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Resumo

O virus Chikungunya (CHIKV) é um arbovirus transmitido por mosquitos do género
Aedes sp., capaz de causar a febre Chikungunya (CHIKF) em sua fase aguda e evoluir
para uma Sindrome Reumatica Cronica (SRC). Nesta infec¢do, tem-se 0 acometimento
das articulagbes sinoviais que apresentam em sua cOmposicdo 0s Sinoviocitos
semelhantes a fibroblastos (FLS). Os FLS, em patologias semelhantes a SRC como a
artrite reumatoide (AR), apresentam um perfil agressivo capaz de causar danos teciduais
severos no processo inflamatorio, processo este que pode ocorrer devido a alteragcdes em
propriedades biomecanicas celulares. Diante disso, o presente trabalho objetivou
identificar alteragbes biomecénicas, bioquimicas e moleculares em sinovidcitos
semelhantes a fibroblastos humanos (HFLS) apdés a infeccdo pelo CHIKYV in vitro. Para
1SS0, foi realizada a determinagéo da MOI por MTT e a confirmacao da infecgao viral por
citometria de fluxo intracelular, RT-PCR e infeccédo de células Vero E6 com sobrenadante
de cultivo de HFLS. Foram avaliadas: alteracdes morfoldgicas e 0 modulo eléstico de
Young através de microscopia de forca atbmica (MFA); alteracdes no citoesqueleto por
ensaio de fluorescéncia com marcagdo para F-actina; alteracGes bioquimicas através de
espectroscopia Raman; alteracdes na expressao génica por RT-gPCR; e quantificacdo
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 celulas positivas para 0 CHIKV ap6s 48h através de citometria de fluxo
intracelular, além da identificacdo do genoma viral no sobrenadante por RT-PCR. A
presenca de unidades formadoras de placas (PFUs) na monocamada de células Vero E6
infectadas indicou a presenca de particulas virais viaveis no sobrenadante dos HFLS. A
analise por MFA evidenciou alteraces significativas na morfologia celular e as analises
de nanoindentacdo detectaram um aumento de 107,46% no modulo eléstico de Young,
sugerindo que a infeccdo pelo CHIKV pode levar a alteraces no citoesqueleto. Analise
do citoesqueleto por fluorescéncia indicaram rompimento dos filamentos de F-actina ap6s
12h de infeccdo. A espectroscopia Raman e a subsequente analise de PCA indicaram uma
variancia total de 65% entre os HFLS néo infectados e os HFLS infectados pelo CHIKV.
Além disso, os principais picos alterados estdo relacionados a alteragdes em amidas
primarias e terciarias, folhas f, lipideos e colageno, sendo eles os picos 795, 977, 1031,
1223, 1290, 1444, 1495, 1635, 1660 e 1709 cm™. A analise de expressdo génica indicou
um aumento na expressdo dos genes MMP1, VEGFA e UGDH. Além disso, um aumento
significativo de IP-10 e uma diminui¢cdo de MCP-1 foram observadas no sobrenadante
48h apos a infeccdo viral. Em resumo, os resultados apresentados no presente trabalho
auxiliam na elucidacdo das alteracGes celulares e moleculares envolvidas na interagcdo
CHIKV-HFLS, contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
para esta arbovirose.

Palavras-chave: Virus Chikungunya; HFLS; MFA; Espectroscopia Raman; Alteracdes
biomecéanicas



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-gPCR.
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 I1l, B-sheets, lipids and collagen, with signatures in 795, 977,
1031, 1223, 1290, 1444, 1495, 1635, 1660 and 1709 cm™. 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. INTRODUCAO

O virus Chikungunya (CHIKV) € um arbovirus do género Alphavirus, transmitido
por fémeas de mosquitos do género Aedes, destacando-se as espécies A. aegypti e A.
albopictus (ROSS, 1956). Isolado inicialmente na Tanzénia em 1952, o CHIKV
dispersou-se rapidamente para os paises vizinhos da Africa, chegando as Américas em
2013, sendo responsavel por surtos em diversos paises (LEPARC-GOFFART etal., 2014;
LUMSDEN, 1955). No Brasil, em 2016, ocorreu um surto onde foram reportados 277.882
casos provaveis desta arbovirose, e 0 estado de Alagoas apresentou uma taxa de
incidéncia de 548,6 casos/100.000 habitantes até a semana epidemiologica n°® 52
(MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2017). Em 2022, os nlmeros tornaram-se
alarmantes novamente, com 169.376 casos provaveis no Brasil, sendo Alagoas
responsdvel por uma taxa de incidéncia de 287,5/100.000 habitantes até a semana
epidemioldgica n° 42 (MINISTERIO DA SAUDE DO BRASIL, 2022).

