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RESUMO

SANTOS, Franciele Martingyl.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de.2017
Modelo animal de artrite e miosite induzidas pelo irus Mayaro. Orientador: Sérgio
Oliveira de Paula. Coorientadores: Michelle Dias de Oliveira Teixeira e Roberto Sousa
Dias.

O Virus Mayaro (MAYV) pertence ao géneidphaviruse a familiaTogaviridae Ele

esta incluido no grupo dos alfavirus artritogénicos, que tambem compreende o Virus Ross
River (RRV), Virus Chicungunya (CHIKYV) Virus Sindbis (SINV), Virus O’nyong-nyong

(ONNV), os quais sdo responsaveis por causar surtos de poliartralgia ou poliartrite muitas
vezes crbnicas e debilitantes. O MAYV é responsavel por surtos esporadicos de doenca
febril aguda em comunidades rurais de paises da América do Sul. A febre Mayaro é uma
doenca autolimitante que pode variar de leve a moderadamente severa. Os sinais clinicos
incluem dor de cabeca, febre, erupcéo cutanea, fotofobia, mialgia e artralgia, que pode
ser persistente. Os casos de febre Mayaro afetam principalmente pessoas que trabalham
ou residem proximas as areas de florestas, pois o0 MAYV é um patdégeno zoondtico,
mantido na natureza em ciclos silvestres e rurais. Esses ciclos envolvem o mosquito
Haemogogus janthinomysomo vetor e vertebrados como hospedeiros. No Brasil os
casos de febre Mayaro sdo comumente relatados em éareas rurais das Regids Norte
Centro Oeste do pais, embora, casos recentes tém sido descritos em areas urbanas de
Manaus e Mato Grossdsses relatos destacam a preocupacdao com o potencial de
emergéncia e urbanizacdo do MAYV no Brasil e outros paises, uma vez que a artritre e
miosite induzidas pelo MAYV podem ser debilitantes e com consideravel impacto na
qualidade de vida das pessoas sendan a@&so, pouco compreendida. Por isso, o
objetivo deste trabalho foi estabelecer um modelo animal para estudo da patogénese
induzida pelo MAYV. No experimento foram utilizados camundongos Balb/c com 15
dias de idade, os quais foram infectados por duas vias distintas: abaixo do membro
toracico e na almofada da pata do membro pélvico. Os animais foram avaliados em
intervalos de 24 horas por 21 dias, para aparecimento de sinais clinicos, quanto ao ganho
de peso, e perda de forca pelo teste fisico Wire-hang. Também foram realizadas analises
histoldgicas do musculo e articulagéo do tornozelo. A resposta imune foi acessada pela

quantificacao de citocinas no soro e tecido por citometria de fluxo, e além dissmtambé

Vi



foi realizado o teste de dor. Os resultados demonstraram que o MAYV induziu doenga
aguda nos animais, 0s quais apresentaram piloerecao, postura encurvada, irritagdo no olho
e leve alteracdo da marcha. No teste fisico ambos os grupos tiveram perda de resisténcia,
0 que estava associado aos danos histopatolégicos, que incluiu miosite, artrite,
tenossinovite e periostite. A resposta imune foi caracterizada por uma forte resposta
inflamatoéria mediada pelas citocinas TMHAL-6 e INFy e quimiocina MCP-1, seguida

pela acdo das citocinas IL-10 e IL-4. Portanto, os camundongos Balb/c representam um
modelo promissor para estudo dos mecanismos envolvidos na patogénese, resposta imune

e futuramente como plataformas para testes de antivirais e vacinas.

viii



ABSTRACT

SANTOS, Franciele Martins, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, August, 2017.
Animal model of arthritis and myositis induced by the Mayaro virus. Adviser: Sérgio
Oliveira de PaulaCo-advisers: Michelle Dias de Oliveira Teixeira and Roberto Sousa
Dias.

Virus Mayaro (MAYV) belongs to the genddphavirusand theTogaviridaefamily. It

is included in the arthritogenic alphavirus group, which also comprises Ross River Virus
(RRV), Chicungunya Virus (CHIKV), Sindbis Virus (SINV), O'nyong-nyong Virus
(ONNV), which are responsible for causing polyarthralgia or polyarthritis outbreaks often
chronic and debilitating. The MAYYV is responsible for sporadic outbreaks of acute febrile
illness in rural communities in South American. Mayaro fever is a self-limiting disease
that can range from mild to moderately severe. Clinical signs include headache, fever,
rash, photophobia, myalgia, and arthralgia that may be persistent. Cases of Mayaro fever
mainly affect people who work or reside near to forest areas, because the zoonotic
pathogen MAYYV is maintained in nature in wild and rural cycles. These cycles involve
the mosquitdHaemogogus janthinomys vector and vertebrates as hosts. In Brazil cases
of Mayaro fever are commonly reported in rural areas of North and Midwest regions of
the country, however, recent cases have been described in urban areas of Manaus and
Mato GrossoThese reports highlight the concern about the potential for emergency and
urbanization of the MAYV in Brazil and other countries, since the arthritis and myositis
induced by the MAYYV can be debilitating and have considerable impact on the quality of
life of people, and it is not well understood. Therefore, the objective of this work was to
establish an animal model to study the pathogenesis induced by the MAYYV. In the
experiment, 15-day-old Balb / ¢ mice were infected by two distinct pathways, below
forelimb and in the in the rear footpad. The animals were evaluated at 24-hour intervals
for 21 days, for appearance of clinical signs, regarding weight gain, and loss of strength
by the physical test Wire-hang. Histological analyzes of muscle and ankle join were also
performed. The immune response was accessed by the quantification of cytokines in
serum and tissue by flow cytometry, and the pain test was also performed. The results
demonstrated that the MAYV induced acute disease in the animals, which showed ruffled

fur, hunched posture, eye irritation and slight gait alteration. In the physical test, both



groups had loss of resistance, which was associated with histopathological damage,
including myositis, arthritis, tenosynovitis and periostitis. The immune response was
characterized by a strong inflammatory response mediated by cytokines, TINB-and

INF-y and chemokine MCP-1, followed by the action of IL-10 and IL-4 cytokines. The
results show that Balb / ¢ mice represent a promising model for studying the mechanisms

involved in the pathogenesis and for future tests of antivirals and vaccines.



INTRODUCAO GERAL

1. Alfavirus

O génerdAlphaviruspertence a familidogaviridaee esta atualmente distribuido
em todo o mundo. Este género compreende aproximadamente 31 espécies, as quais sao
tipicamente transmitidas por mosquitos para hospedeiros vertebrados. Muitos alfavirus
sdo patogenos de importancia médica, veterinaria e econémica (CHATTOPADHYAY et
al., 2013; ATKINS et al 2013; ICTV, 2017), sendo subdivididos de acordo com a
prevaléncia dos sintomas clinicos que eles causam em humanos, como alfavirus
encefaliticos e artritogénicos. Entretanto, eles também podem ser classificados de acordo
com a localizag&o geografica de onde foram originalmente isolados, assim ref@mados
alfavirus do Novo e Velho Mundo (LEUNG et,aP011; IRANAIA ASSUNCAO-
MIRANDA et al. 2013.

Os alfavirus encefaliticos ocorrem nas Américas e estdo associados com encefalite
severa ou letal em humanos e outros mamiferos. Este grupo inclui o Virus da Encefalite
Equina VenezuelanaVénezuelan Equine Encephalitis VirusVEEV), Virus da
Encefalite Equina do Lestddstern Equine Encephalitis VirusEEEV) e Virus da
Encefalite Equina do Oest&/gstern Equine Encephalitis VirkSNEEV) (IRANAIA
ASSUNCAO-MIRANDA et al. 2013). Os virus artritogénicos compreendem o Virus
Ross RiverRoss River VirusRRYV), Virus Chicungunyadhikungunya Virus CHIKV),

Virus Mayaro Mayaro Virus- MAYV), Virus Sindbis Sindbis Virus- SINV), Virus
O’nyong-nyong © ‘nyong-nyong VirussONNV), que sdo responsaveis por causar surtos
de poliartralgia ou poliartrite muitas vezes cronicas e debilitantes. Eles sao primariamente
encontrados no Velho Mundo, com excecédo do Virus Mayaro que ocorre na América do
Sul (SUHRBIER et a) 2012;COFFEY et al 2013).

Estes virus sdo mantidos na natureza em um continuo ciclo silvestre de
transmissdo, em que mosquitos atuam como vetores e vertebrados selvagens como
reservatorios. Mas muitos arbovirus, assim como o DENV e o CHIKV perderam a
exigéncia de amplificacdo enzoodtica (mosquito-primatas-mosquito) e agora apresentam
um ciclo endémico permanente em areas urbanas (mosquito-homem-mosquito), onde
produzem epidemias extensas envolvenddedes aegypte Aedes albopictugomo
vetores. Outros virus como o VEEV e o MAYV possuem o potencial risco de urbanizagao
(WEAVER et al, 2010; SUHRBIER, et gl2012;BATISTA PM etal., 2013; ZUCHI et



al., 2014). Por outro lado, o CHIKV e o MAYV sé&o capazes de sofrer mutacdo e se
adaptar a novos ciclos zoono6ticos e assim adquirir um alto potencial de emergéncia. Estes
alfavirus podem emergir como resultado da degradacdo ambiental, problemas socio-
econdbmicos, trafego internacional, alteracbes genéticas e mudancas climaticas
(FIGUEIREDO, M LGe FIGUEIREDO, LTM., 2014.

Os alfavirus artritogénicos sé@o particularmente preocupantes devido a sua
capacidade de causar epidemias extensas de poliartrite e artralgia, muitas vezes
associadas a sintomas crénicos e problemas de saude em curso, tornando a infeccéo por
estes virus uma doenca de grande importancia sécio-econémica. Estes virus circulam em
ambos os padrdes endémicos e epidémicos, causando surtos que frequentemente
envolvem dezenas de milhares a milhdes de casos. Dentre os grandes surtos causados pol
alfavirus tem-se o surto de 1979-1980 causado pelo RRV, no Pacifico Sul, que resultou
em mais de 60.000 casos relatados; o CHIKV é responsavel por epidemias no Oceano
indico, india e Sudeste Asiatico, com estimativas de até 5 milhdes casos reportados desde
2006; na india em 2007 o CHIKV causou mais de 1 milhdo de infeccées com 1.200
mortes (HERRERO et al, 2011a; HERRERO et al, 2H&UEIREDO, MLG e
FIGUEIREDO, LTM. , 2014

No Brasil tém sido relatados surtos esporadicos de MAYV nas regides Norte e
Centro-Oeste do pais. Em 2014 foram registrados os primeiros casos autoctones de
CHIKV no Brasil, nos municipios de Feira de Santana (BA) e Oiapoque D&Bjle
entdo o CHIKV tem se espalhado pelo Brasil, onde foi responsavel por cerca de 20.662
em2015 e 271.824 casos ditribuida 2.829 municipios brasileiros no ano 2016. Neste
ano ja foram notificados 3.754 casos de febre chikungunya. A ocorréncia desses dois
virus no Brasil em uma mesma regiao, demonstra a necessidade de estudar a patologia
causada por eles, para o desenvolvimento de tratamentos especificos e eficientes
(FIGUEIREDO, MLGe FIGUEIREDO, LTM., 2014; ZUCHlI et al., 2014; Ministério da
Saude, 2016 e 2017).

