltrantes sd@o responséaveis pela producdo de mediadores como IL-6, TNF-a e GM-
CSF, moléculas chave para o desenvolvimento da doenca.

Os neutrofilos sé@o células importantes durante a infeccéo viral. Uma vez nos
tecidos, os neutréfilos sdo responsaveis pela producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e outros mediadores citotoxicos que favorecem a eliminacéo viral
(AGRAZ-CIBRIAN et al., 2017). Os neutrofilos também séo responsaveis pela
liberacdo de NETSs (do inglés, Neutrophil Extracelular Traps), que por sua vez, foram
caracterizadas como um fator contribuinte para o controle da fase aguda da infec¢ao
por CHIKV, tendo um efeito antiviral que auxilia no controle sistémico dos niveis virais
(HIROKI et al., 2019). Alguns estudos demonstraram que um maior edema nas
articulagdes de camundongos TLR3”- (HER et al. 2014) e CCR27- (POO et al. 2014)
infectados com CHIKV esta associado com maior infiltrado de neutrofilos.

Células dendriticas plasmocitoides (pDCs) sdo rapidamente ativadas em
pacientes durante a infeccdo aguda (HOURAU et al.,, 2010), uma vez que Sao
produtores essenciais de IFN | durante infec¢bes virais (SIEGAL et al., 1999). No
entanto, pouco se sabe sobre o papel de células dendriticas (DCs) durante a infec¢ao
por CHIKV.

As células T parecem apresentar importantes funcées no desenvolvimento da
doenca aguda e cronica durante a infec¢cdo por CHIKV. Sabe-se que as células T

CD4* e células T CD8* estéo presentes no infiltrado inflamatorio das articulagdes em
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varios modelos utilizando camundongos infectados com CHIKV (MORRISON et al.,
2011). Recentemente, demonstrou-se que células T CD8* estdo relacionadas a forte
ativacao na resposta inicial a infeccdo por CHIKV em humanos (WAUQUIER et al.,
2011), enquanto a resposta T CD4* predomina em estagios mais tardios da doenca
(WAUQUIER et al., 2011) e tem sido demonstrado por contribuir para a
imunopatologia da CHIKV (NAKAYA et al.,, 2012; TEO et al., 2013) de forma
independente de IFNy (POO et al., 2014). Em contrapartida, o estudo de Hoarau et al.
2010 sugere que existe uma associacdo entre a doenca crbnica e uma resposta
inflamatdria mais exacerbada de células Thl durante a artrite crénica da chikungunya.

Células B e producao de anticorpos sao de extrema importancia para o controle
da infeccéo pelo CHIKV (LUM et al., 2013). Contudo, o entendimento do papel dessas
células ainda é escasso e superficial. Os anticorpos neutralizantes, apesar de néo
depender apenas dessa frente imunoldgica, sdo associados a protecdo duradoura
contra o virus (SCHMALJOHN & MCCLAIN, 1996; LUM et al., 2013).

1.4.2 Similaridades da resposta pro-inflamatoria exacerbada da chikungunya e
a artrite reumatoide

A manutencdo da regulacdo da resposta imune € necessaria para permitir a
ativacao durante um processo infeccioso, mas também € necessaria para controlar os
processos inflamatoérios desencadeados pela infeccdo. A desregulacéo desse balancgo
pode culminar em uma disfungdo imune, por exemplo, uma autoimunidade. Um
exemplo desse fenébmeno é uma doenca que compartilha muitos fatores com a
chikungunya, a AR, que é caracterizada pelo aumento da producéo de TNF- a, IL-1(,
IL-6, e/ou IL-17 (YIN et al., 2015). A chikungunya aguda, por sua vez, induz uma
resposta pro-inflamatoria muito similar a observada nos casos de AR, envolvendo
predominantemente IFNs tipo I, IL-6, IL-12, TNF-a e MCP-1, GM-CSF e IL-17
(CHAAITANYA et al. 2011; CHOW et al. 2011). Na artrite crénica da chikungunya,
também sdo observados niveis elevados de IL-6 e GM-CSF em pacientes com
artralgia persistente comparado com agueles que se recuperaram (DUPUIS-
MAGUIRAGA et al. 2012).

A IL-6 é conhecidamente importante para a inflamacgéo articular na AR, além
de estimular & produgéo de enzimas destruidoras de cartilagem (CHAAITANYA et al.

2011). A similaridade na patogenia pode explicar a efetividade do tratamento da artrite
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cronica da chikungunya com tratamentos conhecidos da AR, por exemplo, o
metotrexato - MTX (JAVELLE et al.,2015; AMARAL, BINGHAM E SCHOEN, 2018).
Na AR, o MTX induz o aumento extracelular da adenosina, e regulacdo negativa das
citocinas pro-inflamatorias (TIAN e CRONSTEIN, 2007).

Apesar de controversos, varios relatos de casos sugerem que a erosao 0ssea
focal ocorre em um pequeno numero de pacientes infectados com CHIKV. Os
pacientes infectados com CHIKV sem historia prévia de artrite mostraram evidéncias
por ressonancia magnética (MRI) de inflamacédo das articulacbes (PAROLA et al.,
2006) e erosdo 6ssea (MALVY et al.,, 2009) nas maos e captacdo anormal de
marcadores radioativos nos punhos e tornozelos (CHEN et al., 2015). A capacidade
de infeccdes por alfavirus possuirem um efeito direto na saude do esqueleto foi
também corroborada em um estudo em camundongos infectados com o RRV (CHEN
et al., 2014).

1.4.3 Resposta de células Th17 em infec¢cdes por alfavirus e sua regulacao

A ativacdo de células T possuem um papel essencial na interacdo entre 0s
sistemas imune e esquelético. Estudos em modelo animal indicam que células Th17
podem ser um fator de extrema importancia no desenvolvimento da artrite autoimune.
O potente efeito artritogénico da célula Thl7 esta diretamente ligado ao efeito
pleiotrépico da principal citocina produzida por ela, a IL-17. Ao agir em macrofagos e
fibroblastos sinoviais, a IL-17 potencializa a producéo de citocinas inflamatorias, tais
como IL-6, IL-1 e TNFa. (JOVANOVIC et al.,, 1998; MIOSSEC, 2003; KOLLS e
LINDEN, 2004). A IL-17 promove a diferenciacdo de osteoclastos, acarretando na
erosdo 6ssea e na destruicdo da cartilagem. Dessa forma, as células Th17 medeiam
o desenvolvimento da artrite através da sinergia da inflamagéo tecidual, danos na
cartilagem e erosao 0ssea (SATO et al., 2006).

O papel das células Thl7 também foi demonstrado no alfavirus Sindvis
neuroadaptado (NSV) onde a rdpida evolucao clinica da doenca é decorrente do maior
infiltrado de células Th17 no sistema nervoso central (SNC), associado a auséncia de
IL-10. O exacerbado infiltrado de células Thl e Th1l7 também induzem uma maior
producdo de GM-CSF (KULCSAR et al., 2014).

Portanto, considerando as semelhancas dos perfis imunologicos e produgéo de

diferentes citocinas envolvidas na diferenciagédo de células T CD4* produtoras de IL-
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17 (Th17) por alfavirus e AR (MCINNES e SCHETT, 2011; TANEJA, 2015), e sabendo
gue as Th17 sao reconhecidas como um subtipo associado ao desenvolvimento da
AR (HASHIMOTO, 2017), acreditamos que este subtipo celular também esteja
envolvido no processo de desenvolvimento da artrite cronica da chikungunya (Figura
3).

A ativagdo de células inflamatorias, tais como a Th17, precisa ser controlada
em condi¢cdes fisiologicas normais para prevenir o desenvolvimento de doencas
autoimunes (SAKAGUCHI, 2000). As células T reguladoras (Treg) sdo um subtipo de
célula T CD4*, que possuem o potencial de atenuar a resposta imunolégica excessiva
desencadeada por agentes patogénicos, como a de células T CD4* efetoras,
minimizando os danos ao hospedeiro. Esse € um papel fundamental na manutencgéo

da homeostasia imunoldgica (LEE et al., 2015).

Artrite induzida por RRV

Citocinas pro- IRy .
inflamatdrias ¢ 2
(TNF, IL-6, IL-1B) = -
\ Osteoclasto ® .
\ - = perda ossed (
s Q::
Macréfago oe® | ¢
IL-17
. Erosdoou &
perda 6ssea

8 ) 12

________

Inflamagao Artrite reumatoide
TRENDS in Microbiology

Figura 3. Diagrama comparativo das respostas imunes durante a perda 6ssea induzida
por alfavirus e RA. A expressédo de fatores pro-inflamatérios do hospedeiro durante a
infeccdo de alfavirus e na AR pode afetar varios pardmetros imunolégicos. Durante a
inflamacdo, os macréfagos assumem uma fungdo central para facilitar véarias vias
imunoldgicas que contribuem para os resultados clinicos. Ap6s a ativacdo, os macrofagos
apresentam antigeno para as células T CD4 auxiliares, que por sua vez ativam as células T
CD8 citotoxicas e B. Células T CD8 + naives também podem ser ativadas por células
apresentadoras de antigenos, como macrofagos. Na AR, as células B sdo uma fonte de
fatores reumatoides (FR) e autoanticorpos, que contribuem para a erosao 6ssea radioldgica.
As células T CD4 auxiliares naives podem se diferenciar em subconjuntos auxiliares T do tipo
17 (Th17) que produzem IL-17 e RANKL. Os macréfagos também podem expressar fatores
pré-inflamatérios (IL-6, IL-1B e TNF-a) que tém a capacidade de aumentar a
osteoclastogénese. Tanto na AR quanto na artrite por alfavirus, o aumento da
osteoclastogénese é fundamental na inducdo de patologias 6sseas (Adaptado: CHEN et al.,
2015).
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Recentemente identificada, a IL-35 € membro da familia de citocinas da IL-12,
e compreende duas subunidades heterodimeéricas, IL-12 cadeia a p35 e cadeia 8 IL-
27 (EBI3) (COLLISON et al., 2007). IL-35 é uma das citocinas mais efetivas secretadas
pelas Tregs e possui importantes fungdes inibidoras em doencas infecciosas e
autoimunes (GUAN et al., 2017). Sua alta expressao esta associada com atividade
antiviral contra varias infecgdes virais (WANG et al., 2016).

Outro membro identificado da familia da IL-12 é a citocina IL-27, esta
compreende a cadeia B IL-27 (EBI3) e a subunidade p28 (ADAMOPOULOS e
PFLANZ, 2013). As fun¢Bes anti-inflamatorias de IL-27 ocorrem via inducédo de IL-10
por subtipos celulares como Trl (células T reguladoras do tipo 1). A IL-27 sinaliza por
statl, stat3, EGR-2, Blimp-1 para induzir essa produgédo de IL-10 (BOSMANN e
WARD, 2013). Ademais, estudos demonstraram que a IL-27 promove protecdo a AR
pois suprime as células Th1l7 e estimula a diferenciacao de células Tregs (MOON et
al. 2013).

Portanto, visto que a infeccdo com o CHIKV desencadeia um ambiente pro-
inflamatério exacerbado induzido por células Thl7, a imunopatogenia da artrite
cronica da chikungunya também pode ser decorrente da auséncia ou regulacéo
diminuida de células Tregs (CTLA-4, PD-1, IL-10, IL-35), ou até mesmo através da
deficiéncia da resposta de IL-27.

1.4.6 Persisténcia viral e a artrite crénica da chikungunya

A coletanea de dados da imunopatologia da chikungunya demonstra que
mediadores inflamatérios estdo relacionados tanto a fase aguda quanto ao
estabelecimento da artrite cronica da chikungunya. Na maioria dos individuos, a
resposta inflamatoria a infeccdo por CHIKV resulta na eliminacédo viral da circulagéo
sanguinea e na recuperacao clinica (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012). Contudo,
ainda nao esta elucidado qual é o fator etiologico determinante no desenvolvimento
da artrite cronica da chikungunya.

Um questionamento essencial na artrite crénica da chikungunya € se a infec¢cao
persistente é responsavel pelos sintomas reumaticos crénicos. Hoarau et al. 2010
relataram altos niveis de carga viral em pacientes crénicos, enquanto uma tendéncia
oposta foi observada por Chow et al., 2011 em Singapura. Alguns estudos sugerem

gue a fase de recuperacao, que ocorre entre a fase aguda e a fase cronica, é critica
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para o desenvolvimento da doencga cronica. Uma vez que durante esse periodo
mecanismos reguladores sao ativados para a resolucdo da inflamacdo. Esses
mecanismos comumente envolvem macrofagos (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012).

Durante a fase de recuperacéao, 2-3 meses apos a fase aguda, 0s niveis séricos
de CCL-2 se assemelham aos de individuos nédo infectados. A completa recuperacéo
de pacientes foi correlacionada com a producdo em altos niveis de eotaxina
(quimiocina antagonista de CCR-2) e HGF (inibidor de producédo de CCL-2) (CHOW
etal., 2011). Além disso, um estudo em modelo animal também demonstrou benéficos
na inibicdo de CCR2 na recuperagéo de pacientes (RULLI et al., 2011).

Chow et al., 2011 demonstrou altas concentracées de GM-CSF em pacientes
gue, subsequentemente, desenvolveram sintomas crénicos em compara¢ao com 0s
pacientes que se recuperaram ou com o grupo controle. Corroborando tanto o papel
do GM-CSF como um mediador pro-inflamatério em AR (BOYD et a., 2010), e ativacao
de mondcitos e macréfagos (PORCHERAY et al., 2005). Esses dados sugerem que
a recuperacao requer a inibicdo da sinalizacdo downstream de CCR-2, prevenindo
assim o recrutamento de macréfagos para os tecidos.

O HGF também tem efeitos benéficos na regeneracdo muscular. Ele regula o
balanco IL-6 / IL-10 a favor da IL-10 em varios modelos (KAMIMOTO, MIZUNO E
NAKAMURA, 2009). Dessa forma, um déficit de HGF pode ser responsavel pela
persisténcia de niveis elevados de IL-6 na fase crbnica, tanto sistemicamente
(CHAAITANYA ET AL., 2011) como localmente (HOARAU et al., 2010). A IL-6 esta
envolvida na dor nas articulagdes e aumenta a producao de enzimas destruidoras da
cartilagem (KLARESKOG, CATRINA E PAGET, 2009). A ativacao do tipo Th1l também
foi observada em tecidos articulares alterados, nos quais estd associada a
persisténcia viral em macrofagos (HOARAU et al., 2010). Esses dados destacam o
papel dos macrofagos na artralgia cronica e na artrite, atuando como reservatorio de
virus e como o principal tipo de célula local envolvida na regulagdo da inflamagéo e
resposta T auxiliar.