Este virus causa a febre Chikungunya (CHIKF), uma doenca autolimitante aguda,
caracterizada por febre de inicio subito, exantema, cefaleia, mialgia e poliartralgia, que
pode progredir para uma sindrome reumatica crénica (SRC), persistindo por meses ou
anos (SCHILTE et al., 2013; WEAVER; FORRESTER, 2015). Na SRC as articulacdes
sinoviais sd@o acometidas levando a uma poliartralgia severa e debilitante, influenciando
diretamente na qualidade de vida e na satde mental dos pacientes (CAMPOS et al., 2013;
SCHILTE et al., 2013). Em geral, o padrdo de envolvimento articular nesta arbovirose é
semelhante a artrite reumatoide (AR), acometendo principalmente as pequenas
articulac@es (méaos, punhos, pés e tornozelos) (SILVA; DERMODY, 2017). No entanto
articulacbes maiores, como cotovelos e joelhos, também podem ser afetadas
(HASSANTOUFIGHI; WARD; HIGGS, 2017). A sindvia, em condi¢des normais,
envolve as articulagdes e tem como funcdo o suporte estrutural, lubrificacdo e nutrigdo da
cartilagem, e é composta principalmente por dois tipos celulares: células sinoviais tipo A
ou macrofagos sinoviais; e células sinoviais tipo B ou sinovidcitos semelhantes a
fibroblastos (FLS —fibroblast-like synoviocytes) (BARTOK; FIRESTEIN, 2010). Os FLS
sdo responsaveis pela secrecdo de acido hialurénico e produgdo de matriz extracelular
(MEC), conferindo suporte a membrana sinovial, além de secretar lubricina, uma
glicoproteina mucinosa que mantém a integridade da cartilagem, proporcionando a sua
lubrificagdo. A interagdo de lubricina e &cido hialurdnico reduz as chances de atrito e
desgaste na articulagdo (BARTOK; FIRESTEIN, 2010; JAY; WALLER, 2014).
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Na AR, a estrutura saudavel do tecido sinovial é convertida em uma estrutura
semelhante ao panus cartilaginoso, um revestimento sinovial hiperplésico, com elevados
numeros 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 intima ou sinovia (synovial lining) e a camada
subintima (synovial sublining), que na AR sofrem grandes alteracfes devido a expansao
de FLS. Essa expansdo pode ocorrer por uma proliferacdo e apoptose desequilibradas ou
pela ativagdo dessas células por meio de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
produzidos por macrdfagos sinoviais, que possuem um fendtipo altamente ativado
(BARTOK; FIRESTEIN, 2010; IZQUIERDO et al., 2011; PALAO et al., 2004). Além
disso, macrofagos e linfdcitos constituintes do microambiente sinovial promovem a
secrec¢do de citocinas e quimiocinas que induzem a ativacao de FLS para um perfil pré-
inflamatorio, o que, consequentemente, suporta o ambiente hiperplasico (NOSS;
BRENNER, 2008).

Estudos prévios relatam que as propriedades biomecéanicas celulares estdo
diretamente relacionadas a funcdes biolégicas importantes como a adesdo, divisdo,
motilidade e diferenciagéo celular (ARNAOUT; GOODMAN; XIONG, 2007; HUANG;
KAMM; LEE, 2004; LANGE; FABRY, 2013). As alteracdes dessas fun¢des podem estar
relacionadas a rigidez, rugosidade e morfologia celular, propriedades fisicas que podem
ser afetadas por diferentes fatores como a exposicdo ao tratamento com drogas
antitumorais (KIM et al., 2012; LEE et al., 2015); exposicdo a infec¢Bes bacterianas
(BOTELHO et al., 2019) e infeccdes virais (PAUL, 2022); e, até mesmo, a doencas
autoimunes, como a AR (LEE et al., 2015). Neste contexto, entender essas propriedades
nos FLS pode fornecer o conhecimento necessario sobre o fendtipo agressivo assumido
por esse tipo celular frente a um microambiente sinovial invasivo (LEE et al., 2015).
Diante disso, abordagens e técnicas biofisicas para determinar propriedades biomecanicas

celulares se fazem necesséarias (MIERKE, 2020).

Dentre as metodologias mais abordadas na area de biofisica, a Microscopia de
Forca Atdmica (MFA) e a espectroscopia Raman sdo as mais empregadas para avaliar as
propriedades mecanicas e moleculares de células e tecidos (DUFRENE; PELLING, 2013;
MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN, 2007). A MFA permite o estudo da superficie
morfoldgica da célula e a identificacdo de propriedades mecanicas e adesivas a fim de se
entender a motilidade celular (CROSS et al., 2007; EL-KIRAT-CHATEL; DUFRENE,
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2012). Alem disso, a MFA pode ser aliada a outras metodologias Opticas para,
simultaneamente, visualizar informagfes adicionais sobre diferentes biomoléculas
presentes na composicao celular (DUFRENE; PELLING, 2013). Dentre as metodologias
aliadas, a espectroscopia Raman € uma das técnicas aplicadas com a finalidade de se obter
informagdes bioquimicas celulares, permitindo a quantificacdo de alteracGes a nivel
celular de componentes como acidos nucléicos, proteinas, carboidratos e lipideos (CHOI
et al., 2014; NOTINGHER et al., 2003; PAPPAS, 2000). Diante disso, a combinagéo
dessas duas técnicas permite a correlacdo entre informacdes quimicas e fisicas, sendo
aplicadas nas areas de biotecnologia e biomedicina em diferentes condic¢des patologicas

(CHOl etal., 2014), como nos processos inflamatdrios e artritogénicos (LEE et al., 2015).