2. Composicéo do genoma e estrutura viral

O genoma desses virus consiste em uma fita simples de RNA, com polaridade
positiva e aproximadamente 12 Kb de comprimento. A sequéncia de codificacdo €

constituida por dois grandes quadros de leitura aberta (ORFs). A ORF N-terminal codifica



a poliproteina ndo estrutural, que contém 2.474 aminoacidos. Esta poliproteina é clivada
para produzir as proteinas nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, bem como seus intermediarios de
clivagem. As quatro proteinas néo estruturais e 0s seus intermediarios de clivagem estao
envolvidos na replicacdo do RNA viral. A poliproteina estrutural tem 1.244 aminoéacidos

e é codificada pela ORF C-terminal, que corresponde ao RNA subgendmico. Esta
poliproteina € processada para produzir as proteinas estruturais E1, E2, C, E3 e 6k, que
Sao necessarias para a encapsidacao e brotameniéiguah 1) (LEUNG et a) 2011;
FIGUEIREDO, MLG.e FIGUEIREDO, LTM., 2014.

ORF ndo estrutural Cadon de parada

-

5@ 0w nsP1 nsP2 nsP3 nsP4 EENES ESTRUTURALS i 3

Tradugio do RNA

RNA subgendmico estrutural e TE ME]
nsP1
Tradugdo
= nsPd

nsi3 EE:E £

s Proteinas estruturais
Complexo de replicagdo

Figura 1. Organizac¢do do genoma do Virus Mayaro, incluindo suas proteinas ndo-estruturais (nsP1-nsP4)
formando o complexo de replicagdo e as proteinas estruturais C, E1, E2, 6K e E3. A figura foi adaptada de
(Esposito e Fonseca, 2017).

As proteinas estruturais irdo formar um capsideo icosaédrico, envolto por
envelope e aproximadamente 70 nm de diametro. O envelope consiste em uma bicamada
lipidica onde séo incorporadas 80 espiculas. Esta bicamada é derivada da membrana
plasmatica do hospedeiro (STRAUSS e STRAUSS, 1996; LEUNG 20all).

O nucleocapsideo é formado pelo RNA genémico envolto por multiplas copias da
proteina C. Esta proteina se liga ao RNA através do seu dominio N-terminal (Arg, Lys e
Pro). No dominio C-terminal tem um bolso hidrofébico, onde as glicoproteinas do
envelope se ligam. As glicoproteinas E1 e E2 s&o proteinas transmembrana tipo | e estao
ancoradas no envelope pelo dominio C-terminal. Elas formam um heterodimero estavel,
sendo que trés heterodimeros de E1-E2 interagem para formar as espiculas que se
encontram sobre superficie do virus (Figura 2). Existem 240 heterodimeros na superficie
do virus, montados em 80 espiculas (STRAUSS e STRAUSS, 1996; LEUN&Z@1 4|
FIGUEIREDO, MLGe FIGUEIREDO, LTM., 2014).

E2 e E1 sao responsaveis pelo reconhecimento do receptor e entrada do virus nas

células alvo por fusdo de membrana, respectivamente. E2 é formado como um precursor



chamado PE2 ou p62, que é clivado em E2 e uma pequena proteina chamada E8. A funca
de E3 ainda néo esté definida, e pode variar entre os diferentes alfavirus, uma vez que E3
pode ficar associado com os virions em alguns c&sosl{ki Forest virus SFV) e outros

nao (CHIKV, SINV e WEEV). Ainda ha o 6k, um pequeno peptideo hidrofobico que esta
incorporado aos virions em pequenas quantidades, e é essencial para a montagem das
particulas de alfavirus (STRAUSS e STRAUSS, 1996; LEUNG,e2G1).

Figura 2. Estrutura do virion de alfavirus. Esquerda. Visdao da superficie viral. Direita. Corte transversal
mostrando a organiza¢do do capsideo, da bicamada lipidica e das glicoproteinas. Quadro vermelho.
Imagem ampliada mostrando as interagdes das glicoproteinas E1 e E2 entre elas e com a bicamada lipidica
e o capsideo. A figura foi daptada de (Weaver et al., 2012).

3. Virus Mayaro: Aspectos epidemioldgicos e Febre &faro

O virus Mayaro foi isolado pela primeira vez em Trinidad e Tobago em 1954 de
trabalhadores rurais com doenca febril aguda. Desde entdo, surtos esporadicos de febre
Mayaro tém sido relatados em comunidades rurais de paises da América do Sul, como
Peru, Bolivia, Venezuela, Guiana Francesa, Suriname e Brasil. No entanto, dados
sorolégicos tém demonstrado a circulacdo do MAYV em paises da América Central,
como Guatemala, Costa Rica, Panama e mais recentemente no Haiti, onde uma nova cepa
foi isolada a partir de uma crianca febril (MOURAO et 2012;NEUMAYR et al, 2012
HALSEY et al, 2013;;LEDNICKY et al., 2016).

Com base na sequéncia de nucleotideos dos genes E1 e E2 tem sido demonstrada
a existéncia de dois clados filogenéticos para o MAYV, os gendétipos D e L. Neste estudo
realizado por Powers e colaboradores (2006), foi observado que ha uma divergéncia
genética entre os dois genadtipos de 15-18% e que dentro de cada grupo a divergéncia

genética entre os membros é muito pequena. Os membros do gendtipo D tém uma ampla


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neumayr%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22469145

distribuicdo geogréfica, ocorrendo no Brasil no Planalto Central e na regido Amazoénica,
além de outros paises como Guiana Francesa, Bolivia, Peru, Suriname, Trinidad e
Tobago, Argentina, Colémbia e Venezuela. O gendtipo L tem uma distribuicdo limitada
e todas as suas ocorréncias até recentemente haviam sido descritas na regido Norte do
Brasil (Estado do Para), mas um estudo recente realizado no Mato Grosso demonstrou
que o0 gendtipo L estd circulando também na regido central (POWERS 2004;
FIGUEIREDO, M LGe FIGUEIREDO, LTM., 2014; VIEIRA et al 2015).

O MAYV é um patégeno zoonaético que circula em ciclos silvestres e rurais na
América do Sul tropical, envolvendo o mosquttaemogogus janthinomy®mo vetor,
primatas nao-humanos e aves como hospedeiros primarios e secundarios,

respectivamente (Figura 3). A maioria dos casos de infeccbes em seres humanos séo

ZUCHI et al, 2014;).
0‘;
| . ’

esporadicas e acidentais, afetando principalmente pessoas que trabalham ou residem
proximas a florestas tropicais umidas (LAVERGNE et 2006; WEISE et al, 2014;
3 V4 ®
S g ~ B~
. Enzoético l' "I Rural |' , Urbano (?)
\ | \ '0‘

Haemagogus spp Haemagogus spp Aedes aegypt
Sabethe spp Aedes spp Aedes scapularis
Culex spp Aedes albopictus

Psorophora spp
Coquillettidia spp
Aedes spp

Figura 3. Ciclo de manutenc¢do do Virus Mayaro. O MAYV é mantido na natureza em um ciclo enzodtico,
o qual envolve primatas ndo humanos, aves e outros vertebrados como hospedeiros e mosquitos de varios
géneros como vetores. O ciclo rural envolve pessoas que estdo em contato com ambiente silvestre e
podem ser infectadas. O MAYV tem um alto potencial de urbanizagdo devido a capacidade de mosquitos
antropofilicos como os do género Aedes sp. de transmiti-lo. A figura foi adaptada de (Mota et al., 2015)



No Brasil, os casos de febre Mayaro sdo comumente relatados na Regido Norte,
nos estados do Para e Amazonas, e na Regido Centro-Oeste, nos estados de Goias e Matt
Grosso do Sul. Contudo, evidéncias de migracdo desse virus para outras partes do Brasil
tém sido descritas. No Estado de S&o Paulo foram diagnosticados trés pacientes com febre
Mayaro que haviam retornado da regido Centro-Oeste e no Estado do Rio Grande do Sul
foram capturadas duas aves que apresentavam anticorpos para o MAYV. H& também
relatos recentes de turistas que visitaram a regido Amazonica e retornaram para seus
paises com sintomas caracteristicos da febre Mayaro, como casos relatados de turistas
europeus em visitao Brasil em 2010 e na Guiana Francesa em 2013. Esses dados
mostram o risco de emergéncia do MAYV para outras regides do pais e também para
outros paises e continentes (ZUG#lal, 2014; 2014; RECEVEUR et.aR010 apud
SLEGERS et al 2014; FIGUEIREDO, MLG.e FIGUEIREDO, LTM., 2014,
FRIEDRICH-JANICKE et al 2014 apud SLEGERS et,&2014).

Um estudo realizado em Manaus no periodo de um ano como parte de um
programa de vigilancia de doenca febril aguda, mostrou que na auséncia de diagndésticos
laboratoriais as infec¢cdes pelo MAYV podem ser facilmente confundidas com outra
doenca febril aguda, incluindo maléaria, dengue e febre Oropouche, todas altamente
endémica em Manaus (MOURAO et, &012). Zuchi e colaboradoes (2014), em trabalho
mais recente realizado no Mato Grosso, mostrou a ocorréncia de casos de febre Mayaro
durante um surto de dengue, que frequentemente seriam ignorados na auséncia de
diagnéstico laboratorial (ZUCHit al, 2014). Isso ocorre porque o diagnostico clinico
dessas arboviroses é complexo devido a auséncia de sintomas especificos do patdgeno,
particulamente no inicio da doenca (FORSHEY .e28ll0).Nestes dois estudos também
foi relatada a circulacdo do virus Mayaro em areas urbanas/periurbanas. Em Manaus foi
observado que os casos febre Mayaro ocorreram durante o ano todo, com maior
frequéncia entre os meses de novembro e marco, coincidindo com a estacdo chuvosa
como ocorre com a dengue. No Mato Grosso as amostras positivas para o virus Mayaro
foram coletadas entre os meses de janeiro e maio, indicando que esse periodo oferece as
condi¢cdes ambientas favoraveis para a proliferacdo do vetor e atividade arboviral. Das 15
amostras positivas para MAYV, 12 estavam co-infectadas com o DENV. O fato de todos
0S pacientes positivos desse estudo serem residentes urbanos e a identificacdo dos

mosquitoCulex quinquefasciatusAedes aegyptiaturalmente infectados pelo MAYV



em Cuiaba, corrobora a existéncia de um ciclo de transmissdo em Cuiab& e nos demais
municipios estudados (MOURAO et,&012; ZUCHlet al, 2014; SERRA et 312016).

De acordo com o Ministério da Saude 343 casos suspeitos de febre Mayaro foram
registrados entre dezembro de 2014 e janeiro de 2016, nas regifes Norte, Centro-Oeste e
Nordeste. No entanto, apenas 70 casos foram confirmados até o momento, sendo 60 em
Goias, 9 em Tocantins e 1 no Para. Entre os casos confirmados a maioria eram mulheres
(56,5%) e todos os casos envolveram moradores da area rural ou que estiveram expostos
em areas rurais ou silvestres (Ministério da Saude, 2015).