Além da teoria da persisténcia viral, existem outras teorias sobre 0s possiveis
mecanismos pelos quais virus podem ser implicados na etiopatogenia da artrite viral.
Uma delas é a hipotese de que os virus podem causar ou exacerbar doencas

reumaticas pré-existentes de maneira mais geral. Por exemplo, a infeccdo por
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parvovirus B19 pode mimetizar o lUpus eritematoso sistémico clinicamente e pode
desempenhar um papel na patogénese da doenca (NAIDES, 1998).

Alternativamente também existe a hipotese que envolve mimetismo molecular
entre antigenos do hospedeiro e proteinas virais. Isso pode levar a perda de tolerancia
imunolégica e causar artrite como consequéncia da sinalizagdo de citocinas e da
regulacdo positiva de outros fatores proé-inflamatérios como IL-1, IL-6 e TNF-a
(ALBERT e INMAN, 1999).

Um estudo utilizando ferramentas de bioinformatica identificou peptideos da
proteina E1 que exibem similaridades a componentes do hospedeiro. Dois peptideos
(A e B) foram sintetizados e utilizados para validar os resultados obtidos in silico. Os
camundongos injetados com os peptideos mostraram reatividade em graus variados
e foram capazes de induzir inflamacdo significativa nos mdusculos, de forma
semelhante com os camundongos infectados apenas com o CHIKV. Validando assim
a hipétese que o mimetismo celular contribui para a patologia da infec¢do por CHIKV
(REDDY et al., 2017), corroborando com a hipotese de que a persisténcia viral
apresenta um papel chave para a patologia cronica da chikungunya.

Dessa forma, podemos teorizar que nao exista apenas um fator determinante
para o desenvolvimento da artrite cronica da chikungunya, mas um conjunto de fatores

gue determinam o desenvolvimento clinico da doenca.

1.5 Modelo animal

Atualmente ndo existe um modelo animal que reproduza a artrite cronica da
chikungunya, fato este que dificulta a compreensdo do mecanismo envolvido na
persisténcia do sintoma artritico na infeccdo pelo CHIKV (CHOW et al.,, 2011).
Modelos utilizados para a pesquisa da chikungunya incluem zebrafish, varias espécies
de camundongo, e primatas ndo humanos (NHPs). Modelos de animais pequenos sao
importantes para estudos iniciais para identificar mecanismos e op¢des de intervengao
terapéutica.

Camundongos deficientes de receptor de interferon (A129 ou AG129)
desenvolvem rapida mortalidade devido a auséncia de sinalizacao de IFN | durante a
infeccdo (COURDEC et al.,, 2008). Tendo em vista a necessidade do maior
conhecimento desta doenca Gardner et al. (2010) desenvolveu um modelo adulto em

um camundongo imunocompetente que mimetiza a patogenia e os sintomas artriticos
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da fase aguda da chikungunya, contudo n&o induz uma poliartrite ou artrite recorrente
tipica da doenga em humanos.

Sendo assim, a aplicabilidade de um modelo com DBA1/J, modelo de estudo
estabelecida de inducédo de artrite (TRENTHAM, TOWNES e KANG, 1977; DAGLEY
et al., 2014), associado com a infec¢céo pelo CHIKV é de interesse para tornar possivel
a recapitulacdo das caracteristicas da doenca. Dessa forma, possibilita o
entendimento da imunopatologia da doenca e possiveis tratamentos que objetivam o
controle viral e a doenca articular associada, como € observado em pacientes crénicos
da infecgao por chikungunya.

Modelos animais de artrite autoimune tém-se demonstrado como uma
ferramenta valiosa para o estudo dos mecanismos patogénicos dessa doenca. Um
dos modelos mais estabelecidos € a CIA (do inglés Collagen Induced Arthritis). A CIA
€ induzida em linhagens de camundongos geneticamente suscetiveis, como
camundongos DBA1/J, por imuniza¢do com colageno do tipo Il (Cll) emulsificado em
adjuvante completo de Freund (CFA) (TRENTHAM, TOWNES E KANG, 1977).

A patogénese desencadeada pela CIA compartilha diversas caracteristicas
patolégicas com a AR, incluindo hiperplasia sinovial, infiltracdo de células
mononucleares, degradacédo da cartilagem e, como a AR, a suscetibilidade esta ligada
a expressao de genes especificos do MHC de classe Il. No entanto, nesse modelo
nao ha presenca do fator reumatoide como na AR (BOISSIER et al., 1987; LONDEI et
al., 1989).

Dessa forma, inicialmente consideramos o compilado de dados que sugerem
gue as manifestacdes patogénicas e clinicas da artrite crénica da chikungunya como
uma mimica da artrite reumatoide. Além disso, sabendo da auséncia de um modelo
animal que seja capaz de recapitular os sinais clinicos cronicos da chikungunya e
acreditando que a artrite crénica da chikungunya pode ser um processo inflamatorio
pos-infeccioso que necessita de uma espécie de predisposicdo para 0
desenvolvimento dos sinais clinicos, desenvolvemos um modelo crbénico através da
associacao do modelo CIA e a infecgcéo por CHIKV. Dessa forma, a compreensao dos
paralelos e diferengas entre os modelos que recapitulam a artrite cronica da
chikungunya e a AR em um modelo animal pode oferecer novas perspectivas sobre o

processo de persisténcia da chikungunya.
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2 Hipotese

A infeccdo pelo CHIKV em humanos é caracterizada geralmente por uma
viremia breve, seguida de rapido clearence viral. Apesar disto, existe um relapso da
sintomatologia artritica em uma parcela consideravel dos pacientes infectados pelo
CHIKV (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2016). Quando essas manifestacées artriticas
duram mais que 3 meses, podemos caracterizar a doengca como artrite crbnica da
chikungunya (AMARAL, BINGHAM E SCHOEN, 2018). No entanto, 0S mecanismos
relacionados a evolucdo da fase aguda para a crénica permanecem obscuros. Diante
do crescimento espantoso da incidéncia de doencgas causadas por arboviroses em
todo o territério brasileiro, principalmente alfavirus artritogénicos, afetando uma
guantidade consideravel da populacdo com um acometimento fisico incapacitante, fica
ainda mais evidente as lacunas de conhecimento referente ao processo de
desenvolvimento da artrite cronica da chikungunya. Neste contexto, compreender a
fisiopatologia desta doenca é essencial para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais eficientes e, consequentemente, melhor prognostico da doenca.
Nossa hipétese é que as células T, na presenca da infeccéo por CHIKV, diferenciam
preferencialmente para um perfil inflamatorio de células Th17, e que esse processo é
dependente da persisténcia viral em macréfagos residentes nos tecidos-alvo.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Desenvolver e caracterizar um modelo animal de artrite cronica induzida pelo

virus da chikungunya.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 PARTE 1:

a)

b)

f)

9)

Desenvolver e caracterizar o modelo animal crénico de chikungunya
atraves da associacdo do modelo CIA e modelo de infeccdo CHIKV —
modelo CIA+CHIKYV;

Determinar especificidade do fenotipo clinico gerado pelo CHIKV
utilizando o ZIKV como controle;

Avaliar a expressédo dos genes inflamatorios e reguladores de resposta
no modelo cronico de chikungunya (CIA+CHIKV);

Caracterizar fenotipicamente as células Thl, Th1l7, Treg em animais e
pacientes infectados com CHIKV na fase cronica in vivo e ex vivo;
Determinar a correlacédo entre as células Th17 com os diferentes niveis
de gravidade do desenvolvimento dos sinais clinicos da artrite crénica
induzida pelo CHIKV in vivo;

Confirmar funcionalmente o envolvimento das células T CD4* no
fendtipo clinico gerado pela infeccdo com CHIKYV;

Demonstrar se h4 comprometimento de mecanismos de inflamacao e
regulacdo em células de pacientes crénicos incubados com CHIKV in

vitro.

3.2.2 PARTE 2:

h)

)

)

Avaliar in vitro o tropismo da infecgéo por alfavirus artritogénicos (CHIKV
e RRV) em células T e macréfagos em células primarias de
camundongos e humanas;

Avaliar o papel de macrofagos na modulacdo da resposta de células T
na infecgéo pelo RRV;

Investigar o papel de macréfagos na produgéo de citocinas como IL-6,
IL-10, e IL-12 frente a infecg&o por RRV e CHIKV in vitro;
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k) Investigar o impacto das IFITM3 na permissividade da infeccao por

alfavirus in vitro.
[) Avaliar a persisténcia viral em macrofagos murinos in vitro e em modelo

animal da artrite crénica induzida pelo CHIKV (CIA+CHIKV).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais de experimentacao

Foram utilizados camundongos IFNAR”-, com aproximadamente 4 a 6 semanas
de idade. Além de camundongos machos DBA1/J com idades entre 6 e 12 semanas.
Os animais foram mantidos em ambiente de temperatura controlada (22 a 25°C) e
receberam agua e racao ad libitum no biotério do Departamento de Imunologia e
Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP). O projeto foi
realizado mediante aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Experimentacio
Animal (CEUA: 245/2017) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP).

4.2 Propagacéo e titulacéo viral

O virus da chikungunya utilizado foi isolado do soro de um paciente atendido
no hospital universitario da Universidade Federal de Pernambuco. Através do
sequenciamento observou-se que o virus € associado ao genoétipo da cepa asiatica.
A cepa virulenta de RRV (estirpe T48) foi obtida do laboratério do Dr. Mark Marsh
(London, UK).

Para a propagacdo e titulacdo viral do CHIKV foram utilizadas as células Vero
(fibroblastos de rim de macaco verde africano) em DMEM (GIBCO) suplementado com
2% soro fetal bovino (SFB) (GIBCO). E para o RRV foram utilizadas as células BHK-
21 (fibroblastos de renais de hamster) em RPMI 1640 suplementado com 2% SFB. A
infeccao foi mantida por 48-72h para avaliacdo do efeito citopatico e entédo coleta do
virus.

A titulacdo do estoque de CHIKV foi de 1x107pfu/ml e RRV foi de 1.1x10%°pfu/ml
por ensaio de placa, conforme descrito abaixo. Os virus obtidos foram aliquotados em
eppendorfs e mantidos em freezer a -70°C até a realizacdo dos experimentos. Todos
os experimentos foram realizados a partir do estoque viral obtido de uma unica

propagacéo viral.

4.3 Ensaio de placa
Para avaliacdo de carga viral e formacéao de nova progénie viral em diferentes
experimentos, foi utilizado o método de formacao de placa. Para isso, foram utilizadas

células Vero e BHK-21, conforme o virus utilizado. As células foram tripsinizadas e
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plagueadas em placas de 24 pocos na quantidade aproximada de 3x10° células por
poco e deixadas overnight para aderéncia. Logo, as células foram lavadas com
solucéo de PBS para retirada do soro e incubadas com uma diluicdo seriada do virus
em meio DMEM em estufa, por 2 horas, a 37°C e 5% de CO2, sendo completado com
uma solucéo de meio DMEM, com 2% de carboximetilcelulose, até 0,5mL e mantidas
em estufa por dois dias. Apos esse periodo, 0 meio foi aspirado e as células foram
fixadas com paraformaldeido 4% por meia hora. Apés a retirada do paraformaldeido
e lavagem com solucédo de PBS, as células foram incubadas com solugéo cristal

violeta 2% por meia hora, lavadas e a formacéao das placas foram contadas.

4.4 Estabelecimento de novo modelo experimental de infecgcdo com CHIKV

4.4.1 Inducgéao de artrite experimental em modelo animal

A artrite experimental foi induzida com colageno do tipo Il (Cll) conforme
descrito anteriormente (BRAND, LATHAM e ROSLONIEC, 2007). Cada animal
recebeu uma concentracdo de 200 ug de CIl bovino (Sigma) diluido em acido acético
e emulsificado em adjuvante completo de Freund’s (Sigma) através de inoculagao
intradermica (i.d.) na base da cauda no dia 0. Uma dose de reforgo sera aplicada i.d.
no 21° dia com colageno (diluido em ac. acético) emulsificado em adjuvante
incompleto de Freund’s (Sigma) (Figura 4A). No entanto, o protocolo padrao
necessita de uma complementacdo com micobacterium para a inducado da artrite de
forma o6tima. Como 0 nosso objetivo era avaliar o papel do CHIKV utilizamos um
protocolo sub-6timo que funcionasse apenas como um trigger para o desenvolvimento

dos sinais clinicos.

4.4.2 Infeccdo com virus da chikungunya em modelo animal

Os camundongos foram infectados com uma concentragéo de 1x10%pfu CHIKV
em 50ul na regido ventral da pata traseira esquerda. Os camundongos controles sem
infeccédo foram injetados com 50ul do MOCK (sobrenadante da Vero nédo infectada)

na regiao ventral da pata traseira esquerda.

4.4.3 Modelo experimental de infec¢&o de sinais crénicos da Chikungunya
Para a criacdo do modelo animal cronico de chikungunya associamos o

protocolo CIA com a infecgao com CHIKYV. Inicialmente foram criados dois grupos em
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potencial. O grupo CIA+CHIKV (Figura 4B), onde a infeccdo com o virus ocorre
simultaneamente com o desafio com o coldgeno do tipo Il. Além desse, também foi
criado o grupo CHIKV»CIA (Figura 4C), neste grupo a infeccao é realizada antes do

processo de imunizag&do com o CII.
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S 0 21 36
6 % | : v
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O score clinico (SC) ascende em uma escala de gravidade de
0-3 para cada membro envolvido. Cada camundongo pode
atingir o valor total méximo de 12.

— SCO - sem acometimento da pata;

— SC1 - edema nas falanges da pata;

—* SC2 - edema em toda a articulagdo de uma pata;

— SC3 - edema e perda de funcgao.

Figura 4. Desenvolvimento do modelo animal de infec¢cdo crénica por CHIKV. A
ilustracdo esquematica mostra o protocolo experimental. (A) Camundongos DBA1/J foram
imunizados pelo protocolo CIA, a imunizacdo com ClI+CFA no dia 0 e o desafio com CII+IFA
no dia 21. Para a criagdo do modelo animal crénico de chikungunya a infecgdo com CHIKV
foi realizada no (B) 21° dia, logo apds ao desafio e (C) antes da imuniza¢do no -15° dia do
protocolo CIA. (D) Os sinais clinicos foram avaliados em todas as patas de cada camundongo
(a escala de gravidade varia de 0-3).

4.4.4 Avaliacao clinica da artropatia associada aos modelos utilizados
Os sinais clinicos foram avaliados em todas as patas de cada camundongo de
acordo com uma escala de gravidade de 0-3. 0 = sem acometimento de nenhum sinal

na pata; 1 = edema e eritema nas falanges da pata; 2 = edema e eritema envolvendo
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toda a pata; 3 = membro com inflamacdo maxima, edema na pata e articulacdes
subjacentes e perda de funcdo (CARREGARO et al., 2011). Todos os camundongos

foram pontuados e avaliados diariamente (Figura 4D).