Embora a inducdo do processo inflamatério pelo CHIKV tenha sido estudada nos
Gltimos anos, a resposta e alteragfes em FLS frente a infecgcdo por este virus ainda néo
foi completamente elucidada. Sendo assim, é importante entender como o CHIKV esta
envolvido em mecanismos de interacdo virus-célula hospedeira (PHUKLIA et al., 2013).
A nivel celular, os FLS presentes no tecido sinovial das articula¢cdes desempenham um
papel fundamental no processo inflamatorio, degradando o colageno através da producéo
de MMPs e da ativacdo de osteoclastos que produzem altos niveis de citocinas
artritogénicas (PHUKLIA et al., 2013). Além disso, os FLS podem migrar entre as
articulagdes, induzindo a artralgia em articulagdes nio afetadas (LEFEVRE et al., 2009).
O apanhado geral dessas informacdes reforca a necessidade de estudos aprofundados

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

2. REVISAO DE LITERATURA

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

A febre Chikungunya (CHIKF) é uma arbovirose transmitida por mosquitos do
género Aedes sp. Seu nome deriva do dialeto Makonde e significa “aquele que se dobra”
devido a postura assumida pelas pessoas acometidas pela doenga, caracterizada por uma
artralgia severa (ROSS, 1956), que pode levar a invalidez e a um impacto substancial na
qualidade de vida econémica e comunitaria (COUTURIER et al., 2012; SCHILTE et al.,
2013). Essa doenga é transmitida pelo CHIKYV, inicialmente isolado em 1952 na
Tanzénia, pertencente a familia Togaviridae e ao género Alphavirus (ROSS, 1956;
STRAUSS; STRAUSS, 1994).
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Esse virus 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, apds traducao, é responsavel por codificar
as quatro proteinas ndo estruturais (nsP1-4) (KHAN et al., 2002). Ja a extremidade 3’
apresenta uma cauda poliadenilada (PoliA), constituida por outra ORF que é transcrita
por um RNAV senso negativo [(-)RNAv] em um RNA subgenémico 26S que dara origem
a uma poliproteina estrutural composta pela proteina do capsideo (C), duas glicoproteinas
formadoras do envelope (E1 e E2) e dois pequenos peptideos (E3 e 6k) (KHAN et al.,
2002). Além disso, ha a proteina estrutural TF (Transframe Protein) que, juntamente com
0 peptideo 6K, pode atuar na formacao e brotamento do virus (FIRTH et al., 2008). A
estrutura do virion apresenta em torno de 60 a 70 nm contendo o capsideo icosaédrico e
o envelope viral (Figura 1). No envelope viral encontram-se ancoradas as glicoproteinas
E1 e E2 responsaveis pela interacdo e fusdo do virus com a membrana lipidica da célula
hospedeira (SOLIGNAT et al., 2009).

A Estrutura do genoma
26S

Scap | nsPL | msP2 | nsP3 |  nsP4 .IMHMVPOIHA]S'

|E3  6K/TF |
|
Glicoproteinas do envelope

C Glicoproteinas
do envelope

B Estrutura do virion

Figura 1. Composicdo do genoma e estrutura do virus Chikungunya (CHIKV). (A)
Organizagdo do genoma do CHIKYV incluindo as proteinas nao estruturais (nsP1-4) e suas fungdes
e as proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K/TF e E1); (B) Estrutura do virion; (C) Microscopia
crioeletrénica de transmissdo da estrutura do virion, com destaque para as proteinas do envelope
em formato de espiculas, responsaveis pela interacdo e fusdo do virus com a membrana celular.
Fonte: Adaptado de Weaver, S. C. e Lecuit, M. (2015).

Apos a ligacdo da glicoproteina E2 ao receptor de membrana Mxra8 (Matrix
Remodeling Associated 8) nas células-alvo (BASORE et al., 2019; ZHANG et al., 2018),
as particulas virais sdo internalizadas por endocitose mediada por clatrina, onde a
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acidificacdo endossomal desencadeia mudancas nas glicoproteinas virais, levando a fusao
da glicoproteina 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
interacdo virus-hospedeiro como receptores alternativos (ACHARYA et al., 2015; DE
CALUWE et al., 2021; SILVA et al., 2014). No citoplasma, o nucleocapsideo é
desmontado, liberando o RNA viral gendmico (RNAv) levando a traducdo deste na
poliproteina precursora ndo estrutural nsP1234, que é clivada pela protease nsP2 em
nsP123 e nsP4. nsP123 e nsP4 formam entdo a replicase viral de curta duragdo que ird
sintetizar um (-)RNAv (Figura 2). A origem desse (-)RNAv leva a formacdo de
compartimentos vesiculares pequenos denominados de esférulas, que se formam na
membrana plasmatica (MP) e servem como local ativo de replicagdo viral, abrigando e
protegendo os intermediarios de RNA fita dupla (dsRNA) da degradacdo e
reconhecimento por Receptores de Reconhecimento de Padrées (PRRs - Pattern
Recognition Receptors). As esférulas sdo internalizadas, formando-se assim os vacutolos
citopaticos |1 (CPV-l) (FROLOVA et al., 2010; SILVA et al.,, 2014; STRAUSS;
STRAUSS, 1994).

