
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO MULTICÊNTRICO EM BIOQUÍMICA E 

BIOLOGIA MOLECULAR / PMBqBM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

JÚLIA DE ANDRADE BRANDÃO 

 

 

 

 

 

 

Avaliação in vitro de alterações biomecânicas, bioquímicas e 

moleculares de sinoviócitos semelhantes a fibroblastos humanos 

(HFLS) infectados pelo vírus Chikungunya 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Maceió/AL 

2022  



 

 

JÚLIA DE ANDADE BRANDÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Avaliação in vitro de alterações biomecânicas, bioquímicas e 

moleculares de sinoviócitos semelhantes a fibroblastos humanos 

(HFLS) infectados pelo vírus Chikungunya 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Maceió/AL 

2022  

Dissertação de Mestrado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação Multicêntrico 

em Bioquímica e Biologia Molecular da 

Universidade Federal de Alagoas como 

requisito para obtenção do título de mestre. 

Orientador: Prof. Dr. Ênio José Bassi 



Catalogação na Fonte
Universidade Federal de Alagoas

Biblioteca Central
Divisão de Tratamento Técnico

 Bibliotecário: Marcelino de Carvalho Freitas Neto – CRB-4 – 1767
                     
              B821a    Brandão, Júlia de Andrade.
                                  Avaliação in vitro de alterações biomecânicas, bioquímicas e 

moleculares de sinoviócitos semelhantes a fibroblastos humanos 
(HFLS) infectados pelo vírus Chikungunya / Júlia de Andrade 
Brandão. – 2022.

                                  86 f. : il.
                                   
                                  Orientador: Ênio José Bassi.

      Dissertação (Mestrado em Bioquímica e Biologia Molecular) – 
Universidade Federal de Alagoas. Programa de Pós-Graduação Multicêntrico 
em Bioquímica e Biologia Molecular. Maceió, 2022. 

                                               
                                  Bibliografia: f. 70-81.
                                  Anexos: f. 82-86.

      1. Vírus chikungunya. 2. Sinoviócitos Semelhantes a Fibroblastos Humanos. 
3. Microscopia de força atômica. 4. Análise espectral Raman. 5. Biomecânica. I. 
Título.                                                                                                                       
                                                                                    CDU: 543.424.2



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

À minha família: Daniela, Luanne, Thales, 

 Liones, Tiago e Thaís. 

Por me encherem de força e amor.  



 

 

AGRADECIMENTOS 

Quem bem me conhece sabe que não sou muito dada a demonstrações de afetos. 

Tampouco as faço de maneira convencional. Então, tampouco meus agradecimentos 

seguiriam a linha convencional de agradecimentos em uma dissertação de mestrado. 

Afinal, por que utilizar este espaço senão para colocar em palavras aquilo que se é 

sentido?  

Minha família é pequena. Mas nela cabe um aconchego sem tamanho. E por isso 

agradeço a eles por, incondicionalmente, apoiarem a minha jornada, mesmo após tantas 

negativas de minha parte em participar de momentos prazerosos ao lado deles para 

continuar a caminhada que me permitiu chegar aqui hoje. Agradeço aos meus avós, 

Liones e Tiago, por entenderem que, nem sempre a falta de disponibilidade da neta 

significava falta de amor. Pelo contrário. Se existir a personificação da palavra 

compreensão, certamente eles dois a representariam com maestria. Agradeço pelos 

cuidados, pelas palavras de incentivo, pelos telefonemas e mensagens preocupadas. 

Agradeço por perguntarem, da forma mais linda: “o que você faz na UFAL mesmo?” e, 

em sequência, me ouvirem palestrar com um nível de atenção comparado ao de uma 

criança assistindo ao seu desenho favorito. Agradeço, pois esses momentos me fizeram 

ter a confiança necessária para continuar. Agradeço à minha tia Thaís, que sempre me 

disse palavras sábias e confia piamente na minha capacidade. Agradeço a ela por me 

proporcionar momentos de alívio, desabafos, risadas e companheirismo. Não à toa, ela 

também é minha madrinha, palavra que dá sentido ao cuidado e proteção proporcionados 

por ela. Agradeço à minha irmã, Luanne. Crescer ao seu lado é um privilégio. Obrigada 

por trazer o alívio cômico que só você sabe proporcionar. Obrigada por ser minha 

parceira, por me proteger e conhecer tanto de mim quando nem eu mesma sei. Obrigada 

por ser um norte em tantos momentos onde eu não sabia por onde seguir. Como já te disse 

uma vez, você é o meu primeiro amor fraterno. Quanto ao segundo amor (não que a ordem 

de chegada signifique a grandeza do sentimento), obrigada por despertar em mim o 

cuidado, a preocupação, a ânsia e a responsabilidade de educar alguém. Thales é um 

menino doce a sua maneira e, desde o momento da sua chegada, me trouxe o sentimento 

desconhecido de proteger alguém. Obrigada por ser meu parceiro e trazer para o meu dia 

a dia o que irmãos mais novos fazem de melhor: raiva... seguida de uma boa reconciliação 

com algumas (muitas) risadas. 

Por último, mas nunca menos importante, agradeço à minha mãe, Daniela. Parece 

clichê, mas minha mãe representa uma força astronômica. Gostaria de ter 1/3 da potência 

que ela tem para conduzir os percalços da vida. Minha mãe sempre lutou para dar a mim 

e aos meus irmãos o conforto necessário e permitir que sigamos sempre em frente, em 

qualquer situação da vida. Minha mãe é, e sempre foi, a maior incentivadora da minha 

carreira acadêmica. Sempre sorri para as minhas conquistas como se fossem as conquistas 

dela. E de fato são. Seria muito egocêntrico da minha parte não destinar parte do mérito 

a ela. Esse é apenas um dos muitos reconhecimentos que ela merece. E como disse 

anteriormente, a ordem não reflete a grandeza do sentimento. Digo isso pois, enquanto 

escrevia essas palavras, ela me perguntou de um jeito descontraído “Já fez seus 

agradecimentos a mim? Quero ser a primeira!”. Entenda mãe: minha gratidão a você não 

cabe em três linhas. Sequer cabe em um único parágrafo destinado a você. Sequer existe 

sequência lógica para te agradecer, pois são incontáveis os momentos em que você me 

estende a mão. Talvez eu precisasse de um capítulo. Você representa todas as vertentes 

da luta diária que uma mãe solo enfrenta e eu tenho muito orgulho de como você conduz 

suas batalhas. Isso reflete, e muito, na mulher que me torno hoje e todos os dias. Obrigada 



 

 

por me incentivar de tantas maneiras. Obrigada por me trazer momentos de descontração 

com suas perguntas e frases “de mãe”. Obrigada por me proporcionar regalias, por me 

dar alegrias e por me trazer ao mundo pra fazer parte da sua vida. A gente se escolheu 

nessa e em outras vidas e continuaremos firmes nessa caminhada. Eu acredito nisso. E sei 

que você também acredita. Amo-te. 

Agora, gostaria também de dedicar este espaço aos meus amigos: Arthur, Brenda, 

Iara, Íria e Luana. Obrigada por segurarem minha mão ao longo da jornada. Por se 

fazerem presentes mesmo em meio as minhas ausências e em meio a correria da vida 

adulta. Obrigada por me proporcionarem momentos de diversão, por me tirarem as risadas 

mais gostosas e por darem sentido a tantas coisas. Obrigada por crescerem comigo e 

estarem presentes na minha vida há tantos anos. Tudo se torna mais leve quando sei que 

posso contar com vocês. Agradeço também aos meus amigos do laboratório LAPEVI e 

membros do grupo de pesquisa IMUNOREG: Elane, Grazielle, Jamile, João, Káthia e 

Stephannie. Obrigada por tornarem o ambiente de trabalho tão divertido. Obrigada pela 

cumplicidade e por partilharem comigo os caminhos de se fazer ciência. É uma honra 

dividir essa história com vocês. Agradeço também a técnica do LAPEVI, Ana Rachel. 

Obrigada por se fazer presente durante esses anos, por compartilhar inúmeras manhãs e 

tardes regadas a café. Obrigada pelos ensinamentos e pelas conversas descontraídas. Você 

também faz parte dessa jornada. 

Quero agradecer, em especial, ao meu orientador, Prof. Dr. Ênio José Bassi. 

Obrigada pela paciência em ensinar, pela dedicação a este e a tantos outros trabalhos. 

Obrigada pelos esforços e pela disponibilidade para que esta pesquisa se mantivesse a 

todo vapor e pelas inúmeras vezes em que mostrou a mim e aos meus colegas o que de 

fato um professor faz: guiar sabiamente seus alunos para que eles possam dar passos 

grandes. Prof. Ênio ensinou que podemos e devemos pensar alto e que as limitações 

podem ser superadas com maestria. Obrigada por depositar a confiança necessária para 

que eu pudesse desenvolver esta pesquisa em tempo hábil em meio a uma pandemia. O 

caminho não foi fácil e fizemos um lindo trabalho ao longo desses anos graças a ele.  

Gostaria também de agradecer a Profª. Drª. Letícia Anderson. Profª. Letícia foi 

quem abriu as portas para que eu entrasse na pesquisa científica e me mostrou o quanto 

ser mulher nessa área demanda força. Obrigada por todas as horas de dedicação, por todas 

as vezes que ofereceu palavras de conforto e pela amizade construída. Obrigada pela 

disponibilidade em ensinar com paciência e calma. Pela presença, mesmo em momentos 

em que não podia estar fisicamente junto. Obrigada por enxergar em mim o potencial que 
tantas vezes eu mesma não enxerguei e por continuar me proporcionando diversos 

momentos para que enveredasse pelo meio acadêmico. Se hoje concluo um mestrado, foi 

porque um dia ela me mostrou que eu poderia fazer muito, mesmo quando temos apenas 

uma pequena parcela para começar. Você foi e ainda é essencial. 

Quero agradecer também aos colaboradores deste trabalho: a Profª. Drª. Elaine 

Cristina, por me ajudar a desenvolver os experimentos de Microscopia de Força Atômica 

e espectroscopia Raman e me ensinar um pouco mais sobre as técnicas. Agradeço aos 

professores Dr. Eduardo Jorge e Dr. Samuel Teixeira, responsáveis pelo LCMMat, por 

permitirem o manejo dos equipamentos e contribuírem para a obtenção dos resultados. 

Agradeço também ao Prof. Dr. Axel Cofré, por contribuir com os experimentos de 

fluorescência, pelos ensinamentos passados e por toda gentiliza e disponibilidade em 

ajudar. Agradeço ao Prof. Dr. Marcelo Duzzioni por permitir que utilizasse os espaços e 

equipamentos do seu laboratório, LAIF. Também agradeço ao Prof. Dr. Daniel Gitaí por 

sempre me receber no LBCM e permitir também a utilização de seus equipamentos. 



 

 

Por fim, gostaria de agradecer às agências de fomento: a Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES), o Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico (CNPq) e a Fundação de Amparo à Pesquisa 

do Estado de Alagoas (FAPEAL), que permitiram o desenvolvimento deste trabalho e me 

ajudaram a continuar trilhando este caminho. Agradeço também ao Programa 

Multicêntrico de Pós-Graduação em Bioquímica e Biologia Molecular (PMBqBm) e aos 

professores que o compõe e que contribuíram para o meu aprendizado. 

A todos, minha imensa gratidão. 

Com carinho, 

Júlia. 

  



 

 

Resumo 

O vírus Chikungunya (CHIKV) é um arbovírus transmitido por mosquitos do gênero 

Aedes sp., capaz de causar a febre Chikungunya (CHIKF) em sua fase aguda e evoluir 

para uma Síndrome Reumática Crônica (SRC). Nesta infecção, tem-se o acometimento 

das articulações sinoviais que apresentam em sua composição os sinoviócitos 

semelhantes a fibroblastos (FLS). Os FLS, em patologias semelhantes à SRC como a 

artrite reumatóide (AR), apresentam um perfil agressivo capaz de causar danos teciduais 

severos no processo inflamatório, processo este que pode ocorrer devido a alterações em 

propriedades biomecânicas celulares. Diante disso, o presente trabalho objetivou 

identificar alterações biomecânicas, bioquímicas e moleculares em sinoviócitos 

semelhantes a fibroblastos humanos (HFLS) após a infecção pelo CHIKV in vitro. Para 

isso, foi realizada a determinação da MOI por MTT e a confirmação da infecção viral por 

citometria de fluxo intracelular, RT-PCR e infecção de células Vero E6 com sobrenadante 

de cultivo de HFLS. Foram avaliadas: alterações morfológicas e o módulo elástico de 

Young através de microscopia de força atômica (MFA); alterações no citoesqueleto por 

ensaio de fluorescência com marcação para F-actina; alterações bioquímicas através de 

espectroscopia Raman; alterações na expressão gênica por RT-qPCR; e quantificação 

quimiocinas no sobrenadante de cultivo através da metodologia de CBA. Os resultados 

indicaram que os HFLS foram infectados in vitro, observando-se uma porcentagem de 

46,8% de células positivas para o CHIKV após 48h através de citometria de fluxo 

intracelular, além da identificação do genoma viral no sobrenadante por RT-PCR. A 

presença de unidades formadoras de placas (PFUs) na monocamada de células Vero E6 

infectadas indicou a presença de partículas virais viáveis no sobrenadante dos HFLS. A 

análise por MFA evidenciou alterações significativas na morfologia celular e as análises 

de nanoindentação detectaram um aumento de 107,46% no módulo elástico de Young, 

sugerindo que a infecção pelo CHIKV pode levar a alterações no citoesqueleto. Análise 

do citoesqueleto por fluorescência indicaram rompimento dos filamentos de F-actina após 

12h de infecção. A espectroscopia Raman e a subsequente análise de PCA indicaram uma 

variância total de 65% entre os HFLS não infectados e os HFLS infectados pelo CHIKV. 

Além disso, os principais picos alterados estão relacionados a alterações em amidas 

primárias e terciárias, folhas β, lipídeos e colágeno, sendo eles os picos 795, 977, 1031, 

1223, 1290, 1444, 1495, 1635, 1660 e 1709 cm-1. A análise de expressão gênica indicou 

um aumento na expressão dos genes MMP1, VEGFA e UGDH. Além disso, um aumento 

significativo de IP-10 e uma diminuição de MCP-1 foram observadas no sobrenadante 

48h após a infecção viral. Em resumo, os resultados apresentados no presente trabalho 

auxiliam na elucidação das alterações celulares e moleculares envolvidas na interação 

CHIKV-HFLS, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas 

para esta arbovirose. 

Palavras-chave: Vírus Chikungunya; HFLS; MFA; Espectroscopia Raman; Alterações 

biomecânicas 

 

 



Abstract 

Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus transmitted by Aedes sp. mosquitoes that 

causes Chikungunya fever (CHIKF) and could be progress to Rheumatic Chronic 

Syndrome (RSC). The synovial joints are affected during this infection, and fibroblast-

like synoviocytes (FLS) are the major cell type in the composition of synovial tissue. FLS 

in pathologies such as rheumatoid arthritis (RA), assumes an aggressive profile, causing 

severe tissue damage in the inflammatory process. This damage can occur due to changes 

in cellular biomechanical properties. Thus, the aim of this work was to understand 

biomechanical, biochemical and molecular changes in human fibroblast-like 

synoviocytes (HFLS) after CHIKV infection in vitro. Determination of the MOI was 

performed by MTT assay and viral infection was confirmed by flow cytometry, RT-PCR 

and infection of Vero E6 cells with HFLS supernatant. The following were evaluated: 

morphological changes and Young`s modulus by atomic force microscopy (AFM); 

cytoskeleton changes by fluorescence analysis of F-actin labeling; biochemical changes 

were determined by Raman spectroscopy; relative gene expression analysis by RT-qPCR. 

Also, the quantification of chemokines was measured in the supernatant using the CBA 

methodology. As result, HFLS were infected in vitro since 46.8% of the cells were 

CHIKV-positive after 48h of infection in the intracellular flow cytometry analysis. In 

addition, viral RNA in the cell supernatant was detected by RT-PCR. The detection of 

plaque-forming units (PFUs) in the monolayer of infected Vero E6 cells indicated the 

presence of viable viral particles in the HFLS supernatant. AFM analysis shows 

significant changes in cell morphology and nanoindentation analysis detected a 107.46% 

increase in Young's elastic modulus, suggesting alterations in the cytoskeleton. 

Fluorescence cytoskeleton staining indicated disruption of F-actin filaments after 12h of 

infection. Raman spectroscopy and PCA analysis show a total variance of 65% between 

uninfected and CHIKV-infected HFLS. In addition, the major alterations detected were 

related to amide I, amide III, β-sheets, lipids and collagen, with signatures in 795, 977, 

1031, 1223, 1290, 1444, 1495, 1635, 1660 and 1709 cm-1. Relative gene expression shows 

an increase in the expression of MMP1, VEGFA and UGDH. Also, an increase in the IP-

10 and a reduction in MCP-1 chemokine levels were detected in the supernatant 48 after 

viral infection. In summary, the results presented in this work help elucidate the cellular 

and molecular changes involved in the CHIKV-HFLS interaction, thus contributing to 

developing new therapeutic strategies for this arbovirus. 