4.5 Transferéncia de células e blogueio com anti-IL-17

Foram realizados experimentos de transferéncia de células T CD4* (1x10°),
obtidas de linfonodos (LN) de camundongos CIA e camundongos CIA+CHIKYV, atraves
da purificacdo por beads de CD4* (Miltenyi Biotec, USA), conforme descrito pelo
fabricante. Essas células foram injetadas via intravenosa (i.v.) nos camundongos
recipientes CIA, que ndo desenvolveram sinais clinicos 1 més apés o desafio (s.c.).
Os camundongos foram acompanhados por 15 dias para avaliar a incidéncia de sinais.
Os animais foram entdo sacrificados e suas articulagdes coletadas para histologia.

Para validar o papel da IL-17 na exacerbagao do modelo CIA frente a infec¢ao
por CHIKV, camundongos recipientes foram tratados com mAb anti-IL-17A de
camundongos (BE0173, BIOXCELL) 200ug/camundongo no dia da transferéncia de
células, 3° e 6°dia pos transferéncia de células (POLLINGER et al., 2011).

4.6 Extracao de RNA

A extracdo do RNA total das amostras do linfonodo drenante (popliteo e
inguinal) e do baco foi realizada utilizando o kit de extragcdo de RNA (Promega) de
acordo com as recomendacg0des do fabricante. As amostras de RNA foram eluidas em
50ul de agua deionizada e livre de Rnase, sendo entdo armazenadas a —70 C. A
guantificacdo da concentracdo de RNA foi determinada utilizando o aparelho
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA).

4.7 Quantificacdo de RNA viral por gPCR do virus da Chikungunya

O RNA viral das amostras de soro e sangue foi extraido através do QIAmp Viral
Mini Kit (QIAGEN, Inc., Valencia, EUA), de acordo com o protocolo descrito pelo
fabricante. A técnica de gPCR com TagMan® descrita por Lanciotti et al (2007) foi
utilizada para deteccao do virus da Chikungunya, através de primers CHIKV 6856F (5'
TCACTCCCTGTTGGACTTGATAGA 3" e CHIKV 6981R (5'
TTGACGAACAGAGTTAGGAACATACC 3') e sonda CHIKV 6919 P (FAM 5
AGGTACGCGCTTCAAGTTCGGCG 3'). As reacdbes de foram realizadas no

equipamento GeneAmp 7700 da Applied Biosystems (Thermo Scientific, USA). Para
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quantificacdo da carga viral construimos uma curva padrdo a partir de diluicbes

seriadas do RNA do nosso virus de estoque (CHIKV).

4.8 Construcdo de cDNA

Para constru¢do do cDNA, 500ng do RNA extraido foi utilizado no kit de transcricao
reversa High Capacity cDNA (Applied Biosystems, Thermo Scientific, USA), 5ul de cDNA
foram utilizados por reacdo para a avaliacdo da expressdo quantitativa dos genes de

interesse.

4.9 ReacbOes de PCR em tempo real

A expressao quantitativa dos genes das moléculas: IL12p35, IL27, EBI3, dos
fatores de transcricdo: Tbet, FOXP3, RORyt, Stat3, das citocinas: IL-23, IL-17, IL-6,
TFG-B e IL-10, e quimiocianas CCL2, CCL5 e CCL20, foi analisada através de reacdes
de PCR em tempo real, utilizando-se os sistemas SYBR Green em um aparelho
GeneAmp 7700 (Applied Biosystems, USA). Primers adequados para tais reacfes
foram criados a partir do programa Primer Express (AppliedBiosystems) (Sequéncias
especificas de cada primers estdo dispostas em anexo). Os valores de ACt para cada
uma das amostras avaliadas foram calculados da seguinte maneira: ACt = CT gene
interesse — CT gene referéncia (Hprt). A expressédo relativa do RNA mensageiro
(RNAm) amostral em relacdo ao grupo controle foi calculada através da formula 2-

(4ACY sendo que AACt = ACt amostra - ACt controle.

4.10 Fenotipagem celular por citometria de fluxo

As células extraidas dos oOrgdos foram caracterizadas fenotipicamente,
empregando-se diversos marcadores: CD3, CD4, CD8, FoxP3, RORvt, IFN-y, IL-17, IL-
10 e E2 alfavirus. Para a caracterizacdo das citocinas intracelulares, 2 x10° células
foram previamente cultivadas por 4 horas na presenca de PMA (50 ng/ml) (Sigma, St.
Louis, MO, EUA), ionomicina (500 ng/mL) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e brefeldina A
(100 ng/mL) (BD Bioesciences, San Diego, CA, EUA). Para a marcagao das células,
elas foram lavadas com PBS, ressuspendidas em 100ul de PBS e incubadas com fc
block diluida 1:1, por 20 minutos a 4°C. Em seguida, apos lavagem as células foram
incubadas com o mix de anticorpos monoclonais especificos (BD Bioesciences, San
Diego, CA, EUA). As células foram mantidas por 30 minutos a 4°C, lavadas com 1 mL

de PBS 1x e centrifugadas a 400 xg por 1 minuto. As aquisicoes foram realizadas no
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aparelho FACSCanto Il (BD Bioesciences, San Diego, CA, EUA), e as andlises
realizadas usando os softwares “FACSdiva” (BD Bioesciences, San Diego, CA, EUA) e
“FlowJo” (TreeStar, Ashland, OR, EUA).

4.11 Isolamento de PBMC de pacientes e voluntarios saudaveis

Amostras de sangue periférico de individuos foram obtidos em tubo contendo
anticoagulante EDTA e pipetadas cuidadosamente em um gradiente de Ficoll,
centrifugadas por 30 minutos, a 650g, temperatura ambiente. Em seguida, as células
mononucleares foram isoladas, lavadas com PBS1x, ressuspendidas em meio RPMI-
1640 suplementado com 0.1% de BSA e contadas em camara de Neubauer.

As amostras de PBMC de pacientes (n=3) e seus controles pareados de sexo
e idade (n=3) foram utilizadas para analises de expressdo de mRNA e marcacdes de
citometria de fluxo (conforme descrito anteriormente). As amostras (PBMC) dos
individuos saudaveis foram sorteados através de beads magnéticas para obtencéo de
células T CD4* (Selecdo negativa de CD4, BD, UK), e para obtencdo de mondcitos
CD14* (Selecéo negativa de mondcitos, BD, UK), conforme descrito pelo fabricante.
Todos os individuos que contribuiram para a realizacdo deste trabalho participaram
voluntariamente da pesquisa, sendo esclarecidos sobre a importancia do trabalho.

4.12 Cultura de macréfagos humano

Os mondcitos (CD14%), obtidos do PBMC, foram ressuspendidos em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% soro humano, 100u/mL de penicilina e 100 ug/mL
de estreptomicina. Para a diferenciacdo de macrofagos humanos, os mondécitos foram
colocados em cultura com o M-CSF (20ng/mL). Os meios foram trocados ao terceiro
dia de cultura para ambas os subtipos celulares. A cultura foi mantida a 37°C em
atmosfera umidificada contendo 5% de COZ2 por 7 dias.

Essas células foram entéo infectadas com diferente MOI (50, 10, 2) do RRV,
MOI (1) do ZIKV e MOI (20, 5,1) do CHIKV por 48 horas. Posteriormente, o
sobrenadante foi coletado para a dosagem de citocinas IL-6, IL12p70 e IL-10 pelo
meétodo de ELISA, e as células foram submetidas a imunofluorescéncia para
marcacao da internalizagéo viral. Também foram realizadas co-culturas entre as APCs

e células T ativadas (4:1) para dosagem de IL-17 e INF-y por 72 horas.
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4.13 Quantificacado de citocinas por ELISA.

A presenca de citocinas IFN-y(DY285B-05), IL-10 (DY217B-05), IL-12
(DY1270-05) IL-6 (DY206-05), IL-17(DY317-05) nos linfonodos, baco, sobrenadante
de culturas e soro de pacientes foram analisadas pelo método de ELISA com Kkits
especificos para tais dosagens, de acordo com as especificagdes do fabricante (R&D
System, Minneapolis, USA). Quando a quantificacdo foi realizada em homogeneizado
dos tecidos utilizou-se uma solucdo contendo inibidores de protease. utilizando. Os
valores de absorbancia foram quantificados em espectrofotometro Spectra Max 190

em filtro de comprimento de onda de 450 nm (Molecular Devices, EUA).

4.14 Imunofluorescéncia para marcacao celular e internalizacao viral
Macrofagos de humanos, foram isolados pelo protocolo ja descrito e infectados
com o CHIKV, RRV e ZIKV por 48 horas. Apés o periodo de incubacao da infeccdo as
células nas laminulas foram lavadas e fixadas com PFA 4%. No modelo animal
também foram obtidas células do dLN e do liquido sinovial [CIA+CHIKV e CIA], que
foram plagueadas e fixadas. Logo, as amostras foram lavadas e “quenched” com 50
mM NH4CIl em PBS1x, e permeabilizadas com 0.1% de Triton X-100 em um tampao
de bloqueio (6mg/mL de IgG humano purificado e 0.5% BSA em PBS). Células foram
incubadas com os anticorpos primarios (90min) e secundarios (60 min) a temperatura
ambiente, protegidos da luz e sendo levemente rocados. A lista de anticorpos e suas
concentracfes estdo determinadas abaixo. O nucleo das células foi corado e as
laminulas montadas com ProLong™ Gold Antifade Mountant com DAPI (Invitrogen™).
As imagens do confocal foram adquiridas com o microscopio confocal Leica TCS
SPES3 e SPED5, objetiva de imersédo com oleo 63x (Leica Microsystems, Milton Keynes,

UK). As imagens foram processadas utilizando o ImageJ (NIH, USA).

4.15 Anélise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software GraphPad
Prism 5 (versédo 5.0.0; GraphPad Software Inc., EUA). Para analise comparativa entre
os diferentes grupos foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann-Whitney, com o
objetivo de detectar diferencas entre os grupos de individuos néo infectados, e os
infectados pelo virus Chikungunya na fase cronica. O teste one-way ANOVA com

post-test Bonferroni foram usados para avaliar os efeitos de apenas 1 parametro entre
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mais de 2 grupos. O teste T ndo pareado foi realizado para comparar 2 grupos. Foram

consideradas significativas as comparacdes em que p < 0,05.
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RESULTADOS
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PARTE 1. O papel da célula Th17 na infec¢éo crénica por CHIKV

5.1 DBA1/J séo resistentes a infeccao por CHIKV.

Os modelos animais, camundongos especificamente, sdo uma poderosa
ferramenta nos estudos de diversos aspectos da infec¢ao por CHIKV. No entanto, até
o0 momento os modelos ndo sdo capazes de reproduzir aspectos especificos da
infeccdo humana, tais como, a fase crénica da chikungunya (CHOW et al., 2011).
Dessa forma, para elucidar a fisiopatologia da artrite crénica da chikungunya, um dos
Nossos objetivos foi desenvolver um modelo animal que melhor reproduzisse os sinais
comumente associados a fase cronica da doenca causada pelo CHIKV em humanos.
Utilizamos o camundongo DBA1/J devido a sua predisposicao para desenvolver AR.
Esses animais possuem HLA que conferem suscetibilidade a artrite induzida pela CIA
(BOISSIER et al., 1987; BRAND, LATHAM e ROSLONIEC, 2007).

Inicialmente, duas linhagens de camundongos, DBA1/J e IFNAR”, foram
inoculados com CHIKV na pata esquerda para avaliarmos a suscetibilidade,
replicacdo e disseminacéao viral (Figura 5A). As cargas virais foram quantificadas por
gPCR em diversos tecidos e tempos pos infeccao e a sobrevida desses camundongos
avaliada por até 30 dias pés-infecc¢éo (dpi).

Os resultados demonstram que camundongos IFNAR” sdo suscetiveis ao
CHIKYV, sucumbindo 2 a 3 dpi, enquanto os camundongos e DBA1/J séo resistentes a
infecgao (Figura 5B). A quantificagao por g°PCR demonstra a presenca de RNAm viral
desde o primeiro até o 7° dia dpi em todos os tecidos avaliados (Figura 5C-5F). Nos
camundongos DBA1/J, o pico da carga viral foi entre 1-2 dpi na pata, cérebro, figado
e baco. Dessa forma, apesar dos camundongos DBA1/J sobreviverem a infeccdo, os
dados mostram que séo passiveis a infeccdo por CHIKV e, portanto, ideais para o

desenvolvimento do modelo animal cronico da chikungunya.
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Figura 5. Estabelecimento da infeccdo por CHIKV em camundongos DBA1/J. Os
camundongos DBA1/J, e IFNAR™ foram infectados na regido ventral da pata traseira com
10°%/CHIKV em 50uL de MOCK, conforme a ilustracéo esquematica (A), e a sobrevida avaliada
(B). A cinética da expressao de RNA do CHIKV em pg/RNA foi realizada na pata (C), cérebro
(D), figado (E), bago (F). Os dados foram expressos como médias + SEM. Teste de
comparagado multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0,05. Todos 0s grupos
possuem dados significantes (p < 0,05) entre si, desde que nao esteja especificado o contrario
(ns = n&o significante). Dados representativos de dois experimentos independentes.

5.2 Cinética de expressédo de genes polarizantes para o perfil Th17

Células produtoras de IL-17, principalmente as Th17, sdo reconhecidamente
associadas a AR (JOVANOVIC et al., 1998; MIOSSEC, 2003; KOLLS e LINDEN,
2004). Diversos estudos demonstram semelhancas nos perfis imunoldgicos entre a
infecgdo por chikungunya e a AR (CHAAITANYA et al. 2011; CHOW et al. 2011,
JAVELLE et al.,2015; AMARAL, BINGHAM E SCHOEN, 2018). Com base nisso, 0s
subtipos de células T produtoras de IL-17, e, consequentemente, suas citocinas
polarizadoras, podem estar diretamente envolvidas na patogénese cronica da
chikungunya.

Sendo assim, inicialmente, experimentos foram realizados a fim de investigar a
expresséo de genes associados as células Th17 durante o protocolo de infec¢cao por
CHIKV (Figura 6) e da CIA (Figura 7), uma vez que o nosso modelo animal crénico
utilizou a associacdo de ambos os protocolos. Para isso, realizamos uma cinética de
expressédo do RNAm de IL-6, IL-17, IL-1B e IL23p19 em LN drenantes (dLN) (Figuras

6A e 7A) e regido ventral da pata traseira (Figuras 6F e 7F).
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Nossos resultados com camundongos infectados por CHIKV demonstram um
aumento significativo da expresséo génica de IL-6 nos dLN com 1 dpi (Figura 6B), IL-
1B entre 1-2 dpi (Figura 6C), e IL-23 entre 2-5 dpi (Figura 6D). Nao se observou a
expresséao de IL-17 (Figura 6E) em relacdo ao grupo MOCK nos tempos avaliados.
Corroborando esses dados, localmente na regidao da pata a expresséo génica do IL-
17 tem seu apice de expressdo no 5 dpi (Figura 6J). Localmente, a IL-13 (Figura 6H)
€ expressa mais tardiamente, 10 dpi, e a expresséao de IL-23 (Figura 6l) encontra-se
diminuida até 15 dpi, quando ocorre um aumento da expressao dessa molécula em
comparacgdo com 1 dpi-10 dpi. A expresséo de IL-6 se mantém aumentada por todo
tempo avaliado na cinética, com o pico de expresséo 10 dpi na regido da pata (Figura
6G).