Além disso, o acimulo da poliproteina nsP123 leva ao seu processamento
proteolitico, resultando em uma troca da replicase por um isémero conformacional que
ird utilizar o (-)RNAv como modelo para gerar o RNA viral gendmico de sentido positivo
(+)RNAv, codificando assim a poliproteina estrutural (C, E3, E2, 6K, TF e E1). Ocorre
entdo a traducgdo da proteina C e através de autoclivagem esta € libera da poliproteina
estrutural para interagir com os (+)RNAv recém-sintetizados e formar o nucleocapsideo
icosaédrico contendo uma Unica molécula de RNA (CONSTANT et al., 2021;
STRAUSS; STRAUSS, 1994; THOMAS et al., 2010). Apos isso, ocorre a translocacédo
da poliproteina pE2-6K-E1 para o reticulo endoplasmatico (RE) e para o Complexo de
Golgi onde proteases hospedeiras, como a furina, clivam a poliproteina em proteinas
individuais E3, E2, 6K/TF e E1. Ap0s a traducdo, as proteinas E2 e E1 s&o transportadas
pelo sistema secretor e depositadas na MP. Os nucleocapsideos sdo, entdo, recrutados e
unidos com E2 e E1 na MP, resultando no brotamento de particulas virais maduras
(SILVA et al., 2014; SNYDER et al., 2013) (Figura 2). Um frameshift ribossomico na
traducdo do gene 6K pode acontecer resultando na producdo da proteina TF, associadas
ao processo de brotamento viral (CONSTANT et al., 2021; SNYDER et al., 2013). No

final desse processo, ha ainda a formacao de vacuolos citopaticos Il (CPV-11) contendo
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redes hexagonais de E2, E1 e nucleocapsideos, podendo atuar como veiculos de

transporte e locais de montagem para proteinas estruturais, permitindo a formacdo e
liberag&o de virions maduros (SILVA; DERMODY, 2017; SOONSAWAD et al., 2010).

®l @

Precursor nsP1234 v
®! j@

= o

Replicase viral RNA (+) 265
P subgendmico

Figura 2. Entrada e replicacdo celular do virus Chikungunya (CHIKV). (1) A glicoproteina
E2 se liga ao receptor Mxra8. (2) A entrada do CHIKYV ocorre via endocitose mediada por clatrina
para, posteriormente, (3) ocorrer a dissociacdo de moléculas de clatrina da vesicula endocitica,
(4) permitindo a acidificagdo do endossomo, o desprendimento de E2-E1 e a fusdo de E1 &
membrana endossomal. (5) Em seguida ocorre a liberagdo do nucleocapsideo no citoplasma e a
traducéo da poliproteina nsP1234. (6) A poliproteina é clivada em nsP123 e nsP4 (replicase viral).
(7) A replicase viral é responsavel pela sintese de (-)RNAv que servira de (8) molde para o
(+)RNAv, (9) assim como para a sintese de RNA subgendmico 26S, (10) que sera traduzido na
poliproteina C-pE2-6K-E1 no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) (10a). (10b) A proteina C
se dissocia da poliproteina e (11) se liga ao (+)RNAv gendmico para formar o nucleocapsideo
que (12) se une as proteinas E2 e E1 para formar a particula viral madura. Em paralelo, (10c)
pE2-6K-E1 é redirecionada ao limen do RE onde ocorre (13) o processo de maturagdo, (14)
seguindo para via exocitica, (15) formando heterodimeros E2-E1 maduros. (16) Os heterodimeros
serdo depositados na MP para (17) o brotamento da particula viral madura para 0 meio
extracelular. Fonte: Adaptado de Constant et al. (2021).

O periodo de incubagdo em humanos pode variar de 1 a 12 dias a partir da picada
de mosquitos fémeas hemat6fagas do género Aedes sp. que, através do repasto sanguineo,
introduzem particulas virais maduras no hospedeiro (Figura 3A) que se replicam no sitio
de inoculacao em fibroblastos, macrofagos, queratinocitos e melanocitos (CONSTANT
et al., 2021; MONTEIRO et al., 2019; SILVA; DERMODY, 2017). Através dos vasos
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linfaticos, o virus se dissemina na corrente sanguinea atingindo diferentes locais que
atuam como sitio de replicacdo. A exemplo, tem-se os 6rgaos linféides (linfonodos e
baco), pele e, principalmente, os tecidos onde predominam os sintomas da doenga, como
o musculo, articulacdes periféricas e tenddes (GASQUE et al.,, 2016; SILVA;
DERMODY, 2017). O CHIKYV pode se replicar em fibroblastos sinoviais e musculares,
macrdfagos sinoviais, mioblastos, células satélites musculares, condrocitos 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 infeccdo aguda pelo CHIKV provoca uma resposta imune inata robusta,
elevando os niveis de fatores de crescimento, diferentes quimiocinas e citocinas pro-
inflamatorias, com um destaque para os niveis de IFN-I1, um dos fatores determinantes
para o controle da replicacdo viral e inicio da patogénese (SCHILTE et al., 2010; TENG
etal., 2015; WAUQUIER etal., 2011). Os sintomas se iniciam, predominantemente, com
febre alta (>38°C) que pode durar até uma semana, erup¢do cutdnea 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
periodo de viremia desaparega em torno de 5 a 7 dias ap0s a infecgdo, grande parte das
pessoas acometidas apresentam persisténcia de manifestacdes reumaticas por meses ou
anos, desenvolvendo assim a SRC. Alguns fatores de risco foram descritos como a idade
(>45 anos), artropatia inflamatdria crénica e gravidade dos sintomas durante a fase aguda
(GASQUE et al., 2016; SILVA; DERMODY, 2017).