 

Keywords: Chikungunya virus; HFLS; AFM; Raman spectroscopy; Biomechanical 

alterations. 
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1. INTRODUÇÃO 

O vírus Chikungunya (CHIKV) é um arbovírus do gênero Alphavirus, transmitido 

por fêmeas de mosquitos do gênero Aedes, destacando-se as espécies A. aegypti e A. 

albopictus (ROSS, 1956). Isolado inicialmente na Tanzânia em 1952, o CHIKV 

dispersou-se rapidamente para os países vizinhos da África, chegando às Américas em 

2013, sendo responsável por surtos em diversos países (LEPARC-GOFFART et al., 2014; 

LUMSDEN, 1955). No Brasil, em 2016, ocorreu um surto onde foram reportados 277.882 

casos prováveis desta arbovirose, e o estado de Alagoas apresentou uma taxa de 

incidência de 548,6 casos/100.000 habitantes até a semana epidemiológica nº 52 

(MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL, 2017). Em 2022, os números tornaram-se 

alarmantes novamente, com 169.376 casos prováveis no Brasil, sendo Alagoas 

responsável por uma taxa de incidência de 287,5/100.000 habitantes até a semana 

epidemiológica nº 42 (MINISTÉRIO DA SAÚDE DO BRASIL, 2022). 

Este vírus causa a febre Chikungunya (CHIKF), uma doença autolimitante aguda, 

caracterizada por febre de início súbito, exantema, cefaleia, mialgia e poliartralgia, que 

pode progredir para uma síndrome reumática crônica (SRC), persistindo por meses ou 

anos (SCHILTE et al., 2013; WEAVER; FORRESTER, 2015). Na SRC as articulações 

sinoviais são acometidas levando a uma poliartralgia severa e debilitante, influenciando 

diretamente na qualidade de vida e na saúde mental dos pacientes (CAMPOS et al., 2013; 

SCHILTE et al., 2013). Em geral, o padrão de envolvimento articular nesta arbovirose é 

semelhante à artrite reumatoide (AR), acometendo principalmente as pequenas 

articulações (mãos, punhos, pés e tornozelos) (SILVA; DERMODY, 2017). No entanto 

articulações maiores, como cotovelos e joelhos, também podem ser afetadas 

(HASSANTOUFIGHI; WARD; HIGGS, 2017). A sinóvia, em condições normais, 

envolve as articulações e tem como função o suporte estrutural, lubrificação e nutrição da 

cartilagem, e é composta principalmente por dois tipos celulares: células sinoviais tipo A 

ou macrófagos sinoviais; e células sinoviais tipo B ou sinoviócitos semelhantes a 

fibroblastos (FLS – fibroblast-like synoviocytes) (BARTOK; FIRESTEIN, 2010). Os FLS 

são responsáveis pela secreção de ácido hialurônico e produção de matriz extracelular 

(MEC), conferindo suporte à membrana sinovial, além de secretar lubricina, uma 

glicoproteína mucinosa que mantém a integridade da cartilagem, proporcionando a sua 

lubrificação. A interação de lubricina e ácido hialurônico reduz as chances de atrito e 

desgaste na articulação (BARTOK; FIRESTEIN, 2010; JAY; WALLER, 2014). 
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Na AR, a estrutura saudável do tecido sinovial é convertida em uma estrutura 

semelhante ao pânus cartilaginoso, um revestimento sinovial hiperplásico, com elevados 

números de células sinoviais tipo A e B, além de outros tipos celulares, que invadem e 

degradam a matriz cartilaginosa (BUSTAMANTE et al., 2017). O tecido sinovial possui 

duas camadas, sendo elas a camada íntima ou sinóvia (synovial lining) e a camada 

subíntima (synovial sublining), que na AR sofrem grandes alterações devido à expansão 

de FLS. Essa expansão pode ocorrer por uma proliferação e apoptose desequilibradas ou 

pela ativação dessas células por meio de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento 

produzidos por macrófagos sinoviais, que possuem um fenótipo altamente ativado 

(BARTOK; FIRESTEIN, 2010; IZQUIERDO et al., 2011; PALAO et al., 2004). Além 

disso, macrófagos e linfócitos constituintes do microambiente sinovial promovem a 

secreção de citocinas e quimiocinas que induzem a ativação de FLS para um perfil pró-

inflamatório, o que, consequentemente, suporta o ambiente hiperplásico (NOSS; 

BRENNER, 2008).  

Estudos prévios relatam que as propriedades biomecânicas celulares estão 

diretamente relacionadas a funções biológicas importantes como a adesão, divisão, 

motilidade e diferenciação celular (ARNAOUT; GOODMAN; XIONG, 2007; HUANG; 

KAMM; LEE, 2004; LANGE; FABRY, 2013).  As alterações dessas funções podem estar 

relacionadas à rigidez, rugosidade e morfologia celular, propriedades físicas que podem 

ser afetadas por diferentes fatores como a exposição ao tratamento com drogas 

antitumorais (KIM et al., 2012; LEE et al., 2015); exposição à infecções bacterianas 

(BOTELHO et al., 2019) e infecções virais (PAUL, 2022); e, até mesmo, a doenças 

autoimunes, como a AR (LEE et al., 2015). Neste contexto, entender essas propriedades 

nos FLS pode fornecer o conhecimento necessário sobre o fenótipo agressivo assumido 

por esse tipo celular frente a um microambiente sinovial invasivo (LEE et al., 2015). 

Diante disso, abordagens e técnicas biofísicas para determinar propriedades biomecânicas 

celulares se fazem necessárias (MIERKE, 2020). 

Dentre as metodologias mais abordadas na área de biofísica, a Microscopia de 

Força Atômica (MFA) e a espectroscopia Raman são as mais empregadas para avaliar as 

propriedades mecânicas e moleculares de células e tecidos (DUFRÊNE; PELLING, 2013; 

MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007). A MFA permite o estudo da superfície 

morfológica da célula e a identificação de propriedades mecânicas e adesivas a fim de se 

entender a motilidade celular (CROSS et al., 2007; EL-KIRAT-CHATEL; DUFRÊNE, 
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2012). Além disso, a MFA pode ser aliada a outras metodologias ópticas para, 

simultaneamente, visualizar informações adicionais sobre diferentes biomoléculas 

presentes na composição celular (DUFRÊNE; PELLING, 2013). Dentre as metodologias 

aliadas, a espectroscopia Raman é uma das técnicas aplicadas com a finalidade de se obter 

informações bioquímicas celulares, permitindo a quantificação de alterações a nível 

celular de componentes como ácidos nucléicos, proteínas, carboidratos e lipídeos (CHOI 

et al., 2014; NOTINGHER et al., 2003; PAPPAS, 2000). Diante disso, a combinação 

dessas duas técnicas permite a correlação entre informações químicas e físicas, sendo 

aplicadas nas áreas de biotecnologia e biomedicina em diferentes condições patológicas 

(CHOI et al., 2014), como nos processos inflamatórios e artritogênicos (LEE et al., 2015).  

Embora a indução do processo inflamatório pelo CHIKV tenha sido estudada nos 

últimos anos, a resposta e alterações em FLS frente à infecção por este vírus ainda não 

foi completamente elucidada. Sendo assim, é importante entender como o CHIKV está 

envolvido em mecanismos de interação vírus-célula hospedeira (PHUKLIA et al., 2013). 

A nível celular, os FLS presentes no tecido sinovial das articulações desempenham um 

papel fundamental no processo inflamatório, degradando o colágeno através da produção 

de MMPs e da ativação de osteoclastos que produzem altos níveis de citocinas 

artritogênicas (PHUKLIA et al., 2013). Além disso, os FLS podem migrar entre as 

articulações, induzindo a artralgia em articulações não afetadas (LEFÈVRE et al., 2009).  

O apanhado geral dessas informações reforça a necessidade de estudos aprofundados 

acerca da patogenia e alterações provocadas pelo CHIKV no microambiente sinovial. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Patogenia da febre Chikungunya (CHIKF): da partícula viral ao curso da 

doença 

A febre Chikungunya (CHIKF) é uma arbovirose transmitida por mosquitos do 

gênero Aedes sp. Seu nome deriva do dialeto Makonde e significa “aquele que se dobra” 

devido a postura assumida pelas pessoas acometidas pela doença, caracterizada por uma 

artralgia severa (ROSS, 1956), que pode levar à invalidez e a um impacto substancial na 

qualidade de vida econômica e comunitária (COUTURIER et al., 2012; SCHILTE et al., 

2013). Essa doença é transmitida pelo CHIKV, inicialmente isolado em 1952 na 

Tanzânia, pertencente à família Togaviridae e ao gênero Alphavirus (ROSS, 1956; 

STRAUSS; STRAUSS, 1994).  
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Esse vírus apresenta um genoma de RNA fita simples senso-positivo [(+)ssRNA] 

de aproximadamente 11,8kb que na sua extremidade 5’ possui uma ORF com um 

capeamento de 7-metil-guanosina (m7G) que, após tradução, é responsável por codificar 

as quatro proteínas não estruturais (nsP1-4) (KHAN et al., 2002). Já a extremidade 3’ 

apresenta uma cauda poliadenilada (PoliA), constituída por outra ORF que é transcrita 

por um RNAv senso negativo [(-)RNAv] em um RNA subgenômico 26S que dará origem 

a uma poliproteína estrutural composta pela proteína do capsídeo (C), duas glicoproteínas 

formadoras do envelope (E1 e E2) e dois pequenos peptídeos (E3 e 6k) (KHAN et al., 

2002). Além disso, há a proteína estrutural TF (Transframe Protein) que, juntamente com 

o peptídeo 6K, pode atuar na formação e brotamento do vírus (FIRTH et al., 2008). A 

estrutura do vírion apresenta em torno de 60 a 70 nm contendo o capsídeo icosaédrico e 

o envelope viral (Figura 1). No envelope viral encontram-se ancoradas as glicoproteínas 

E1 e E2 responsáveis pela interação e fusão do vírus com a membrana lipídica da célula 

hospedeira (SOLIGNAT et al., 2009).  

Figura 1. Composição do genoma e estrutura do vírus Chikungunya (CHIKV). (A) 

Organização do genoma do CHIKV incluindo as proteínas não estruturais (nsP1-4) e suas funções 

e as proteínas estruturais (C, E3, E2, 6K/TF e E1); (B) Estrutura do vírion; (C) Microscopia 

crioeletrônica de transmissão da estrutura do vírion, com destaque para as proteínas do envelope 

em formato de espículas, responsáveis pela interação e fusão do vírus com a membrana celular. 

Fonte: Adaptado de Weaver, S. C. e Lecuit, M. (2015). 

Após a ligação da glicoproteína E2 ao receptor de membrana Mxra8 (Matrix 

Remodeling Associated 8) nas células-alvo (BASORE et al., 2019; ZHANG et al., 2018), 

as partículas virais são internalizadas por endocitose mediada por clatrina, onde a 
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acidificação endossomal desencadeia mudanças nas glicoproteínas virais, levando à fusão 

da glicoproteína E1 com a membrana endossomal do hospedeiro. Além disso, outras 

moléculas como os glicosaminoglicanos (GAGs), TIM, DC-SIGN, receptor AXL tirosina 

quinase e o complexo proteico de membrana CD147 foram descritos participando da 

interação vírus-hospedeiro como receptores alternativos (ACHARYA et al., 2015; DE 

CALUWÉ et al., 2021; SILVA et al., 2014). No citoplasma, o nucleocapsídeo é 

desmontado, liberando o RNA viral genômico (RNAv) levando à tradução deste na 

poliproteína precursora não estrutural nsP1234, que é clivada pela protease nsP2 em 

nsP123 e nsP4.  nsP123 e nsP4 formam então a replicase viral de curta duração que irá 

sintetizar um (-)RNAv (Figura 2). A origem desse (-)RNAv leva à formação de 

compartimentos vesiculares pequenos denominados de esférulas, que se formam na 

membrana plasmática (MP) e servem como local ativo de replicação viral, abrigando e 

protegendo os intermediários de RNA fita dupla (dsRNA) da degradação e 

reconhecimento por Receptores de Reconhecimento de Padrões (PRRs - Pattern 

Recognition Receptors). As esférulas são internalizadas, formando-se assim os vacúolos 

citopáticos I (CPV-I) (FROLOVA et al., 2010; SILVA et al., 2014; STRAUSS; 

STRAUSS, 1994). 

Além disso, o acúmulo da poliproteína nsP123 leva ao seu processamento 

proteolítico, resultando em uma troca da replicase por um isômero conformacional que 

irá utilizar o (-)RNAv como modelo para gerar o RNA viral genômico de sentido positivo 

(+)RNAv, codificando assim  a poliproteína estrutural (C, E3, E2, 6K, TF e E1). Ocorre 

então a tradução da proteína C e através de autoclivagem esta é libera da poliproteína 

estrutural para interagir com os (+)RNAv recém-sintetizados e formar o nucleocapsídeo 

icosaédrico contendo uma única molécula de RNA (CONSTANT et al., 2021; 

STRAUSS; STRAUSS, 1994; THOMAS et al., 2010). Após isso, ocorre a translocação 

da poliproteína pE2-6K-E1 para o retículo endoplasmático (RE) e para o Complexo de 

Golgi onde proteases hospedeiras, como a furina, clivam a poliproteína em proteínas 

individuais E3, E2, 6K/TF e E1. Após a tradução, as proteínas E2 e E1 são transportadas 

pelo sistema secretor e depositadas na MP. Os nucleocapsídeos são, então, recrutados e 

unidos com E2 e E1 na MP, resultando no brotamento de partículas virais maduras 

(SILVA et al., 2014; SNYDER et al., 2013) (Figura 2). Um frameshift ribossômico na 

tradução do gene 6K pode acontecer resultando na produção da proteína TF, associadas 

ao processo de brotamento viral (CONSTANT et al., 2021; SNYDER et al., 2013). No 

final desse processo, há ainda a formação de vacúolos citopáticos II (CPV-II) contendo 
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redes hexagonais de E2, E1 e nucleocapsídeos, podendo atuar como veículos de 

transporte e locais de montagem para proteínas estruturais, permitindo a formação e 

liberação de vírions maduros (SILVA; DERMODY, 2017; SOONSAWAD et al., 2010). 

Figura 2. Entrada e replicação celular do vírus Chikungunya (CHIKV). (1) A glicoproteína 

E2 se liga ao receptor Mxra8. (2) A entrada do CHIKV ocorre via endocitose mediada por clatrina 

para, posteriormente, (3) ocorrer a dissociação de moléculas de clatrina da vesícula endocítica, 

(4) permitindo a acidificação do endossomo, o desprendimento de E2-E1 e a fusão de E1 à 

membrana endossomal. (5) Em seguida ocorre a liberação do nucleocapsídeo no citoplasma e a 

tradução da poliproteína nsP1234. (6) A poliproteína é clivada em nsP123 e nsP4 (replicase viral). 

(7) A replicase viral é responsável pela síntese de (-)RNAv que servirá de (8) molde para o 

(+)RNAv, (9) assim como para a síntese de RNA subgenômico 26S, (10) que será traduzido na 

poliproteína C-pE2-6K-E1 no retículo endoplasmático rugoso (RER) (10a). (10b) A proteína C 

se dissocia da poliproteína e (11) se liga ao (+)RNAv genômico para formar o nucleocapsídeo 

que (12) se une as proteínas E2 e E1 para formar a partícula viral madura. Em paralelo, (10c) 

pE2-6K-E1 é redirecionada ao lúmen do RE onde ocorre (13) o processo de maturação, (14) 

seguindo para via exocítica, (15) formando heterodímeros E2-E1 maduros. (16) Os heterodímeros 

serão depositados na MP para (17) o brotamento da partícula viral madura para o meio 

extracelular. Fonte: Adaptado de Constant et al. (2021). 

O período de incubação em humanos pode variar de 1 a 12 dias a partir da picada 

de mosquitos fêmeas hematófagas do gênero Aedes sp. que, através do repasto sanguíneo, 

introduzem partículas virais maduras no hospedeiro (Figura 3A) que se replicam no sítio 

de inoculação em fibroblastos, macrófagos, queratinócitos e melanócitos (CONSTANT 

et al., 2021; MONTEIRO et al., 2019; SILVA; DERMODY, 2017). Através dos vasos 
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linfáticos, o vírus se dissemina na corrente sanguínea atingindo diferentes locais que 

atuam como sítio de replicação. A exemplo, tem-se os órgãos linfóides (linfonodos e 

baço), pele e, principalmente, os tecidos onde predominam os sintomas da doença, como 

o músculo, articulações periféricas e tendões (GASQUE et al., 2016; SILVA; 

DERMODY, 2017). O CHIKV pode se replicar em fibroblastos sinoviais e musculares, 

macrófagos sinoviais, mioblastos, células satélites musculares, condrócitos e osteoblastos 

(Figura 3B) (GASQUE et al., 2016; HOARAU et al., 2010; HUSSAIN et al., 2016; 

LENTSCHER et al., 2020; OZDEN et al., 2007; PHUKLIA et al., 2013; POTT et al., 

2021; SILVA; DERMODY, 2017). 

A infecção aguda pelo CHIKV provoca uma resposta imune inata robusta, 

elevando os níveis de fatores de crescimento, diferentes quimiocinas e citocinas pró-

inflamatórias, com um destaque para os níveis de IFN-I, um dos fatores determinantes 

para o controle da replicação viral e início da patogênese (SCHILTE et al., 2010; TENG 

et al., 2015; WAUQUIER et al., 2011). Os sintomas se iniciam, predominantemente, com 

febre alta (>38°C) que pode durar até uma semana, erupção cutânea maculopapular e 

pruriginosa, cefaleia, conjuntivite, desconforto gastrointestinal, mialgia e uma 

poliartralgia grave e debilitante, bilateral e simétrica, acometendo principalmente punhos, 

tornozelos e falanges (GASQUE et al., 2016; SILVA; DERMODY, 2017). Embora o 

período de viremia desapareça em torno de 5 a 7 dias após a infecção, grande parte das 

pessoas acometidas apresentam persistência de manifestações reumáticas por meses ou 

anos, desenvolvendo assim a SRC. Alguns fatores de risco foram descritos como a idade 

(>45 anos), artropatia inflamatória crônica e gravidade dos sintomas durante a fase aguda 

(GASQUE et al., 2016; SILVA; DERMODY, 2017). 