Quanto ao modelo CIA, os resultados demonstram que os genes de IL-18 séo
expressos com 1 dia pos desafio (dpd) (Figura 7C); IL-23 no 1 dpd e entre 10-15 dpd
(Figura 7D); e IL-17 no 1 dpd (Figura 7E), enquanto a expressao génica de IL-6 ndo
€ observada nos dLNs no periodo avaliado (Figura 7B). Na regido da pata, a
expressado de IL-17 (Figura 7J) ocorre no 15 dpd, ou seja, sua expressao € mais tardia
guando comparada a IL-17 local do modelo CHIKV (Figura 6J). Localmente, 0s genes
da IL-1B (Figura 7H) também s&o expressos 1 dpd, enquanto a expressao de IL-23
(Figura 71) 1-15 dpd encontra-se regulada negativamente comparada ao naive. IL-6
na CIA é expressa de forma similar ao observado no CHIKV, sendo expressa entre 1-
15 dpd (Figura 7G), mas em menores niveis quando comparado ao CHIKV na regido
plantar (Figura 6G).

Desta forma, estes dados sugerem que as citocinas associadas a polarizacao
e manutencao de perfil de Th17 estdo expressas nos LN drenantes (popliteo e axilar)
e localmente na regido da pata durante os estagios iniciais de ambos os modelos,

porém em tempos diferentes.
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Figura 6. Cinéticade infeccao por CHIKV para avaliar a expressao de genes polarizantes
para o perfil Th17. Os camundongos DBA1/J foram infectados na regido ventral da pata
traseira com 10°%/CHIKV ou MOCK em 50uL e os dLNs e patas foram coletados conforme a
ilustracdo esquemaética (A) e (F), respectivamente. A cinética da expressao foi avaliada no
dLN dos genes IL-6 (B), IL-1B (C), IL23p19 (D) e IL-17(E). A cinética de expressao também
foi realizada localmente na pata dos genes IL-6 (G), IL-18 (H), IL23p19 (I) e IL-17 (J). Os
dados foram expressos como médias + SEM. Os dados foram expressos como médias + SEM.
Teste de comparacao multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0,05. Todos
0s grupos possuem dados significantes (p < 0.05) entre si, desde que ndo esteja especificado
o contrario (ns = nao significante). Naive n=4; CIA 1dpd n=4; CIA 2dpd n=3; CIA 5dpd n=4;
CIA 10dpd n=4; CIA 15dpd n=4.
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Figura 7. Cinéticade imunizacéao por CIA para avaliar aexpressao de genes polarizantes
para o perfil Th17. Os camundongos DBA1/J foram imunizados pelo protocolo CIA e os dLNs
e patas foram coletados conforme a ilustracdo esquematica (A) e (F), respectivamente. A
cinética da expressao foi avaliada no dLN dos genes IL-6 (B), IL-1B (C), IL23p19 (D) e IL-
17(E). A cinética de expressao também foi realizada localmente na pata dos genes IL-6 (G),
IL-1B (H), IL23p19 (1) e IL-17 (J). Os dados foram expressos como médias + SEM. Teste de
comparacao multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0.05. Todos 0s grupos
possuem dados significantes (p < 0,05) entre si, desde que nao esteja especificado o contrario
(ns = n&o significante). Naive n=4; CIA 1dpd n=4; CIA 5dpd n=4; CIA 10dpd n=4; CIA 15dpd
n=4.
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5.3 A infeccdo por CHIKV contribui para a suscetibilidade ao desenvolvimento
dos sinais artriticos da chikungunya

O protocolo de inducdo de artrite por colageno (CIA) j& é um modelo bem
estabelecido no estudo da artrite experimental em camundongos (TRENTHAM,
TOWNES E KANG, 1977; BOISSIER et al., 1987; LONDEI et al.,, 1989). Para
avaliarmos do papel do CHIKV no desenvolvimento de artropatias como ocorre em
humanos, os camundongos DBA1/J machos foram imunizados e desafiados com ClI
via subcutanea, isto €, utilizando o protocolo CIA adaptado (conforme detalhado na
metodologia), na presenca ou auséncia da infeccao por CHIKV em diferentes tempos
- 15 dias pré-imununizacéo ou 21° pés-imunizagéo (Figura 8A). O aparecimento e a
gravidade da doenca foram aferidos através dos critérios de score clinico descritos
anteriormente na metodologia.

Os nossos resultados demonstram que a presenca do CHIKV aumenta a
incidéncia de desenvolvimento dos sinais clinicos [CIA+CHIKV] com 70% (n=7) dos
camundongos afetados, em comparacdo com o grupo CIA com 20% (n=2) (Figura
8B). Podemos observar um adiantamento no surgimento dos sinais em ambos 0s
grupos infectados com o CHIKV, onde os sinais artriticos comecam a ser observados
7-9dpd, em comparagdo com 0s camundongos tratados apenas com o CIA cujos
sinais surgem entre 15-17dpd (Figura 8C-D). Ademais, o grupo CIA+CHIKV
apresenta uma maior média de patas afetadas em comparacdo a todos 0s grupos
(Figura 8C). Portanto, os dados sugerem que o virus possui um efeito, além do

protocolo CIA, no desenvolvimento dos sinais artriticos.

54 O CHIKV é capaz de induzir o surgimento dos sinais clinicos em
camundongos CIA que n&o haviam desenvolvido doencga

Sabe-se que nem todos os camundongos tratados com CIA sédo capazes de
desencadear os sinais clinicos da doenca (BRAND, LATHAM e ROSLONIEC, 2007).
Portanto, para corroborar o fendtipo observado, que o CHIKV tem papel no
desenvolvimento da doenga artritica em camundongos, utilizamos camundongos que
nao desenvolveram sinais artriticos apés o protocolo CIA. Ap6s 20 dias do desafio
com CII, camundongos sem sinais clinicos foram infectados com CHIKV ou MOCK. A
evolucao dos sinais clinicos foi avaliada através dos scores clinicos (Figura 9A). Os

dados demonstram que 75% dos camundongos comecgaram a desenvolver os sinais
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clinicos da doenca (Figura 9B) um dia apés a infeccdo com o CHIKV, o que néo foi
observado em camundongos infectados com MOCK (Figura 9C).

Dessa forma, os dados sugerem que a presenca do CHIKV possui um fator de
gatilho para o desencadeamento dos sinais clinicos, onde o surgimento é dependente
de uma imunizacdo prévia do camundongo, o que corresponderia a uma
predisposicdo genética em humanos. Ademais, os dados observados também
sugerem que o modelo desenvolvido capaz de recapitular varios sinais artriticos em
um modelo animal, o que pode vir a ser essencial ha melhor compreensdo dos

mecanismos da cronicos da chikungunya.
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Figura 8. Avaliacdo da incidéncia e surgimento dos sinais clinicos artriticos de
camundongos DBA1/J durante infec¢do por CHIKV experimental. Camundongos DBA1/J
foram imunizados pelo protocolo CIA, e infectados ou ndo pelo CHIKV, os sinais clinicos foram
acompanhados diariamente por 45 dias conforme demonstrado na ilustracdo esquematica
(A). A incidéncia dos sinais clinicos (B), média das patas acometidas (C) e média do score
clinico (D) por grupo experimental foram avaliados dias apos o desafio. Os dados foram
expressos como médias + SEM. Teste de comparac¢do multipla de grupos One-way ANOVA
foi utilizado com **p < 0,01. MOCK n=4, CHIKV n=4, CIA n=10, CHIKV—>CIA n=7, CIA+CHIKV
n=10. Dados representativos de trés repeticbes experimentais.
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Figura 9. A infeccdo por CHIKV é capaz de induzir a incidéncia dos sinais clinicos
artriticos de camundongos DBA1/J CIA que n&o haviam desenvolvido a doenca.
Camundongos DBAL1/J imunizados pelo protocolo CIA, os animais que nao desenvolveram
sinais clinicos foram infectados ou ndo com CHIKV e avaliados conforme demonstrado na
ilustrac@o esquemaética (A). A incidéncia dos sinais clinicos (B), e a média do score clinico (C)
por grupo experimental foram avaliados dias apoés infeccado. Os dados foram expressos como
médias + SEM. Teste de comparagdo multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com
**p < 0,01. CIA sem sinais + MOCK n=4, CIA sem sinais + CHIKV n= 4. Dados representativos
de duas repeticdes experimentais.

5.5 A infeccdo por ZIKV, grupo experimental CIA+ZIKV, ndo € capaz de induzir
os sinais clinicos observados no modelo CIA+CHIKV

O CHIKV faz parte do grupo de alfavirus que possuem tropismo pelas
articulagdes, desta forma sua infeccdo em humanos desenvolve sintomatologia
dolorosa e sinais clinicos de inflamag&o nas articulagdes distais. Contudo, existem
outros arbovirus que conhecidamente ndo tem potencial artritogénicos, como 0 virus
da zika (ZIKV), um flavivirus que possui um maior tropismo pelo SNC e,
consequentemente, apresentacfes clinicas mais relacionadas a encefalite
(SCHMALJOHN e MCCLAIN, 1996). Neste contexto, para avaliar se o fenétipo clinico
observado no modelo CIA+CHIKYV é especifico para o virus CHIKV e seus processos
inflamatorios, ou apenas uma resposta a exacerbacao da resposta inflamatoria geral

frente uma infeccao viral, utilizamos o ZIKV como um novo controle (Figura 10A).
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Figura 10. Avaliagdo da incidéncia e surgimento dos sinais clinicos artriticos de
camundongos DBA1/J entre ainfec¢do por CHIKV ou ZIKV experimental. Camundongos
DBA1/J foram imunizados pelo protocolo CIA, e infectados ou ndo pelo CHIKV e ZIKV apds o
protocolo de imunizagdo e avaliados clinicamente como demonstrado na ilustracdo
esquematica (A). A incidéncia dos sinais clinicos (B), média de patas acometidas (C) e a
média do score clinico (D) por grupo experimental foram avaliados dias apés o desafio. Os
dados foram expressos como médias = SEM. Teste de comparac¢ao multipla de grupos One-
way ANOVA foi utilizado com *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. CIA n=6, CIA+CHIKV n=6,
CIA+ZIKV n=6. Dados representativos de dois experimentos independentes.

Camundongos do grupo experimental CIA+ZIKV (0%) demonstram um perfil de
incidéncia de sinais clinicos contrario que observamos no CIA+CHIKV (83,3%)
(Figura 10B). Ademais podemos observar um perfil semelhante aos resultados
anteriores tanto no surgimento precoce, quanto no nimero de patas acometidas no
grupo CIA+CHIKV em comparacdo ao grupo CIA (Figura 10C e 10D). Isto &,
camundongos imunizados e desafiados com ZIKV néo foram capazes de recapitular
os sinais clinicos artriticos, como observado no grupo CIA+CHIKV. Sugerindo assim
gue o fendtipo clinico esta correlacionado ao virus, ou ao seu tipo especifico de

processo inflamatério.

5.6 O modelo crbénico da chikungunyainduz uma assinatura génica inflamatoria,
associada a uma resposta reguladora ineficiente.
Uma vez que desenvolvemos o modelo cronico de chikungunya (CIA+CHIKV),

nosso préoximo passo foi investigar a expressdo dos genes associados as ceélulas

58



Th17. Utilizamos como base os dados obtidos da cinética desses genes (Figura 6 e
7) e na cinética de carga viral (Figura 5), e uma vez que o objetivo era avaliar um
periodo mais cronico da infeccdo optamos por fazer a coleta dos tecidos 15 dpi/dpd
para todos os grupos. Com excecéo do grupo CHIKV, que seria um grupo equivalente
a chikungunya aguda, no qual as amostras foram coletadas 5 dpi (Figura 11A).

Nossos resultados da avaliagdo da regido plantar em modelo cronico da
chikungunya (CIA+CHIKV) demonstram uma regulacdo positiva significante dos
genes da IL-6, IL-1B e TGF-B quando comparado ao grupo CIA (Figura 11B, E, F).
CIA+CHIKV exibe um aumento significativo da expresséo de IL-17 e RORc quando
comparado ao MOCK, mas um pouco mais sutil quando comparado ao grupo CIA
(Figura 11C-D), enquanto o modelo agudo de chikungunya (CHIKV) demonstra
aumento significativo da expressao génica de IL-6, IL-1pB e IL-17 (Figura 11B, D, E)
em relacdo ao MOCK.

A manutencdo do processo homeostatico € essencial, especialmente em
processos extremamente inflamatorios. A desregulacao desse balanco pode culminar
em uma disfuncao imune, desencadeando por exemplo a AR (YIN et al., 2015). Sendo
assim, para avaliar a participacdo das vias de regulacdo e as possiveis alteracées
nesses perfis de resposta no modelo cronico da chikungunya (CIA+CHIKV), visamos
determinar a modulacéo da expressao génica das citocinas como IL-10, IL-27 e IL-35
localmente, nas patas acometidas pelos sinais artriticos (Figura 12A).