Na SRC, a maioria dos pacientes apresentam distarbios musculoesqueléticos
cronicos e, aproximadamente, 5% correspondem aos critérios de reumatismo inflamatério
cronico, que pode ser destrutivo e deformante envolvendo distintos processos
imunopatol6gicos (JAVELLE et al., 2015). Diferentes analitos sollveis podem ser
associados a progressao e gravidade da doenca tais como, niveis elevados de IL-1p, IL-6
e MCP-1 (CHOW et al., 2011; NG et al., 2009), enquanto os niveis elevados de GM-CSF
e, também, de IL-6 podem estar relacionados a processos artritogénicos.
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Figura 3. Infeccdo por Aedes sp. e principais células, tecidos e 6rgdos acometidos pelo
CHIKV. (A) (1) O mosquito se alimenta de sangue infectado, ocorrendo o periodo de incubagéo
no vetor e, depois, (2) o CHIKYV infecta as células do intestino médio, (3) se replica e se dissemina
para outros érgdos através do sistema circulatdrio, (4) até seguir para as glandulas salivares e,
consequentemente, (5) picar o ser humano novamente e realizar o repasto sanguineo. (B) Ao
infectar o hospedeiro vertebrado, a resposta imune local é critica, mas ndo impede que células
como mondcitos, queratindcitos, melandcitos, fibroblastos da pele e da sindvia sejam acometidas,
sendo o fibroblasto sinovial o principal alvo. O processo de infeccdo pode levar a artralgia
induzida por CHIKYV e consequente persisténcia da inflamacédo da articulacdo por meses a anos.
Em casos severos, lesdes em 6rgdos como o musculo, coracdo, rins, figado 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 Caracteristicas dos HFLS

Os sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (FLS) sdo células que derivam de

células-tronco mesenquimais e apresentam-se com uma forma alongada, fusiforme e com
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prolongamentos citoplasmaticos que permitem a comunicagdo intercelular, além de
apresentarem RER abundante (BARTOK; FIRESTEIN, 2010). In vitro, é relatada uma
alta expressdo de colagenos tipo IV e V, vimentina, CD90, molécula de adesédo vascular
1 (VCAM-1), CD44 e, principalmente, UDP-Glucose 6-dehydrogenase (UGDH)
(BARTOK; FIRESTEIN, 2010; BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; EA; BAZILLE; LIOTE,
2008). A expressdo desses fatores distinguem os fibroblastos presentes na sindvia (ou
camada intima) de fibroblastos presentes na camada subintima, uma vez que estes ndo
expressam essas moléculas(BARTOK; FIRESTEIN, 2010; EA; BAZILLE; LIOTE,
2008).

A atividade enzimatica de UGDH é maior em fibroblastos da camada intima do
que em qualquer outra célula presente nas camadas mais profundas da sindvia
(EDWARDS, 1995). O acido hialurénico sintetizado por esta enzima € o principal
constituinte do liquido sinovial e da matriz extracelular (MEC). Com relacdo a VCAM-
1, acredita-se que esta molécula tenha papel fundamental na ligacdo de células
mononucleares ao tecido sinovial ou ancorando FLS a fibronectina na MEC (BARTOK;
FIRESTEIN, 2010; EA; BAZILLE; LIOTE, 2008; EDWARDS, 1995). Além da VCAM-
1, os FLS apresentam uma expressdo basal proeminente de CD44, uma molécula de
adesdo que age como receptor de acido hialurdnico sintetizado por UGDH (BARTOK;
FIRESTEIN, 2010; BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; EA; BAZILLE; LIOTE, 2008;
EDWARDS, 1995).

Além disso, expressam outros tipos de moléculas de adesdo, como a molécula de
adesdo intercelular 1 (ICAM-1), integrinas B1, CDS55 (fator acelerador de decaimento,
utilizado para identificar FLS em ensaios imunohistoquimicos) e caderina-11. Esta Gltima
é responsavel pela agregacdo homotipica de FLS invitro e in vivo, mantendo a integridade
e organizacdo da sindvia (BARTOK; FIRESTEIN, 2010; BOTTINI; FIRESTEIN, 2013;
NOSS; BRENNER, 2008). Além disso, também atua regulando a secrecéo de IL-6, MCP-
1, IL-8, dentre outras citocinas pré-inflamatérias (CHANG et al., 2011). E uma molécula
descrita atuando em processos inflamatérios no tecido sinovial, como a AR (VALENCIA
et al., 2004), tendo sido observada a presenca de mRNA de caderina-11 em sangue
periférico de pacientes com AR, com sinais clinicos de poliartrite, sugerindo que a
caderina-11 pode ser utilizada como alvo terapéutico na AR (SFIKAKIS et al., 2014).

Para elucidar melhor o papel dos FLS na AR ou em outros processos patoldgicos,
como a infecgédo pelo CHIKV, os HFLS (Human Fibroblast-Like Synoviocytes) sdo um
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modelo de cultura celular primaria comumente utilizado, tendo sido isolado do tecido
sinovial de um humano saudavel. O préximo tdpico visa, entdo, relatar a interacdo deste

tipo celular com o CHIKYV e as principais alterag6es celulares induzidas nesta infecgéo.