Na SRC, a maioria dos pacientes apresentam distúrbios musculoesqueléticos 

crônicos e, aproximadamente, 5% correspondem aos critérios de reumatismo inflamatório 

crônico, que pode ser destrutivo e deformante envolvendo distintos processos 

imunopatológicos (JAVELLE et al., 2015). Diferentes analitos solúveis podem ser 

associados à progressão e gravidade da doença tais como, níveis elevados de IL-1β, IL-6 

e MCP-1 (CHOW et al., 2011; NG et al., 2009), enquanto os níveis elevados de GM-CSF 

e, também, de IL-6 podem estar relacionados a processos artritogênicos.  
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Figura 3. Infecção por Aedes sp. e principais células, tecidos e órgãos acometidos pelo 

CHIKV. (A) (1) O mosquito se alimenta de sangue infectado, ocorrendo o período de incubação 

no vetor e, depois, (2) o CHIKV infecta as células do intestino médio, (3) se replica e se dissemina 

para outros órgãos através do sistema circulatório, (4) até seguir para as glândulas salivares e, 

consequentemente, (5) picar o ser humano novamente e realizar o repasto sanguíneo. (B) Ao 

infectar o hospedeiro vertebrado, a resposta imune local é crítica, mas não impede que células 

como monócitos, queratinócitos, melanócitos, fibroblastos da pele e da sinóvia sejam acometidas, 

sendo o fibroblasto sinovial o principal alvo. O processo de infecção pode levar a artralgia 

induzida por CHIKV e consequente persistência da inflamação da articulação por meses a anos. 

Em casos severos, lesões em órgãos como o músculo, coração, rins, fígado e SNC podem ser 

fatais. Fonte: Adaptado de Gasque et al. (2016) e Monteiro et al. (2019). 

2.2 HFLS – Human Fibroblast-Like Synoviocytes 

2.2.1 Características dos HFLS 

Os sinoviócitos semelhantes a fibroblastos (FLS) são células que derivam de 

células-tronco mesenquimais e apresentam-se com uma forma alongada, fusiforme e com 
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prolongamentos citoplasmáticos que permitem a comunicação intercelular, além de 

apresentarem RER abundante (BARTOK; FIRESTEIN, 2010). In vitro, é relatada uma 

alta expressão de colágenos tipo IV e V, vimentina, CD90, molécula de adesão vascular 

1 (VCAM-1), CD44 e, principalmente, UDP-Glucose 6-dehydrogenase (UGDH) 

(BARTOK; FIRESTEIN, 2010; BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; EA; BAZILLE; LIOTÉ, 

2008). A expressão desses fatores distinguem os fibroblastos presentes na sinóvia (ou 

camada íntima) de fibroblastos presentes na camada subíntima, uma vez que estes não 

expressam essas moléculas(BARTOK; FIRESTEIN, 2010; EA; BAZILLE; LIOTÉ, 

2008).  

A atividade enzimática de UGDH é maior em fibroblastos da camada íntima do 

que em qualquer outra célula presente nas camadas mais profundas da sinóvia 

(EDWARDS, 1995). O ácido hialurônico sintetizado por esta enzima é o principal 

constituinte do líquido sinovial e da matriz extracelular (MEC). Com relação à VCAM-

1, acredita-se que esta molécula tenha papel fundamental na ligação de células 

mononucleares ao tecido sinovial ou ancorando FLS à fibronectina na MEC (BARTOK; 

FIRESTEIN, 2010; EA; BAZILLE; LIOTÉ, 2008; EDWARDS, 1995). Além da VCAM-

1, os FLS apresentam uma expressão basal proeminente de CD44, uma molécula de 

adesão que age como receptor de ácido hialurônico sintetizado por UGDH (BARTOK; 

FIRESTEIN, 2010; BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; EA; BAZILLE; LIOTÉ, 2008; 

EDWARDS, 1995).  

Além disso, expressam outros tipos de moléculas de adesão, como a molécula de 

adesão intercelular 1 (ICAM-1), integrinas β1, CD55 (fator acelerador de decaimento, 

utilizado para identificar FLS em ensaios imunohistoquímicos) e caderina-11. Esta última 

é responsável pela agregação homotípica de FLS in vitro e in vivo, mantendo a integridade 

e organização da sinóvia (BARTOK; FIRESTEIN, 2010; BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; 

NOSS; BRENNER, 2008). Além disso, também atua regulando a secreção de IL-6, MCP-

1, IL-8, dentre outras citocinas pró-inflamatórias (CHANG et al., 2011). É uma molécula 

descrita atuando em processos inflamatórios no tecido sinovial, como a AR (VALENCIA 

et al., 2004), tendo sido observada a presença de mRNA de caderina-11 em sangue 

periférico de pacientes com AR, com sinais clínicos de poliartrite, sugerindo que a 

caderina-11 pode ser utilizada como alvo terapêutico na AR (SFIKAKIS et al., 2014). 

Para elucidar melhor o papel dos FLS na AR ou em outros processos patológicos, 

como a infecção pelo CHIKV, os HFLS (Human Fibroblast-Like Synoviocytes) são um 
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modelo de cultura celular primária comumente utilizado, tendo sido isolado do tecido 

sinovial de um humano saudável. O próximo tópico visa, então, relatar a interação deste 

tipo celular com o CHIKV e as principais alterações celulares induzidas nesta infecção.   

2.2.2 Interação entre HFLS e o vírus Chikungunya 

A infecção aguda por CHIKV causa uma febre severa, denominada CHIKF e sua 

principal característica é uma poliartralgia bilateral simétrica que pode se tornar crônica 

(SCHILTE et al., 2013). Para desenvolver um tratamento direcionado é preciso entender 

os mecanismos de interação vírus-hospedeiro que predominam no curso da doença.  

Phuklia e colaboradores (2013) realizaram um estudo em cultura primária de 

HFLS infectados pelo CHIKV e observaram no sobrenadante de cultivo a alta expressão 

de citocinas como RANKL, IL-6, IL-8 e MCP-1. Os autores relatam então que, ao cultivar 

células primárias CD14+ com o sobrenadante de HFLS infectados por CHIKV, era 

observada a migração desse tipo celular. É sugerido então que essa atividade pode ser 

mediada pela alta secreção de IL-6 e RANKL nos sobrenadantes infectados (PHUKLIA 

et al., 2013). Além disso, esse estudo relata a diferenciação de monócitos/macrófagos em 

células semelhantes a osteoclastos, sendo um mecanismo que também pode ser regulado 

por IL-6 e RANKL. O sobrenadante de cultivo dessas células diferenciadas indicou altos 

níveis de IL-6 e TNF-α, que são citocinas constantemente produzidas no processo 

inflamatório, sendo fundamentais no desenvolvimento da AR (PHUKLIA et al., 2013). 

Em outro estudo, foi observada a variação fenotípica do CHIKV através do ensaio 

de placa em células Vero. O sobrenadante de cultivo de células que produziram placas 

grandes e pequenas foi isolado e purificado e os HFLS então foram submetidos a infecção 

com essas duas variantes. Foi observado um efeito citopático (CPE) reduzido nos HFLS 

infectados com a variante de placas grandes quando comparado ao efeito produzido pela 

variante de placas pequenas, sugerindo que esta última apresenta uma alta infectividade 

(SUKKAEW et al., 2018). Em contrapartida, a variante de placas grandes induz uma 

maior produção de IL-6, IL-8 e MCP-1 em HFLS, enquanto a variante de placas pequenas 

não altera os níveis dessas citocinas. Além disso, a variante de placas grandes induziu a 

migração de células CD14+, quando estas foram infectadas com o sobrenadante de cultivo 

de HFLS. Esses resultados sugerem que esta variante em comparação com a variante de 

placas pequenas apresenta um papel crucial no desenvolvimento da poliartralgia na 

CHIKF (SUKKAEW et al., 2018). 
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Selvamani e colaboradores (2014) observaram que HFLS infectados pelo CHIKV 

apresentaram uma baixa expressão nos níveis das proteínas TRAF6, IRAK1, IRAK2 

devido a expressão elevada do microRNA miR-146a. Os autores relatam que a infecção 

leva a regulação positiva de miR-146a através da ativação e sinalização de NF-kB por 

citocinas pró-inflamatórias secretadas, o que pode gerar um loop de feedback negativo, 

regulando negativamente ainda mais a expressão de TRAF6, IRAK1 e IRAK2. Sendo 

assim, ocorre uma restrição da atividade de NF-kB. Além disso, uma análise da replicação 

do CHIKV após alta expressão do miR-146a, sugere que este miRNA explora a repressão 

da atividade de NF-kB em detrimento do aumento da replicação viral (SELVAMANI; 

MISHRA; SINGH, 2014). Recentemente, outro estudo também utilizou HFLS para 

descrever o perfil de alguns miRNAs expressos após infecção com CHIKV. Através de 

microarray e análises in silico, Agrawal e colaboradores (2019) detectaram 24 miRNAs 

diferentemente expressos (DEMs) que podem impactar na resposta inflamatória, na 

replicação e na persistência da infecção viral em HFLS através da supressão de seus 

genes-alvos a níveis pós-transcricionais (AGRAWAL et al., 2019). 

Diante disso, observa-se perfis de modulação de citocinas, quimiocinas e de 

moléculas que degradam progressivamente a sinóvia durante o curso da infecção pelo 

CHIKV em HFLS, o que destaca esse modelo celular como promissor na percepção da 

evolução do processo artritogênico, uma vez que é o tipo celular predominante na sinóvia 

pelo qual o CHIKV apresenta alto tropismo. 

2.3 Propriedades biomecânicas celulares 

As células são unidades biológicas complexas que interpretam estímulos físico-

químicos e apresentam como resposta ativa o desencadeamento de reações biomecânicas 

(GALBRAITH; SHEETZ, 1998; HUANG; INGBER, 1999). São, por sua vez, um 

sistema hierárquico interdependente de moléculas e/ou agrupamentos moleculares, onde 

a vida celular depende das suas ordens de interação (WEISS, 1963). Os processos 

biológicos caracterizados por propriedades biomecânicas celulares são de extrema 

relevância para o seu desenvolvimento, envolvendo mecanismos como divisão, 

desenvolvimento, migração, diferenciação celular (DISCHER; MOONEY; ZANDSTRA, 

2009; EGGERT; MITCHISON; FIELD, 2006; GARDEL et al., 2010; GUCK et al., 2010; 

PALUCH; HEISENBERG, 2009), motilidade e apoptose (GALBRAITH; SHEETZ, 

1998; HUANG; INGBER, 1999). Esses processos regulam atividades biológicas como 

adesão, sinalização, vias bioquímicas e rotas metabólicas, sendo fundamentais na 
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coordenação de vias gênicas que atuam diretamente na homeostase celular e tecidual 

(MAMMOTO; INGBER, 2010; MIROSHNIKOVA et al., 2018). 

A adesão e a migração celular podem ser impactadas pelo estresse provocado no 

microambiente por diferentes tipos ou estágios de doenças, manifestando-se de diferentes 

maneiras a depender do tipo celular afetado e da patogenia que alteram as propriedades 

biomecânicas da célula (MIERKE, 2020). Sabe-se que há uma conexão entre núcleo, 

citoesqueleto, membrana plasmática e a MEC (MIERKE, 2020) e que, propriedades como 

a rigidez nuclear e do citoesqueleto, atuam em conjunto regulando a organização espacial 

celular através da interação entre componentes nucleares e componentes do citoesqueleto, 

como os filamentos de actina (FISCHER; HAYN; MIERKE, 2020). Além disso, no 

citoesqueleto existem outras estruturas de interesse, dentre elas os filamentos 

intermediários e os microtúbulos (Figura 4) (BLANCHOIN et al., 2014). 
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Figura 4. Elementos do citoesquelo. (A) Célula eucariótica, aqui representada por um neurônio, 

realizando processo de alongamento citoplasmático para estabelecer conexões no sistema 

nervoso. (B) O axônio neuronal é composto por (C) microtúbulos e (D) neurofilamentos (ou 

filamentos intermediários). (E) O cone de crescimento neuronal contém (F) redes dendríticas de 

filamentos de actina e filopódios de filamentos de actina paralelos dispostos em redes de conexão. 

Fonte: Adaptado de Fletcher, D. A. e Mullins, R. D. (2010). 

Os filamentos de actina são polímeros semiflexíveis com a capacidade de se 

organizarem em diferentes tipos de arquitetura. Exemplo disso são os elementos 

mecânicos que atuam na forma e motilidade celular, como as redes ramificadas e 

reticuladas, feixes paralelos e estruturas contráteis (BLANCHOIN et al., 2014). Os 

filamentos de actina cortical estão ancorados na parte interna da membrana plasmática e 

fornecem a capacidade contrátil do córtex atuando junto a miosina. O papel do córtex 

celular envolve mudanças na forma durante o movimento e estudos relatam que, à medida 

que a célula perde a sua morfologia inicial, o córtex se torna mais rígido, ajudando assim 
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na estabilidade. Esses mesmos estudos ainda sugerem que uma polimerização nos 

filamentos de actina cortical pode vir a ser responsável pela alteração da morfologia 

celular durante a migração (BLANCHOIN et al., 2014; DEVREOTES; HORWITZ, 

2015; MORONE et al., 2006; SALBREUX; CHARRAS; PALUCH, 2012).  

Quanto as fibras de estresse, estas são feixes grossos e longos, paralelos à direção 

do movimento de migração e compostas por filamentos de actina, proteínas de ligação e 

miosina II, que vão permitir que a migração celular ocorra (BLANCHOIN et al., 2014; 

DARLING et al., 2007; LI et al., 2008; TANG et al., 2014). Os filamentos intermediários, 

por sua vez, apresentam o papel na formação de lamelipódios e na regulação da migração 

celular. Esses filamentos intermediários também são necessários para a formação de 

microtúbulos e interações de microfilamentos (GRUENBAUM; AEBI, 2014). Os 

microtúbulos estão alocados por todo o citoplasma e também apresentam função na 

migração, assim como na sinalização e tráfico intercelular (ETIENNE-MANNEVILLE, 

2013). 

Os filamentos de actina tem sido associados à rigidez celular (LOUISE; 

ETIENNE; MARIE-PIERRE, 2014; MIHAI et al., 2012; POGODA et al., 2012; RAMOS 

et al., 2014; RODUIT et al., 2009), acreditando-se que a alteração do citoesqueleto pode 

ocasionar tal evento. Além disso, proteínas de ligação podem atuar regulando a rigidez 

celular de diferentes modos, sugerindo que a organização espacial dos filamentos de 

actina para formar o citoesqueleto podem vir a determinar a rigidez celular (SCHAEFER 

et al., 2014). O citoesqueleto é uma estrutura dinâmica e adaptativa que integra a atividade 

de diversas proteínas e organelas citoplasmáticas com três funções principais: organizar 

espacialmente o conteúdo celular; conectar física e bioquimicamente a célula ao ambiente 

extracelular; e gerar forças coordenadas que permitam a motilidade e morfologia celular 

(FLETCHER; MULLINS, 2010). Os tipos de filamentos presentes no citoesqueleto são 

essenciais para mediar o sensoriamento mecânico (DAHL; RIBEIRO; LAMMERDING, 

2008). Além disso, o ligante de nucleoesqueleto e citoesqueleto (LINC) realiza a 

ancoragem do núcleo e permite que ele interaja com forças externas. As proteínas da 

membrana nuclear interna e as proteínas da membrana nuclear externa conectam o 

citoesqueleto e o núcleo (CRISP et al., 2006).  

A estrutura do núcleo é dividida em três partes: envelope, lâmina e cromatina. O 

envelope, por sua vez, é subdividido em três estruturas: a membrana externa, a membrana 

interna nuclear e a membrana perinuclear (SCHIRMER; FOISNER, 2007). A membrana 
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externa apresenta em sua composição a proteína nesprina, envolvida na conexão entre o 

envelope nuclear e o citoesqueleto, promovendo a regulação da mecanosensação celular 

(SCHIRMER; FOISNER, 2007). A conexão entre a membrana externa e a membrana 

interna converge em complexos de poros nucleares (NPCs) por onde pequenas moléculas 

se difundem. Além disso, o espaço entre membrana externa e membrana interna é 

composto por uma estrutura determinada de lúmen ou membrana perinuclear (ROUT, 

2003).  

A membrana interna apresenta proteínas em sua composição que permitem a 

conexão entre citoplasma e cromatina, dentre elas as proteínas associadas a lâmina, que 

compõe a lâmina nuclear e estão envolvidas na regulação da expressão gênica (AEBI et 

al., 1986; FOISNER; GERACE, 1993; ZWERGER; HO; LAMMERDING, 2011). A 

redução na expressão de proteínas laminadas leva a desregulação do acoplamento do 

nucleoesqueleto e do citoesqueleto e, consequentemente, em falhas nas funções celulares 

como diferenciação, proliferação, reparação de danos intracelulares e sensibilização 

mecânica (ZWERGER; HO; LAMMERDING, 2011). A cromatina é classificada em 

eucromatina e heterocromatina, sendo esta última localizada no lúmen ou no núcleo, 

apresentando-se de forma compacta e com baixa expressão gênica. A eucromatina, por 

sua vez, é intranuclear e menos densa que a heterocromatina, possuindo uma alta 

atividade de expressão gênica. Por ser menos densa, a eucromatina está mais suscetível a 

deformações e a ser afetada por forças extracelulares (DAHL; RIBEIRO; 

LAMMERDING, 2008). Em geral, as propriedades mecânicas do núcleo são atribuídas a 

lâmina nuclear, devido a composição por proteínas incorporadas tanto a membrana 

nuclear quanto a cromatina, sendo associada a rigidez celular. É também atribuída a 

elasticidade e viscosidade celular que, uma vez afetadas, impactam na migração celular e 

mecanismos nucleares (PANORCHAN et al., 2004; SHIN et al., 2013; SWIFT et al., 

2013). 