Interessantemente, os dados de RNA demonstram que animais tratados com
CIA induzem eficientemente genes associados a resposta reguladora como IL-10,
IL27p28, EBI3, FOXP3 e IL12p35 (Figura 12B-F), quando comparado aos outros
grupos. De maneira semelhante, o grupo experimental CIA+CHIKV apresenta uma
expressdo aumentada de 1L27p28, EBI3, IL12p35 e FOXP3, mas em comparagao ao
grupo CIA esse aumento é significativamente menor (Figura 12B-E). Além disso, n&do
foi possivel observar a expressdo do gene da IL-10 no CIA+CHIKV, onde essa
molécula encontra-se regulada negativamente em comparacdo ao MOCK (Figura
12F). Dessa forma, o compilado de dados sugere que além da exacerbacdo dos
processos inflamatoérios pelo aumento da expressédo dos genes IL-6, IL-1B e IL-17
existe uma expressao de genes reguladores como IL-27 e IL-10 diminuida no modelo

cronico da chikungunya.
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Figura 11. Avaliagdo dos genes polarizantes para o perfil Th17 no modelo crbénico de
chikungunya (CIA+CHIKV). Os camundongos foram imunizados e infectados conforme
demonstrado na ilustragdo esquematica (A). A regido ventral das patas foi coletada e avaliada
para a expressao génica da IL-6 (B), RORc (C), IL-17 (D), IL-1B (E) e TGFB (F). Os dados
foram expressos como médias + SEM. Teste de comparacao multipla de grupos através do
One-way ANOVA. Todos os grupos possuem dados significantes (p < 0,001) entre si, desde
gue nao esteja especificado o contrario (ns = néo significante). MOCK n=4; CHIKV n=4; CIA
n=4; CIA+CHIKV n=4.
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Figura 12. Avaliacdo dos genes reguladores de resposta de células no modelo croénico
de chikungunya (CIA+CHIKYV). Os camundongos foram imunizados e infectados conforme
demonstrado na ilustragdo esquematica (A). A regido ventral das patas foi coletada e avaliada
para a expressao génica da IL27p28 (B), IL12p35 (C), EBI3 (D), FOXP3 (E) e IL-10 (F). Os
dados foram expressos como médias + SEM. Teste de comparagdo multipla de grupos foi
realizado através do One-way ANOVA. Todos os grupos possuem dados significantes (p <
0,001) entre si, desde que nédo esteja especificado o contrario (ns = néo significante). MOCK
n=4; CHIKV n=4; CIA n=4; CIA+CHIKV n=4.
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5.7 Camundongos CIA+CHIKV apresentam mais células Th17 nos linfonodos
drenantes quando comparado a camundongos CIA

Para melhor compreender o papel das células T, CD4* e CD8*, no processo
inflamatorio associado a fase cronica da chikungunya avaliamos fenotipicamente
esses subtipos celulares entre os modelos experimentais (Figura 13A, 14A). A analise
de células dos linfonodos drenantes por citometria de fluxo demonstrou que ndo ha
diferenca significativa na frequéncia de células T CD4* e T CD8" entre todos 0s grupos
experimentais (Figura 14B, 14D e 14H). No entanto, ao avaliarmos o numero absoluto
das células T CD4*, observamos um aumento significativo dessa populacao celular
nos grupos CHIKV e CIA+CHIKV em comparagéo aos MOCK e CIA (Figura 14C). As
células T CD8* tiveram uma tendéncia semelhante, no entanto, ndo de forma
significativa (Figura 14E). Ainda, avaliando observamos uma diminuic&o significativa
na frequéncia das Tregs nos grupos CIA e CIA+CHIKV em comparagdo aos grupos
MOCK e CHIKV (Figura 14F,14G e 14l).

Por conseguinte, analisamos as subpopulacdes de células T CD4* produtoras
de IL-17 (Figura 15A). As células Th17 estao significantemente aumentadas nos dois
modelos experimentais CHIKV e CIA+CHIKYV, tanto em frequéncia (Figura 15B e 15F)
guanto em numero absoluto (Figura 15C), quando comparado com os grupos MOCK
e CIA. Os dados de Thl demonstram que os modelos associados ao CIA (CIA e
CIA+CHIKV) possuem uma regulacdo negativa desse subtipo celular em frequéncia
(Figura 15D), e em numero absoluto (Figura 15E).

Considerando as subpopulacdes de células T CD8* (Figura 16A) observamos
as células Tcl7 estdo reguladas negativamente nos grupos CIA e CIA+CHIKV em
frequéncia (Figura 16B e 16F). Ao analisarmos o nimero absoluto podemos observar
uma pequena producao de IL-17 pela CD8" em CIA+CHIKV (Figura 16C). De toda
forma, apenas o modelo agudo da infec¢cdo (CHIKV) demonstra um aumento das
células Tcl7 em frequéncia e namero absoluto (Figura 16B-C). As células CD8*
produtoras de INFy estdo significantemente aumentadas nos dois modelos
experimentais CHIKV e CIA+CHIKYV, tanto em frequéncia (Figura 16D e 16G) quanto
em numero absoluto (Figura 16E), quando comparado com os grupos MOCK e CIA.

62



FSC-H
SSC-A

FSC-A

FSC-A

SSC-A
CD8

CD3

CD4

IL-17
IL-17

INFy
INFy

Figura 13. Estratégia de andlise de células dos dLNs dos modelos animais
experimentais. (A) Estratégia de gates utilizada para andlise de células CD4* e CD8" de

linfonodos popliteo e axilar obtidas através de citometria de fluxo.
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Figura 14. Avaliacdo de células T CD4+ e T CD8+ em um modelo cronico da infecgao
por CHIKV (CIA+CHIKV). Células do dLN foram coletadas dos diferentes grupos
experimentais conforme demonstrado na ilustracdo esquematica (A). As células foram
avaliadas por citometria de fluxo por frequéncia e nimero absoluto, respectivamente, de
células CD4" (B-C), CD8* (D-E), CD4*FOXP3* (F-G). Plots demonstrativos das analises das
subpopulagdes de células T (I-J). Os dados foram expressos como médias + SEM. Teste de
comparacdo multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0,05, **p < 0,01.
MOCK n=4, CHIKV n=4, CIA n=10, CIA+CHIKV n=10. Dados demonstrativos de trés
experimentos independentes.
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em um modelo crénico da infecgdo por CHIKV (CIA+CHIKV). Células do dLN foram
coletadas dos diferentes grupos experimentais conforme demonstrado na ilustracédo
esquematica (A). As células foram avaliadas por citometria de fluxo para frequéncia (B) e
namero absoluto (C) de células CD4*IL-17*. Também foram avaliadas para frequéncia (D) e
ndamero absoluto (E) de células CD4*INF-y*. Plots demonstrativos das andlises das
subpopulagfes de células T nos 4 grupos experimentais (F-G). Os dados foram expressos
como médias + SEM. Teste de comparacao multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado
com *p < 0,05, **p < 0,01. MOCK n=4, CHIKV n=4, CIA n=10, CIA+CHIKV n=10. Dados
demonstrativos de trés experimentos independentes.
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Figura 16. Avaliagdo por citometria de fluxo de células T CD8+IL-17+ e T CD8+INF-y+ no
modelo cronico dainfecgdo por CHIKV (CIA+CHIKYV). Células do dLN foram coletadas dos
diferentes grupos experimentais conforme demonstrado na ilustracdo esquemética (A). As
células foram avaliadas por citometria de fluxo para frequéncia (B) e niumero absoluto (C) de
células CD8*IL-17*. Também foram avaliadas para frequéncia (D) e numero absoluto (E) de
células CD8*INF-y*. Plots demonstrativos das analises das subpopulacdes de células T nos
4 grupos experimentais (F-G). Os dados foram expressos como médias + SEM. Teste de
comparagdo mdltipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0,05. Total de 3
repeticbes do experimento. MOCK n=4, CHIKV n=4, CIA n=10, CIA+CHIKV n=10. Dados
demonstrativos de trés experimentos independentes.

66



5.8 Células CD4", especificamente células Th17, correlacionam-se com a maior
gravidade dos sinais clinicos em camundongos CIA+CHIKV

Os resultados anteriores sugerem que as células T CD4*, Thl17, T CD8*, Tcl
estdo envolvidas na patogenia do modelo crénico de chikungunya (CIA+CHIKV). Por
isso, em seguida os niveis desses subtipos celulares no modelo CIA+CHIKV foram
examinados a fim de correlaciona-los com a gravidade da doenga. Os camundongos
foram agrupados em trés grupo de acordo com a gravidade da doenca (média do
score clinico) e quanto maior a média, maior a gravidade da doenca (Figura 17A). De
forma interessante, constatamos que as populacdes CD4* (Figura 17B), CD8*
(Figura 17E) e CD4*IL-17* (Figura 17C) correlacionam-se positivamente com uma
maior média de score clinico. As subpopulacées Tcl (Figura 17G) pouco se
correlaciona com uma maior média de score clinico apresentando um valor de
r=0,5270. As células Thl (Figura 17D) e Tc17 (Figura 17F) ndo se correlacionam com
a sinais artriticos clinicos. Isto €, as células T CD4*, T CD8" e Th17 estédo associadas

a maior gravidade clinica da doenca.

5.9 A transferéncia de células CD4* recapitula o fenétipo observado com a
infeccdo por CHIKV

Por fim, para confirmar o envolvimento das células T CD4* realizamos uma
transferéncia de células por via plexo retro-orbital. Camundongos DBA1/J doadores
foram imunizados pelo protocolo CIA, e infectados (CIA+CHIKV) ou nao (CIA) pelo
CHIKV. Dos camundongos que desenvolveram sinais clinicos coletou-se o0s
linfonodos drenantes para obtencéo das células por kit de Beads CD4*. Camundongos
DBA1/J receptores foram imunizados (CIA) pelo protocolo CIA, os que né&o
desenvolveram os sinais artriticos clinicos receberem a transferéncia de células, ou o
grupo controle que recebeu PBS 1x. De forma a elucidar especificamente o papel das
células Thl7 nessa patogenia, dois grupos de camundongos receptores foram
tratados com o bloqueador da IL-17 (Figura 18A).
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Figura 17. Correlac&o das células Th17 com a gravidade dos sinais clinicos no modelo
animal. Camundongos CIA+CHIKV foram agrupados em grupos de gravidade da doenca,
sendo a média SC3 considerada a mais grave, esses dados artriticos foram correlacionados
com os dados da citometria, como demonstrado na ilustracdo esquemaética (A). Os subtipos
celulares CD4* (B), CD4*IL-17* (C), CD4*INF-y* (D), CD8* (E), CD8*IL-17* (F), CD8" INF-y*
(G) foram correlacionados com as médias dos scores clinicos SC1 (leve), SC2 (moderado) ou
SC3 (grave). As analises foram realizadas através do teste estatistico de Spearman. Cada
ponto é representativo de um animal e os valores de ‘r’ e ‘p’ estdo especificados nos graficos.
Grupos: SC1 n = 3; SC2 n = 3; SC3 n = 3. Dados representativos de trés experimentos

independentes.

Os resultados demonstram que camundongos naive que receberam as células
CIA ou células CIA+CHIKV ndo desenvolveram sinais clinicos. O controle negativo
CIA que recebeu PBS 1x ndo desenvolveram os sinais clinicos. Camundongos
previamente imunizados com o CIA que receberam células CD4* CIA obtiveram uma
porcentagem de 50% de incidéncia dos sinais artriticos, enquanto os que receberam
as células CD4* CIA+CHIKV observamos 87,5% da incidéncia clinica (Figura 18B).
Podemos observar, semelhante aos dados anteriores, um surgimento precoce (15

dias apos a transferéncia) dos sinais clinicos da doenca no grupo que recebeu as
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células CD4* CIA+CHIKV, em comparacdo aos camundongos receptores de células
CD4* CIA (18 dias apos a transferéncia) (Figura 18C). Tais resultados confirmam o

envolvimento das células CD4* no nosso modelo animal crénico de chikungunya.
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Figura 18. Bloqueio a IL-17 durante a transferéncia de células de camundongos
CIA+CHIKYV reverte o fenétipo da transferéncia de células T CD4*. Camundongos DBA1/J
doadores foram imunizados pelo protocolo CIA, e infectados (CIA+CHIKV) ou nao (CIA).
Foram coletados os linfonodos drenantes dos camundongos que desenvolveram sinais
clinicos e obtidas células T CD4* para a transferéncia. Camundongos DBA1/J receptores
foram imunizados (CIA) ou ndo (Naive) pelo protocolo CIA. Os camundongos que néo
desenvolveram os sinais artriticos clinicos foram utilizados para receberem a transferéncia de
células, uma parte dos camundongos receptores foram tratados com anticorpo para bloquear
a citocina IL-17, conforme demonstrado na ilustragdo gréafica (A). Os grupos experimentais
foram avaliados por porcentagem de incidéncia dos sinais clinicos (B) e média do score clinico
(C). Os dados foram expressos como médias + SEM. Teste de comparac¢ao multipla de grupos
One-way ANOVA foi utilizado com **p < 0,01. Doador: CIA n=6; CIA+CHIKV n=6. Receptor:
CIA + PBS1x n=4; CIA + alL-17 + células CIA n=5; CIA + alL-17 + células [CIA+CHIKV] n=5;
CIA + células CIA n=8; CIA + células [CIA+CHIKV] n=8. Dados representativos de dois
experimentos independentes.
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5.10 Os dados de paciente crénicos corroboram o fenotipo observado no nosso
modelo cronico da chikungunya

Recentemente demonstrou-se que células T CD8* tém um papel na forte
ativacao na resposta inicial a infeccdo por CHIKV em humanos (WAUQUIER et al.,
2011). Por outro lado, a resposta T CD4* predomina em estagios mais tardios da
doenca (WAUQUIER et al., 2011), provavelmente contribuindo para a imunopatologia
da CHIKV (NAKAYA et al.,, 2012; TEO et al., 2013). Com o0 objetivo de validar os
achados observados no modelo animal em humanos, nés examinamos a expressao
de varios genes relacionados as vias de sinalizagdo de Thl e Thl7, além das vias
reguladoras da resposta efetora, em amostras de PBMC de pacientes com
sintomatologia da artrite cronica da chikungunya (n=3) e de controles pareados (n=3).

Em humanos a artralgia da infeccao é observada em 87-96% dos casos agudos
de chikungunya (THIBERVILLE et al., 2013). Alguns estudos associam a progressao
da artrite cronica da chikungunya com a manutencgéo viral em macréfagos sinoviais
humanos (HOARAU et al., 2013). Nesse sentido, além de avaliarmos a expressao
génica das vias inflamatérias e reguladoras nos PBMC de paciente com doenca
cronica da chikungunya ativa, avaliamos a capacidade de uma nova incubacao com
CHIKV modular a expressdo desses genes nas células. Para isso, PBMCs de
individuos saudaveis (HC) e de pacientes (PT) crénicos foram infectados in vitro com
CHIKV (HC+CHIKV e PT+CHIKV) durante 24 horas e a expressao do RNA avaliado
por PCR em tempo real (Figura 19A) além da fenotipagem ex vivo das populacdes
de células T por citometria de fluxo (Figura 20-23).

A expressao génica do PBMC em cultura revelou que a expressao de todos 0s
genes avaliados foi regulada positivamente nas células HC+CHIKV quando
comparadas com as ceélulas controles HC (Figura 19B-S). Avaliando o IL-1B, TNF-q,
TGF-B (Figura 19B-D) e stat4 (Figura 19H) observamos um aumento significativo
dessas expressdes génicas em PT comparando com HC. Contudo, essas expressfes
sao reguladas negativamente quando comparamos as células de PT com as células
de PT+CHIKV (Figura 19B-D).

A expressao de IL-23, tanto em PT quanto em PT+CHIKYV, esta aumentada de
forma semelhante quando comparados com as amostras HC (Figura 19F). Enquanto
a expressao de IL-6 (Figura 19E), Stat3, RORc e IL-17(Figura 19K-M), além de

estarem expressas em niveis mais altos nas amostras PT comparado a HC, é
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regulada positivamente em PT+CHIKV quando comparamos com as amostras de PT.
Isto €, estes genes em pacientes crénicos que se reencontram com 0 Virus sao super
expressos. Dessa forma, podem estar associados diretamente a patologia da
chikungunya cronica. A expressdo de Tbet (Figura 191) demonstra um perfil
semelhante, no entanto, essa caracteristica ndo parece ser dependente de Statl
(Figura 19G), Stat4 (Figura 19H) e INFy (Figura 19J), pois a expressao desses genes
em PT+CHIKV nédo se alteram em comparacdo as amostras de pacientes crénicos
(PT).