Esses relatos destacam a preocupacédo com o potencial de urbanizacdo da febre
Mayaro no Brasil, uma vez que as infec¢des por estes virus tém sido silenciadas durante
surtos de outros arbovirus, como a dengue, devido a auséncia de um sistema de vigilancia
para doencas febris agudas e testes de diagnoético laboratoriais eficientes. Além disso,
estudos experimentais tém mostrado que o MAYV pode infectar e ser transmitido por
espécies d@edes (A. aegyptiA. Albopictu} e também pelos mosquitos do géneubex
(LONG et al, 2011; ZUCHI et aJ 2014; FIGUEIREDO, MLGe FIGUEIREDO, LTM,

2014). E importante ressaltar que o MAYV esté intimamente relacionado com o CHIKYV,
um patégeno emergente bem-sucedido, que é responsavel pela terceira doenca arboviral
mais importante com uma historia de urbanizacéo, atras da febre dengue e febre amarela.
O CHIKYV sofreu uma mutag&do no seu genoma que permitiu uma melhor capacidade de
transmissao peléedes albopictugm locais onde . aegyptiesta ausente ou € menos
abundante. Esta mutacdo permitiu a sua disseminacdo no Oceano indico, na Asia e mais
recentemente ele chegou a Europa e as Américas (WEAVER, 2013; SPIND@LA et
2014; FIGUEIREDO, MLGe FIGUEIREDO, LTM, 2014).

A emergéncia de alfavirus na América, principalmente no Brasil, resulta em um
relevante problema de saude publica com desafios no controle vetorial e no
desenvolvimento de estratégias para prevenir e tratar as doencas causadas por esses viru:
(IRANAIA ASSUNC}AO-MIRANDA et al 2013; FIGUEIREDO, MLG e
FIGUEIREDO, LTM, 2014).

A febre Mayaro, doenca febril aguda semelhante a dengue e responsavel por
aproximadamente 1% das doengas febris associadas a arbovirus no nordeste da América
do Sul (A. LAVERGNE et aJ 2005; WEISE et gl 2014), € caracterizada por ser uma

doencga auto-limitante, que pode variar de leve a moderadamente severa, com um curto



periodo de viremia. A fase aguda da doenca tem duracdo de 3-5 dias e inclui febre, dor
de cabeca, dor nos olhos, erupcao cutanea, mialgia e artralgia que pode se estender por
varios dias ou semanas. No final desta fase € comum o aparecimento de erupgao cutanea.
A convalescéncia dessa doenca pode requerer varias semanas, com 0 paciente sentindo
fraqueza e artralgia (Figura 4) (AZEVEDO et 2009;ZUCHI et al, 2014; SLEGERS

et al, 2014 FIGUEIREDO, MLGe FIGUEIREDO, LTM, 2014).

Febre, dor de cabeca, dor nos olhos
Duracdo 2-5 dias

Sintomas

Erupgao cutanea
Duracdo de 3-4 dias

Artralgia e mialgia/ Duracao varias semanas ou
meses

Incubacao Fase aguda
Fase convalescente
7-12 dias 3-5 dias :

Figura 4. Curso clinico da Febre Mayaro. A fase aguda da doenga é caracterizada por febre, dor de cabega,
erupgao cutanea, artralgia e mialgia. Na fase convalescente a artralgia e mialgia ainda estdo presentes, e
podem persistir por meses ou anos. A figura foi adaptada de (Surhbier et al., 2012).

Mourdo e colaboradoes, em estudo realizado em Manaus observaram que 0S
pacientes apresentaram, além das manifestacfes clinicas ja previamente descritas,
fendmenos hemorrégicos, como petéquias, sangramento gengival e epistaxe (MOURAO
et al, 2012). Similarmente a outras doencas causadas por alfavirus, como febre
Chinkungunya, pode também apresentar poliartralgia prolongada e muitas vezes
incapacitante. Muitos trabalhos tém relatado a persisténcia de dores articulares em
pacientes por varios meses ou mais de um ano, o qual frequentemente causa limitacdes
em atividades diarias. As articulacées do pulso, tornozelo e pequenas articulagbes das
maos e pés sao predominantemente afetadas (HALSEY, 8048; SLEGERS et al
2014).

Atualmente ndo ha nenhuma droga especifica ou vacina licenciada disponivel
contra 0 MAYV. O tratamento existente & basicamente sintomatico por meio do uso de
analgésicos e anti-inflamatorios ndo-esteroidais para alivio da dor e febre. No entanto,
recentemente foi desenvolvida uma vacina viva atenuada (MAYV/IRES) candidata

contra o virus Mayaro, a qual em testes realizados em murinos mostrou-se altamente



imunogénica e forneceu forte protecdo contra o desafio letal. Além disso, um estudo
realizado por Spindola e colaboradaesstrou que a legumino&assia australi® uma
importante fonte de derivados fendlicos com atividade antiviral contra o MAYV,
sugerindo o potencial desses compostos para o desenvolvimento de drogas especificas
para esse arbovirus (SPINDOLA et aD14;WEISE et al 2014; FIGUEIREDO, MLG

e FIGUEIREDO, LTM, 2014).

4. Modelo animal

O uso de animais como modelos para estudo de doencas humanas tem ajudado a
superar as limitagbes existentes com estudos em seres humanos, como por, exemplo
coleta de amostras biolégicas, niumero amostral, e principalmente questdes éticas
(FAGUNDES e TAHA, 2004). No entanto, a legislacdo que regulariza os experimentos
com animais exige que o uso dos animais, assim como dano potencial que possam sofrer
em algum procedimento seja justificado em termos do seu possivel beneficio para a
sociedade (WOOD e HART, 2008; WEBSTER, 2014). Além disde,responsabilidade
das pessoas que trabalham com animais commeemsl necessidades fisicas,
comportamentais e emocionais da espécie, bem como ter conhecimento das técnicas
realizadas, para que os experimentos sejam conduzidos com o intuito de diminuir a dor e
0 estresse dos animais (WEBSTER, 2014).

Russel e Burck propuseram trés principios basicos para minimizar os danos na
experimentacdo animal, denominadesiuction, refinement and replacemé&nos trés
R’s. Com esses principios eles propdem a reducdo do numero de animais por
experimento, o refinamento das técnicas e protocolos para diminuir o sofriewmntais
importante é substituicdo dos animais por modelos alternativos, como organismos nao
sensiveis, estudos diretos em seres humanos ou experinmentivs (FAGUNDES e
TAHA, 2004; WEBSTER, 2014).

A escolha do modelo animal adequado é uma etapa muito importante, que tem
implicac6es no sucesso e validade da pesgaiiéan de garantir dois principios basicos,
areducdao e refinamento (WOOD e HART, 2008). Na virologia, os primatas ndo-humanos
e camundongos humanizados tém sido muito utilizados como modelos para estudo de
varios virus patogénicos (SANTO e APETREI, 2017).



Como os mecanismos pelos quais os alfavirus induzem artrite, artralgia e miosite
permanecem mal definidos, o uso de modelos animais murinos tem se mostrado uma
ferramenta importante na compreensédo dos mecanismos da patogénese da doenca e nc
desenvolvimento de estratégias de tratamento. Mas é essencial que esses modelos
reproduzam com precisdo a doenca humana, para que as informacgfes fisioldgicas
fornecidas sejam relevantes (HERRERO gt26l113.

Dentre os alfavirus artritogénicos, os mais extensivamente estudados em modelos
animais sdo o SFV, SINV e o0 RRV (HERRERO et 2011b).O modelo animal de
doenca induzida pelo RRV, por exemplo, tem permitido a identificacdo dos sitios
primarios de infeccdo e também a identificagdo de uma série de fatores imunes que
contribuem para o desenvolvimento da doenca induzida por RRV, como por exemplo, o
papel dos macrofagos (MORISSON et 2005; HERRERO et alk011a).

Além do uso de camundongos selvagens, os camunddfdgoskout ou
transgénicos tém auxiliado na compreensdo dos mecanismos da resposta imune, assim
como na interacdo virus-hospedeiro. No entanto, nenhum dos modelos atuais para
alfavirus é capaz de reproduzir a artrite cronica, tornando necessario a busca por um
modelo que seja capaz de replicar a doenca de longa duracao (TAYLQR@1%). O
uso de modelos animais de doencga aguda induzida por alfavirus sugere que a doenca
causada por esses virus seja um disturbio inflamatério imunopatologico, no qual além do
dano direto causado pela replicacéo viral no tecido e célula alvo, a resposta imune tem
um papel importante no dano tecidual. Logo, os fatores sollveis e células imunes
contribuem para o estabelecimento e progressao da doenca (HERRERQGet 1
IRANAIA ASSUNQAO-MIRANDA et al., 2013).

Portanto, o uso de modelos animais tem permitido avancos importantes na
compreensao dos mecanismos celulares e moleculares sobrejacentes a doenca induzida
por alfavirus. E como eles sé@o capazes de reproduzir doenca semelhante a apresentada
por humanos, sédo ferramentas importantes na identificacdo de alvos potenciais para o
desenvolvimento de estratégias antivirais, como tratamentos especificos ou vacinas
(HERRERO et a) 2011a; TAYLOR et a) 2015).

5. Fatores imunes envolvidos na patogénese
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O papel de fatores imunes na patogénese da febre Mayaro ainda ndo € bem
estabelecido, no entanto, dois estudos recentes realizados em pacientes detergiinaram a
principais citocinas presentes na fase aguda e convalescente da doenca. No primeiro
estudo foi observado que na fase aguda os niveis de IL-10, RANTES, IL-12P70 e VEGF
estavam significativamente elevados e os niveis de eotaxina diminuiram. Enquanto na
fase de recuperacdo os niveis elevados foram de IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-

13, IL-17, IP-10, RANTES, MIR-a, MIP-1B, GM-CSF e INFy (TAPPE et al., 2016).

No segundo estudo, foi demonstrado que o MAYV semelhante ao CHIKYV,
também induz uma reposta imune predominantemente inflamatoria, o qual é responséavel
pela artralgia persistente induzida por esses virus. Mas, os mediadores produzidos em
ambas as infeccdes sao diferentes, o que também implica diferencas nas populacfes de
células imunes que serdo ativadas. A analise do soro dos pacientes com febre Mayaro
mostrou que MCP-1 apresentou altos niveis na fase aguda, enquanto que os niveis IL-2 e
IL-9 foram altos na fase convalescente. Eles também observaram que nos pacientes que
apresentaram artralgia persistente os niveis de IL-13 foram elevados na fase
convalescente e os niveis IL-7 e VEGF foram elevados em todos os pontos avaliados,
destacando esses fatores como possiveis marcadores de severidade da infeccdo pelo
MAYV. Além disso, muitas outras citocinas e quimiocinas mantiveram niveis altos em
todos os pontos analisados, incluindo IL-1Ra, IL-6, IL-7, IL-8, IL-13, IL-17, G-CSF,
IFN-y, PDGF-BB, TNF-0, VEGF e IL-12p70 (SANTIAGO et a) 2015). Essas diferengas
encontradas nos dois trabalhos quanto ao padrédo de citocinas expressas podem estar
relacionadas com diferencas na localizacao geografica e a cepa do MAYM@erse
determinada regido, por isso mais estudos sdo necessarios para validar os fatores imunes
da febre Mayaro e determinar marcadores importantes da doenca (SANTIAGQ et al
2015).