Diferentes metodologias podem ser aplicadas para determinar as propriedades 

físicas do citoesqueleto e do núcleo. Dentre elas, destacam-se as metodologias de 

Microscopia de Força Atômica (MFA) e a espectroscopia Raman. A aplicação de MFA 

em estudos biológicos permite a obtenção de imagens tridimensionais da topografia 

celular (CHOI et al., 2014; NOTINGHER et al., 2003; PAPPAS, 2000). A aplicação dessa 

metodologia em estudos biomédicos vem ganhando cada vez mais impacto uma vez que 

fornece dados precisos da condição celular. Aliado a isso, a espectroscopia Raman 
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permite obter informações acerca da estrutura e função bioquímica celular, através de 

dados quantitativos precisos, com alta sensibilidade e seletividade (CHOI et al., 2014; 

NOTINGHER et al., 2003; PAPPAS, 2000). Informações intracelulares como a 

composição de ácidos nucleicos, proteínas, carboidratos e lipídeos são obtidas através da 

variância espectral e intensidade de fluorescência gerada pela incidência de um laser 

sobre a amostra de interesse. Assim, por meio destas metodologias, dados morfológicos, 

biomecânicos e físico-químicos das propriedades celulares podem ser avaliados em 

escalas nanométricas (CHOI et al., 2014; NOTINGHER et al., 2003; PAPPAS, 2000). 

2.4 Aplicação de Microscopia de Força Atômica (MFA) e espectroscopia Raman em 

estudos biológicos 

O crescente interesse biológico nas propriedades biomecânicas celulares tem 

ganhado força com a aplicação de técnicas como a MFA e a espectroscopia Raman (CHOI 

et al., 2014). A invenção da MFA é considerada um marco importante do 

desenvolvimento tecnológico, sendo comumente utilizada para análise de ultraestruturas 

e nanotecnologia, enquanto a espectroscopia Raman tem sido investigada como uma 

técnica biomédica e bioanalítica para aplicação em diagnóstico laboratorial (BINNIG; 

QUATE; GERBER, 1986; CHOI et al., 2014; MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 

2019; PAPPAS, 2000; RAMAN, 1928, 1930).  

A MFA é uma técnica que se baseia na varredura da superfície de uma amostra 

utilizando uma sonda com uma ponta montada em um cantilever que, ao passo que este 

se movimenta, informações do seu desvio são geradas e ajustadas de acordo com a 

superfície da amostra através de um scanner piezoelétrico (BINNIG; QUATE; GERBER, 

1986; BUTT; CAPPELLA; KAPPL, 2005; CHOI et al., 2014). À medida que a ponta 

varre a superfície da amostra, ocorre a deflexão do cantilever em resoluções atômicas 

(CHOI et al., 2014), o que permite investigar a morfologia e as propriedades do material 

observado através da análise fractal, rugosidade e rigidez da amostra (BINNIG; QUATE; 

GERBER, 1986; BUTT; CAPPELLA; KAPPL, 2005). Quando a ponta montada sob o 

cantilever interage com a superfície da amostra, forças de interação entre os átomos da 

ponta e os átomos da amostra são geradas, levando à deflexão do cantilever, desviando o 

laser que incide sobre ele, refletindo para um fotodetector e, assim, gerando informações 

topográficas sobre o material analisado (Figura 5). Todo o procedimento é controlado 
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por um computador que movimentará o scanner e armazenará os dados (BINNIG; 

QUATE; GERBER, 1986; BUTT; CAPPELLA; KAPPL, 2005). 

Figura 5. Diagrama esquemático de análise por MFA. O microscópio de força atômica consiste 

em quatro componentes principais: o scanner piezoelétrico, o sistema de deflexão óptica 

(composto pelo cantilever, ponta, fotodetector e laser) e o sistema de realimentação elétrica. O 

scanner movimenta o cantilever e, uma vez que a ponta interage com a superfície da amostra o 

sistema de deflexão desvia o laser, reflete no fotodetector e gera uma imagem topográfica da 

amostra analisada. Fonte: Adaptado de Choi et al. (2014). 

Além de imagens topográficas, a MFA também pode gerar dados significativos 

sobre a estrutura e heterogeneidade celular (HUANG; KAMM; LEE, 2004). Esta técnica 

permite a detecção de propriedades biomecânicas como a rigidez celular por meio da 

medição do módulo elástico (HUANG; KAMM; LEE, 2004; ROTSCH et al., 1997). 

Conforme a ponta se movimenta para frente e para trás sobre a amostra, se deslocando 

horizontalmente, é possível se obter a rigidez local da superfície. O modelo mais utilizado 

para se medir o módulo elástico é o modelo de Hertz (HERTZ, 1881; HUANG; KAMM; 

LEE, 2004; MOEENDARBARY; HARRIS, 2014).  
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O módulo elástico, também chamado de módulo de Young, é uma propriedade 

que mede a rigidez da superfície celular, sendo utilizada como um indicador de 

elasticidade, uma vez que se baseia na força medida entre a ponta e a superfície da amostra 

(GARCIA; GUERRERO; GARCIA, 2020; LIU et al., 2012; RAMOS et al., 2014). A 

medida do módulo elástico consiste na indentação da ponta do MFA na superfície celular 

aderida em uma superfície rígida (vidro) denominada substrato, medindo assim a força e 

distância (profundidade) de penetração. Essa força promove então uma deflexão no 

cantilever, gerando assim gráficos de curvas força-distância (Figura 6) (GARCIA; 

GUERRERO; GARCIA, 2020; LIU et al., 2012; RAMOS et al., 2014). Essa propriedade 

pode alterar-se conforme a organização espacial e molecular da célula, que pode sofrer 

diferentes impactos (CODAN et al., 2014; LIU et al., 2018; SU et al., 2017; ZHOU et al., 

2017) e assim alterar estruturas fundamentais para a manutenção da morfologia e de 

mecanismos de adesão e migração celular, como o citoesqueleto (GOLAN et al., 2018). 

Figura 6. Medida do módulo elástico de Young. (A) Contato do cantilever e da ponta com a 

amostra para medição do módulo elástico. (B) Modelo de gráfico de curva força-distância de 

célula HT-1376 (carcinoma epitelial). A curva vermelha representa a curva da superfície de vidro 

como curva de calibração, enquanto a curva azul representa a curva correspondente a célula. A 

indentação é a diferença horizontal entre essas curvas. Fonte: Adaptado de Liu et al, (2012) e 

Ramos et al. (2014). 

Em paralelo ao uso da MFA no estudo biológico, a aplicação da espectroscopia 

Raman pode ser valiosa para entender a estrutura e função de componentes bioquímicos 

celulares (CHOI et al., 2014). O fenômeno Raman foi descrito teoricamente por Smekal 

Raman em 1923 e comprovado experimentalmente em 1928, o que lhe rendeu o prêmio 

Nobel de Física em 1930 (RAMAN, 1928, 1930). Raman observou através da utilização 

da luz do sol, uma rede de difração e uma fonte de excitação monocromática, a frequência 

da radiação incidente e da radiação espalhada, sendo esta última correspondente então ao 

modo ou frequência vibracional dos átomos do material analisado. Dessa forma, a 
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espectroscopia Raman mede a diferença de frequência entre dois estados de vibração 

(RAMAN, 1928, 1930). 

A espectroscopia Raman apresenta inúmeras vantagens dentre as técnicas de 

espectroscopias vibracionais, uma vez que se baseia no espalhamento inelástico da luz e 

necessita de pouca ou quase nenhuma preparação da amostra e permite análises diretas e 

não destrutivas. Também pode ser avaliada em amostras contendo água e tanto em 

compostos inorgânicos como orgânicos (MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019). 

Com o avanço da tecnologia, o primeiro espectrômetro comercial foi desenvolvido em 

1953, utilizando um sistema de lasers e detectores, permitindo a expansão do uso desta 

técnica (MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019). Dentre estes, a aplicação da 

espectroscopia Raman nos estudos biomédicos pode fornecer informações detalhadas 

sobre a composição química de células e tecidos, aplicações no diagnóstico médico, e na 

composição de nanotubos de carbono como biocondutores (ABRAMCZYK; KOPEC, 

2017; CHOI et al., 2014; DRESSELHAUS et al., 2005; MOVASAGHI; REHMAN; 

REHMAN, 2007; VERSIANI et al., 2017). 

A forma como o espectro Raman é obtida ocorre através da excitação da amostra 

por uma fonte laser. O sinal proveniente dessa excitação é denominado sinal 

retroespalhado e é coletado por uma lente objetiva, sendo direcionado para o 

espectrômetro utilizando um sistema óptico de lentes e espelhos. A luz é coletada e 

filtrada, transmitindo-se apenas o sinal Raman incidente sobre a amostra (Figura 7) 

(BUTLER et al., 2016; SATO et al., 2019). O sinal Raman captado por um detector é 

convertido de uma intensidade de luz para sinais elétricos sob a forma de espectros 

Raman. Uma vez que o espectro Raman é um método de espalhamento da luz, a luz 

espalhada observada apresenta números de ondas específicos (wavenumbers em cm-1) 

correspondentes a energia de transição da molécula, o que gera um padrão de banda 

específico. Sendo assim, os espectros Raman são coletivamente referidos como “região 

de impressão digital molecular”, apresentando padrões de bandas específicos e 

característicos de uma determinada molécula (BUTLER et al., 2016; SATO et al., 2019; 

SHIPP; SINJAB; NOTINGHER, 2017) (Figura 8). Apesar disso, a complexidade da 

composição molecular de amostras biológicas pode gerar bandas ou espectros 

sobrepostos, o que pode ocultar a informação de uma molécula específica, sendo o 

resultado obtido pelo espectro Raman diferente daquele obtido por biologia molecular 

convencional. Sendo assim, análises multivariadas se fazem necessárias para validar os 
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dados espectrais Raman, como o F-test, análise de PCA (Principal Component Analysis) 

ou análise de PLRS (Partial Least Square Regression) (ABDI; WILLIAMS, 2010; SATO 

et al., 2019). 

Figura 7. Sistema de microscópio e espectrômetro Raman. Visão geral da instrumentação de 

um sistema típico de microscópio acoplado ao espectrômetro Raman, apresentando fonte de 

excitação, expansor de feixe, filtros Rayleigh, espelho de foco, rede de difração, amostra, 

microscópio e detector. Os componentes ópticos podem variar de acordo com o fabricante. Fonte: 

Adaptado de Butler et al. (2016). 

A composição molecular celular pode variar de acordo com qualquer alteração na 

sua estrutura ou função (SATO et al., 2019), no entanto as características espectrais mais 

comuns são causadas por modos vibracionais em moléculas de lipídios, proteínas, 

carboidratos e ácidos nucleicos (SHIPP; SINJAB; NOTINGHER, 2017). Em geral, a 

região de impressão digital de amostras biológicas é dividida em três espectros, sendo a 

região de 600 a 1800 cm-1 a região mais significativa, gerando espectros nítidos e únicos, 

o que permite a classificação das biomoléculas presentes na amostra (Figura 8). 

Geralmente, os espectros vibracionais dessa região são compostos por átomos de carbono, 

nitrogênio e oxigênio ou ligações de complexos de hidrogênio (SHIPP; SINJAB; 

NOTINGHER, 2017). Além disso, há também a região espectral de 1800 a 2500 cm-1 

denominada como “região silenciosa”, uma vez que praticamente não há identificação de 

biomoléculas; e a “região de alto número de ondas”, abrangendo os espectros de 2500 a 

3400 cm-1, que engloba vibrações relacionadas a ligações de átomos de hidrogênio 

(SHIPP; SINJAB; NOTINGHER, 2017). Uma vez que a função celular está intimamente 
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relacionada com a sua composição molecular, a espectroscopia Raman tem se mostrado 

útil no estudo e monitoramento de amostras biológicas (SATO et al., 2019). 

Figura 8. Espectros Raman típicos de material biológico na região de impressão digital. 

Espectros correspondentes a moléculas de (A) DNA e RNA, (B) proteínas, (C) lipídeos e (D) 

carboidratos. Fonte: Adaptado de Shipp et al. (2017). 

Diante do exposto, a aplicação de metodologias como a MFA e a espectroscopia 

Raman no ramo biológico podem revelar mecanismos celulares ainda desconhecidos, 

abrindo a possibilidade para o entendimento de determinadas condições fisiológicas ou 

patológicas, unindo informações acerca de propriedades físicas e bioquímicas celulares 

(CHOI et al., 2014).  
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3. JUSTIFICATIVA 

Desde que foi descoberto em 1952, o CHIKV se tornou alvo de diversos estudos, 

devido a sua alta infectividade e fácil disseminação, principalmente após a sua chegada 

às Américas que culminou em diversos surtos epidêmicos (LEPARC-GOFFART et al., 

2014; LUMSDEN, 1955). No Brasil, até a semana epidemiológica 42 do ano de 2022, 

foram confirmados 82 óbitos, e o número de casos prováveis aumentou em 84,8% quando 

comparado com o ano de 2021 no mesmo período analisado (MINISTÉRIO DA SAÚDE 

DO BRASIL, 2022). Além disso, diversos casos de cronicidade da infecção foram 

relatados, com dores articulares agressivas, chegando a casos de invalidez e depressão 

(CAMPOS et al., 2013; SCHILTE et al., 2013). No entanto, pouco se conhece a respeito 

dos mecanismos de interação vírus-hospedeiro e processos celulares e moleculares 

envolvidos nesta infecção viral. Sendo assim, este estudo objetiva entender a interação 

do CHIKV com sinoviócitos semelhantes a fibroblastos humanos (HFLS) avaliando as 

alterações celulares biomecânicas, bioquímicas e moleculares decorrentes desta infecção 

viral.  



35 

 

4. HIPÓTESE 

Diante do exposto, a hipótese deste trabalho é que a infecção pelo CHIKV 

promova alterações biomecânicas, bioquímicas e moleculares em sinoviócitos 

semelhantes a fibroblastos humanos (HFLS) in vitro.   
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5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo geral 

Analisar a morfologia celular e alterações biomecânicas, bioquímicas e 

moleculares de sinoviócitos semelhantes a fibroblastos (HFLS – Human Fibroblast Like 

Synovicytes) após a infecção pelo CHIKV in vitro. 

5.2 Objetivos específicos 

− Realizar infecção de HFLS com CHIKV in vitro e confirmar a infecção através 

de citometria de fluxo, titulação por PFU em células Vero E6 do sobrenadante 

infectado e detecção do genoma viral por RT-PCR. 

− Avaliar alterações biomecânicas e bioquímicas nos HFLS através de Microscopia 

de Força Atômica (MFA) e espectroscopia Raman; 

− Avaliar alterações morfológicas e estruturais nos HFLS infectados pelo CHIKV; 

− Avaliar a expressão relativa de genes envolvidos na homeostase da sinóvia e 

lubrificação da articulação; 

− Detectar a modulação de quimiocinas envolvidas na patogênese da infecção pelo 

CHIKV no sobrenadante dos HFLS após estímulo viral; 

− Relacionar as alterações biomecânicas e bioquímicas com as alterações na 

expressão gênica e modulação de quimiocinas decorrentes da infecção viral. 
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6. MATERIAS E MÉTODOS 

6.1 Cultivo de HFLS e infecção com o CHIKV 

As células HFLS (Human Fibroblast-Like Synoviocytes) foram adquiridas através 

da empresa Cells Applications (San Diego, USA) e foram cultivadas em meio DMEM 

contendo 10% soro fetal bovino (SFB), 1% de solução antibiótica antimicótica PSA 

(Penicillin, Streptomycin and Amphotericin B ) e 1% L-glutamina em placas de 24 poços 

até atingirem confluência. O vírus CHIKV foi obtido previamente em nosso laboratório 

a partir do soro de paciente positivo para esta arbovirose na fase virêmica da infecção 

(Projeto PPSUS/2016, GenBank: MF589171.1) (TANABE et al., 2018). O vírus foi 

titulado por unidades formadoras de placa (PFU) em células Vero E6, obtendo-se um 

título de 5,6 x 107 PFU/mL. O CHIKV foi adicionado aos HFLS com base na MOI 

(Multiplicity of Infection) determinada e as células foram mantidas por 2 horas em estufa 

de 5% de CO2 a 37ºC para a adsorção viral, com homogeneização a cada 15 minutos. 

Posteriormente, o sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer a -80C. 

6.2 Determinação da MOI de infecção  

Para determinar a MOI a ser utilizada nos experimentos, inicialmente foi realizado 

o ensaio colorimétrico de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 

Bromide) utilizando as MOIs 1, 0,5 e 0,1 do CHIKV. Para isso, foram semeadas 2 x 104 

células por poço em placa de 96 poços e infectadas conforme a padronização prévia.  

Após 48h de infecção, foi adicionado 20 μL de MTT (5 mg/mL – Invitrogen by Thermo 

Fisher Scientific) por poço e a placa foi incubada por 3h em estufa de 5% de CO2 a 37ºC. 

Após as 3h, o sobrenadante foi retirado, sendo adicionado 150 μL de DMSO 

(Dimetilsufóxido) por 15 minutos, seguido de leitura no espectrofotômetro (Termo 

Plate®) em um comprimento de onda de 492nm. As absorbâncias obtidas foram utilizadas 

para o cálculo de porcentagem de viabilidade celular conforme a fórmula: 

𝑉𝑖𝑎𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (%) =
𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜

𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 − 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 𝐵𝑟𝑎𝑛𝑐𝑜
 

6.3 Determinação da infecção viral 

6.3.1 Citometria de fluxo 

Para determinar a infecção celular pelo CHIKV, a citometria de fluxo foi utilizada 

para determinar a porcentagem de HFLS infectados, utilizando um anticorpo monoclonal 

específico para o CHIKV (clone A54Q, Thermo Scientific). Para fixar e permeabilizar os 
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HFLS, foi utilizado o tampão BD Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences, EUA), com um 

tempo de incubação de 20 min a 4ºC. Após isso, o anticorpo anti-CHIKV foi adicionado, 

e as células foram incubadas por 1h a 4ºC. Para a lavagem das células, foi utilizado o 

tampão de lavagem Perm/Wash (BD Biosciences, EUA). Foi então adicionado o 

anticorpo secundário anti-imunoglobulina de camundongo conjugado ao Alexa Fluor 488 

(Molecular Probes), seguido de uma nova incubação por 1h a 4ºC e uma nova lavagem. 