Em seguida, verificamos a expresséo de genes reguladores nas amostras de
humanos. Quanto a expresséao de IL-27 e IL-35 (IL12p35) ndo observamos diferencas
significativas entre os grupos HC e PT. No entanto, observamos que as células de
pacientes saudaveis que nunca tiveram contato com o virus anteriormente (HC) ao
serem infectadas com CHIKV (HC+CHIKV) conseguem regular positivamente a
expressdo desses genes reguladores, de forma significativa (Figura 19N-O).
Enguanto as amostras de PT+CHIKV ndo demonstram diferenca de expressao.

Ademais a expressao de FOXP3 estd aumentada de forma semelhante, tanto
em PT quanto em PT+CHIKV, quando comparados com as amostras HC (Figura
19Q). Enquanto a IL-10 (Figura 19R) apesar de ser expressa em niveis mais altos
nas amostras PT ao compararmos com HC, esta regulada negativamente em
PT+CHIKV quando comparamos com as amostras de PT. Portanto, podem estar
associados diretamente a patologia da chikungunya cronica, uma vez que podem
demonstrar uma capacidade reguladora debilitada de células de pacientes crénicos
frente a um relapso viral. A fim de corroborar os resultados obtidos em modelo animal
cronico, também utilizamos as células do PBMC de humanos para analisar por
citometria de fluxo as células T, CD4+ e CD8+, e seus subtipos em pacientes com a
artrite crénica da chikungunya (Figura 20A). A estratégia de analise de células do

PBMC ocorreu conforme demonstrado na imagem (Figura 21A).
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Figura 19. Avaliagdo das dos genes inflamatérios e reguladores em humanos com
artrite crénico da chikungunya. As células do PBMC dos controles (HC) e dos pacientes
(PT) foram colocadas em cultura na presencga do CHIKV por 24horas, conforme demonstrado
na ilustracdo esquemaética. Os diferentes genes foram entédo avaliados por gPCR: IL-1B (B),
TNFa (C), TGFB (D), IL-6 (E), IL-23 (F), Statl (G), Stat4 (H), Tbet (1), INF-y (J), Stat3 (K),
RORc (L), IL-17 (M), IL-27 (N), IL12p35 (O), EBI3 (P), FOXP3 (Q), IL-10 (R). Os resultados
por gPCR também foram avaliados através do clustering da ferramenta Morpheus para a
comparacao entre os grupos (S). Os dados foram expressos como médias + SEM. Teste de
comparacao multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0,05, **p < 0,01, ***p
<0,001. HC + MOCK n=3; HC + CHIKV n=3; PT + MOCK n=3; PT + CHIKV n=3.
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Os dados de humanos demonstram que ndo ha diferenca significativa na
frequéncia e namero absoluto de células T CD4* entre controles e paciente crénicos
da chikungunya (CHIKV*) (Figura 20B-D). Também avaliamos a producéo de IL-17 e
INF-y pelas células T CD4*. Podemos observar um aumento significativo na producéo
de IL-17 e INF-y dos pacientes cronico, tanto em frequéncia quanto em numero
absoluto, ao compararmos com os controles (Figura 20E-J). As células T CD8*
demonstraram uma reducéao significativa em frequéncia (Figura 22A-B), mas ndo em
numero absoluto (Figura 22C) em relacdo ao grupo controle. Contudo, a producao de
IL-17 e INF-y por células T CD8" aumentaram significativamente apenas em
frequéncia (Figura 22D-E, 22G-H), o nimero absoluto demonstra a mesma tendéncia,
mas nao de forma significante (Figura 22F e 22l).

As analises de citometria também incluiram a avaliacdo de células T
reguladoras e citocinas potencialmente reguladoras, tais como, IL-10 e TGF-. A
niveis de proteinas ndo existem diferencas significativas das células CD4*FOXP3*
(Figura 23A-C), e nem na producéo de IL-10 (Figura 23D-F) e TGF-B (Figura 23G-
). Contudo, pacientes cronicos apresentam uma tendéncia de diminuicao da producéo
de IL-10 quando comparada a células de voluntarios saudaveis.

De forma geral, estes resultados indicam similaridades nos achados obtidos em
modelo animal, uma vez que os dados em humanos sugerem que células T CD4*
estdo envolvidas na patogenia da artrite cronica da chikungunya, através das vias de
ativacao e da producdo de citocinas inflamatoérias, tais como, stat3, IL-6 e IL-17.
Ademais os dados de expressdo génica também sugerem que pacientes crénicos
frente a uma nova interacdo com o virus tem uma menos capacidade reguladora,

através da menor expressao de IL-10 e IL-27.
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Figura 20. Avaliacdo por citometria de fluxo de células T CD4+IL-17+ e T CD4+INF-y+
em humanos com artrite crénico da chikungunya. As células do PBMC foram coletadas
de pacientes e individuos controles como demonstrado na ilustracdo esquematica (A). Atraves
da andlise por citometria de fluxo obteve-se o dot plot representativo da expresséao de CD4 e
CD8 (B), frequéncia (C) e numero absoluto (D) de células CD4*. Também se obteve o dot
plot representativo da producéo de IL-17 (E), frequéncia (F) e nUmero absoluto (G) de células
CD4*IL-17*. Ademais, o dot plot representativo da expressao de INFy (H), frequéncia (I) e
namero absoluto (J) de células CD4*INF-y*. Os dados foram expressos como médias + SEM.
Teste de comparagédo multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com **p < 0,01, ***p <
0,001. Controle n=3, Paciente crénico (CHIKV*) n=3.
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Figura 21. Estratégia de andalise de PBMC de humanos. (A) Estratégia de gates utilizada
para analise de células CD4* e CD8* de células de PBMC humanospor citometria de fluxo.
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Figura 21. Avaliacdo por citometria de fluxo de células T CD8+IL-17+ e T CD8+INF-y+
em humanos com artrite crénico da chikungunya. As células do PBMC foram coletadas
de pacientes e individuos controles como demonstrado na ilustracéo esquematica (A). Através
da analise por citometria de fluxo obteve-se o dot plot representativo da expressédo de CD4 e
CD8 (B), frequéncia (C) e numero absoluto (D) de células CD8*. Também se obteve o dot
plot representativo da producéo de IL-17 (E), frequéncia (F) e nUmero absoluto (G) de células
CD8*IL-17*. Ademais, o dot plot representativo da producédo de INFy (H), frequéncia (1) e
namero absoluto (J) de células CD8*INF-y*. Os dados foram expressos como médias + SEM.
Teste de comparagédo multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com **p < 0,01, ***p <
0,001. Controle n=3, Paciente crbnico (CHIKV*) n=3.
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Figura 22. Avaliagdo por citometria de fluxo de células CD4"FOXP3*, T CD4*IL-10" e T
CD4*TGF-B" em humanos com artrite crénico da chikungunya. As células do PBMC foram
coletadas de pacientes e individuos controles como demonstrado na ilustracdo esquematica
(A). Através da analise por citometria de fluxo obteve-se o dot plot representativo da expresséo
de FOXP3 (B), frequéncia (C) e numero absoluto (D) de células CD4*FOXP3*. Também se
obteve o dot plot representativo da producéo de IL-10 (E), frequéncia (F) e nUmero absoluto
(G) de células CD4*IL-10*. Ademais, o dot plot representativo da producdo de TGF-B (H),
frequéncia (I) e nUmero absoluto (J) de células CD4" TGF-B*. Os dados foram expressos como
médias + SEM. Teste de comparacdo multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com
**p < 0,01, ***p < 0,001. Controle n=3, Paciente crdnico (CHIKV*) n=3.
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PARTE 2 — Papel da persisténcia viral na resposta imune na artrite crénica
induzida pelo CHIKV

5.11 As células T humanas primarias ndo sdo permissiveis a infec¢cdo por
alfavirus artritogénicos

Um questionamento da nossa hipotese é se a infeccdo persistente é
responsavel pelos sintomas reumaticos crénicos da chikungunya. Devido a
observacdo que as células T estdo envolvidas no processo patogénico associado a
artrite crénica da chikungunya, investigamos inicialmente se alfavirus artritogénicos
(RRV e CHIKV) sdo capazes de infectar células T humanas. Para isso, células T
primarias foram isoladas do PBMC de doadores saudaveis, e incubados com o virus
em diferentes MOI por 48 horas (Figura 24A).

Para o CHIKV, testamos os MOI 1, 5 e 20, e para 0 RRV os MOI de 2, 10 e 50.
Observamos, por citometria de fluxo, que ambos os virus (RRV e CHIKV) nao
internalizaram o envelope viral nem mesmo no maior MOI avaliado, respectivamente,
50 e 20 (Figura 24B). Para confirmar o nosso dado que os virus artritogénicos nao
eram capazes de infectar células T primarias, realizamos uma imunofluorescéncia
para avaliar a internalizacao viral da proteina E2. Corroborando os dados anteriores,
nenhum dos virus demonstrou a marcacao da proteina E2 de alfavirus no citoplasma
das células T (Figura 24C). Deste modo, demonstramos que as células T ndo sao

permissiveis a infecgdo por alfavirus artritogénicos.
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Figura 23. Nao hé internalizagdo de alfavirus em células T primarias humanas. Células
T isoladas de PBMC humano foram incubadas com o CHIKV (MOI 20) e RRV (MOI 50) in vitro
conforme demonstrado na ilustragdo esquematica (A). A internalizagédo do E2 viral foi avaliada
por citometria de fluxo e representada em histograma (B) e por imunofluorescéncia (C). Foi
feita a marcacdo de DNA utilizando DAPI (azul), do RRV ou CHIKV (violeta), e de CD3
(vermelho). Aumento de 63x. Escala de 20um. Dados representativos de trés experimentos e
trés doadores de PBMC independentes.
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5.12 Macrofagos humanos infectados por RRV e CHIKV regulam positivamente
a producéo de IL-6

Uma vez que os receptores, do RRV, a integrina 1 de ligagéo ao colageno IV
—a1p1 (LINN et al., 2005), e do CHIKV, a molécula MXRA8 (ZHANG et al., 2018), sdo
proteinas utilizadas para ades@o de células a matriz extracelular, é possivel que
apenas células aderentes sejam infectadas pelos virus. Dessa forma, macréfagos de
trés doadores saudaveis foram infectados in vitro com RRV MOI (10-50), ZIKV MOI 1
e CHIKV MOI (1-20) e incubados por 48 horas. A infectividade foi avaliada por
imunofluorescéncia (Figura 25A) sendo que utilizamos ZIKV MOI 1 como controle
positivo por ser um virus que conhecidamente infecta macréfagos (LANG et al., 2018).

Ao avaliarmos a producdo de mediadores produzidos por essas células nos
MOI de 50 e 10 do RRV, observamos que a producéo de IL-6 é regulada positivamente
de forma significativa em ambos os MOI (Figura 25B), enquanto a produgéo de IL-12
s6 € aumentada significativamente a partir do MOI 50 (Figura 25D). Curiosamente,
nao observamos modulacado da IL-10 em nenhum dos MOI analisados (Figura 25C).
A producéo de IL-6 por essas células na infeccdo por CHIKV nos MOl de 1,5e 20 é
regulada positivamente de forma significativa, e parece ser dependente da quantidade
de virus (Figura 25E). Curiosamente, observamos a modulagdo negativa significativa
da IL-10 (Figura 25F), de forma dependente ao MOI do CHIKV.A porcentagem de
células positivas para o0 E2 do RRV apo6s 48 horas de infeccéo foi igual a 1,9%,
enquanto o ZIKV teve uma porcentagem de infeccéo de 13,66%. As células positivas
para o E2 do CHIKV apds 48 horas de infec¢ao corresponderam a 8,6% (Figura 25G).
Em seguida, para determinar se novos virions estavam sendo produzidos (Virus de
novo) realizamos um ensaio de placa (Figura 25H). Utilizamos células tratadas com
bafilomicina em DMSO como controle negativo, uma vez que a BafAl inibe a fusdo
viral, e consequentemente, infeccéo e replicacéo viral. Os dados demonstram que a
infeccdo em macrofagos é capaz de produzir replicacdo do RRV, mas em niveis muito
baixos, uma vez que o nosso cut-off sdo o grupo BafAl (Figura 25I).

Coletivamente, os nossos dados sugerem que macréfagos primarios humanos
sao permissiveis a infeccao in vitro por alfavirus artritogénicos. Além disso, parecem
mediar as respostas inflamatorias de células T através da producdo de mediadores
inflamatérios como IL-6 e IL-12, além de uma aparente ineficiéncia na producédo de
mediadores reguladores, como a IL-10, em altos titulos virais (>MOI 10).
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com o RRV, ZIKV ou CHIKV in vitro por 48 horas, e a internalizacdo do E2 viral foi avaliada
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sobrenadante de 48h de cultura nos diferentes MOl do RRV. A producéo de IL-6 (E) e IL-10
(F) foi quantificada nos sobrenadantes apds 48h de cultura nos diferentes MOI da infeccéo
por ZIKV e CHIKV. A porcentagem de células infectadas por ZIKV, RRV e CHIKV foram
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protocolo demonstrado na ilustracdo esquematica (H) e o sobrenadante obtido foi avaliado
por ensaio de placa (1). Foi feita a marcacdo de DNA utilizando DAPI (azul) e do RRV, ZIKV e
CHIKV (verde). Aumento de 40x e 63x. Escala de 20um. Teste de comparacao multipla de
grupos One-way ANOVA foi utilizado com foi utilizado com *p < 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001.
Dados representativos de trés experimentos e trés doadores de PBMC independentes.



5.13 Macrofagos humanos infectados induzem a resposta de células T na
infeccdo pelo virus do Ross River

Estudos em primatas ndo humanos sugerem que a doenca cronica da
chikungunya envolve a persisténcia viral, através da marcacao positiva de antigeno
viral em macrofagos até 3 meses apos a infecgdo (LABADIE et al., 2010). Proteinas e
RNA do CHIKV também foram observados em macréfagos sinoviais perivasculares
de um paciente 18 meses apos a infeccao (HOURAU et al., 2010). Além disso, estudos
associaram a completa recuperacéo de pacientes com chikungunya a ndo migracao
de mondcitos, e consequentemente, diminuicdo de mediadores produzidos por
mondcitos e macréfagos tais como, GM-CSF e IL-6 (PORCHERAY et al., 2005;
CHOW et al., 2011), dados também corroborados em animais (RULLI et al., 2011).

Dessa forma, para avaliar a persisténcia viral em macréfagos humanos por um
maior periodo, macréfagos foram infectados por 24h com RRV (MOI 50) e mantidos
em cultura por mais 6 dias. Além disso, para avaliar o efeito dos macrofagos infectados
frente a resposta de células T, realizamos um ensaio de co-cultura. Apos 72 horas de
incubacdo dos macrofagos, foram adicionadas células T ativadas primadas ou néo
(Figura 26A). As células T foram ativadas com PHA (do inglés, Phytohaemagglutinin
P) por 48h. As células T foram colocadas na presenca de APCs previamente
infectadas com o virus para serem primadas.