2.2.2 Interacdo entre HFLS e o virus Chikungunya

A infeccdo aguda por CHIKV causa uma febre severa, denominada CHIKF e sua
principal caracteristica € uma poliartralgia bilateral simétrica que pode se tornar cronica
(SCHILTE et al., 2013). Para desenvolver um tratamento direcionado € preciso entender

0s mecanismos de interacdo virus-hospedeiro que predominam no curso da doenca.

Phuklia e colaboradores (2013) realizaram um estudo em cultura primaria de
HFLS infectados pelo CHIKV e observaram no sobrenadante de cultivo a alta expressao
de citocinas como RANKL, IL-6, IL-8 e MCP-1. Os autores relatam entdo que, ao cultivar
células primarias CD14" com o sobrenadante de HFLS infectados por CHIKV, era
observada a migragdo desse tipo celular. E sugerido entfo que essa atividade pode ser
mediada pela alta secrecdo de IL-6 e RANKL nos sobrenadantes infectados (PHUKLIA
etal., 2013). Além disso, esse estudo relata a diferenciacdo de mondcitos/macrofagos 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
niveis de IL-6 e TNF-a, que sdo citocinas constantemente produzidas no processo

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

Em outro estudo, foi observada a variacao fenotipica do CHIKYV 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 ent&o foram submetidos a infecgéo
com essas duas variantes. Foi observado um efeito citopatico (CPE) reduzido nos HFLS
infectados com a variante de placas grandes quando comparado ao efeito produzido pela
variante de placas pequenas, sugerindo que esta Ultima apresenta uma alta infectividade
(SUKKAEW et al., 2018). Em contrapartida, a variante de placas grandes induz uma
maior producao de IL-6, IL-8 e MCP-1 em HFLS, enquanto a variante de placas pequenas
ndo altera os niveis dessas citocinas. Além disso, a variante de placas grandes induziu a
migracéo de células CD14", quando estas foram infectadas com o sobrenadante de cultivo
de HFLS. Esses resultados sugerem que esta variante em comparagdo 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 expressao nos niveis das proteinas TRAF6, IRAK1, IRAK2
devido a expresséo elevada do microRNA miR-146a. Os autores relatam que a infecgéo
leva a regulacdo positiva de miR-146a através da ativacdo e sinalizacdo de NF-kB por
citocinas pro-inflamatdrias secretadas, o que pode gerar um loop de feedback negativo,
regulando negativamente ainda mais a expressdo de TRAF6, IRAKL e IRAK2. Sendo
assim, ocorre uma restricdo da atividade de NF-kB. Além disso, uma analise da replicacéo
do CHIKYV ap0s alta expressdo do miR-146a, sugere que este miRNA explora a repressao
da atividade de NF-kB em detrimento do aumento da replicacdo viral (SELVAMANI;
MISHRA; SINGH, 2014). Recentemente, outro estudo também utilizou HFLS para
descrever o perfil de alguns miRNAs expressos apos infeccdo com CHIKYV. Através de
microarray e analises in silico, Agrawal e colaboradores (2019) detectaram 24 miRNAs
diferentemente expressos (DEMSs) que podem impactar na resposta inflamatoria, na
replicacdo e na persisténcia da infeccdo viral em HFLS através da supressdo de seus

genes-alvos a niveis pds-transcricionais (AGRAWAL et al., 2019).

Diante disso, observa-se perfis de modulacdo de citocinas, quimiocinas e de
moléculas que degradam progressivamente a sinovia durante o curso da infeccéo pelo
CHIKV em HFLS, o que destaca esse modelo celular como promissor na percepgéo da
evolucdo do processo artritogénico, uma vez que € o tipo celular predominante na sindvia

pelo qual o CHIKV apresenta alto tropismo.

2.3  Propriedades biomecanicas celulares

As células sdo unidades bioldgicas complexas que interpretam estimulos fisico-
quimicos e apresentam como resposta ativa o desencadeamento de rea¢des biomecanicas
(GALBRAITH; SHEETZ, 1998; HUANG; INGBER, 1999). Sdo, por sua vez, um
sistema hierarquico interdependente de moléculas e/ou agrupamentos moleculares, onde
a vida celular depende das suas ordens de interacdo (WEISS, 1963). Os processos
bioldgicos caracterizados por propriedades biomecanicas celulares sdo de extrema
relevancia para o seu desenvolvimento, envolvendo mecanismos como divisao,
desenvolvimento, migracao, diferenciacéo 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 biol6gicas como

adesdo, sinalizacdo, vias bioquimicas e rotas metabdlicas, sendo fundamentais na
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coordenacdo de vias génicas que atuam diretamente na homeostase celular e tecidual
(MAMMOTO; INGBER, 2010; MIROSHNIKOVA et al., 2018).