Após a última lavagem, a aquisição das amostras foi realizada no citômetro de fluxo BD 

FACSCanto II e a análise dos resultados realizada através do software FlowJo. 

6.3.2 RT-PCR 

A detecção do genoma do CHIKV no sobrenadante dos HFLS foi realizada através 

de RT-PCR. Inicialmente a extração do RNA viral foi realizada utilizando-se o kit 

ReliaPrep™ Viral TNA Miniprep System (Promega) conforme as recomendações do 

fabricante. Posteriormente, foi realizada a reação de transcrição reversa (RT) com o kit 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems), seguindo a 

ciclagem de 25ºC/10 min; 37ºC/120 min; e 85ºC/5 min. A reação em cadeia da polimerase 

(PCR) foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido no kit GoTaq® qPCR Master 

Mix (Promega), utilizando primers específicos para o genoma do CHIKV (Tabela 1), 

desenhados com o programa PRIMER3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). A reação 

ocorreu em 35 ciclos em condições de ciclagem de 95°C/5 min; 95ºC/30s; 60º/30s; 

72ºC/30s; e 72ºC/5min. O resultado foi observado através de radiação ultravioleta em gel 

de agarose 1,5% com tampão TBE (Tris/Borato/EDTA) corado com GelRed® Nucleic 

Acid Gel Stain, 10,000 X. 

6.3.3 Determinação do título viral em células Vero E6 pelo ensaio de detecção de 

unidades formadoras de placas (PFUs) 

O sobrenadante coletado dos HFLS 48h após a infecção viral foi utilizado na 

infecção de células Vero E6 para determinação do título viral (PFUs/mL). Para isso, foi 

realizada uma diluição seriada do sobrenadante (diluição 10-1 a 10-9) dos HFLS. Foram 

adicionados 200 µL das diluições na monocamada de células Vero E6 confluentes em 

placa de 24 poços seguido de incubação em estufa a 37ºC e 5% de CO2 por 2 horas para 

Tabela 1 – Primers utilizados para transcrição de cDNA e amplificação da RT-PCR. 
Primer Região-alvo Sequência 5’-3’ Amplicon (pb) 

P2_Forward E1: 251-403 AACATGCAGGGTGCCTAAAG 
427 

P3_Reverse* E2: 93-393 AGCTCCTGGTGTCAGTTCGT 

Legenda: *Para a transcrição reversa foi utilizado o primer P3_Reverse. 
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a adsorção viral, com homogeneização a cada 15 minutos. O meio de cultivo foi então 

removido seguido da adição de 1 mL do meio overlay (proporção de 1:1 de CMC 1% 

[carboximetilcelulose] + meio DMEM 2X [2% SFB e 1% PSA]). Após 48h, as células 

foram fixadas com formalina 10% durante 1 hora, seguido de lavagem e coloração com 

cristal violeta a 1%. O título viral foi determinado em PFU/mL de acordo com o protocolo 

estabelecido por Baer e Kehn-Hall (2014) utilizando a seguinte fórmula (BAER; KEHN-

HALL, 2014): 

𝑃𝐹𝑈/𝑚𝐿 =
𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎𝑠 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑑𝑎𝑠

𝐷𝑖𝑙𝑢𝑖çã𝑜 𝑥 𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑑𝑜 𝑖𝑛ó𝑐𝑢𝑙𝑜
 

6.4 Microscopia de Força Atômica (MFA) 

Os HFLS foram plaqueados em lamínulas de 13 mm posicionadas em placa de 24 

poços em uma confluência de 1 x 104 células/poço para permitir a individualização entre 

as células. Após 24h, os HFLS foram infectados com CHIKV conforme a infecção 

padronizada previamente. Após 48h de infecção, foi adicionado glutaraldeído 0,5% 

gelado por 5 minutos. O glutaraldeído foi então removido e as lamínulas foram lavadas 

com PBS 1x gelado e secas para a leitura no Microscópio de Força Atômica (MFA). 

As imagens da morfologia celular e as medidas do módulo elástico dos HFLS 

foram obtidas utilizando o Microscópio de Força Atômica (MFA) - Multiview 1000™, 

(Nanonics) acoplado ao microscópio óptico BXFM (Olympus). O sistema MFA foi 

isolado acusticamente para reduzir qualquer interferência do ruído ambiente durante as 

medições, e o instrumento foi fixado em uma mesa de amortecimento ativo para suprimir 

o ruído mecânico. A topografia celular foi fotografada no modo de contato intermitente 

com uma taxa de varredura de 0,3-1 Hz, e as imagens de MFA foram processadas com o 

software WSxM (HORCAS et al., 2007). As imagens foram realizadas utilizando uma 

ponta de varredura com um raio < 10 nm, um cantilever de 125 μm de comprimento, uma 

constante de mola entre 13–77 N/m e uma frequência nominal entre 200–400 kHz. Os 

experimentos de elasticidade foram realizados com uma ponta de varredura com raio de 

curvatura de 2,5 μm, cantilever de 100 μm de comprimento, constante de mola de 0,29 

N/m e frequência nominal de 80 kHz. A constante de mola do cantilever foi calibrada 

ajustando o espectro de potência a um oscilador harmônico simples (BURNHAM et al., 

2003) e uma força máxima de recuo para o cantilever foi definida em 20 nN. Todas as 

medições da curva força-distância foram realizadas movendo a ponta do cantilever em 
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direção à amostra com uma velocidade de carga constante de 5 μm/s e o modelo de Hertz 

(HERTZ, 1881) foi utilizado para caracterizar as curvas força-distância a fim de se obter 

a indentação elástica das células e ajustar o modelo dos dados para calcular o módulo de 

Young médio das amostras. Todos os experimentos de curva força-distância foram 

realizados com a mesma ponta em 60 células de cada condição experimental (controle 

celular e CHIKV). 

6.5 Espectroscopia Raman 

Os espectros Raman foram obtidos através do espectrômetro XploRA (Horiba) 

acoplado ao microscópio óptico BXFM (Olympus) e equipado com um laser de 532 nm 

e lentes objetivas de 50x. A mesma lente objetiva foi utilizada para coletar a luz de 

espalhamento Raman após a interação com a amostra, em uma geometria de 

retroespalhamento. A calibração da frequência foi realizada utilizando a banda 

vibracional de 520 cm-1 correspondente à amostra de referência de silício. Sob as mesmas 

condições, 50 espectros foram obtidos de cada condição celular (controle e CHIKV), 

medidos à temperatura ambiente. Uma irradiação de baixa potência (5Mw) na superfície 

das amostras foi realizada durante um curto período de exposição (1s de exposição para 

15 acumulações, totalizando 15s), a fim de se minimizar o aquecimento induzido pelo 

laser. A rede de difração utilizada apresentava 1200 linhas/mm, rendendo uma resolução 

espectral de 1,5 cm-1. 

Antes de processar os dados espectrais, estes foram suavizados, ajustados e 

normalizados ao fundo pela área, a fim de se reduzir ruído externo e de se obter dados 

fiéis da composição bioquímica celular. O processamento de dados foi realizado 

utilizando o algoritmo implementado no software MatLab (Mathworks, Naticks, MA) 

que escolhe automaticamente a ordem de ajuste polinomial para cada espectro Raman, 

com base na relação sinal-ruído para fluorescência, corrigindo os espectros de fundo sem 

exigir intervenção do usuário. A partir disso, os espectros de fundo foram obtidos para 

serem subtraídos dos espectros celulares, garantindo que o sinal medido seja atribuído 

apenas às células.  

O software MatLab também foi utilizado para realizar a Análise de Componentes 

Principais (PCA) (ABDI; WILLIAMS, 2010) para avaliar as diferenças espectrais entre 

as células infectadas e não infectadas. Essa técnica multivariada transforma os dados 

originais em um conjunto de novas variáveis ortogonais chamadas de componentes 
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principais (PCs), que são responsáveis pela variação espectral significativa no conjunto 

de dados (FRANCO et al., 2017). Normalmente, a maior parte da variação está contida 

nos três primeiros componentes principais (PC1, PC2 e PC3). Através desse método, foi 

possível obter a variância total dos grupos celulares em gráficos de dispersão 3D, 

observando-se os picos alterados em cada PC. Um gráfico de dispersão em 2D entre PC1 

e PC2 revelou a melhor separação entre os grupos celulares, sendo possível realizar a 

diferença na composição bioquímica entre controle celular e CHIKV através do espectro 

de PC2, que demonstrou a principal diferença espectral entre os grupos celulares. 

6.6 Marcação de citoesqueleto por fluorescência 

Os HFLS foram plaqueados em lamínulas de 13 mm posicionadas em placa de 24 

poços em uma confluência de 1,5 x 104 células/poço para permitir a individualização entre 

as células. Após 24h, os HFLS foram infectados com CHIKV conforme a infecção 

padronizada previamente. Após 2h de adsorção viral, as células foram lavadas uma vez 

com PBS 1x e fixadas com 300 μL PFA 4% por 10 minutos, fixando assim o tempo 0h 

de infecção. Após os 10 minutos de fixação, as células foram lavadas três vezes com PBS 

1x por 5 minutos. A partir disso, o mesmo procedimento foi realizado nos tempos de 12h, 

24h e 48h de infecção.  

A permeabilização foi realizada com Triton X-100 a 0,5% em PBS 1X por 10 

minutos, seguido de três lavagens por 5 minutos com PBS 1x. Após a permeabilização, 

foi realizado o bloqueio por 1h com 500 μL de solução de BSA 3% em PBS 1X sob 

agitação. Foram então realizadas duas lavagens com PBS 1X por 5 minutos seguida de -

1h de incubação com o reagente AlexaFluor™ 488 Phalloidin (Invitrogen – Thermo 

Fisher Scientific) em uma diluição de 1:600, sob agitação e proteção da luz, para 

marcação do citoesqueleto (F-actina). Após a incubação, foram realizadas duas lavagens 

com PBS 1X por 5 minutos e realizada a selagem das lamínulas em meio de montagem 

ProLong™ Gold antifade reagent with DAPI (Thermo Fisher Scientific) para marcação 

do núcleo celular seguida de análise no microscópio EVOSM5000 (Invitrogen, Thermo 

Fisher Scientific). Posteriormente, as imagens foram processadas através do algoritmo 

ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/). 

6.7 Desenho de primers específicos para genes alvo 

Com base na literatura, foram selecionados genes que poderiam ser modulados 

em HFLS após a infecção pelo CHIKV e assim desenhar primers específicos. Os genes 
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selecionados foram MMP1, VEGFA e UGDH. MMP1 é membro da família de 

metaloproteinases responsáveis pela homeostase de tecidos, como o tecido sinovial, e a 

modulação da sua expressão tem sido observada em processos patológicos como a AR e 

a osteoartrite (MALEMUD, 2019; PÁSZTÓI et al., 2009; SHERVINGTON et al., 2018; 

SU et al., 2020; ZERROUK et al., 2020). VEGFA é responsável pela codificação de 

fatores de crescimento endoteliais. Têm sido associado a processos como a angiogênese 

na AR, promovendo danos no tecido sinovial e prolongando o processo inflamatório 

(BAKRY et al., 2022; DAI et al., 2019; HU et al., 2019; LI et al., 2020). UGDH atua na 

conversão de UDP-glicose em UDP-glicuronato, participando na síntese de ácido 

hialurônico, um glicosaminoglicano importante para a homeostase da sinóvia. Além 

disso, esse gene está envolvido na regulação do processo inflamatório provocado na 

osteoartrite (BARTOK; FIRESTEIN, 2010; CLARKIN et al., 2011; EGGER et al., 2010; 

WEN et al., 2014). Diante destes fatores, os primers foram desenhados para as regiões de 

exons dos genes supracitados, utilizando o programa PRIMER3 (https://primer3.ut.ee/) e 

checados através do Primer-BLAST (YE et al., 2012), e através das bases de dados 

OligoAnalyzer™ Tool (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer) e USCS 

Genome Browser – In silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr). O gene 

GAPDH foi utilizado como gene endógeno da reação de qPCR, seguida de análise através 

do método ΔΔCt. A sequência dos primers utilizados e o tamanho do amplicon estão 

dispostos na Tabela 2.  

6.8 Extração de RNA celular por TRIzol™ 

O RNA celular foi extraído de HFLS infectados e não infectados pelo CHIKV 

plaqueados na densidade de 2 x 105 células/poço em placas de 6 poços (constituindo 3 

réplicas biológicas para o controle celular e 3 réplicas biológicas para CHIKV), utilizando 

Tabela 2 – Sequência de primers para expressão gênica relativa através de RT-qPCR. 

Primer Sequência 5’-3’ Amplicon (pb) 

q_h_GAPDH_F 
q_h_GAPDH_R 

TGCACCACCAACTGCTTAGC 
GGCATGGACTGTGGTCATGAG 

87 pb 

q_h_UGDH_F 
q_h_UGDH_R 

GCTGATGTAGAAGAGGTAGCAACA 
GCCTCACAGAGATAAACCAAATTC 

134 pb 

q_h_VEGFA_F 
q_h_VEGFA_R 

CTTGCCTTGCTGCTCTACCT 
CGCTGATAGACATCCATGAACT 

113 pb 

q_h_MMP1_F 
q_h_MMP1_R 

CATGCCATTGAGAAAGCCTTCC 
AGAGTTGTCCCGATGATCTCC 

123 pb 

Legenda: Azul: gene endógeno controle. Salmão: genes alvo. 
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o reagente TRIzol™ (Invitrogen, ThermoScientific) de acordo com as recomendações do 

fabricante. Em resumo, o lisado celular foi homogeneizado e incubado a temperatura 

ambiente por 5 minutos para permitir a dissociação completa de complexos de 

nucleoproteínas e posteriormente foi adicionado 200 μL de clorofórmio, seguido de 

precipitação por isopropanol 100% e etanol 75% e, por fim, eluição em 50 μL de H2O 

nuclease free. 

6.9 Quantificação do RNA por fluorimetria e avaliação da expressão gênica por RT-

qPCR  

Após a extração, o RNA obtido foi então quantificado por fluorimetria através do 

fluorímetro Qubit™ 4 (Invitrogen, ThermoScientific), seguindo o protocolo padrão do kit 

Qubit™ RNA XR Assay (Invitrogen, ThermoScientific). Após a quantificação, a reação 

de transcrição reversa foi realizada utilizando Random primers e 1 μg de RNA por reação 

para obtenção do cDNA, seguindo as recomendações do kit High-Capacity cDNA 

Reverse Transcription (AppliedBiosystems). Para a PCR em tempo real (qPCR), foi 

utilizado o intercalante fluorescente SYBR® Green (Applied Biosystems) em placas de 

96 poços MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems). A reação foi 

realizada no termociclador de sistema óptico Applied Biosystems QuantStudio™ 3 Real-

Time PCR System, seguindo os parâmetros de reação do kit: 95ºC/10 min para ativação 

da enzima – 95ºC/15 s para a desnaturação – 60ºC/1 min para anelamento de primers e 

extensão, totalizando 40 ciclos. As alterações na expressão gênica dos genes alvo foram 

avaliadas em relação aos valores limiar de ciclo (Ct) do gene endógeno através do método 

ΔΔCT.  

6.10 Quantificação de quimiocinas 

As quimiocinas foram selecionadas com base em dados prévios da literatura, que 

destacam a relevância das mesmas na patogenia provocada pelo CHIKV, além de estarem 

associadas ao processo artritogênico (JACOB-NASCIMENTO et al., 2021; 

LOHACHANAKUL et al., 2012; PHUKLIA et al., 2013; POTT et al., 2021; SUKKAEW 

et al., 2018; TANABE et al., 2019; WILSON et al., 2017). Desta forma, a quantificação 

de CXCL8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10 no 

sobrenadante dos HFLS não infectados e infectados pelo CHIKV foi realizada pela 

metodologia de CBA - Cytometric Bead Array utilizando-se o Human Chemokine Kit 

(BD™ - Becton Dickinson Company) de acordo com recomendações do fabricante. 

Resumidamente, o sobrenadante foi incubado com populações de beads revestidas com 
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anticorpos de captura específicos para as quimiocinas citadas e com o anticorpo de 

detecção conjugado ao PE por 3 horas. Posteriormente as amostras foram lavadas com 

tampão de lavagem para retirar as beads que não se ligaram. Em seguida, as amostras 

foram fixadas e adquiridas no citômetro de fluxo BD FACSVia. A análise dos dados foi 

realizada no software FCAP Array v.3.0. 