Como resultado, encontramos por imunofluorescéncia que macrofagos
primarios isolados de PBMC humano além de serem permissiveis a infeccéo por RRV,
a presenca do E2 viral permanece por, pelo menos, 7 dpi (Figura 26B). Ademais,
corroboram a permissividade dos macréfagos (CD68), e ndo das células T (CD3), aos
alfavirus através do coeficiente de Mander’s (CM). As analises demonstraram que nas
células infectadas CD68 e RRV se correlacionam positivamente com o valor do
coeficiente igual a 0,957, enquanto ndo observamos correlacéo entre CD3 e RRV (CM
= 0,245) (Figura 26C).
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Figura 25. A infeccdo por RRV induz a resposta imune em uma co-cultura de
macroéfagos e células T. Macréfagos e células T obtidas de PBMC humano foram infectadas
e colocadas em co-cultura conforme demonstrado na ilustracdo esquemética (A). A
internalizacdo viral foi avaliada através da imunofluorescéncia do envelope viral (B). A
producdo de INFy (C) e de IL-17 (D) foi quantificada no sobrenadante da co-cultura nos
diferentes MOI. Foi feita a marcagdo de DNA utilizando DAPI (azul), do RRV (violeta), de
macrdéfagos utilizando CD68 (amarelo) e de CD3 (vermelho). Aumento de 63x. Escala de
20um. Teste de comparacgao multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0,05
**p < 0,01. Dados representativos de trés experimentos e trés doadores de PBMC
independentes.
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Uma vez que as células T ndo parecem ser suscetiveis a infeccéo, avaliamos
a producdo de mediadores por células T em co-cultura com os macrofagos. Os
resultados demonstram que as células T ndo primadas, isto €, inespecificas para o
RRYV, foram incapazes de aumentar a produgao de INFy e IL-17 de forma significativa.
Jé nas co-culturas que foram adicionadas células T previamente primadas para o RRV
houve um aumento significativo da produc¢do de INFy no MOI de 10 e de 50 (Figura
26D). O mesmo perfil foi observado na producéo de IL-17, onde células T especificas
regularam positivamente a producédo de IL-17 mesmo em MOI de 2 do RRV (Figura
26E). Portanto, os dados sugerem que células T especificas para o virus séo
importantes para a exacerbacgao do processo inflamatéria da infeccao por RRV.

5.14 Macrofagos humanos com menor expressdao de IFITM3 sdo mais
suscetiveis a infec¢cdo por RRV

Weston et al. (2016) demonstraram que alfavirus, como SFV, SINV e CHIKV,
séo restringidos por IFITM3, e em niveis menores por IFITM2, mas n&o por IFITM1.
Portanto, tendo em vista o papel de IFITM3 na inibicdo da entrada viral ao interferir
com a fusdo endossomal mediada por pH acido (LI et al., 2013; DESAI et al., 2014),
avaliamos se a expressdo dessa molécula esta associada a maior permissividade da
infeccdo por alfavirus em macréfagos humanos primarios.

Inicialmente, avaliamos a heterogeneidade da expressdo de IFITM3 nas
populacbes de macrofagos humanos primarios através de imagens de
imunofluorescéncia. Macréfagos incubados com MOCK por 48 horas foram avaliados
quanto a intensidade média e a intensidade maxima de fluorescéncia (MIF). Os
resultados demonstram a heterogeneidade constitutiva da expresséo de IFITM3 em
macrofagos humanos. Isto é, algumas células apresentam de forma inerente em

situacdes fisiologicas uma menor expresséo de IFITM3 (Figura 27A-C).
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Figura 26. Macrofagos com menor expresséo de IFITM3 sdo mais suscetiveis ainfec¢éo
por RRV. Macroéfagos, diferenciados de células obtidas de PBMC humanos, foram avaliados
para expressdo constitutiva de IFITM3 por imunofluorescéncia (A), através da intensidade
média (B) e da intensidade maxima (C) de fluorescéncia. Além disso, macr6fagos humanos
foram incubados com o RRV MOI 50 in vitro por 48 horas, e a expresséo de IFITM3 foi avaliada
por imunofluorescéncia (D). As células foram analisadas pela intensidade média de
fluorescéncia (MIF) do IFITM3 nas células individuais (E) e nas células infectadas ou nédo por
RRV. Aumento de 63x. Escala de 55um. Dados representativos de trés experimentos e trés
doadores de PBMC independentes.
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Em seguida, infectamos os macréfagos com RRV MOI 50 por 48 horas para
avaliar a intensidade maxima de fluorescéncia (MIF) e correlacionamos as células
infectadas e néo infectada com a expressdo de IFITM3. Os resultados demonstram
gue as células com marcacgdo positiva para o envelope do RRV possuem um menor
MIF de IFITM3 (Figura 27D-E). As andlises das imunofluorescéncias dos trés
experimentos individuais demonstram que o MIF de IFITM3 é significativamente
menor em células infectadas por RRV quando comparadas com as células adjacentes,
mas nao infectadas pelo RRV. Sendo assim, nossos dados sugerem que o IFITM3

estd associado a maior permissividade ao RRV em macréfagos humanos primarios.

5.15 Persisténcia viral no modelo animal cronico da artrite induzida por CHIKV
(CIA+CHIKV)

Uma vez demonstrada a capacidade dos macrofagos humanos manter
alfavirus por até 7dpi in vitro, avaliamos no nosso modelo animal crénico a persisténcia
viral em células do liquido sinovial e dLN. Os camundongos CIA+CHIKV foram
infectados com 10° de CHIKV e as células e tecidos avaliados foram coletados 21 dpi
(Figura 28A).

Os nossos resultados demonstram por gPCR a presenca de RNAm viral em
todos os tecidos avaliados: dLN, sindvia e musculo. Contudo, o pico da carga viral
ocorreu nos tecidos sinoviais com 2x10° pg/RNA (Figura 28B). Além da presenca de
copias do RNA viral, os nossos dados demonstram pela imunofluorescéncia a
persisténcia viral no modelo CIA+CHIKV em células dos dLNs (Figura 28C) e em
células do liquido sinovial (Figura 28D) até, pelo menos, 21 dpi.

Por fim, avaliamos se a presenca do CHIKV aumenta a expressdo de
guimicionas e citocinas na sindvia. Observamos que o grupo CIA+CHIKV teve
aumento da expressao do RNAm de CCL2 (Figura 28E), CCL20 (Figura 28F), CCL5
(Figura 28G) e IL-6 (Figura 28H), de forma significativa, quando comparado com o
grupo controle CIA, enquanto, a expressdao do RNAm de IL-10 (Figura 28l) néo
demonstrou nenhuma alteragdo significativa. Dessa forma, 0s nossos resultados
sugerem que a persisténcia viral em locais especificos, tanto pela indu¢do do
recrutamento celular e pela manutencdo da resposta inflamatéria exacerbada, pode

representar um mecanismo para o desenvolvimento da fase cronica da chikungunya.
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Figura 27. Persisténcia viral nos tecidos sinoviais e dLN no modelo animal da artrite
cronica induzida pelo CHIKV (CIA+CHIKV). Tecidos e células da sindévia, masculo e dLN
foram obtidos do modelo animal CIA+CHIKV conforme demonstrado na ilustracdo
esquemaética (A). A carga viral da sindvia, musculo e dLN foi realizada por qPCR (B). A
internalizagdo viral também foi analisada através da imunofluorescéncia das células do dLN
(C) e das células do liquido sinovial (D). Expresséo de citocinas e quimiocinas, tais como, (E)
CCL2, (F) CCL20, (G) CCL5, (H) IL-6 e (1) IL-10 foram avaliadas na sinGvia dos camundongos
CIA+CHIKV comparado com o grupo controle CIA. Foi feita a marcacdo de DNA utilizando
DAPI (azul) e do CHIKV (verde). Aumento de 63x. Escala de 28um. Teste de comparagéo
multipla de grupos One-way ANOVA foi utilizado com *p < 0.05, **p < 0.01, **p < 0.001.
Dados representativos de um experimento.
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6 DISCUSSAO

Infeccbes emergentes por arbovirus artritogénicos tém aumentando
notavelmente nos ultimos anos, afetando uma quantidade consideravel da populacéo
(AMDEKAR et al., 2017). O impacto sanitario, econdémico e psicossocial atrelado a
patologia debilitante da chikungunya é elevado, bem como a sobrecarga causada no
sistema de salde, que precisa responder de forma eficiente a esta emergéncia. O
desenvolvimento de dores articulares persistentes, promotores de um acometimento
fisico incapacitante, similar a artrite reumatoide (AMDEKAR et al., 2017) séo chave no
impacto da doenca da chikungunya. A evolugdo dos pacientes para o estagio crénico
da doenca meses apos a infeccao foi relatado por Schilte e colaboradores (2013), com
sintomatologia equivalente as relatadas no presente estudo. Entretanto, sdo notérias
as lacunas de conhecimento referentes ao processo de cronicidade dessas doencas,
como a chikungunya. Portanto, elucidar os mecanismos envolvidos na imunopatologia
da chikungunya é essencial para o desenvolvimento de intervencfes terapéuticas
especificas e eficientes que auxiliem no melhor progndsticos dos pacientes
acometidos.

Para compreender a imunopatologia da chikungunya varios modelos de
camundongos foram desenvolvidos para diferentes aspectos da doenca. O uso
camundongos C57BL/6 neonatais como modelo de estudo da chikungunya revela a
presenca de varias das manifestacdes clinicas relevantes da doenca, tais como,
edema na articulacdo e miosite (Morrison et al., 2011). Contudo, esse modelo de
camundongos com 14 dias de vida possui limitacdes, especialmente quanto ao teste
de vacinas. Outros pesquisadores desenvolveram um modelo que compreende o
desenvolvimento do edema na articulagdo e na pata em camundongos C57BL/6
adultos, por meio da inoculacdo do virus na pata traseira, determinando
caracteristicas classicas da fase aguda da doenca (Gardner et al., 2010). Ademais,
camundongos IFNAR”- sdo bastante suscetiveis a infecgdo por CHIKV e sucumbem
rapidamente (Couderc et al.,, 2008), podendo ser utilizados como modelo de
infeccbes mais graves que ocasionalmente levam a mortalidade. Assim, todos 0s
modelos supracitados atendem o delineamento de estudos da infeccdo para o
periodo da fase aguda da doenca, 2-3 dias apos a infeccdo, mas ndo aos quesitos
de cronicidade.
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Dessa forma, a principal limitacdo dos modelos animais atuais € auséncia de
desenvolvimento e persisténcia da artralgia cronica, como observado em humanos
(JAFFAR-BANDJEE e GASQUE, 2012). O principal fardo clinico e econémico da
doenca humana causada pelo CHIKV é a artralgia, a qual afeta diretamente a
qualidade de vida dos pacientes, tornando os individuos infectados incapazes de
trabalhar e de realizar atividades essenciais. Demonstra-se assim que o tratamento
ou prevencao do desenvolvimento de artralgia em individuos infectados € essencial,
ressaltando a necessidade da investigacdo dos processos envolvidos nesse cenario.
Para isso, se faz necessario um modelo animal que seja capaz de recapitular a artrite
comumente observada em humanos. Camundongos DBA1/J, um modelo
estabelecido no estudo de AR, parece ser um modelo mais relevante em comparacao
aos outros modelos na CHIKV.

Nossos dados demonstraram titulos virais detectados em vérios tecidos dos
camundongos DBA1/J infectados pelo CHIKV, mesmo que em niveis menores que
os camundongos deficientes de receptor de INF do tipo I. Também demonstraram a
expressdo de genes associados a resposta inflamatoria como IL-6, IL-1p e IL-17.
Contudo, apenas a infeccdo com o CHIKV néo foi capaz de desenvolver a artralgia
cronica persistente da chikungunya observada em humanos. Recentemente, foi
demonstrado um mecanismo no qual a inflamacao recorrente em locais especificos
ocorre devido ao priming tecidual por um primeiro sinal de dano, primeiro sinal
artritico. A reexposicdo a um estimulo inflamatério seria, entdo, responsavel pela
recorréncia dos sinais artriticos em camundongos (FRISCIC et al., 2021). Além disso,
devido a similaridade entre a chikungunya e a AR (CHAAITANYA et al. 2011; YIN et
al., 2015), decidimos associar o modelo de CIA (TRENTHAM, TOWNES E KANG,
1977) a infeccao por CHIKV, racionalizando esse modelo CIA+CHIKV, onde CHIKV
funcionaria como gatilho inflamatério para o desenvolvimento dos sinais clinicos
cronicos da chikungunya. Dessa forma, o modelo CIA+CHIV foi capaz de mimetizar
a resposta inflamatoria ocasionada na chikungunya.

De fato, a utilizagdo do modelo CIA para o desenvolvimento do modelo crénico
animal demonstrou que camundongos propensos a desenvolver a artrite clinica ao
serem desafiados com o virus do CHIKV desenvolvem a doenga em maior incidéncia
e demonstram um adiantamento do surgimento dos sinais clinicos da doenca.

Comumente, no modelo animal do protocolo CIA, a inflamagéo ativa é controlada
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entre 3-4 semanas apos o surgimento dos sinais clinicos (HOLMDAHL et al., 2001),
dados semelhantes foram observados no modelo CIA+CHIKV. As articulagbes ap6s
esse periodo possuem destruicdo e remodelacdo Ossea, mas estdo isentas do
processo inflamatorio. Alguns estudos demonstraram que em casos raros podem
ocorrer o relapso da doenga crbnica meses depois (HOLMDAHL et al., 2001).
Infelizmente, ndo pudemos acompanhar os grupos CIA e CIA+CHIKV por um maior
periodo apdés a recuperacdo do quadro clinico. Dessa forma, seria interessante
avaliar se a infeccdo pelo CHIKV € capaz de estimular esse fenotipo de relapso
clinico, como observado em humanos, e se esse fenbmeno ocorre com maior
frequéncia quando comparado com o grupo CIA.

Demonstramos também que o gatilho para o desenvolvimento das
caracteristicas inflamatérias crbnicas ocorre de maneira virus-dependente ou
resposta imune especifica, visto que a utilizagdo do ZIKV no modelo CIA+ZIKV néo
promoveu as mesmas caracteristicas observadas na presenca do CHIKV.