A adeséo e a migracdo celular podem ser impactadas pelo estresse provocado no
microambiente por diferentes tipos ou estagios de doencas, manifestando-se de diferentes
maneiras a depender do tipo celular afetado e da patogenia que alteram as propriedades
biomecanicas da célula (MIERKE, 2020). Sabe-se que ha uma conexao entre nucleo,
citoesqueleto, membrana plasmatica e a MEC (MIERKE, 2020) e que, propriedades como
a rigidez nuclear e do citoesqueleto, atuam em conjunto regulando a organizagao espacial
celular atraves da interagdo 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
intermediarios e os microtibulos (Figura 4) (BLANCHOIN et al., 2014).
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Cone de
crescimento

Axonio

Figura 4. Elementos do citoesquelo. (A) Célula eucaridtica, aqui representada por um neurénio,
realizando processo de alongamento citoplasmatico para estabelecer conexBes no sistema
nervoso. (B) O axo6nio neuronal é composto por (C) microtibulos e (D) neurofilamentos (ou
filamentos intermediérios). (E) O cone de crescimento neuronal contém (F) redes dendriticas de
filamentos de actina e filopddios de filamentos de actina paralelos dispostos em redes de conexao.
Fonte: Adaptado de Fletcher, D. A. e Mullins, R. D. (2010).

Os filamentos de actina sdo polimeros semiflexiveis com a capacidade de se
organizarem em diferentes tipos de arquitetura. Exemplo disso s&o os elementos
mecanicos que atuam na forma e motilidade celular, como as redes ramificadas e
reticuladas, feixes paralelos e estruturas contrateis (BLANCHOIN et al., 2014). Os
filamentos de actina cortical estdo ancorados na parte interna da membrana plasmatica e
fornecem a capacidade contratil do cortex atuando junto a miosina. O papel do cortex
celular envolve mudancas na forma durante o movimento e estudos relatam que, a medida

que a célula perde a sua morfologia inicial, o cortex se torna mais rigido, ajudando assim
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na estabilidade. Esses mesmos estudos ainda sugerem que uma polimerizacdo nos
filamentos de actina cortical pode vir a ser responsavel pela alteragdo da morfologia
celular durante a migracdo (BLANCHOIN et al., 2014; DEVREOTES; HORWITZ,
2015; MORONE et al., 2006; SALBREUX; CHARRAS; PALUCH, 2012).

Quanto as fibras de estresse, estas sdo feixes grossos e longos, paralelos a direcéo
do movimento de migragdo e compostas por filamentos de actina, proteinas de ligacdo e
miosina Il, que vao permitir que a migracao celular ocorra (BLANCHOIN et al., 2014;
DARLING etal., 2007; LI etal., 2008; TANG et al., 2014). Os filamentos intermediarios,
por sua vez, apresentam o papel na formacédo de lamelipddios e na regulagcdo da migragao
celular. Esses filamentos intermediéarios também sdo necessarios para a formacdo de
microtubulos e interacdes de microfilamentos (GRUENBAUM; AEBI, 2014). Os
microtubulos estdo alocados por todo o citoplasma e também apresentam funcdo na
migracgdo, assim como na sinalizacéo e tréafico intercelular (ETIENNE-MANNEVILLE,
2013).

Os filamentos de actina tem sido associados a rigidez celular (LOUISE;
ETIENNE; MARIE-PIERRE, 2014; MIHAI et al., 2012; POGODA et al., 2012; RAMOS
etal., 2014; RODUIT et al., 2009), acreditando-se que a alteragéo do citoesqueleto pode
ocasionar tal evento. Além disso, proteinas de ligacdo podem atuar regulando a rigidez
celular de diferentes modos, sugerindo que a organizacao espacial dos filamentos de
actina para formar o citoesqueleto podem vir a determinar a rigidez celular (SCHAEFER
etal., 2014). O citoesqueleto é uma estrutura dindmica e adaptativa que integra a atividade
de diversas proteinas e organelas citoplasmaticas com trés fungdes principais: organizar
espacialmente o contetdo celular; conectar fisica e bioquimicamente a célula ao ambiente
extracelular; e gerar forcas coordenadas que permitam a motilidade e morfologia celular
(FLETCHER; MULLINS, 2010). Os tipos de filamentos presentes no citoesqueleto sdo
essenciais para mediar o sensoriamento mecéanico (DAHL; RIBEIRO; LAMMERDING,
2008). Além disso, o ligante de nucleoesqueleto e citoesqueleto (LINC) realiza a
ancoragem do nucleo e permite que ele interaja com forcas externas. As proteinas da
membrana nuclear interna e as proteinas da membrana nuclear externa conectam o

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

A estrutura do nucleo é dividida em trés partes: envelope, lamina e cromatina. O
envelope, por sua vez, é subdividido em trés 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 composicao a proteina nesprina, envolvida na conexao entre o
envelope nuclear e o citoesqueleto, promovendo a regulacdo da mecanosensacgéo celular
(SCHIRMER; FOISNER, 2007). A conexdo entre a membrana externa e a membrana
interna converge em complexos de poros nucleares (NPCs) por onde pequenas moléculas
se difundem. Além disso, 0 espaco entre membrana externa e membrana interna é
composto por uma estrutura determinada de limen ou membrana perinuclear (ROUT,
2003).