6.11 Análises estatísticas 

As análises estatísticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 6, 

utilizando o teste t de Student e/ou ANOVA (One-way Analysis of Variance) para os 

dados experimentais referentes ao teste MTT, citometria de fluxo e expressão gênica com 

o valor de p sendo considerado significativo quando p ≤ 0,5. Para a MFA foi utilizado o 

software Origin, utilizando o teste de Kolmogorov-Smirnov, e a significância estatística 

das diferenças no módulo elástico entre as células infectadas pelo CHIKV e não 

infectadas foi avaliada através de ANOVA, utilizando o teste post-hoc de Tukey, com 

nível de confiança de 95% (p < 0,05). 
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7. RESULTADOS 

7.1 Determinação da MOI de infecção  

Inicialmente, diferentes MOIs (1; 0,5 e 0,1) foram utilizadas na infecção dos 

HFLS seguido da análise de viabilidade celular pelo ensaio de MTT para padronização 

das condições ideais a serem utilizadas nos experimentos posteriores. As MOIs 1 e 0,5 

reduziram a viabilidade celular em, aproximadamente, 20% (Figura 9A). Além disso, 

detectou-se um efeito citopático viral (ECV) evidente nas MOIs 1 e 0,5 (Figura 9B). Por 

outro lado, a MOI 0,1 não apresentou efeito citopático evidente e não reduziu a 

viabilidade celular comparado ao controle celular. Sendo assim, optou-se por utilizar a 

MOI 0,5 nos ensaios posteriores. 

 

Figura 9. HFLS infectados por 48h com CHIKV em diferentes MOIs. Na figura A, o gráfico 

da viabilidade celular mostra que houve diferença estatística entre o controle celular e os controles 

infectados por CHIKV nas MOIs 1 e 0,5, enquanto a MOI 0,1 não apresentou diferença estatística. 

Na figura B, através da microscopia óptica, foi possível evidenciar a presença de efeito citopático 

viral (ECV) nas MOIs 1 e 0,5. Morfologicamente a célula se apresenta arredondada, refringente 

e vacuolizada, perdendo a sua morfologia alongada e fusiforme original, o que permite definir um 
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ECV evidente nos maiores aumentos (200x e 400x). Os dados foram avaliados estatisticamente 

por meio do teste ANOVA (** p ≤ 0,01; ns = p > 0,05). 

7.2 Confirmação da infecção viral por diferentes metodologias 

Inicialmente, para confirmar a infecção celular pelo CHIKV utilizando a MOI 0,5, 

foi realizada uma citometria de fluxo intracelular para determinar a porcentagem de HFLS 

infectados após 48h de infecção. A Figura 10A apresenta os dot plots representativos da 

população de células analisadas. De acordo com o gráfico apresentado na Figura 10B, a 

média de porcentagem de células infectadas entre as triplicatas foi de 46,8%. As imagens 

obtidas por microscopia óptica representadas na Figura 10C evidenciam as alterações 

morfológicas celulares decorrentes da infecção viral onde os HFLS acabam perdendo a 

morfologia alongada e fusiforme e apresentam-se como células arredondas, refringentes 

e vacuolizadas. Além disso, observou-se o desprendimento de uma fração das células da 

placa de cultivo.  

 

Figura 10. Análise da infecção em HFLS pelo CHIKV através de microscopia óptica e 

citometria de fluxo intracelular. A) Dot plot representativo da população analisada. B) Gráfico 

representativo da porcentagem de células infectadas, podendo-se observar que houve uma média 

de 46,8% de células positivas para o CHIKV. C) Microscopia óptica onde é possível evidenciar 
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o ECV, uma vez que os HFLS perdem sua forma alongada e fusiforme em detrimento da infecção, 

sendo possível observar nos maiores aumentos (200x e 400x) que a célula se encontra 

arredondada, refringente e vacuolizada. Os dados foram avaliados estatisticamente por meio do 

teste t de Student (** p ≤ 0,01). 

Além da citometria de fluxo, utilizando os sobrenadantes de cultivo dos controles 

infectado e não infectado como amostras, foi realizada uma RT-PCR convencional para 

amplificação de uma região alvo codificante para a proteína do envelope E2. De acordo 

com o programa PRIMER3, o amplicon apresenta um tamanho de 427 pares de base (pb). 

Conforme mostrado na Figura 11, detectou-se o amplicon dentro do tamanho esperado. 

A eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentou a formação de uma banda específica 

no lane 1, correspondente ao sobrenadante de cultivo de HFLS infectados pelo CHIKV. 

Já no lane 2, não há formação de banda, o que confirma que o sobrenadante de cultivo do 

controle celular não estava infectado. Os lanes 3 e 4 correspondem aos controles positivo 

e negativo (H2O nuclease free) da reação de PCR.  

 

Figura 11. Confirmação da infecção pelo CHIKV em HFLS através de RT-PCR. Gel de 

agarose 1,5%, onde o lane 1 representa o sobrenadante de HFLS infectados pelo CHIKV e o lane 

2 representa o controle negativo do sobrenadante de HFLS. Os lanes 3 e 4 representam, 

respectivamente, os controles positivo e negativo da reação. Ambas as amostras positivas 

representam uma banda de, aproximadamente, 427 pb. MP = Marcador de Peso Molecular 

(Kasvi). 

Por fim, também foi observada a presença de partículas viáveis do CHIKV no 

sobrenadante dos HFLS após 48h por meio do ensaio de detecção de PFUs em células 

Vero E6. A Figura 12A apresenta uma imagem representativa de poços de cultivo de 

células Vero E6 após a infecção. A contagem das placas observadas na imagem foi 

realizada através da observação em estereomicroscópio e a média do título viral obtido 

foi de 1,13 x 105 PFU/mL (Figura 12B). 



48 

 

Figura 12. Determinação do título viral no sobrenadante de HFLS pelo ensaio de PFU em 

células Vero E6. (A) Imagem dos poços de cultivo de células Vero E6 após a coloração por cristal 

violeta evidenciando as unidades formadoras de placas em diferentes diluições do sobrenadante. 

Os controles CC, CN, e CHIKV correspondem, respectivamente, ao controle celular cultivado 

com meio DMEM low glicose; sobrenadante de HFLS não infectado; e sobrenadante de HFLS 

infectado com CHIKV e não diluído. (B) Média do título viral obtido (1,13 x 105 PFU/mL) de 

duas réplicas biológicas. Os dados representam a média ± erro padrão da média. 

7.3 Alterações morfológicas, biomecânicas e bioquímicas através de MFA e 

espectroscopia Raman 

A morfologia celular, incluindo as características da membrana e do citoplasma 

celular, pode ser observada nas imagens geradas por MFA (Figura 13A e 13B). A maioria 

dos HFLS não infectados apresentou formato alongado, fusiforme e superfície levemente 

rugosa, enquanto os HFLS infectados pelo CHIKV apresentaram alterações morfológicas 

diversas, perdendo o formato alongado e fusiforme, além de apresentarem uma superfície 

mais rugosa, corroborando com os resultados previamente apresentados de que a infecção 

pelo CHIKV induz alterações morfológicas nos HFLS. 
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Figura 13. MFA de HFLS não infectados e infectados pelo CHIKV. (A) Imagem 

representativa do controle celular, gerada por MFA, indicando a forma fusiforme e alongada dos 

HFLS. (B) Imagem representativa de HFLS após infecção pelo CHIKV, gerada por MFA. (C) 

Gráfico representativo das curvas de força-distância segundo o modelo de Hertz. (D) Gráfico 

representativo do módulo de Young para cada condição experimental. Os HFLS não infectados 

exibiram um módulo médio de Young de 26,96 ± 6,87 kPa, enquanto o módulo médio de Young 

das células infectadas com CHIKV foi de 55,93 ± 17,92 kPa, revelando um aumento de 107,46%. 

(E) Gráfico representativo dos histogramas de distribuição dos valores do módulo de Young para 

cada condição experimental avaliada. Os dados representam a média ± desvio padrão (DP). Para 

mostrar que todos os dados estavam distribuídos normalmente, foi realizado um teste de 

Kolmogorov-Smirnov, e a significância estatística das diferenças no módulo de elasticidade entre 

os grupos de células foi avaliada com análise de variância (ANOVA) de uma via utilizando o teste 

de Tukey com nível de confiança de 95% (p < 0,05). CC = controle celular (HFLS não infectados); 

CHIKV: HFLS infectados com CHIKV (MOI 0,5). 

As medidas de nanoindentação por MFA foram usadas para avaliar os valores do 

módulo de Young dos HFLS. Para isso, ajustou-se o modelo de Hertz às curvas força-

distância (Figura 13C). Como resultado, as células do controle não infectado exibiram 

um módulo de Young de 26,96 ± 6,87 kPa. Em contraste, o módulo médio de Young das 

células infectadas com CHIKV foi de 55,93 ± 17,92 kPa, revelando um aumento de 

107,46% no módulo elástico médio em comparação com as células controle (Figura 

13D). Os histogramas da distribuição dos valores do módulo de Young para as células 

apresentaram distribuição normal (Figura 13E). 
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Os HFLS foram analisados por espectroscopia Raman na faixa espectral de 600–

1800 cm-1, região de impressão digital do espectro Raman, significativa para avaliar o 

perfil das alterações bioquímicas em amostras biológicas. Para realizar a análise e 

classificação dos dados espectrais, foram obtidos os espectros Raman dos HFLS 

infectados por CHIKV e HFLS não infectados. A Figura 14A apresenta os espectros 

Raman médios dos grupos de células, com os respectivos desvios padrão sobrepostos 

como preenchimento cinza sombreado. As atribuições das bandas Raman utilizadas na 

interpretação das características espectrais foram realizadas com base em dados prévios 

da literatura e estão dispostas na Tabela 2 (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 

2007).  

Figura 14. Espectrometria Raman de HFLS não infectados e infectados pelo CHIKV. (A) 

Espectros Raman médios de HFLS infectados pelo CHIKV (vermelho) e HFLS não infectados 

(azul). Os desvios padrão estão sobrepostos em cinza. (B) Análise de principais componentes 

(PCA) de HFLS infectados pelo CHIKV (pontos vermelhos) e HFLS não infectados (pontos 

azuis), demonstrando a alteração da composição bioquímica celular após a infecção. (C) Cargas 

de PCs de diferenças bioquímicas celulares em HFLS infectados pelo CHIKV e HFLS não 

infectados. A análise estatística multivariada foi implementada no software MatLab (Mathworks, 

Naticks, MA). CC = controle celular (HFLS não infectados); CHIKV: HFLS infectados com 

CHIKV (MOI 0,5). 
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A análise de principais componentes (PCA - Principal Component Analysis) foi 

utilizada para a classificação e interpretação dos dados espectrais do controle celular (CC) 

e dos HFLS infectados pelo CHIKV. Por meio desse método, foi possível fazer a 

comparação entre os grupos experimentais e observar uma diferença entre eles que 

comprova que a infecção, de fato, afetou a composição bioquímica celular. Conforme 

observado na Figura 14B, os HFLS não infectados (pontos azuis) podem ser distinguidos 

dos HFLS infectados pelo CHIKV (pontos vermelhos) pelos três primeiros PCs usados 

nesta comparação. Esses PCs foram responsáveis por 65% da variância total do conjunto 

de dados original, com PC1 descrevendo 34%; PC2 descrevendo 17%; e PC3 

descrevendo 14% da variância total.  Esses dados indicam que, mesmo nos grupos de 

células onde as características espectrais são bastante semelhantes, o PCA consegue 

classificar as amostras. 

As cargas dos PCs são representativas das diferenças bioquímicas entre controle 

celular e HFLS infectados pelo CHIKV, e contribuem para a diferenciação dos espectros 

no gráfico de pontuação dos PCs, que podem ser observadas na Figura 14C. As cargas 

possuem uma dimensão espectral, onde podem ser observados picos positivos e 

negativos, que indicam aumento ou diminuição dos sinais de Raman, respectivamente. 

Os resultados demonstram então que, as cargas de PC1 indicaram correlação positiva das 

bandas Raman em 1294, 1455 e 1667 cm-1, e correlação negativa dos sinais em 981 cm-1 

para os HFLS infectados pelo CHIKV quando comparados aos HFLS do controle celular. 

Cargas de PC2 indicaram sinais de correlação positivos em 1122 e 1477 cm-1, enquanto 

houve uma correlação negativa das bandas em 1031 e 1242 cm-1. Uma correlação positiva 

em 977 e 1678 cm-1 e uma correlação negativa em 724, 1042 e 1433 cm-1 foram 

Tabela 3 – Atribuições espectrais de Raman 

Espectro cm-1 Características espectrais 

633 cm-1 ν(C-S) gauche (aminoácido metionina) 

732 cm-1 Adenina (ácidos nucleicos) / balanço CH2, C-C (proteínas) 

865 cm-1 Vibração de ribose (um dos modos distintos de RNA) 

996 cm-1 C-O ribose (carboidratos) 

1027 cm-1 Pico de carboidratos / glicogênio 

1107 cm-1 Pico de carboidratos 

1257 cm-1 Adenina e Timina (modo de respiração do anel das bases de DNA/RNA) 

1323 cm-1 Guanina (base púrica de DNA/RNA) 

1452 cm-1 Modificação de CH2CH3 (banda de proteína) 

1603 cm-1 
C=C modo de dobramento no plano de fenilalanina e tirosina (banda de 

proteína) 

1667 cm-1 Banda de alongamento C=C (banda de proteína) 
Fonte: Adaptado de Movasaghi; Rehman; Rehman, 2007. 
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identificados nas cargas de PC3. Os picos com cargas alteradas estão indicados na Tabela 

3 (com exceção dos picos 1433 e 1477 cm-1, ainda não descritos na literatura). 

Além disso, um gráfico de dispersão em 2D de PC1 e PC2 (Figura 15A) revelou 

a melhor separação entre os dois grupos celulares, sendo possível observar que, de fato, 

há uma alteração na composição bioquímica celular após a infecção. Diante disso, através 

de PC2 foi realizada a diferença de assinatura espectral que revelou a maioria das 

diferenças bioquímicas ocorridas após a infecção pelo CHIKV. As principais assinaturas 

bioquímicas identificadas estão descritas na Tabela 3 de acordo com dados prévios 

estabelecidos na literatura (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007; SHIPP; 

SINJAB; NOTINGHER, 2017) e indicadas na Figura 15B, sendo elas as bandas 795, 

977, 1031, 1223, 1290, 1444, 1495, 1635, 1660 e 1709 cm-1. A maioria das assinaturas 

espectrais das células infectadas pelo CHIKV estão relacionadas a alterações em amidas 

primárias e terciárias, folhas β, lipídeos e colágeno e estão destacadas em salmão na 

Tabela 3. 

Figura 15. Diferença espectral entre controle celular e HFLS infectados pelo CHIKV. (A) 

Gráfico de dispersão em 2D obtido através da análise de PCA, demonstrando que a melhor 

separação entre os grupos celulares corresponde a PC1 vs PC2, indicando a alteração na 

composição bioquímica após infecção. (B) Espectro de PC2, demonstrando a maior diferença 

entre o controle celular e HFLS infectados pelo CHIKV. As principais alterações espectrais estão 

indicadas através de setas e as assinaturas dos picos alterados encontram-se na Tabela 3. A análise 

estatística multivariada foi implementada no software MatLab (Mathworks, Naticks, MA). CC = 

controle celular (HFLS não infectados); CHIKV: HFLS infectados com CHIKV (MOI 0,5). 
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Tabela 4 – Diferenças espectrais Raman entre CC e CHIKV 

Espectro cm-1 Características espectrais 

724 cm-1 
Grupo principal C-N em Adenina (723 - 728 cm-1)* 

A (modo de respiração do anel de bases de DNA/RNA) (725 cm-1)* 

795 cm-1 
Uracila, Citosina, e modo de respiração do anel de Timina (782-792 cm-1)*; 

Alongamento simétrico de O-P-O (782-792 cm-1)*; 

977 cm-1 
981 cm-1 

Vibração de ribose, um dos modos distintos de RNA (974 cm-1)*; 
Alongamento da ligação C-C em Folha β (proteínas) (980 cm-1)*; 

Curvatura CH (lipídios) (980 cm-1)*; 

1031 cm-1 

δ(C-H), fenilalanina (atribuição de proteína); 
Modo de flexão no plano C-H da fenilalanina; 

Resíduos de carboidratos de colágeno; 
Fenilalanina, alongamento C-N de proteínas; 
Modo de flexão no plano C-H da fenilalanina; 

1042 cm-1 
Esqueleto C-C (1030 - 1040 cm-1)* 

Prolina = atribuição de colágeno (1043 cm-1)* 

1122 cm-1 
vs(CC) esquelético 

v(C-C) trans 

1223 cm-1 

1242 cm-1 

(PO2-): ácidos nucleicos; 
Ácidos nucleicos; 

Proteínas, incluindo colágeno I; 
Amida III: estrutura de Folha β (1224 cm-1)*; 

Amida III: Folha β e bobinas aleatórias (1242 cm-1); 
Amida III (1225 - 1240 cm-1)*; 

1290 cm-1 
Citosina; 

Curvatura C-H; 

1294 cm-1 CH2 (1295 cm-1)* 

1444 cm-1 
Banda de colesterol (associada ao espectro aterosclerótico); 

(CH2), lipídios, ácidos graxos; 

1455 cm-1 
Desoxirribose 

δ(CH2) 

1495 cm-1 
DNA (1490 cm-1)*; 

Vibração de alongamento C-N acoplada ao plano (1491 cm-1)*; 
Curvatura C-H em cátions de radicais amino (1491 cm-1)*; 

1635 cm-1 Diferenças no conteúdo de colágeno; 

1660 cm-1 

Amida I; 
Modo de vibração de amida I de proteínas estruturais; 

v(C=C) cis, lipídios, ácidos graxos 
Grupos C=C em ácidos graxos insaturados; 

Lipídeos; 
Timina, Guanina e Citosina (1659–1671 cm-1)* 

1667 cm-1 

Banda de proteína 
Faixa de alongamento C=C 

Estrutura helicoidal da amida I 
Estiramento de carbonila (C=O) 

1678 cm-1 NADH livre e/ou ligado 

1709 cm-1 v(C=O)OH (aminoácidos aspartato e ácido glutâmico); 
Fonte: Adaptado de Movasaghi; Rehman; Rehman, 2007 e Shipp; Sinjab; Nothinger, 2017. 
Legenda: * = faixa espectral próxima, podendo variar de 2 a 4 cm-1; Salmão =  principais picos de 
interesse biológico alterados na infecção pelo CHIKV. 
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7.4 Fluorescência do citoesqueleto 

Por meio da marcação de filamentos de F-actina por faloidina conjugada ao 

fluorocromo AlexaFluor 488, foi possível evidenciar após 12h de infecção a alteração no 

citoesqueleto celular (Figura 16). As principais alterações observadas foram a ruptura 

dos filamentos de F-actina, e consequente ruptura e desorganização do citoesqueleto, 

alterando assim a morfologia inicial fibroblastoide observada no controle celular (CC). 