A citocina IL-6 e a quimiocina MCP-1 tém sido descritas por estarem envolvidas
na osteoclastogénese durante a infeccéo alfaviral. A IL-6 e MCP-1 tém sido detectadas
no liquido sinovial de pacientes infectados com RRV e CHIKV, assim como em modelo
animal murino para esses dois virus. Estudos in vitro utilizando osteoblastos humanos
demonstraram que a infec¢do dessas células pelo RRV e CHIKV, induz a expressao de
IL-6, o qual por sua vez leva ao aumento na expressdo de RANKL e MCP-1. Em geral, a

infeccdo dos osteoblastos pelos alfavirus induz a produgdo de IL-6 que estimula a
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liberacdo de RANKL e inibe a osteoprotegerina (OPG), causando um aumento na razao
RANKL:OPG. A MCP-1 também produzida por osteoblastos apés estimulo de IL-6 € um
quimioatraente de precursores monociticos. A alta razdo RANKL:OPG favorece a
diferenciacéo dos precursores monociticos em osteoclastos, levando para um aumento da
reabsorcdo 6ssea e patologias 6sseas (NORET 2042; CHEN et al 2014a; CHEN

et al, 2014b).

A susceptibilidade dos osteoblastos a infeccdo de RRV e CHIKV indica que os
osteoblastos sdo células alvo dos alfavirus e assim como os macréfagos podem contribuir
para infeccdes persistentes por esses virus (NORET, 20aR; CHEN et al 2014a).

Isso reforca ainda mais a necessidade de determinar se a expresséo elevada de IL-6 e
MCP-1 na infeccdo pelo MAYV esta relacionada com a capacidade dele infectar

osteoblastos e consequentemente promover perda éssea, artralgia e artrite.

Além dos fatore sollveis, as células imunes que atuam no processo patoldgico
também tém sido identificadas. A andlise do infiltrado inflamatério do musculo em
modelo animal de RRV mostrou que os macréfagos eram os principais constituintes dos
infiltrados, entretanto, células NK e linfocitos CI4CD8 também estavam presentes.
Essas mesmas células também foram observadas no liquido sinovial e biopsia de
musculos de pacientes. A partir da biopsia do musculo de dois pacientes infectados com
CHIKYV foi observado a presenca de macréfagos, células NK, células B e popula¢bes de
linfécitos T supressores ou citotoxicos. A analise do soro de pacientes durante a fase
aguda da infeccdo pelo CHIKV mostrou que ele induz uma forte resposta proé-
inflamatéria, e também foi observada a participacéo dos linfécitos TEDED4 nos
estagios iniciais e tardios da doenca, respectivamente (MORRISQN260&; OZDEN
et al, 2007;WAUQUIER et al, 2011).
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OBJETIVOS
Objetivo geral

Desenvolver um modelo animal murino de doenca induzida pelo virus Mayaro para
estudo da sua patogénese.

Objetivos especificos:

- Padroniza o modelo animal, definindo a linhagem, idade e tamanho do inéculo;
- Avaliar os sinais clinicos e condic¢des fisicas dos animais pelo teste Wire-hang;
- Avaliar dor nos animais pelo método de Von frey;

- Determinar o dano histologico induzido pelo virus Mayaro;

- Analisar o padréo de citocinas e as células imunes envolvidas na patogénese.
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Modelo animal de artrite e miosite induzidas pelo Y¥us Mayaro

Franciele Martins Sant§sRoberto Sousa DigsMichelle Dias de Oliveira Isabella Cristina
Toledo Alves Costa Sérgio Luis Pinto da MattaSérgio Oliveira de Paula

1. Departamento de Biologia Geral, Laboratorio de Imunovirologia, Universidade
Federal de Vigosa, Brasil

O virus Mayaro (MAYV) é um arbovirus endémico em paises da América do Sul, onde

€ responsavel por surtos esporadicos de febre Mayaro. As manifestacdes clinicas incluem
febre, dor de cabeca, dor ocular, erupcdo cutanea, fotofobia, mialgia e poliartralgia
debilitante e persistente. A compreensao dos mecanismos associados a artrite induzida
pelo MAYV é de grande importancia devido ao seu potencial de emergéncia e
urbanizacao. Utilizando camundongos Balb/c com 15 dias de idade nds estabelecemos o
primeiro modelo animal para estudo da fisiopatologia do MAYV. A infec¢do por duas
vias distintas, abaixo do membro toracico e na almofada da pata, resultou no
desenvolvimento de doenga aguda nos animais, 0s quais apresentaram piloeregéo, postura
encurvada, irritacdo no olho e leve alteracdo da marcha. No teste fisico ambos 0s grupos
tiveram perda de resisténcia, 0 que estava associado aos danos histopatoldgicos, que
incluiram miosite, artrite, tenossinovite e periostite. A resposta imune foi caracterizada
por forte resposta inflamatéria mediada pelas citocinas d,NIE-6 e INFy e quimiocina

MCP-1, seguida pela acdo das citocinas IL-10 e IL-4. Esses resultados demonstram que
camundongos Balb/c representam um modelo promissor para estudo dos mecanismos

envolvidos na patogénese e futuros testes de antivirais e vacinas para o MAYV.

Palavras chave: Alfavirus, modelo animal, dano musculoesquelético, resposta pro-
inflamatoria

Relevancia do trabalho

O fato da fisiopatologia da febre Mayaro nao ser conhecida, combinado com «
de emergéncia e urbanizacdo na América do Sul, especialmente no Brasil, tor
virus um importante problema de saude publica. Portanto o estudo da patogé
MAYV em modelo animal é de fundamental importancia para a determinagc:
fatores virais e do hospedeiro que contribuam para a doenca. Além disso, pe
comparacdes com o processo de patogénese de outros alfavirus, a fim de se ok

em comum para o desenvolvimento de tratamentos especificos.
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Animal model of arthritis and myositis induced by he Mayaro virus

Franciele Martins Sant§sRoberto Sousa DigsMichelle Dias de Oliveira Isabella Cristina
Toledo Alves Costa Sérgio Luis Pinto da MattaSérgio Oliveira de Paula

1. Departamento de Biologia Geral, Laboratorio de Imunovirologia, Universidade
Federal de Vigosa, Brasil

Mayaro virus (MAYYV) is an endemic arbovirus in countries of South America, where it

is responsible for sporadic outbreaks of Mayaro fever. Clinical manifestations include
fever, headache, ocular pain, rash, photophobia, myalgia and debilitating and persistent
polyarthralgia. Understanding the mechanisms associated with MAYV-induced arthritis
have great importance due to its potential for emergence and urbanization. Using 15 day
old Balb / ¢ mice we established the first animal model to study the pathophysiology of
the MAYV. Infection by two distinct pathways, below forelimb and in the rear footpad,
resulted in the development of acute disease in the animals, which showed ruffled fur,
hunched posture, eye irritation and slight gait alteration. In the physical test, both groups
had loss of resistance, which was associated with histopathological damage, including
myositis, arthritis, tenosynovitis and periostitis. The immune response was characterized
by strong inflammatory response mediated by cytokines @NIE-6 and INFy and
chemokine MCP-1, followed by the action of IL-10 and IL-4 cytokines. The results show
that Balb / ¢ mice represent a promising model for studying the mechanisms involved in

the pathogenesis and for future tests of antivirals and vaccines for MAYV.

Key words: Alfavirus, animal model, musculoskeletal damage, pro-inflammatory

response

Significance

The fact that the pathophysiology of Mayaro fever is unknown, combined with th
of emergence and urbanization in South America, especially in Brazil, make this
an important public health problem. Therefore, the study of the pathogeneses
MAYYV in an animal model has fundamental importance for the determination of
and host factors that contribute to the disease. In addition, it will allow compal
with the process of pathogenesis of other alphaviruses, in order to obtain cc

targets for the development of specific treatments.
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INTRODUCAO

Virus Mayaro (MAYV, génerd\Iphavirus familia Togaviridag é um arbovirus
emergente, responsavel por casos esporadicos, surtos e pequenas epidemias de doenc:
febril aguda em paises da América do Sul, particularmente nas regibes da bacia
Amazobnica. No entanto, dados sorolégicos tém demonstrado a circulacdo do MAYV em
paises da América Central, como Guatemala, Costa Rica, Panama e mais recentemente
no Haiti, onde uma nova cepa foi isolada (1, 2). As infecgbes pelo MAYV afetam
principalmente pessoas que residem ou trabalham préximas as areas de floresta, onde o
MAYV € mantido em um ciclo enzodético, que envolve primariamente 0 mosquito
Haemagogus janthinomg®mo vetor e primatas ndo-humanos e como hospedeiros, mas
outros vetoresQulex sp, Sabethesp, Psorophorasp, Coquillettidia sp eAedessp) e
vertebrados selvagens (marsupiais, roedores e aves) podem ser importantes no ciclo de

transmissao e disseminacdao do virus (3, 4, 5, 6, 7).

O virus Mayaro, assim como o virus Chikungunya, tem alto potencial para
urbanizacdo e emergéncia, devido a capacidade desses virus de sofrerem mutacdes e se
adaptarem a novos ciclos de transmissao (8). Estudos recentes realizados no Brasil ja tém
demonstrado a ocorréncia de febre Mayaro em areas urbanas de Manaus e Mato Grosso.
Em Cuiaba um estudo de vigilancia entomoldgica identificou as espécies de mosquitos
Culex quinquefasciatue Aedes aegyptinaturalmente infectadas pelo MAYV,
corroborando a ocorréncia de transmissao urbana em Cuiaba e possivelmente em outras
cidades da regido central do Brasil (9, 10, 11). Isso mostra que a febre Mayaserdeve
incluida no diagnéstico diferencial com Dengue virus (DENV), Chikungunya virus
(CHIKV) e Zika virus (ZIKV) em é&reas onde a co-circulacdo desses arbovirus ocorre
(12). Além disso, os relatos recentes de turistas europeus que visitaram a regiao
Amazobnica e retornaram para seus paises com sintomas caracteristicos da febre Mayaro,
ressalta a preocupacéo do MAYV como uma potencial doenca emergente na Europa, onde
o Aedes albopictussta presente e experimentalmente foi capaz de transmitir o MAYV
(13, 14, 1%.

A febre Mayaro € caracteriza por ser uma doenca autolimitante, que pode variar
de leve a moderadamente severa. As manifestacdes clinicas incluem febre, dor de cabeca,

dor ocular, erupcdo cutanea, fotofobia, edema articular, mialgia e artralgia. Também ja
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foram observados fenbmenos hemorragicos, como petéquias, sangramento gengival e
epistaxe (9, 10, J6Assim como outros alfavirus artritogénicos, o MAYV também induz
poliartralgias incapacitantes e de longa duracéo, sendo as articulacées do pulso, tornozelo
e pequenas articulacdes das maos e pés, predominantemente afetadas (14, 17).