InfeccBes por arbovirus ja ilustraram anteriormente a importancia da resposta
de células T na imunopatologia dessas doencas (GAGNON, ENNIS e ROTHMAN,
1999; SUHRBIER e LA LINN, 2004). Por exemplo, células T CD8* possuem um papel
dual em camundongos infectados com WNV (WANG et al., 2003), enquanto, células
T CD4* demonstram um papel deletério na infeccdo pelo DENV em humanos
(GAGNON, ENNIS e ROTHMAN, 1999). O papel das células T na patologia da doenca
do chikungunya ainda sdo amplamente desconhecidos. Contudo, alguns indicios em
estudos com humanos (HOARAU et al., 2010) e em camundongos (TEO et al., 2013)
sugerem um papel patogénico das células T CD4* durante a fase aguda da doenca.
No nosso estudo, observamos 0 aumento desse subtipo celular em pacientes com a
artrite cronica da chikungunya e demonstramos que células T CD4* correlacionam-se
positivamente com o maior score clinico da doenca em nosso modelo CIA+CHIKV.

Apesar do mecanismo pelo qual as células T CD4* mediarem a patologia
articular ainda nédo serem bem elucidados, o conhecimento dos perfis das citocinas
observados nas infec¢cbes por CHIKV sugerem que as células T CD4* podem estar
mediando a inflamacé&o via Th17 e Thl, tais como, os mecanismos observados na AR.
Altos niveis de citocinas do perfil Th17, com IL-1, IL-6, e IL-17, ja foram demonstrados
em humanos e camundongos infectados por CHIKV (RULLI et al., 2011). Ademais, a

producéo de IL-17 ja foi demonstrada em pacientes cronicos da chikungunya, e sua
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correlacdo ao surgimento dos sinais clinicos observados na artrite reumatoide,
principalmente dor e edema (AMARAL, SUTARIA, SCHOEN, 2018).

Células Th17 foram identificadas com o Unico subtipo de célula T auxiliar
osteoclagénica. Uma vez que as Th17 produzem a IL-17, conhecidamente como forte
promotor da osteoclagénese via a inducao do ligante de NF-kB, RANKL, que resulta
em erosdo 6ssea (BRAUN e ZWERINA, 2011). Ademais, a IL-17 induz a producéo de
diferentes citocinas como TNF-a, IL-18 e IL-6 de fibroblastos sinoviais ocasionando
perda 6ssea (MORAN et al., 2009). Além das doencas autoimunes, um estudo recente
demonstrou o papel central das células Thl7 no desenvolvimento da doenga
neuroldgica por alfavirus (KULCSAR et al., 2014).

A inflamacdo articular induzida pelo CHIKV ndo estd correlacionada
diretamente com a carga viral sistémica (GARDNER et al., 2010), o que sugere que a
inflamacéo é mediada por uma resposta imune patogénica. No entanto, ndo podemos
descartar que possivelmente a presenca do virus em reservatérios imunoldgicos,
também € um fator importante na manutencdo da ativacdo da resposta pro-
inflamatoria exacerbada. Nossos resultados mostraram que a transferéncia de células
T CD4" foi capaz de recapitular o desenvolvimento da doenca, com desenvolvimento
de edema e perda da funcdo de patas acometidas, similarmente ao modelo
CIA+CHIKV. Além disso, o tratamento com bloqueadores de sinalizacéo de IL-17 no
grupo de camundongos receptores preveniu o desenvolvimento dos sinais clinicos,
reforcando ainda mais 0s nossos dados que células Thl7 estdo intimamente
relacionadas com a artrite cronica induzida pelo CHIKV.

Contudo, o adiantamento do aparecimento dos sinais clinicos é perdido nos
camundongos que receberam células de doadores CIA+CHIKV, quando comparados
ao fenotipo observado nos camundongos CIA+CHIKYV. Isso sugere que a presenca
viral pode ser fator chave no desenvolvimento e manutenc&o da patologia no nosso
modelo. Nossos dados de humanos também corroboram os achados do modelo
CIA+CHIKYV, todavia os ensaios de citometria de fluxo de sangue periférico ndo séo
suficientes para avaliarmos o perfil funcional das células T na patologia induzida pelo
CHIKV. Mais estudos precisam ser realizados com uma coorte maior de pacientes,
utilizando tanto amostras de PBMC quanto do liquido sinovial durante a fase

sintomatica dos pacientes.
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A chikungunya € caracterizada por uma resposta imunoldgica extremamente
inflamatéria (BAUD et al.,, 2016).Dessa forma, mecanismos reguladores sao
necessarios para prevenir o estabelecimento da doenca cronica semanas/meses apos
ao clearence viral sistémico. A auséncia dessa regulacdo pode ser responsavel pelo
desencadeamento de uma artralgia crénica, uma vez que ocorre a manutencdo da
producdo de marcadores de inflamacédo (DUPUIS-MAGUIRAGA et al.,, 2012). As
células Treg, devido ao seu papel de manutencdo de homeostase, sdo comumente
associadas a evolucédo cinica de pacientes durante diversos processos infecciosos
(LAIDLAW et al.,, 2015). Em estudos com o virus da hepatite B (VHB) foram
observados baixos niveis de células Treg compardo com altos niveis de células Th17
em pacientes infectados (CHEN et al., 2014; LIANG et al., 2014). No entanto, seu
papel em infec¢Bes virais cronicas ainda ndo esta claramente definido (PARK et al.,
2015). No presente estudo demonstramos que nosso modelo animal cronico
(CIA+CHIKV) apresentou uma menor média de células Treg em comparacdo aos
grupos controles. Os nossos dados em humanos demonstram um perfil semelhante,
mas devido ao “n” amostral ndo foi possivel observar uma diferenga significativa,
sendo necessario a avaliagdo de um maior nimero de pacientes crénicos da
chikungunya. Um estudo demonstrou que pacientes infectados com Virus do oeste
do Nilo possuem uma correlacdo positiva entre altas frequéncias de células T
reguladoras e a diminuicdo de infeccdes sintomaticas do WNV (LANTERI et al., 2009).
Dessa forma, sugerimos que a diminui¢éo de células T reg durante a fase crénica da
doenca favorecem a manutencdo do perfil inflamatério, contribuindo para a
imunopatologia da doenca cronica. Dessa forma, essas células apresentam potencial
uso como biomarcadores para o progndéstico de gravidade da sintomatologia clinica
em pacientes.

Aléem das células Treg, estudos recentes identificaram duas citocinas
antiinflamatdrias da familia da citocina IL-12, a IL-27 e a IL-35 (COLLISON et al., 2007)
gue atuam na regulagdo da resposta imune. Em modelos de artrite reumatéide,
estudos demonstraram que a IL-35 in vitro promove a propagacdo de células T
reguladoras, além de produzir maiores niveis de IL-10, consequentemente reprimindo
a diferenciacéo de células Th17 (NIEDBALA et al., 2007). Ademais, in vivo, a IL-35 foi
capaz de reduzir significativamente a hiperplasia sinovial e destruicdo 6ssea de
camundongos CIA (NIEDBALA et al., 2007; KOCHETKOVA et al., 2010). Kochetkova
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et al. (2010) demonstraram que o tratamento in vivo com IL-35 diminuiu
significativamente os niveis de INFy e IL-17, respectivamente, 4 e 5 vezes em
camundongos CIA.

Existem evidéncias que a IL-27 atenua a gravidade de doencas autoimunes
como, a encefalomielite autoimune experimental (EAE) e a artrite induzida por
coladgeno e artrite reumatoide, suprimindo células Th17 e aumentando a diferenciacéo
de células Treg (BATTEN et al., 2006; MOON et al., 2013). Os dados obtidos no nosso
estudo, tanto o modelo CIA+CHIKV quanto em pacientes crénicos, demonstraram uma
diminuicao significativas das expressdes génicas de IL-27 e IL-35 em comparacao
com os controles. Nossos dados com CIA+ZIKV sugerem ainda mais a importancia da
regulacéo da resposta para protecdo ao desenvolvimento clinico da artrite, uma vez
gue a infeccdo com ZIKV apresentou fendtipo contrario ao observado no modelo
CIA+CHIKV. Isto, pois, a literatura demonstra que a infeccdo por ZIKV induz uma
producdo significante das citocinas de supressdo, IL-10 e TGF-B, de resposta
inflamatoria (TAPPE et al., 2016). Dessa forma, sugerimos que a resposta reguladora
ineficiente é importante na manutencdo do processo inflamatorio exacerbado por
longos periodos.

Em associagédo a desregulacéo da resposta imune, a persisténcia do CHIKV
em reservatorios nas articulacdes pode ser caracteristica determinante da fase cronica
da doenca (LABADIE et al.,, 2010; DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012). Assim, a
persisténcia do virus nos tecidos sinoviais podem ser responsaveis pela inflamacao
local cronica, que causa dor e estabelece condic¢des locais que seguem favorecendo
a persisténcia viral (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012). Sabe-se através de estudos
de HIV/AIDS (BISWAS et al., 1992; DHAWAN et al., 1995) que a resposta inflamatoria
contribui para a eliminagdo viral. Em contrapartida, esse processo inflamatorio
também pode contribuir para a manutencao dos niveis de ativacdo necessarios para
replicacao e persisténcia viral nos tecidos, como ocorre em macrofago que sao células
alvos e reservatorios para oHIV (DHAWAN et al., 1995).

No entanto, os estudos apenas demonstram a presenca viral atravées da
marcacao de antigeno para CHIKV, ou presengca de RNA viral nesses subtipos
celulares (HOURAU et al., 2010; LABADIE et al., 2010). O nosso estudo demonstrou
a permissividade dos macréfagos a infeccdo por alfavirus e sua capacidade de se

replicar em macréfagos humanos primarios in vitro. A permissividade dos macréfagos
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parece estar associada a menor expresséo constitutiva de IFITM3.Isto se deve ao fato
gue esta molécula encontra-se comumente associada ao compartimento endossomal
tardio, inibindo a fusdo viral com as membranas celulares (WESTON et al., 2016).
Infusini e coloboradores (2015) demonstraram células dendriticas respiratorias néo
podem ser infectadas pelo virus da influenza no percurso entre o linfonodo e o pulmé&o
para priming de células T CD8* especificas, e isso é dependente da regulacao positiva
da expressdo de IFITM3. Desse modo, sugerimos que a permissividade dos
macrofagos a infeccdo por alfavirus pode ser dependente da regulacéo negativa de
IFITM3.

Ademais, no nosso modelo animal a presenca viral € mantida no liquido sinovial
e linfonodos drenantes até depois de 21 dias da infeccdo, enquanto que
sistemicamente nao é identificada a presenca do virus, indicando a eliminacao viral
sistémica. Dessa forma, sugerimos que a persisténcia de CHIKV pode ser resultado
de uma fase inflamatéria imperfeitamente resolvida, na qual a ingestao de células
apoptéticas por macrofagos, garantem a manutencdo viral. Associado a isso,
problemas na ativacdo da resposta reguladora (KREJBICH-TROTOT ET AL., 2011)
somam-se, sendo ambas necessarias para o desencadeamento da artrite crénica da
chikungunya.

A inflamacao crénica da sindvia durante a AR ocorre devido a liberacdo de uma
variedade de mediadores entre eles quimiocinas, citocinas, fatores de crescimento e
matriz de metaloproteinase (MMP), que acarretam ativacdo continua do sistema
imune (KOCK, 2005). Diversas células estdo associadas a patogenia da AR, incluindo
neutrofilos, células T e macréfagos. Células Th17 conhecidamente produzem TNF-a
e CXCL8 que atraem neutrdfilos para a sinévia. Os neutréfilos, por sua vez, secretam
CCL2 e CCL20 que ativam ainda mais as células Th17 (NAVEGANTES et al., 2017).
Enquanto os niveis de CCL2 na AR tém sido fortemente associados com o aumento
da infiltracdo de células nas articulacdo, especialmente macréfagos (KOCH et al.,
1992). Macrofagos M1 secretam mais citocinas e quimiocinas inflamatorias, tais como,
IL-18, IL-6, IL-12, IL-23, CXCL8 e CXCL10, que recrutam ainda mais leucocitos,
promovendo a AR e a destruicdo Ossea articular (NAVEGANTES et al.,, 2017,
MORAND e LEED, 2005)- Aléem disso, um estudo demonstrou que CCL5, induzido por
IL-1B, é capaz de induzir a expressdao MMP-1 e MMP-13, atividade de colagenase e
ainda potencializar a destruicdo 6ssea induzida por IL-1B. O CCL5 é, pois,
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potencialmente um mediador importante nos danos 6sseos e cartilaginosos implicados
na AR (AGERE et al., 2017).

Interessantemente, os dados de RNAmM na sindvia do nosso modelo
CIA+CHIKV demonstram expressdes aumentadas de IL-6, CCL2, CCL5 e CCL20 em
comparacao ao CIA. Esses dados sugerem que a presenca viral de fato exacerba a
resposta e o infiltrado infamatorio, criando um sistema de feedback positivo que
perpetua a resposta inflamatoria e, potencialmente, a evolucdo da doenca crénica. A
associacao dos dados obtidos em humanos e em modelo animal podem constituir uma
importante ferramenta para o tratamento preventivo de alvos imunomoduladores
relevantes no tratamento da artrite cronica da chikungunya. Seria interessante, no
entanto, a obtencdo de dados de grupos maiores de pacientes para determinar com
precisdo 0s subtipos de células T CD4" associados com a doenca crbnica da
chikungunya. Por fim, o presente estudo sugere que para o desenvolvimento da artrite
cronica da chikungunya além da resposta inflamatoria deletéria, a doenca requer um
defeito na regulacdo da inflamacéo entre as fases aguda e cronica. Assim, a auséncia
de regulacdo e a persisténcia viral resulta na manutencdo do processo inflamatorio
deletério por até pelo menos seis meses ap0s ao surgimento dos primeiros sinais
clinicos em humanos.

Portanto, em nosso estudo, demonstramos pela primeira vez um modelo
animal para a fase cronica da infec¢éo por CHIKV. Os nossos resultados demonstram
a importancia das células T CD4*, especificamente células Th17, para a patogenia
da doenca crdnica da chikungunya em murinos e humanos. Mais além, sugerimos
gue essa resposta exacerbada de células T € dependente da persisténcia viral em
células imunes residentes nos tecidos sinoviais, regides comumente afetadas na
manifestacéo clinica da doenca. Assim, demonstramos que 0s macréfagos, passiveis
a infeccdo e replicagédo viral de alfavirus artritogénicos, podem ser considerados
reservatérios virais e sdo responsaveis pela manutencdo do microambiente
extremamente inflamatério e, consequentemente maior infiltrado de células T. No
nosso modelo animal e em amostras de humanos o virus é capaz de induzir a
producdo de altos niveis de citocinas pro-inflamatorias, principalmente a IL-6,

enguanto a resposta reguladora parece estar comprometida.
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CONCLUSAO



7 CONCLUSAO

No nosso modelo animal a artrite crénica induzida por CHIKV é dependente da
sinalizacdo de IL-17 por células T CD4*, o que é corroborado em humanos com a
chikungunya crénica.

A persisténcia viral em células e macréfagos sinoviais em nosso modelo animal
mantém a ativacdo exacerbada da resposta inflamatéria, principalmente a producéo

de IL-6, mesmo apos o controle viral sistémico.
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