Tais resultados corroboram com as alterações no módulo elástico de Young induzidas 

pela infecção pelo CHIKV.  

Figura 16. Fluorescência de citoesqueleto (F-actina) de HFLS infectados pelo CHIKV. 

Filamentos de F-actina foram marcados com faloidina conjugada a AlexaFluor 488 (em verde), 

enquanto o núcleo foi marcado com DAPI (em azul). No controle celular (CC), é possível 

observar a integridade do citoesqueleto nos aumentos de 20x e 100x nos diferentes tempos de 

infecção. Em contrapartida, a partir de 12h de infecção é possível observar o rompimento dos 

filamentos de F-actina e desorganização citoplasmática, alterando-se assim a morfologia inicial. 

As imagens foram processadas através do algoritmo ImageJ. As barras de escala indicam 150 μm 

(20x) e 50 μm (100x). 
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7.5 Avaliação da expressão gênica 

Os genes previamente selecionados foram avaliados através da expressão relativa 

por qPCR utilizando como controle endógeno (housekeeping) o gene GAPDH e análise 

pelo método ΔΔCt. Conforme mostrado na Figura 17, verificou-se um aumento 

significativo na expressão dos genes MMP1, VEGFA e UGDH 48h após a infecção viral 

quando comparado ao controle celular (CC). 

Figura 17. Expressão relativa de genes em HFLS infectados pelo CHIKV. MMP1, VEGFA e 

UGDH apresentaram um aumento de expressão 48h após a infecção. Os dados foram avaliados 

estatisticamente por meio do teste t de Student (*** p ≤ 0,001; ** p ≤ 0,01). 

7.6 Quantificação de quimiocinas 

As quimiocinas CXCL10/IP-10, CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG, CCL5/RANTES e 

CXCL8/IL-8 foram quantificadas no sobrenadante de cultivo celular de HFLS infectados 

e não infectados com o CHIKV. Como resultado, detectou-se um aumento significativo 

de IP-10 e uma redução de MCP-1 48h após a infecção viral (Figura 18). A média da 

concentração de MIG nas amostras testadas apresentou-se abaixo de limite de detecção 

do kit de CBA utilizado e não houve diferença estatística significativa para os níveis de 

RANTES e IL-8 (Figura 18). 
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Figura 18. Modulação de quimiocinas em HFLS após infecção pelo CHIKV. Os dados foram 

avaliados estatisticamente por meio do teste t de Student (** p ≤ 0,01; * p ≤ 0,05; ns = p > 0,05). 
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8. DISCUSSÃO 

O CHIKV é um arbovírus artritogênico, responsável por epidemias recorrentes 

em regiões tropicais e subtropicais ao redor do mundo, se tornando uma das arboviroses 

mais relevantes no contexto de saúde pública. A infecção por esse vírus é marcada por 

uma poliartralgia severa, podendo progredir da fase aguda para uma fase crônica de 

duração indeterminada, variando de semanas a anos. Além disso, casos atípicos podem 

levar a falência múltipla dos órgãos e a morte (CONSTANT et al., 2021). Apesar disso, 

ainda não existem vacinas e antivirais específicos contra o CHIKV e os mecanismos 

celulares e moleculares envolvidos na interação vírus-hospedeiro ainda não foram 

completamente elucidados. 

O CHIKV apresenta amplo tropismo celular, podendo acometer diferentes tipos 

celulares, tecidos e órgãos. A infecção viral progride com altos títulos virais, sendo o 

tropismo fundamental para que esta se perpetue e estabeleça o curso da doença, 

infectando assim diversos tipos celulares (CONSTANT et al., 2021). Uma vez que o 

mecanismo de entrada se dá através da picada de fêmeas hematófagas do gênero Aedes 

sp. (GASQUE et al., 2016; SILVA; DERMODY, 2017), células epiteliais podem ser 

acometidas, permitindo que o vírus entre na corrente sanguínea e no sistema linfático e, 

assim, atingindo sítios ativos de replicação, como as articulações (EKCHARIYAWAT et 

al., 2015; PHUKLIA et al., 2013; SOURISSEAU et al., 2007; SUKKAEW et al., 2018). 

Uma vez nas articulações, o CHIKV pode acometer sinoviócitos semelhantes a 

fibroblastos (HFLS) (PHUKLIA et al., 2013; SUKKAEW et al., 2018), podendo vir a 

conduzir a infecção a um processo inflamatório semelhante ao da AR (SILVA; 

DERMODY, 2017). Entender como ocorre a interação vírus-hospedeiro que leva ao 

processo artritogênico é de fundamental importância para compreensão da 

imunopatologia envolvida e direcionar possíveis tratamentos contra o CHIKV. 

Tendo em vista a possível interação dos sinoviócitos semelhantes a fibroblastos 

com o CHIKV, neste estudo, foram utilizados os sinoviócitos semelhantes a fibroblastos 

humanos (HFLS, do inglês, “human fibroblast-like synoviocytes”) como modelo 

experimental de infecção viral. Previamente, foi reportado que os HFLS são infectados 

pelo CHIKV (PHUKLIA et al., 2013; SUKKAEW et al., 2018), tornando-se o modelo de 

escolha para o desenvolvimento do presente trabalho. 
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Inicialmente, para determinar se os HFLS seriam suscetíveis a infecção pelo 

CHIKV e se essa infecção seria passível de produzir partículas virais detectáveis e 

viáveis, diferentes ensaios foram realizados. Primeiro, a MOI utilizada ao longo do 

trabalho foi selecionada através da análise de viabilidade celular no ensaio de MTT e pela 

observação do ECV através de microscopia óptica. Phuklia e colaboradores (2013) 

padronizaram a infecção pelo CHIKV em HFLS, observando um ECV onde há perda da 

morfologia fibroblastoide original, com as células se apresentando arredondas, 

vacuolizadas, refringentes e levando a um consequente desprendimento da monocamada 

de cultivo e morte celular (PHUKLIA et al., 2013). Neste estudo, evidenciou-se esse ECV 

característico nos HFLS 48h após a infecção pelo CHIKV (Figura 9B e Figura 10B) e a 

MOI selecionada para os experimentos seguintes foi a MOI 0,5. Além disso, consistente 

com estudos prévios (PHUKLIA et al., 2013; SUKKAEW et al., 2018), os HFLS se 

mostraram suscetíveis a infecção pelo CHIKV, liberando partículas virais viáveis no 

sobrenadante (Figuras 10A, 10C, 11 e 12). 

Neste estudo, ensaios de MFA foram realizados para determinar alterações 

biomecânicas em HFLS infectados pelo CHIKV onde verificou-se aumento de 107,46% 

no módulo elástico médio (ou módulo de Young). As alterações no módulo de Young 

podem estar relacionadas com o estresse celular, levando ao dano do citoesqueleto e das 

suas principais estruturas: fibras de actina, fibras intermediárias e microtúbulos 

(PASTRANA et al., 2019), sendo estas estruturas associadas à rigidez celular, uma vez 

que o citoesqueleto pode se reorganizar espacialmente diante de determinadas situações 

(LUO et al., 2016). A rigidez celular é uma propriedade biofísica celular importante, 

sendo utilizada como um indicador da função e estado celular. Além disso, alterações 

nesta propriedade podem estar associadas a indução do processo apoptótico (SU et al., 

2017). Sendo assim, utilizar a MFA para medir os parâmetros de rigidez celular pode ser 

útil para se ter um panorama da situação celular em determinada condição patológica. 

Diante de tais resultados, o presente trabalho teve como um dos objetivos identificar 

alterações no citoesqueleto que poderiam impactar no módulo elástico médio e, 

consequentemente, na rigidez celular. Como observado na Figura 16, os filamentos de 

F-actina marcados através de fluorescência apresentam ruptura após 12h de infecção, 

levando ao consequente desarranjo do citoesqueleto, o que condiz com a alteração no 

módulo de Young detectada em HFLS infectados pelo CHIKV. 
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Em um modelo experimental de artrite reumatóide (AR) em camundongo DBA1, 

Lee e colaboradores (2015) observaram através de MFA alterações morfológicas e um 

aumento na rugosidade da superfície celular de FLS isolados da articulação sinovial. 

Além disso, o aumento da rugosidade se tornou mais evidente na 8ª semana de vida 

quando comparada a 5ª semana. No entanto, a rugosidade foi considerada maior nos 

prolongamentos citoplasmáticos do que ao redor do núcleo, em ambos os tempos de vida 

dos camundongos avaliados (LEE et al., 2015). Além disso, os autores avaliaram a 

expressão de VCAM-1 e da proteína citoesquelética vinculina, através da intensidade de 

imunofluorescência, sendo observada uma alta expressão dessas moléculas nos dois 

períodos de patogênese da AR. Os autores sugeriram então que alterações morfológicas 

no citoesqueleto ocorrem em FLS acometidos pela AR e que o aumento da rugosidade 

está relacionado com a progressão e gravidade da AR, podendo ocorrer em decorrência 

da degradação tecidual (LEE et al., 2015).  

Além disso, tem-se sugerido a medida da rigidez celular através da 

nanoindentação por MFA como um marcador para determinar o desenvolvimento de 

determinada doença (ZHOU et al., 2017). Como exemplo, o estado de um carcinoma e 

do seu potencial desenvolvimento metastático podem ser determinados através do módulo 

elástico e assim direcionar intervenções terapêuticas (ZHOU et al., 2017). A 

nanoindentação oferece medidas mais diretas e confiáveis de propriedades mecânicas. 

Essas propriedades são governadas, principalmente, pela rede formada por filamentos de 

actina do citoesqueleto podendo refletir nas medidas do módulo elástico celular 

(FLETCHER; MULLINS, 2010).  

Zhou e colaboradores (2017) mediram a correlação da rigidez celular com o 

rearranjo de filamentos de F-actina em células metastáticas do carcinoma de ovário Hey 

A8 HM (isoladas do abdômen de camundongo) e células NM (isoladas do carcinoma de 

ovário de camundongo). Os resultados indicaram um módulo elástico maior nas 

extremidades das células Hey A8 HM do que em seu interior, enquanto para células NM 

não houve diferença no módulo elástico medido nas extremidades e no seu interior. As 

células NM apresentaram um módulo elástico em seu interior estatisticamente maior que 

o módulo elástico interior das células Hey A8 HM o que leva a conclusão de que o perfil 

de rigidez intracelular é intrinsicamente diferente nas duas células (ZHOU et al., 2017). 

Esses resultados podem ocorrer devido a diferença na rede de actina do citoesqueleto nos 

dois tipos celulares (ZHOU et al., 2017). Consistente com isso, os autores observaram 
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através de imunofluorescência que os filamentos de F-actina das células Hey A8 HM é 

altamente desigual e mais alinhado em comparação aos filamentos das células NM, que 

se mostrou mais aleatório, o que pode impactar no perfil de rigidez celular e nas alterações 

do módulo elástico (ZHOU et al., 2017). 

Outros estudos também utilizam essa metodologia para avaliar a citotoxicidade de 

compostos. Pastrana e colaboradores (2019) observaram que a exposição de fibroblastos 

NIH3T3 a nanotubos de carbono (CBNs) por 2h levou a uma redução no módulo elástico 

e que, após 24h de exposição, essa redução se tornou considerável, indicando que a 

toxicidade provocada por CBNs altera parâmetros físicos celulares como o tamanho e a 

rigidez celular. Os autores ainda observaram através de imunofluorescência que a 

citotoxicidade de CBNs altera fibras de F-actina, levando a ruptura do citoesqueleto, o 

que, consequentemente, impactou na adesão e migração celular (PASTRANA et al., 

2019). A adesão e a migração celular podem ser impactadas pelo estresse provocado no 

microambiente por diferentes tipos ou estágios de doenças, manifestando-se de diferentes 

maneiras a depender do tipo celular afetado e da patogenia que altera as propriedades 

biomecânicas da célula (MIERKE, 2020). 

A espectroscopia Raman foi realizada a fim de se determinar a diferença espectral 

entre HFLS infectados pelo CHIKV e não infectados e assim se obter o perfil bioquímico 

dessas células. As diferenças na intensidade dos espectros refletem as variações nos picos 

em HFLS infectados por CHIKV, sendo correspondentes a diferentes biomoléculas 

(Figura 14A). Através da análise de PCA foi possível realizar a interpretação dos dados 

espectrais e a diferenciação dos dois grupos experimentais, identificando alterações 

bioquímicas nas células infectadas pelo CHIKV (Figura 14B e 15A). Além disso, as 

correlações positivas e negativas encontradas entre os PCs demonstram a diferença de 

intensidade nos sinais de espectro Raman confirmando que, de fato, a infecção de HFLS 

pelo CHIKV altera componentes bioquímicos celulares (Figura 14C).  

Dentre as alterações mais significativas observadas, a diferença encontrada em 

PC2 nos picos 1031, 1223 e 1635 cm-1 em HFLS infectados pelo CHIKV correspondem 

a conteúdos de colágeno (Figura 15B e Tabela 3). O colágeno compõe uma família de 

glicoproteínas caracterizadas por duas regiões não helicoidais em cada extremidade da 

hélice e uma região helicoidal tripla, sendo esta última o elemento estrutural definidor de 

todos os colágenos. É formado por uma repetição de aminoácidos [Gly – X – Y]n, onde 

as posições X e Y podem ser substituídas pela Prolina ou pela Hidroxiprolina, 
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respectivamente (SORUSHANOVA et al., 2019). Até o momento, existem 29 tipos de 

colágeno, onde os tipos I a IV são os mais abundantes no corpo humano, sendo a suas 

principais funções as de conexão entre os tecidos e manutenção da estrutura e integridade 

de órgãos (GELSE, 2003; SORUSHANOVA et al., 2019).  

A síntese do colágeno pode ser realizada por diferentes tipos celulares, incluindo 

fibroblastos e condrócitos, e se inicia de maneira intracelular, ocorrendo a transcrição do 

mRNA de genes de cadeia α. A cadeia α entra no lúmen do RE com o terminal N como 

pré-pró-colágeno que depois é convertido em pró-colágeno através da remoção do 

peptídeo sinal. A síntese começar pela cadeia N-terminal permite que as pró-cadeias α 

permaneçam desenroladas por tempo necessário para que a tradução seja completa e 

então, três pró-cadeias possam se alinhar precisamente na região C-terminal antes de 

iniciar a formação da tripla-hélice (SORUSHANOVA et al., 2019). Ainda no RE, 

modificações pós-tradução (PTM - Post-Translational Modifications) como hidroxilação 

e glicosilação podem ocorrer, contribuindo assim para a estabilidade térmica e mecânica 

do colágeno na forma tripla helicoidal e na forma de agregados de fibrilas, 

respectivamente (SORUSHANOVA et al., 2019). Uma vez que a tripla-hélice está pronta 

e completamente dobrada, o trímero de pró-colágeno é empacotado dentro do complexo 

de Golgi em vesículas secretoras que são liberadas para o espaço extracelular, onde este 

é processado proteoliticamente através da remoção enzimática dos terminais N e C, 

resultando em um trímero de colágeno capaz de formar agregados em grandes fibrilas 

(GELSE, 2003; SORUSHANOVA et al., 2019).  

Terentis e colaboradores (2013) compararam através de espectroscopia Raman as 

alterações bioquímicas em células BJ (fibroblastos de pele humana) e células Sk-Mel-2 

(metastáticas de melanoma). As análises de PCA indicaram alterações nos picos 

vibracionais próximos a 857, 940 e 1461 cm-1 para células Sk-Mel-2, características 

espectrais atribuídas a colágenos, associadas aos modos vibracionais de prolina e do 

esqueleto proteico. Já para células BJ, a análise de PCA indicou um espectro muito mais 

uniforme e compacto, com picos vibracionais de colágeno próximos a 935 cm-1. As 

análises indicaram uma maior presença de conteúdos de colágeno, com picos vibracionais 

apresentando correlação positiva no citoplasma de células Sk-Mel-2 quando comparadas 

a células BJ, sugerindo a alta produção dessa glicoproteína em células metastáticas de 

melanoma (TERENTIS et al., 2013). Diferente do observado no presente estudo, os picos 

correspondentes a espectros vibracionais de colágeno 1031 e 1042 cm-1 apresentaram 
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uma correlação negativa na análise de PCA dos grupos celulares experimentais, indicando 

uma diminuição no conteúdo de colágeno (Figura 14C). Consistente com isso, a 

diferença espectral realizada com base em PC2 (Figura 15B) indicou a mesma alteração 

no pico 1031 cm-1, além de indicar alterações nos picos 1223 e 1635 cm-1 também 

correspondentes a modos vibracionais de colágeno, inferindo-se que a infecção pelo 

CHIKV altera o conteúdo de colágeno. 