Como a fisiopatologia do MAYV néo é completamente elucidada e ele representa
um importante problema de saude publica, o objetivo deste trabalho foi estabelecer um
modelo animal para o estudo da patogénese induzida pelo MAYV. Os resultados
demonstraram que os camundongos Balb/c com 15 dias desenvolveram doenca aguda
com dano musculoesquelético, que incluiu miosite, artrite, tenossinovite e periostite. Uma
forte resposta inflamatéria foi induzida nos dias iniciais a infeccao, a qual foi controlada
pela acdo de IL-10. Esses resultados mostram o estabelecimento de modelo animal para

estudo da patogénese do virus Mayaro.
RESULTADOS

Avaliacdo dos sinais clinicos da doencga nos animanéectados

A inoculagéo dos animais foi realizada por duas vias distintas, abaixo do membro
toracico e na almofada da pata posterior pélvica, determinados como grupo 1 e grupo 2,
respectivamente. Os sinais clinicos como piloerecéo, postura encurvada e irritacdo do

olho foram observados nos dois grupos (TABELA 1).

Tabela 1. Sinais clinicos observados em camundongos Balb/c durante infec¢do pelo Virus

Mayaro.
Infectado abaixo do Infectado na almofada da
membro toracico pata pélvica
*Piloerecao (2-21) (2-20)
*Postura encurvada (2-19) (2-19)
*Irritagdo no olho (variavel) (variavel)
*Alteracao da marcha (6-21) e
Tremores (7,20-21) _
Moribundo (5-16) .
Caindo e circulando (7) .
espontaneamente
Morte (6,8, 13-14) —

* Sinais clinicos comuns na infecgdo. — Auséncia de sinal clinico. Os nimeros entre parénteses correspondem os dias em

que o sinal foi observado.
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A irritacdo no olho foi caracterizada por fotofobia, lacrimejamento, blefaroespasmo,

podendo apresentar-se unilateral ou bilateralmente (FIG 1).

Figura 1. Camundongo Balb/c infectado com MAYYV abaixo do membro toracico. A) An
apresentando irritagdo do olho e piloere¢cdo com 8 dias pés-infeccdo. ¢éarita olho
mostra-se unilateralmente, com fotofobia e lacrimejamento. B) Animal com postura cu

Apenas os animais do grupo 1 apresentaram perda de peso nos dias iniciais pés-
infeccdo (PI), do dia 1 ao dia 4 PI, e alteracdo na marcha (FIG. 2). Alguns sinais como
arrastar de membros posteriores, tremores e animais caindo e circulando
espontaneamente foram observados em um Unico experimento nos animais do grupo 1.
A alteracdo na marcha dos animais foi mais severa a partir do 10° dia PIl. Os tremores
foram observados somente em trés animais e apenas um Unico animal apresentou o sinal
caindo e circulando espontaneamente. Além disso, 33% dos animais sucumbiram a
infecc@o nesse mesmo experimento (FIG. 3). A andlise de tecidos e érgaos desses animais
por PCR e Nested-PCR mostrou a presenca do RNA viral no baco, coracao, figado,
musculo, articulacdo, sistema nervoso central, olho, intestino e lirgaterial

suplementar)

Perda de forca fisica

A partir do teste fisico verificou-se que ambos os grupos infectados apresentaram,
em relacdo aos controles, médias de tempo significativamente menores, mas nao entre
eles (FIG.4A, B e C). Pelo gréafico obsemsmeue nos cinco primeiros dias os quatro
grupos apresentaram médias de tempo bem proximas e também baixas (FIG.4D). Até o
décimo dia pés-infeccédo foi observado um aumento do tempo dos quatro grupos. Porém,
a partir do décimo dia foi observada diferenca significativa entre os grupos infectados e
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0S grupos nao infectados. No 16° dia o grupo 2 comecou a aumentar o tempo de

permanéncia, enquanto nos animais do grupo 1 esse aumento ocorreu a partir do 17° dia.
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Figura 2. Virus Mayaro induz perda de peso em camundongos Balb/c com 1& dtiasld. Camundong
Balb/c com 15 dias de idade foram infectados com 2,57°PEQ na almofada da pata pélvica e

1,25x10 PFU abaixo do membro toracico por injecédo subcutanea. Os gruposle receberam some
PBS1X. (A) O ganho médio de peso dos animais infectados naadlndf pata posterior ndo
significativo em relagdo ao controle. (B) O ganho médio de peso doasismifiectados abaixo do mem
anterior foi significativamente menor que o grupo controle. (C) @saas infectados abaixo do mem
anterior apresentaram um ganho médio significativamente menor que cinfagtado na almofada

pata posterior. (D) Os animais foram monitorados em intervalos Herad quanto ao ganho e perd
peso. (*** P value < 0.0002; **** P value < 0.0001). N=12raais/grupo.

Miosite e artrite induzidas pelo virus Mayaro

A analise das alteracdes morfolégicas induzidas pelo MAYV foi realizada no
musculo esquelético e articulacéo, nos dias 3, 7, 10, 15 e 20 PI. Nas duas vias de infeccéo
a miosite ocorreu de forma simétrica, afetando o musculo esquelético dos membros
pélvicos de maneira semelhante. Porém, no membro contralateral (direito) da via de

infecgdo na almofada da pata o dano foi mais moderado.
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Figura 4. Avaliacdo de fraqueza muscular em camundongos Balb/c com 15 diasieleGdanundong
Balb/c com 15 dias de idade foram infectados com 2,57¢PEQ na almofada da pata pélvica;
1,25x10 PFU abaixo do membro toracico por injecdo subcutanea. (A e Byripms infectadc
apresentaram médias de tempo significativamente menores que o contr@le.g@pos infectados n
apresentaram diferenca no tempo médio em que se mantiveram ag@da@s. camundongos for:
submetidos ao teste fisico Wire-hang em intervalos de 24 horas.v@u® < 0.0034; **** P value

0.0001). N=12 animais/grupo.

26



No grupo 1, pouca ou nenhuma inflamagéao foi observada no dia 3 PI, estando o
tecido com aspecto muito similar ao controle (FIG. 5B e 6B). Porém, nos dias 7 e 10 PI
0 processo inflamatério atingiu seu pico (FIG.5 C e D; FIG.6 C e D), com evidente
presenca de fibras em degeneracéo (FIG.5 C, D, G e H; FIG.6 Cass lguais séo
caracterizadas por coloragdo pélida e aspecto intumescido. Foi observado também
deposicao de colageno (FIG.5C) e presenca de vasculite (FIG.5 1). Com 15s PO di
ainda havia a presenca de pequenos focos de infiltrado inflamatoério, mas a caracteristica
marcante foi 0 aumento no nimero de nucleos no tecido. Nas articulacbes e 0ssos do pe,
assim como aconteceu no musculo, ndo foi observada inflamag&o no dia 3 PI, mas a partir
do dia 7 Pl observou-se a presenca de células inflamatérias na membrana sinovial, tendao,
ligamento, peridsteo e extensa inflamacao e destruicéo do muasculo  associado

(FIG.7).
%

. i ot
- - T < R

‘\ ' :
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Figura 5. Miosite induzida pelo virus Mayaro no musculo ipsilateral, em camuondanfgctados abai;
do membro toracico direito com 1,25X1@FU. Os animais foram sacrificados nos dias 3, 7, 10, 1
p.i. para andlise do dano tecidual. O tecido muscular foi fixado em Kégnamsluido em parafina,
secBes de 5um foram feitas e corada com HE. (A) Controle negatjlofé¢e&;éo pelo MAYV a 3dias F
(C) Infeccéo pelo MAYV a 7 dias PI (D) Infeccdo pelo MAYV a 18sdPl (E) Infeccdo pelo MAYV a:
dias PI. Fibras com nucleos centralizados (ponta da seta). (F) InfedgadAYV a 20 dias Pl (G) Fibi
em degeneracdo, com aspecto palido e inchado. (H) Regido de fibemyeneihicdo sofrendo fagocit
(I) Vasculite. Imagens A, B, C, D, E, F e | (aumento 200X, bderd0 pm); imagens G E H (aument:
400X, barra de 40 pmiN=3 animais/grupo.
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Figura 6. Miosite induzida pelo virus Mayaro no musculo contralateral, em camgosianfectadc
abaixo do membro toracico direito (1,25%HFU). Os animais foram sacrificados nos dias 3, 7, 1C
20 p.i. para analise do dano tecidual. O tecido muscular foi fixado emov&y, incluido em parafina
secOes de 5um foram feitas e corada com HE. (A) Controle negativofé&;&o pelo MAYV a 3dias F
(C) Infeccdo pelo MAYV a 7 dias p.i. (D) Infeccéo pelo MAYV a 10dvas(E) Infeccdo pelo MAYV
15dias PI. (F) Infeccdo pelo MAYV a 20dias PI. (G) Controle negafilktgs em corte transversal. |
Fibras em corte transversal apresentando nlcleos centralizados (setas). (1) Fibnds $agocitost
Imagens A, B, C, D, E, F (aumento 200X), imagens G, H@uimento de 400X). Barra 40um. I
animais/grupo.
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Fi nduzida pelo virus Mayaro em camundongos infectados abaixoedtbro toracic
direito com 1,25x10PFU. Os animais foram sacrificados nos dias 3, 7, 10, 15 é. 2@ua andlise ¢
dano tecidual. A articulag@odo tornozelo foi fixada em Karnovsky, descalcifimaB®&A 10%, incluid
em parafina, e se¢bes de 5um foram feitas e corada com HE. (A) Cortgekévo. (B) Infiltrado n
capsula, musculo e membrana sinovial com 7dias PI. (C) Infiltradigaroento, tenddo e masculo ¢
10dias PI. (D) Infiltrado na membrana sinovial com 15dias PI. (Ex¢do pelo MAYV com 20dias |
(F) Tendinite e miosite com 7 dias PI. (G) Periostite com 10 dias PI. (H)Sieogite com 15 dias PI.
Sinovite com 7 dias PI. M: mdsculo; T: tenddo; L: ligamento; O: 0sso; P: fee;iddS: Membran
sinovial. Imagens A, B, C, D, E (aumento 40X, barra de 20 imagens Fe | (aumento de 10
Imagens G e H (aumento 200X) Barra de 100 pm. N=3 animais/grup

No grupo 2, diferentemente do Grupol, a inflamag&o no musculo teve inicio no
dia 3PI, com a apresentou fibras em degeneragdo e aumento no numero de nucleos no
tecido (FIG.8B e 9B). Os dias 7 e 10 foram acompanhados por aumento do processo
inflamatdrio no masculo ipsilateral, no qual se observou também pequena deposicao de
colageno (FIG.8 C e D; 9 C e D). A presenca de grande quantidade de nuc¢kmdao
foi observada até o dia 15 PI (FIG.8 E; 9 E), com total recuperacao no dia 20 PI (FIG.8 F
e 9F). Nos dois grupos a recuperacéao tecidual ocorreu entre 15 e 20 dias P§ o que
indicado pela presenca de fibras com nucleos centralizados (FIG. 5E, 6H e 8F).
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Figura 8. Miosite induzida pelo virus Mayar psilateral, em camundadnfgrtados na
almofada da pata pélvia esquerda com 2,57PF. Os animais foram sacrificados nos dias 3, 7, 10, 15
e 20 p.i. para andlise do dano tecidual. O tecido muscular foi fixadcaemwsky, incluido em parafina,

e secdes de 5um foram feitas e corada com HE. (A) Controle negBtivde¢céo pelo MAYV a 3dias

Pl. (C) Infecg&o pelo MAYV a 7 dias PI. (D) Infecgdo pelo MAYY@dias PI. (E) Infeccdo pelo MAYV

a 15dias PI. (F) Infeccdo pelo MAYV a 20dias PI, a seta indica nucleos zawtoal Imagens (aumento

200X, barra de 40 pm). N=3 animais/grupo

almofada da pata pélvica esquerda com 2,57%PFW. Os animais foram sacrificados nos dias 3, -
15 e 20 p.i. para andlise do dano tecidual. O tecido muscular foi Bxa#@rnovsky, incluido em parafil
e secoes de 5um foram feitas e corada com HE. (A) Controle nedBdivnfeccéo pelo MAYV a 3dic
PI. (C) Infeccdo pelo MAYV a 7 dias p.i. (D) Infec¢é@o pelo MAYYX@dias PI. (E) Infeccdo pelo MAY
a 15dias Pl. (F) Infecgdo pelo MAYV a 20dias PIl. Imagens (aumerti¥, A8arra de 40 um). N:
animais/grupo.
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Avaliagéo do perfil de citocinas

A infeccdo pelo MAYV ativa inicialmente o padrdo Thil, induzindo uma forte
resposta inflamatdria, que é seguida pela inducdo de citocinas da resposta Th2. Os dois
grupos apresentaram perfil de citocinas semelhantes no soro. No terceiro dia pés-infec¢ao
foi detectado altos niveis das citocinas pro-inflamatorias TNF,yINFIL-6 e da
quimiocina MCP-1, no soro de ambos os grupos infectados. Os niveis de TNF e INF-
permaneceram alto até o dia 10 Pl, quando também foi observado aumento da citocina
anti-inflamatoria IL-10. No grupo 2 com 30 dias PI foi detectado IL-4 e novamente TNF.
No grupo 1 a citocina IL-4 estava presente no dia 10 Pl e no dia 30 PI néo foi detectada
qualquer citocina (FIG. 10 e 11). No tecido muscular, MCP-1 foi detectada com altos
niveis no dia 3 Pl no grupo 1 (FIG.12 A), enquanto no grupo 2 estava presente nos dias 7
e 10 PI (FIG.12 B). As citocinas IL-9, IL-13 e IL-12p70 n&o foram encontradas no soro

e tecido muscular.
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Figura 10. Perfil de citocinas de camundongos Balb/c com 15 dias de idade, infectastoslalmembr:
torécico direito com 1,25xIPFU. Nos dias 3, 10, 15 e 30 pds-infeccdo o soro foi coletmdoapalis
dos niveis de citocinas. No dia 3 Pl os niveis de MCP-1 (A), BYFINF-y (C) e IL-6 (D) estavat
elevados, e TNF (B) e IN#{C) permaneceram com os niveis alto até o dia 10 PI. Os niveis de IL-10 (t
e IL-4 (F) aumentaram no dia 10@f. P value < 0,05; ** P value < 0,01; *** P value < 0,001; **** P
value < 0,0001). N=3 animais/grupo.
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Figura 11. Perfil de citocinas de camundongos Balb/c com 15 dias de idade, infectado®fadald
pata pélvica direita com 2,57 x (LPFU. Nos dias 3, 10, 15 e 30 pés-infecgdo o soro foi coletad
andlise dos niveis dos fatores sollveis. Os niveis de MCP-1 (A),BJNFNE-y (C) e IL-6 (D) estavar
elevados no dia 3 Pl. No dia 10 PI TNF (B) e INf) permaneceram alto e o nivel de IL-10 (E) se torna
elevado. No dia 30 Pl TNF (B) e W(¥) estavam presentes. (* P value < 0,05; ** P value < 0,01; **** P
value < 0,0001). N=3 animais/grupo.

Imunofenotipagem

As populacdes de linfécitos CD4 e CD8 foram determinadas no musculo
esquelético com 3 dias PI, por citometria de fluxo. No grupo 2 observou-se aumento de
CD8, acompanhado por diminuicdo de CD4, enquanto no grupo 1 as populagdes de CD4

e CD8 permaneceram iguais ao controle negativo (FIG. 13).
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Figura 12. Deteccao de MCP-1 no tecido muscular. No grupo infectado abaixoeddnm toracic
(1,25x10 PFU) MCP-1 estava elevada somente no dia 3PI (A). Enquanto nagfeqgado na almofac
da pata pélvica (2,57x$®FU), MCP-1 foi detectada nos dias 7 eIl(®. (**** P value < 0,0001). N=3
animais/grupo.
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Figura 13. Determinacé@o da populacéo de linfécitos no tecido muscular dos cargosddalb/c. (
musculo foi removido com 3 dias Pl a partir dos grupos infectadasoceirus Mayaro e dos gruy
controle. As células foram isoladas e marcadas com os anticorpos antif&®8Rcy5) e anti-CL
(APC-cyanina?). (** P value < 0,01; *** P value < 0,001). N=3 animais/grupo.

Avaliag&o da dor

Até agora, mostramos que a infeccdo por MAYV induziu alterac¢des clinicas,

morfologicas e inflamatdrias. Nossa proxima pergunta foi se esses indices inflamatorios

foram associados a disfungdo articular. Para isso, animais com 28 dias foram utilizados

para avaliar a intensidade da hipernocicep¢ao. Nossos resultados revelaram que no dia 3

da infeccdo por MAYV, ambos os grupos infectados, apresentaram uma diminuicdo nos
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limiares nociceptivo em comparagao aos grupos controles. Nos dias 7, 10, 15 e 21, os
limiares nococeptivos eram semelhantes aos niveis basais. Além disso, ndo foram
detectados quaisquer sinais clinicos adicionais de doen¢a nesses camundongos apos a

inoculacéo de MAYV.
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Figura 14. Avaliagao do limiar de dor pelo método de von Frey nos animaisadfescom o virus Maya
(**** P value < 0,0001). N=8 animais/grupo.

DISCUSSAO

Os alfavirus artritogénicos compreendem os virus Chikungunya (CHIKV),
Sindbis (SINV), Ross River (RRV), Mayaro (MAYV), Barmah Forest (BFV) e
O’nyong’nyong (ONNYV), os quais estao associados com artrite e/ou artralgia debilitante,
e em alguns casos com patologias ésseas (18, 19). De acordo com Herrero et al. (2011) ,
esses virus sdo considerados um importante problema socioeconémico, pois apresentam
potencial para causarem grandes epidemias com significativo impacto na sautde humana
e economia, devido ao poder debilitante (20, 21). A compreenséo atual dos mecanismos
envolvidos na patogénese alfaviral tem se baseado em estudos com modelos animais e
observacgdes clinicas, principalmente com RRV e CHIKV. Com o risco de emergéncia e
urbanizacdo do MAYV na América do Sul e outros continentes, torna-se necessario
compreender a patologia e resposta imune desse virus. Portanto, este trabalho apresenta
0 primeiro modelo animal de artrite e miosite induzidas pelo MAYV.

No estabelecimento de modelos animais murinos para alfavirus, a idade do animal
tem sido considerada um fator determinante na suscetibilidade e severidade da doenca.

Como os camundongos neonatos e jovens sdo mais suscetiveis, eles tém sido os mais
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usados para reproduzir a doenca alfaviral (22-25). A resisténcia de camundongos adultos
a infeccdo por alfavirus € devido aos Interferons tipo |, que rapidamente conferem um
estado antiviral (23, 261sso tem sido mostrado em experimentos com camundongos
adultos IFNe/BR™~ e IFN«w/BR™ que desenvolvem doenca moderada ou severa,
respectivamente (26). Neste trabalho foi mostrado que os camundongos Balb/c com 15
dias idade e, independente da via de infec¢do, foram suscetiveis a doenca induzida pelo
MAYV. No entanto, animais com quatro semanas de idade utilizados no teste de dor,
foram resistentes a infeccéo. Saey et al (1981) também observou que camundongos Balb/c
com 4 semanas nao sao suscetiveis ao RRV (27).

Os sinais clinicos como piloere¢éo, postura encurvada e irritagcdo nos olhos foram
comuns e frequentes nas duas vias de infeccdo. A irritagdo no olho ndo tem sido descrita
em nenhum modelo animal para alfavirus, embora seja um sintoma frequente em
pacientes com Febre Mayaro, que relatam fotofobia e dor retro-ocular (9, 12, 28, 29).
Além disso, ha relatos que o CHIKV pode infectar a cornea de humanos e ser transmitido
por via ocular (30). Assim, torna-se importante investigar o tropismo do MAYV por
tecidos dos olhos, e o seu potencial de transmissdo por essa via em h@saimas
de doenca como alteracdo na marcha, perda de peso e morte foram apresentalos apena
pelos animais infectados abaixo do membro toracico e tém sido descritos para RRV
independente da via (25). Quanto aos sinais de tremores, postura encurvada e animais
caindo e circulando espontaneamente nao foram encontrados relatos na literatura.

Nos animais que apresentaram doenca severa e sucumbiram a infec¢cdo, o RNA
viral detectado no figado, baco, intestino, olho, lingua, cérebro, medula espinhal, rim,
musculo e articulacaan@aterial suplementakS). De acordo com Couderc et al (2008)

o desenvolvimento de doenca severa na infeccdo por CHIKV, em camundongos e
humanos, esta relacionado com alta carga viral no organismo e disseminacéo para outros
orgaos, além do musculo e articulagdes (23). A presenca do SINV em varios orgaos
similares ao que encontramos para MAYV tem sido demonstrada em camundongos
deficientes em IFN¢B, mostrando que uma resposta ineficiente de IFN tipo | contribui
para maior replicacéo e disseminacgao viral (26). Nos animais que morreram nos dias 6 e
10 PI, o RNA viral foi detectado apenas no coracéo (FIG. M8)2Ziegle mostrou que

o CHIKV também infectou o coracédo de animais com 7 e 8 PI, e induziu calcificacdo

distréfica no miocardio em camundongos selvagens. No olho, o RNA viral foi detectado
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no animal que morreu com 14 Pl, mostrando que, como o CHIKV, o MAYV também tem
tropismo por tecidos do olho em modelo animal (FIGVg (30). Os sinais como
tremores e caindo e circulando espontaneamente estdo assagieekEnca do MAYV

no sistema nervoso, que foi detectado nos dias 13 e 14 PI (FIGM®e Um trabalho

recente relatou a presenca do CHIKV na saliva de camundongos deficientes effy IFN-

com lesdes na cavidade oral, e em macacos e humanos com manifestagcbes hemorragicas
nas cavidades oral e nasal (31). Isso pode explicar a detec¢cdo do MAYV na lingua (FIG.
4), apesar dessas lesdes nao terem sido relatadas para animais selvagens. A investigacac
do MAYV na saliva de pacientes com febre Mayaro é importante, uma vez que pode
representar uma possivel via de transmisséo

A infeccdo também resultou em varias mudancas histopatolégicas, como miosite,
tenossinovite, sinovite e periostite. Essas alteracdes teciduais foram responsaveis pela
menor forca dos animais infectados no teste fisico. Essa perda de resisténcia foi mais
intensa no dia 10 PI e persistiu até o 15° dia PI, correspondendo ao pico do dano tecidual
e inicio do processo de regeneracéo, respectivamente. As duas vias de infeccdo foram
capazes de causar miosite, mas na via abaixo do membro toracico a inflamacéo foi mais
severa, com maior presenca de infiltrados e destruicdo de fibras musculares. Os danos
teciduais descritos para o MAYV séo semelhantes aos encontrados em modelos animais
para CHIKV e RRV, para os quais sdo relatados extensa degeneracao e ahecrose
musculo esquelético, inflamacéo do peridsteo e tecidos associados a articulacéo (24, 25,
32). Ziegle também observou que a infeccdo de camundongos da linhagem ICR com 14
dias de idade pelo MAYV resulta em danos ao musculo esquelético e tecidos conjuntivos
(24).