A análise de expressão gênica indicou um aumento na expressão de MMP1 

(Figura 17). MMP1 é o gene responsável por codificar a peptidase M10, enzima membro 

da família de MMPs com ligação ao zinco, e que é responsável por manter a homeostase 

de órgãos e tecidos (MALEMUD, 2019; QUINTERO-FABIÁN et al., 2019), ao passo 

que também pode estar envolvida em processos patológicos como a AR e a osteoartrite 

(MALEMUD, 2019). As metaloproteinases são responsáveis por clivar colágeno em 

fragmentos menores que podem ser internalizados pelas células. Fibroblastos são, na sua 

maioria, responsáveis por manter a homeostase da MEC, esperando-se então que 

sintetizem ativamente o colágeno (TERENTIS et al., 2013). Em fibroblastos de pulmão 

humano (células WI-26) tratados com rapamicina, Poulalhon e colaboradores (2006) 

observaram através de qPCR o aumento da expressão de MMP1 de forma dose-

dependente, ao passo que a expressão dos genes COL1A1 (colágeno tipo I, α1), COL1A2 

(colágeno tipo I, α2) e COL3A1 (colágeno tipo III, α1) foi diminuída também de forma 

dose-dependente. Análises de Western blot confirmaram a redução da expressão da 

proteína colágeno tipo I e imunoensaios confirmaram o aumento de expressão da proteína 

MMP1 (POULALHON et al., 2006).  

Em células primárias de condrócitos humanos (HC) infectadas pelo vírus Mayaro 

(MAYV), pertencente a mesma família e gênero do CHIKV, foi analisada por qPCR a 

expressão de diferentes genes responsáveis por interações célula-célula e célula-MEC, 

dentre eles a expressão de MMP1 e genes responsáveis pela síntese de colágeno como 

COL16A1, COL1A1, COL4A2, COL5A1, COL6A1 e COL6A2. Como esperado, o 

aumento de expressão de MMP1 foi acompanhado da redução de expressão dos genes 

responsáveis pela síntese de colágeno, corroborando com o papel crítico das 

metaloproteinases na destruição da cartilagem e degradação óssea em infecções por 

alfavírus (BENGUE et al., 2019).  

Outro gene que teve sua expressão aumentada foi o gene VEGFA (Figura 17), 

membro da família de fatores de crescimento, induzindo a proliferação e a migração 
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vascular endotelial, como ocorre na angiogênese (ZHAO et al., 2016). A 

neovascularização é o processo de desenvolvimento de novos vasos a partir de uma 

estrutura microvascular já existente. Esse processo envolve divisão celular endotelial, 

degradação seletiva de membranas vasculares basais, alterações na MEC e na migração 

endotelial (KOCH, 2000; KOCH; DISTLER, 2007). Em ratos, Brahn e colaboradores 

(2008) induziram a artrite injetando colágeno tipo II (CIA – Collagen-Induced Arthritis) 

e avaliaram a expressão gênica de VEGF antes e após o tratamento com 2ME2 (2-

Methoxyestradiol). Os autores observaram uma elevada expressão de VEGF nos ratos 

não tratados, com uma alta indução de angiogênese. Após o  tratamento com 2ME2, 

ocorre uma redução de 47% na expressão de VEGF e, consequentemente, uma redução 

da angiogênese (BRAHN et al., 2008). Em um outro estudo, Zhao e colaboradores (2016), 

observaram os efeitos do tratamento com VEGF-D em fibroblastos cardíacos. Além de 

induzir o processo de migração de fibroblastos, o tratamento com VEGF-D aumentou a 

síntese de colágeno tipo I de maneira dose-dependente assim como aumentou a secreção 

de metaloproteinases MMP2 e MMP9 no meio de cultivo (ZHAO et al., 2016). 

Kopeć e Abramczyk (2018) observaram o espectro Raman de uma pequena artéria 

ao redor de um tumor de câncer de mama, fornecendo sangue para o tecido. Imagens de 

MFA, Raman e cortes histológicos indicaram a presença de fibras de colágeno e de 

fibroblastos ao redor da artéria, compondo a massa tumoral, indicando que células 

tumorais invadem a matriz extracelular composta de colágeno ao redor de fibroblastos. 

Os espectros Raman indicaram alterações em picos de colágeno (855 e 874 cm-1) e no 

modo de alongamento C-C no anel de Prolina (937 cm-1), aminoácido que pode estar 

presente na composição de colágeno. Segundo os autores, a presença de fibroblastos e a 

síntese de colágeno parece ser essencial para o equilíbrio e rigidez da massa tumoral, 

favorecendo o crescimento de uma estrutura vascular estável para fornecer nutrientes 

(KOPEĆ; ABRAMCZYK, 2018). Esses resultados em tecidos com intensa 

vascularização podem sugerir que o aumento de expressão de VEGFA, além de induzir o 

processo de angiogênese, pode levar a alterações no conteúdo de colágeno. 

Neste estudo, foi verificado um aumento na expressão do gene UGDH (UDP-

Glucose 6-Dehydrogenase) em HFLS após a infecção pelo CHIKV (Figura 17). Esse 

gene é responsável por codificar a proteína que catalisa a conversão da UDP-glicose em 

UDP-glicuronato, participando na síntese de proteoglicanos (PGs) e glicosaminoglicanos 

(GAGs) como ácido hialurônico, sulfato de heparan e sulfato de condroitina (CLARKIN 
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et al., 2011; EGGER et al., 2010, 2011; PRYDZ; DALEN, 2000). Amostras de cartilagem 

humana obtidas do joelho de pacientes com osteoartrite (OA) foram submetidas ao 

isolamento de condrócitos. Os condrócitos foram então submetidos ao tratamento com 

RNA de interferência (siRNA) específico para UGDH. Análises por qPCR e Western blot 

revelaram uma diminuição na expressão o mRNA de UGDH, assim como na expressão 

da proteína. A coloração dos condrócitos por Alcian blue indicou uma supressão na 

síntese de PGs. Em paralelo, o tratamento de condrócitos com IL-β inibiu a expressão da 

proteína UGDH e, consequentemente, diminuiu a concentração de GAGs no 

sobrenadante de cultivo. Sendo assim, os autores concluíram que na OA, a baixa 

expressão de UGDH tem um papel crítico na diminuição da produção de PGs e GAGs, 

podendo levar a subsequente perda da matriz cartilaginosa e desorganização da 

cartilagem articular (WEN et al., 2014). 

Como mencionado anteriormente, a massa tumoral de um câncer de mama foi 

identificada sendo composta por intensa vascularização e fibroblastos sintetizando 

colágeno (KOPEĆ; ABRAMCZYK, 2018). O espectro Raman identificou alterações nos 

picos de glicogênio (840 cm-1), glicose (1125 cm-1) e ácido lático (917 cm-1) na massa 

tumoral, indicando a distribuição de conteúdo de carboidratos de matriz intracelular e a 

consequente alteração no metabolismo de células cancerígenas (KOPEĆ; 

ABRAMCZYK, 2018). Esse conteúdo consiste, principalmente, de GAGs sintetizados 

por fibroblastos no tecido conjuntivo frouxo e as suas vibrações no espectro Raman são 

parcialmente sobrepostas pelas vibrações de glicogênio e ácido lático (KOPEĆ; 

ABRAMCZYK, 2018).  

Sabe-se que UGDH tem papel fundamental na via glicolítica, uma vez que um 

carbono da glicose é convertido em UDP-glicose e a enzima UGDH catalisa a reação, 

convertendo UDP-glicose em UDP-glicuronato, sendo este último utilizado para a síntese 

de GAGs, incluindo o ácido hialurônico (ARNOLD et al., 2020). Esses processos foram 

observados em células mesenquimais de câncer de mama, sugerindo que no tumor, as 

células mesenquimais aumentam a produção de UDP-glicuronato e, consequentemente, a 

síntese de ácido hialurônico. Além disso, foi observado que a reprogramação metabólica 

em células mesenquimais tumorais aumenta o fluxo glicolítico em ácido hialurônico 

através de amino açúcares e nucleotídeo de açúcar, forma ativa de monossacarídeos 

(ARNOLD et al., 2020). O elevado catabolismo de glicose produz um excesso de 
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piruvato, produto final glicolítico, que é convertido em lactato ou em Acetil-CoA que, 

por sua vez, é usado na síntese de ácidos graxos (KOPEĆ; ABRAMCZYK, 2018).  

Por meio da espectroscopia Raman de HFLS infectados pelo CHIKV também 

foram observadas alterações na composição lipídica dos fibroblastos. Uma correlação 

negativa foi encontrada no pico 981 cm-1, indicando uma diminuição no conteúdo de 

lipídeos (Figura 14C e Tabela 3). Além disso, a diferença espectral entre HFLS não 

infectados e infectados pelo CHIKV, confirmou a alteração nesse pico e indicou uma 

alteração também nos picos 1444 e 1660 cm-1 (Figura 15B e Tabela 3), picos com 

assinaturas espectrais relacionadas a conteúdos de lipídeos. Terentis e colaboradores 

(2013) compararam células de um melanoma (Sk-Mel-2) com células normais da pele 

(células BJ). Em células Sk-Mel-2, o espectro Raman indicou alterações nos picos 

vibracionais 1301, 1439, 1657 e 1669 cm-1, todos eles correlacionados a conteúdo 

lipídico. Quando comparados aos espectros de células BJ, estas apresentaram espectros 

de conteúdo de lipídeos próximos aos picos 718, 1296, 1438 e 1657 cm-1, com um sinal 

de intensidade menor do que aquele observado em células Sk-Mel-2. Os autores 

correlacionam a maior incidência de corpos lipídicos em células metastáticas com a maior 

taxa de divisão celular e crescimento, quando comparadas as células fibroblásticas 

normais, necessitando assim de uma maior renovação da membrana lipídica e de 

transporte lipídico através do citoplasma (TERENTIS et al., 2013).  

Utilizando o mesmo tipo celular (células BJ), Eberhardt e colaboradores (2018) 

compararam a diferença espectral por Raman e espectroscopia FT-IR nessas células em 

estado quiescente induzido, senescência e em estado proliferativo recuperado da 

quiescência. Células BJ quiescentes com contato celular inibido apresentaram picos 

próximos a 1240, 1740 e 2800 cm-1 associados ao conteúdo lipídico quando comparadas 

as células em estado proliferativo. No estado de senescência, um aumento no pico 1740 

cm-1 também foi observado. Ambas as espectroscopias conseguiram diferenciar a 

composição bioquímica em três estados diferentes de uma mesma célula (EBERHARDT 

et al., 2018). 

Tsikritsis e colaboradores (2016), compararam os espectros Raman de 

fibroblastos humanos 1BR3 de pele e fibroblastos de uma paciente de 20 anos com a 

doença de Huntington. Os resultados mostraram uma assinatura molecular de fibroblastos 

saudáveis versus fibroblastos acometidos pela doença. A análise de PCA, então, revelou 

que os picos 608, 702, 717-719, 957-960, 1296, 1302, 1437-1451, 1440-1444, 1659-1674 
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cm-1 eram correspondentes a conteúdos lipídicos e de colesterol nos fibroblastos 1BR3, 

picos estes não encontrados nos fibroblastos acometidos pela doença de Huntington, 

podendo-se inferir que um menor conteúdo lipídico é encontrado em fibroblastos 

acometidos por esta doença autoimune (TSIKRITSIS; ELFICK; DOWNES, 2016).  

A AR, também uma doença autoimune, pode ser caracterizada por modificações 

no perfil lipídico, levando assim ao risco de alterações cardiovasculares em decorrência 

de processos inflamatórios (AUDO et al., 2018). Análises do fluído sinovial e do soro de 

pacientes com AR identificaram um alto nível de FABP4 (Fatty Acid Binding Protein-4) 

quando comparado com pacientes com OA. Associados a isso, um alto nível de colesterol 

total tanto no fluido sinovial como no soro, foi observado em pacientes com AR. Análises 

de imuno-histoquímica confirmaram a alta expressão de FABP4 no tecido sinovial de 

pacientes com AR (ANDRÉS CEREZO et al., 2013). FABP4 é membro da família de 

proteínas citoplasmáticas ligantes a ácidos graxos e foi descrita provocando a resistência 

à insulina e a problemas cardiovasculares, influenciando tanto em vias inflamatórias 

como metabólicas (ANDRÉS CEREZO et al., 2013).  

Alatibi e colaboradores (2021) evidenciaram alterações em fibroblastos obtidos 

de pacientes a desordem lc-FAOD (Long-chain fatty acid oxidation disorders). A análise 

lipidômica por espectroscopia de massa indicou uma acentuada diferença no perfil de 

fosfolipídeos, caracterizada por alterações na degradação de ácidos graxos, assim como 

uma alteração sistêmica na sua composição. Uma menor distribuição de 

fosfatidiletanolamina foi identificada, enquanto um maior conteúdo de fosfatidilcolina foi 

encontrado. Além disso, uma diminuição em esfingomielinas e um aumento de 

ceramidas, cardiolipina e hexosilceramidas foi observado. Também foi observado um 

maior conteúdo bioativo de lisofosfolipídeos pro-inflamatórios, algo já esperado pelos 

autores, uma vez que fibroblastos de lc-FAOD podem apresentar um notável acumulo de 

lipídeos (ALATIBI et al., 2021). A abordagem lipidômica realizada nesse estudo amplia 

a compreensão da patogênese da doença, o que pode ser facilmente aplicável a 

compreensão de outros processos patológicos como a infecção pelo CHIKV e a 

decorrente poliartralgia apresentada. 

Além disso, alterações no conteúdo proteico podem ser observadas através dos 

espectros Raman obtidos (Figura 14C, 15B e Tabela 3) com destaque para os picos 981, 

1223, 1242, 1660 e 1667 cm-1 correspondentes aos picos de amidas I e III e folhas-β. 

Tsikritsis e colaboradores (2016) observaram um maior conteúdo de folhas-β em 
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fibroblastos acometidos por doença de Huntington quando comparados a fibroblastos 

saudáveis (TSIKRITSIS; ELFICK; DOWNES, 2016). Consistente com esses dados, 

Terentis e colaboradores (2013) observaram um maior conteúdo de amida III em células 

Sk-Mel-2, correspondentes aos picos próximos a 1260 cm-1. Além disso, os autores 

também encontraram um maior conteúdo de amida I correspondente ao pico 1658 cm-1 

quando comparados as células BJ (TERENTIS et al., 2013).  

Por fim, o presente estudo observou um aumento de IP-10 e uma redução de MCP-

1 após a infecção viral, enquanto, RANTES e IL-8 não apresentaram diferença 

significativa (Figura 18). Os resultados obtidos diferem dos estudos realizados por 

Phuklia e colaboradores (2013) e Sukkaew e colaboradores (2018) que, utilizando o 

mesmo tipo celular e a metodologia de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), 

após 48h de infecção pelo CHIKV em MOI 0,001, observaram um aumento expressivo 

de MCP1 e IL-8 (PHUKLIA et al., 2013; SUKKAEW et al., 2018). Vale destacar que a 

MOI utilizada nestes estudos foi muito menor a utilizada no presente estudo. 

Em outros estudos realizados, utilizando o soro de pacientes infectados pelo 

CHIKV e detectando quimiocinas através da metodologia de CBA, também foi possível 

observar resultados divergentes. Tanabe e colaboradores (2019) observaram o aumento 

de MCP-1, IL8, RANTES, IP-10 e MIG no soro de pacientes em fase aguda (≤ 7 dias) 

quando comparados a doadores saudáveis (TANABE et al., 2019); enquanto Jacob-

Nascimento e colaboradores (2021), detectaram diminuição de MIG também em 

pacientes em fase aguda (≤ 7 dias) quando comparados a doadores saudáveis (JACOB-

NASCIMENTO et al., 2021).  

Em nosso estudo, também foi verificado um aumento de IP-10 no sobrenadante 

dos HFLS 48h após infecção quando comparado ao sobrenadante do controle celular. A 

quimiocina IP-10 (proteína induzida por interferon γ 10 kDa) é uma molécula que, através 

da ligação ao receptor CXCR3+, é capaz de induzir apoptose, regular o crescimento e 

proliferação celular, assim como induzir angiogênese em doenças infecciosas e 

inflamatórias (LIU et al., 2011). MCP-1, por sua vez, é membro da família C-C, e é capaz 

de regular a migração e infiltração de monócitos, linfócitos T de memória e células NK 

(Natural Killers) (DESHMANE et al., 2009). Além disso, a produção exacerbada dessa 

quimiocina tem sido estudada em diferentes células no contexto de doenças infecciosas, 

como a CHIKF (RUIZ SILVA et al., 2016), e doenças autoimunes, como a AR 

(HAYASHIDA et al., 2001). 
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Os resultados aqui apresentados mostram perspectivas promissoras sobre os 

mecanismos de interação entre o vírus CHIKV e o hospedeiro no contexto do 

microambiente sinovial. As alterações em propriedades biomecânicas e na estrutura do 

citoesqueleto podem auxiliar na compreensão dos danos e alterações celulares 

decorrentes desta infecção viral. Além disso, a modulação das biomoléculas estudadas 

contribui com a elucidação do mecanismo fisiopatológico envolvido na interação vírus-

HFLS. Esses achados ainda não foram reportados na literatura colaborando para o 

desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para esta arbovirose.  
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9. CONCLUSÃO 

Diante do exposto, conclui-se que: 

− Os HFLS são infectados pelo CHIKV in vitro, sendo a infecção confirmada 

por diferentes metodologias; 

− A infecção pelo CHIKV leva a alterações biomecânicas celulares, como o 

processo de rigidez celular, corroborando com resultados que demonstram 

alterações em filamentos de actina e ruptura no citoesqueleto; 

− Os HFLS apresentam alterações na composição bioquímica, sendo observadas 

alterações em moléculas como colágeno, lipídeos, folhas-β, amidas I e III; 

− A infecção leva ao aumento da expressão dos genes MMP1, VEGFA e UGDH, 

podendo estar associada ao dano na matriz extracelular, angiogênese e na 

homeostase da sinóvia; 

− Por fim, a infecção pelo CHIKV leva a alterações na secreção das quimiocinas 

IP10 e MCP-1 no meio de cultivo;  

O presente trabalho auxilia no entendimento sobre as interações vírus-hospedeiro, 

contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para a infecção 

pelo CHIKV.  
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