Novas lesbes potencialmente agressivas tém sido identificas em infecgbes por
CHIKV em animais, como necrose da cartilagem e proliferacdo 6éssea no peridsteo. Em
paciente com CHIKV, exames por imagem tém revelado a presenca de tenossinovite,
engrossamento sinovial, periostite, proliferacdo do periosteo e erosdo Ossea. Esses
achados clinicos mostram que a doenca aguda inicial pode progredir para uma artrite
erosiva crbnica (19, 32, 33). Neste trabalho, a identificacdo de tenossinovite e periostite
nos animais infectados pelo MAYV, ressalta a importancia dos exames por imagens nos

estudos clinicos de pacientes com poliartralgia prolongada.
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A febre Mayaro, assim como infec¢&o por outros alfavirus, causa dores articulares
persistentes e muitas vezes incapacitantes (34). A dor articular € decorrente da agcédo de
citocinas inflamatorias, como IL-6, TNk IL-1pB, ¢ também do dano tecidual, que
sensibilizam os nociceptores (35). Na avaliacdo do limiar nociceptivo, verificamos que
0s animais sentiram dor apenas no 3° dia, 0 que deve esta associado com a idade dos
animais, pois neste experimento foram utilizados animais com quatro semanas. Ao longo
do experimento esses animais ndo desenvolveram qualquer sinal clinico, mostrando que
foram resistentes a doenca e que a idade também é um fator importante na infeccéo pelo
MAYYV. Portanto, o Unico pico de dor no dia 3 Pl estd associado com a resposta
inflamatdria para controle da infeccéo e auséncia de dano tecidual.

A avaliacao do perfil de citocinas mostrou que MAYV induz uma forte resposta
inflamatoria nos dias iniciais a infec¢cdo, mediada pelas citocinasuJNF6 e INFv e
quimiocina MCP-1. Esses mediadores também tém sido expressos em modelos animais
para RRV e CHIKV, e mais recentemente foi demonstrado em pacientes com Febre
Mayaro (36, 37, 38). Os altos niveis de IL-6 e Td\kos dias iniciais provavelmente S840
responsaveis por induzir a dor observada nos animais no diaEBnRlacientes com
artralgia crénica na infeccdo pelo MAYV esses fatores também se encontram elevados
(38). A reposta inflamatéria inicial nos animais foi rapidamente controlada pela acéo anti-
inflamatéria de IL-10. Além do controle da resposta imune, IL-10 também tem um papel
importante na regeneracdo muscular, por induzir a troca de macréfagos do fenétipo M1
para o M2 no musculo injuriado (39). Essa acéo de IL-10 na recuperao tecidual é indicado
pela presenca de fibras com nucleos centralizados, o qual é uma caracteristica do processo
de regeneracdo muscular. A presenca deylblH--4 sugere a participacdo da imunidade
adaptativa, o que foi confirmada pela presenca dos linfécitos CD8+ e CD4+ no grupo 2.
Um segundo aumento nos niveis de Td&NEem 30 PI no grupo 2 pode indicar a
persisténcia do RNA viral no tecido, como tem sido demonstrado para CHIKV (40).

Nos pacientes com artralgia prolongada na infeccao pelo MAYV os niveis de IL-
1Ra, IL-6, IL-7, IL-8, IL-13, IL-17, G-CSF, IFN; PDGF-BB, TNF-o, VEGF ¢ IL-12p70
se mantiveram elevados durante 12 meses apo0s a infeccéo. A fase aguda foi marcada pela
alta expressdo de MCP-1, enquanto na fase convalescente IL-9 e IL-2 foram
predominantes. Esses dados mostram que uma robusta resposta inflamatéria na fase

inicial esta associada com o desenvolvimento da artralgia cronica (38). As citocinas IL-
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13, IL-9, IL-12p70 e IL-17 também foram avaliadas nos animais, mas ndo apresentaram
diferencas em relagdo ao controle. Os principais mediadores anti-inflamatorios induzidos
em humanos foram IL-1Ra e PD@®B- (38), diferente dos resultados encontrado neste
trabalho utilizando animais, em que IL-10 foi a responsavel pelo controle da inflamacé&o

A caracterizacéo do papel das células imunes na doenca alfaviral tem considerado
0s macréfagos e seus produtos pro-inflamatérios MCP-1, TNF e, IbFprincipais
fatores criticos no desenvolvimento da miosite e artrite de RRV e CHIKV (41-43). Na
imunidade adaptativa os linfocitos tém apresentado respostas variaveis aos diferentes
alfavirus. Na infec¢éo por RRV os linfocitos B e T ndo estédo envolvidos no dano tecidual
e as células T sdo importantes no controle da replicacdo viral, enquanto para CHIKV,
Sindbis e Barmah Forest elas contribuem para patogénese, especialmente as células
TCDA4+ (44,45).

O infiltrado inflamatério do MAYV nédo foi completamente caracterizado, sendo
analisado somente a populagédo de linfécitos. No grupo 2 versieam aumento de
CD8+ e diminuicdo de CD4+ no dia 3 PI. Esse padrao foi semelhante ao encontrado em
pacientes infectados com CHIKV, que mostraram uma resposta de linfécitos CD8+ nos
estagios iniciais da doenca, seguida pela resposta de CD4+ nos estagios tardios. Esse
atraso na resposta de CD4+ foi explicado por aumento dos marcadores de apoptose nessas
células nos dois primeiros dias da doenca (46), o que demonstra a necessidade de
investigar se a infec¢cdo por MAYV também pode induzir a morte dessas células. A
observacdo do menor dano tecidual nesse grupo pode estar associada a essa rapida
resposta inicial e predominantemente com padrdo CD8+, indicando o papel importante
dessas células no controle da infecgdo, como tem sido observado para RRV (44). No
grupo 1 néo foram observadas diferencas em relacdo ao controle no dia 3 PI, sendo
necessario avaliar outros tempos pdés-infeccdo para determinarmos a cinética e o papel
dessas células nas duas vias de infecgdo. Além disso também é importante uma
imonofenotipagem completa do infiltrado para definir todos os tipos celulares.

Esses resultados mostram que o modelo animal para o virus Mayaro conseguiu
reproduzir a doencga aguda que ocorre em humanos, independente da via de infecgao, e
que € adequado para a compreenséao de grande parte dos eventos decorrentes da infecca
por MAYV. As diferencas encontradas entre as vias podem estar relacionadas com a

imunidade adaptativa, e os sitios primarios e secundarios de infec¢do, o que deve ser
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investigado em préoximos estudos. Apesar de ndo termos caracterizado o infiltrado
inflamatdrio, a presenca das citocinas MCP-1, TNF eNéro, e também de MCR-

no muasculo, indicam a acdo dos macréfagos nos tecidos alvo da infeccdo, o que torna
essa ceélula e o MCP-1 importantes elementos comuns na terapia da artrite causada por
RRV, CHIKV e MAYV. E importante também que mais estudos sejam realizados em
pacientes, uma vez que apresentamos aqui evidéncias para transmissao ocular ou por

saliva, e também danos teciduais severos.
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MATERIAL E METODOS
Titulacdo Viral

O virus Mayaro (ATCC VR-66, cepa TR 4675) foi gentilmente fornecido pelo Dr.
Davis Ferreira, Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ. As células Vero foram
propagadas a 37°C em meio essencial minimo (MEM) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) e repicadas e plaqueadas em placas de 24 pocos (kb8 por
poco) para titulacéo viral. As placas foram incubadas a 37°C e ao atingir uma confluéncia
de aproximadamente 80%, o meio foi removido e foram adicionados 100 pl de cada
diluicdo do virus, utilizando diluices seriadas de ordem 10. Os pogos controle receberam
somente tampao fosfato (PBS). Apds 1 hora no agitador, adicionou-se 1,5 mL de CMC a
3% (carboximetilcelulose 3%, suplementado com 2% de SFB). As placas foram
incubadas novamente a 37°C durante 48 horas, e ao longo deste periodo observaram-se
os efeitos citopaticos. Apods a incubacdo, foram removidos 500 uL. de CMC 3% de cada
poco e adicionado 1 mL de formaldeido a 20%, mantido durante 1 hora nestas condi¢des
de incubagdo. Em seguida as placas foram lavadas ¢ adicionados 500 pL de cristal violeta
(CV) na concentracdo de 5%, incubadas durante 30 minutos. Em seguida elas foram
lavadas para contagem das placas de lise e obtencao do titulo viral em UFP/mL (Unidades
Formadoras de Placas/mL).
Animais

Camundongos Balb/c foram obtidos junto ao Biotério Central da Universidade
Federal de Vicosa, e todos os procedimentos foram realizados com o consentimento do
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA da Universidade Federal de Vicosa, nimero
de protocolo 63- 2013. Animais com 15 dias, de ambos os sexos, foram inoculados por
via subcutanea usando duas rotas diferentes: na almofada da pata pélvica direita e no
térax, abaixo do membro toracico direito. Os animais infectados no térax (grupo 1),
abaixo do membro, recebeu b0 (1,25x10 PFU) de suspensio de virus em tampéao
(solucdo salina tamponada com fosfato [PBS]), enquanto os animais infectados na
almofada da pata pélvica (grupo 2) recebeul1(®,57x16¢ PFU) de suspensao de virus.

Os grupos controles de cada via receberam somente PBS.

Delineamento experimental
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ANIMAIS

N=48 N=50 N=10 N=32
Avaliagdo dos sinias Histologia e avaliagdo Imunofenotipagem Avalia¢do da dor
clinicos e teste fisico de citocinas

Avaliacao dos sinais clinicos e teste fisico

Os animais foram observados durante um periodo de 21 dias, durante este periodo
foram monitorados a cada 24 horas, quanto aos sinais clinicos da doenca, como perda de
peso e fraqueza muscular. O teste fisico utilizado para avaliar a fraqueza muscular foi o
Wire-hang, modificado a partir do método descrito por Saigal 1996 (47). Este
método é baseado no uso de uma grade metdlica e uma caixa forrada com demagem.
primeiro lugar, os camundongos foram colocados na grade e agitados para permitir que o
animal a agarrasse. A grade foi invertida, colocada na caixa e mantida a uma altura de 23
cm. A laténcia de queda foi medida usando um cronémetro, com um tempo maximo

estipulado de 2 minutos.

Avaliacdo da hipernocicepcao mecéanica pelo métode don Frey

O método eletrdnico de von Frey baseia se no uso de um aparelho (anestesiébmetro
eletrénico) que tem um transdutor de presséo conectado a um contador digital de forca
expressa em gramas (g). O transdutor de pressédo é adaptado a uma ponta de polipropileno,
que é colocada em contato a pata do animal (48). A medida dos limiares nociceptivos
sao avaliadas exercendo-se uma pressao linearmente crescente no centro da planta da pa
do animal até provocar um reflexo de flexdo, seguido por uma resposta de flinch apos a
retirada da pata. O medidor de pressao registra automaticamente o valor de presséo
quando a pata é retirada. Para a realizac&o do teste os animais foram colocados em caixas
de acrilico com assoalho de arame ndo maleavel por 15 minutos para ambienta¢do. Um
espelho inclinado abaixo da grade fornece uma viséo clara da pata do animal durante as
medidas. Primeiramente foi realizada a medida basal de todos os grupos antes da infeccao,

e as demais medidas foram feitas com 3, 7, 10, 15 e 21 dias pés-infec¢cdo. Sempre eram

41



realizadas duas medidas por animal em cada tempo. A intensidade da hipernocicepcéao é
quantificada pela diferenca entre medida basal e os demais tempos avaliados (delta= basal
— outros tempos). Neste experimento foram utilizados animais com 28 dias de idade, pois

€ a idade minima exigida para a realizacao do teste.

Quantificagéo de citocinas por citometria

Nos dias 3, 10, 15 e 30 ap0s a infec¢cdo, o sangue foi coletado, centrifugado a
514xg durante 10 minutos e armazenado a -20°C. Os niveis de citocinas séricas foram
determinados usando o kit Mouse CBA Thl/Th2/Th17 (BD Biosciences, Nova Jersey,
Estados Unidos), que quantifica simultaneamente IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17AyIFN-
e TNF, e os CBA flex IL-9, IL-13, MCP-1 e IL12-p70, seguindo as instrucdes do
fabricante. Os niveis de IL-9, IL-13, MCP-1 e IL12-p70 também foram avaliados no
tecido muscular nos dias 3, 7, 10, 15 e 30 ap6s a infec¢do. Para isso, o musculo foi
macerado em PBS, centrifugado a 2000 rpm e armazenado a -80°C. Os dados fora
adquiridos pelo Citbmetro de Fluxo BD FACS Verse (BD Biosciences, Nova Jersey,

Estados Unidos), no Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV.

Deteccéo de células imunes no tecido muscular

O musculo removido foi fragmentado e depois incubado em 5mL de RPMI
1640 durante 1,5 h a 37°C. Em seguida, o sobrenadante foi coletado e passado para um
tubo novo. As células foram centrifugadas a 500 xg durante 10 minutos e tratadas com
tampao de hemdlise (NBI e Tris-HCI, pH 7,3) durante 5 minutos e depois centrifugadas
novamente nas mesmas condicdes anteriormente mencionadas. As células foram
suspensas em 1 mL de soro fetal bovino com 10% de dimetilsulféxido e armazenadas a -
80°C. Para a marcacido 1 x®Xlulas foram contadas e incubadas com os anticorpos
anti-CD8a (PercPcy5) e anti-CD4 (APC-cy7), por 15 minutos.

Andlise histolégica

Para a realizacdo das analises histolégicas, os camundongos foram eutanasiados e
os tecidos de interesse removidos e fixados em Karnovsky (Paraformaldeido 4% e
Glutaraldeido 4%, pH 7,3). Os tecidos associados ao osso foram descalcificados com
EDTA 10%, pH 7,0. Em seguida, os tecidos foram incluidos em parafina e secbes de 5

um foram obtidas por microtomia, coradas com hematoxilina e eosina (H & E), e
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observadas em microscopia de luz. A aquisicdo das imagens foi feita em microscopio
Olympus DP73.
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MATERIAL SUPLEMENTAR
Material e Métodos

1.Dissecacao dos animais que sucumbiram a infeccéo

Apos ser removido cada 6rgéo e tecido foi colocado individualmente em microtubos de
1,5ml contendo 500 pl de TRIZOL (Tri-reagent Sigma), onde foram macerados. As
amostras maceradas foram mantidas 70 até a extracdo do RNA. Os 6rgéos dos quatro
animais foram identificados como amostras 1, 2, 3 e 4, de acordo com a ordem que eles
morreram. Os 6Orgdos e tecidos removidos dos quatro animais foram: figado, baco, rim,
coracao, pulmao, intestino, articulacdo do joelho, musculo esquelético dos membros
posteriores, medula espinhal, cérebro, olho e lingua. Para o animal 1 n&o foi retirado o

rim e para os animais 1 e 2 néo foi retirado o cérebro.

2.Extracdo de RNA viral

As amostras foram centrifugadas a 12.000xg por 10 minutos a 4°C para retirar 0s restos
celulares. O sobrenadante contendo o RNA foi transferido para um novo microtubo e
depois se adicionou 200ul de cloroféormio e incubou por 15 minutos a temperatura
ambiente, sendo as amostras homogeneizadas manualmente. Em seguida as amostras
foram centrifugadas a 12.000Xg por 15 minutos a 4°C. Apés a centrifugacao transferiu-
se a fase aquosa para outro microtubo, adicieeotioOul de isopropanol e
homogeneizou por inversdo. Incubd@rse as amostra por 10 minutos a temperatura
ambiente e em seguida elas foram centrifugadas a 12.000xg por 10 minutos a 4°C.
Descartou-se o sobrenadante e se adicionou 1mL de etanol 70%. As amostras foram
levadas ao Vortex e deixadas por 12h a -70°C. No dia seguinte as amostra foram levadas
ao Vortex e centrifugadas a 7.500 G por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado
e o0 precipitado foi deixado secando na estufa a 37°C. Em seguida suspendia o precipitado
em 22ul de agua ultrapura e incubava a 56°C em banho-maria por 15 minutos. As

amostras foram estocadas a -70°C.

3. Confeccao de cDNA

Primeiramente foi preparada uma mistura com 5ug de RNA, 1pL de primer randdmico e

0,5uL de agua. Em seguida essa mistura foi incubada a 65°C por 10 minutos e depois no

gelo por 2 minutos. Realizou-se uma centrifugacdo a 13000rpm por 1 minuto e

adicionaranmse em ordem os seguintes reagentes: 2uL de tampao 10X (Promega), 2ul
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de dNTPmix, 1pL da enzima Transcriptase Reversa (Promega) e 4gua para completar
para um volume final de 2. Em seguida a mistura foi incubada a 25°C por 10 minutos,
42°C por 60 minutos e em seguida a reacgao foi parada a 70°C por 10 nincidg¢A foi
estocado a -20°C.

4.Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Ch&eaction— PCR)

Para determinacdo do RNA viral utilizou-se o protocolo descrito por Bronzoni e
colaboradores. Para deteccéo do virus Mayaro foi utilizado os primers M2W e o cM3W.
Para uma reacao de 50uL foi adicionado 250 ng/uL de cDNA, 2,5ul de tampao 5X
(Promega), 3uL. de MgCl12 (25mM), 0,5uL de cada primer, 1puL de INTP mix, 0,5uL de

Taq Polimerase (Promega) e adicion@uadpara se obter um volume final de 50uL. A

reacao foi submetida ao seguinte programa: 30 ciclos de 94°C por 1minuto, 53°C por 1

minuto e 72°C por 2 minutos com uma extensao final de 72°C por 10 minutos.

5. Nested Polymerase Chain ReactionNested-PCR

Utilizou-se o protocolo descrito por Bronzoni e colaboradores. O DNA da primeira
amplificacdo foi diluido de 1:50. As concentracdes do MgCI2 e da Taq Polimerase
utilizadas na reagdo foram de 2nM e 2,5 unidades, respectivarfentatilizado os
primers nMAY e o cM3W. Para cada reacao adicioswoupl. do DNA diluido, 4ul de

tampao 5X (Promega), 1,6pL de MgCl12 (25mM), 0,5uL de cada primer, 0,4puL de INTP

mix, 0,5uL de Taq Polimerase (Promega) e para alcangar o volume final de 20uL foi
adicionado agua. A reacédo foi submetida ao seguinte programa: 25 ciclos de 94°C por 1
minuto, 53°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos com uma extensao final de 72°C por 10

minutos
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Figure 1. PCR de 6rgéos e tecidos do animal 1, que morreu
dias poés-infeccao. Identificagdo de uma banda de 434pb na ¢
do coragdo. MM: marcador molecular (100pb); C+: cor
positivo; C-: controle negativo; P: pulmdo; Me: medula espi
F/B: figado e bacgo; L: lingua; A: articulagao; M: musculo;
medula 6ssea; C: coracao; O: olho; IN: intestino; R: rim.

MMC+ C- P Me F L A B M Mo C O IN

400 pb—

Figura 2. PCR de 6rgéos e tecidos do animal 2, que morreu
10 dias pés-infeccdo. Identificagdo de uma banda de 434¢
amostra do coracdo. MM: marcador molecular (100pb);
controle positivo; C-controle negativo; P: pulméo; Me: medu
espinhal; F: figado; L: lingua; A: articulagdo; B: baco;
musculo; Mo: medula éssea; C: coracao; O: olho; IN: intestino
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Figura 3. Nested-PCR de érgaos e tecidos do animal 3 que morreu com 1
pés-infeccdo. Identificagdo de uma banda de 270pb e 434pb nas amos
intestino, figado e medula espinhal. MM: marcador molecular (100pb);
controle positivo; C-: controle negativo; P: pulméo; Me: medula espinhe
figado; B: bago; L: lingua; A: articulagdo; M: musculo; C: coracaali@; I:
intestino; CE: cérebro; R: rim

MM ¢+C O P R A I M C ME B L CE F
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Figura 4. Nested PCR de 6rgéos e tecidos do animal 4, que morret
14 dias pos-infec¢éo. Identificacdo de uma banda de 270pb nas an
do olho, rim, articulagdo, intestino, musculo, coracdo, medula,
lingua, cérebro e figado. Identificacdo de banda de 433pb no inte
medula e figado. MM: marcador molecular (100pb); C+: cont
positivo; C-: controle negativo; P: pulmdo; Me: medula espinhal
figado; B: baco; L: lingua; A: articulagdo; M: musculo; C: coracgéo;
olho; I: intestino; CE: cérebro; R: rim
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