A membrana interna apresenta proteinas em sua composicdo que permitem a
conexao entre citoplasma e cromatina, dentre elas as proteinas associadas a lamina, que
compde a lamina nuclear e estdo envolvidas na regulacio da expressdo génica (AEBI et
al., 1986; FOISNER; GERACE, 1993; ZWERGER; HO; LAMMERDING, 2011). A
reducdo na expressdo de proteinas laminadas leva a desregulacdo do acoplamento do
nucleoesqueleto e do citoesqueleto e, consequentemente, em falhas nas fungdes celulares
como diferenciagdo, proliferacdo, reparacdo de danos intracelulares e sensibilizagdo
mecanica (ZWERGER; HO; LAMMERDING, 2011). A cromatina é classificada em
eucromatina e heterocromatina, sendo esta Gltima localizada no limen ou no nucleo,
apresentando-se de forma compacta e com baixa expressdo génica. A eucromatina, por
sua vez, é intranuclear e menos densa que a heterocromatina, possuindo uma alta
atividade de expressdo génica. Por ser menos densa, a eucromatina esta mais suscetivel a
deformacbes e a ser afetada por forcas extracelulares (DAHL; RIBEIRO;
LAMMERDING, 2008). Em geral, as propriedades mecanicas do nucleo sdo atribuidas a
lamina nuclear, devido a composi¢do por proteinas incorporadas tanto a membrana
nuclear quanto a cromatina, sendo associada a rigidez celular. E também atribuida a
elasticidade e viscosidade celular que, uma vez afetadas, impactam na migracao 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
fisicas do citoesqueleto e do ndcleo. Dentre elas, destacam-se as metodologias de
Microscopia de Forca Atdmica (MFA) e a espectroscopia Raman. A aplicacdo de MFA
em estudos bioldgicos permite a obtencdo de imagens tridimensionais da topografia
celular (CHOI etal., 2014; NOTINGHER et al., 2003; PAPPAS, 2000). A aplicacdo dessa
metodologia em estudos biomédicos vem ganhando cada vez mais impacto uma vez que

fornece dados precisos da condicdo celular. Aliado a isso, a espectroscopia Raman
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permite obter informacdes acerca da estrutura e funcdo bioquimica celular, atraves de
dados quantitativos precisos, com alta sensibilidade e seletividade (CHOI et al., 2014;
NOTINGHER et al.,, 2003; PAPPAS, 2000). InformacOes intracelulares como a
composicdo de acidos nucleicos, proteinas, carboidratos e lipideos sdo obtidas através da
variancia espectral e intensidade de fluorescéncia gerada pela incidéncia de um laser
sobre a amostra de interesse. Assim, por meio destas metodologias, dados morfoldgicos,
biomecanicos e fisico-quimicos das propriedades celulares podem ser avaliados em
escalas nanométricas (CHOI et al., 2014; NOTINGHER et al., 2003; PAPPAS, 2000).

2.4 Aplicacéo de Microscopia de Forca Atémica (MFA) e espectroscopia Raman em
estudos bioldgicos

O crescente interesse bioldgico nas propriedades biomecanicas celulares tem
ganhado forca com a aplicacdo de técnicas como a MFA e a espectroscopia Raman (CHOI
et al., 2014). A invencdo da MFA € considerada um marco importante do
desenvolvimento tecnologico, sendo comumente utilizada para anélise de ultraestruturas
e nanotecnologia, enquanto a espectroscopia Raman tem sido investigada como uma
técnica biomédica e bioanalitica para aplicacdo em diagndstico 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 superficie de uma amostra
utilizando uma sonda com uma ponta montada em um cantilever que, ao passo que este
se movimenta, informacdes do seu desvio sdo geradas e ajustadas de acordo com a
superficie da amostra através de um scanner piezoelétrico (BINNIG; QUATE; GERBER,
1986; BUTT; CAPPELLA; KAPPL, 2005; CHOI et al., 2014). A medida que a ponta
varre a superficie da amostra, ocorre a deflexdo do cantilever em resolugdes atbmicas
(CHOI et al., 2014), o que permite investigar a morfologia e as propriedades do material
observado através da analise fractal, rugosidade e rigidez da amostra (BINNIG; QUATE;
GERBER, 1986; BUTT; CAPPELLA; KAPPL, 2005). Quando a ponta montada sob o
cantilever interage com a superficie da amostra, forcas de interacdo entre os &tomos da
ponta e os atomos da amostra sdo geradas, levando a deflex&o do cantilever, desviando o
laser que incide sobre ele, refletindo para um fotodetector e, assim, gerando informacdes

topograficas sobre o material analisado (Figura 5). Todo o procedimento é controlado
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por um computador que movimentara o scanner e armazenara os dados (BINNIG;
QUATE; GERBER, 1986; BUTT; CAPPELLA; KAPPL, 2005).

Topografia

Sistema de
realimentagao elétrica

Fotodetector Laser

Cantilever Z scan

Scanner

Sistema de : o
piezoelétrico

deflexdo Optica

Amostra

Figura 5. Diagrama esquematico de analise por MFA. O microscopio de forga atbmica consiste
em quatro componentes principais: 0 scanner piezoelétrico, o sistema de deflexdo Optica
(composto pelo cantilever, ponta, fotodetector e laser) e o sistema de realimentacéo elétrica. O
scanner movimenta o cantilever e, uma vez que a ponta interage com a superficie da amostra o
sistema de deflexdo desvia o laser, reflete no fotodetector e gera uma imagem topografica da
amostra analisada. Fonte: Adaptado de Choi et al. (2014).

Além de imagens topogréficas, a MFA também pode gerar dados significativos
sobre a estrutura e heterogeneidade celular (HUANG; KAMM; LEE, 2004). Esta técnica
permite a deteccdo de propriedades biomecanicas como a rigidez celular por meio da
medicdo do mdédulo elastico (HUANG; KAMM; LEE, 2004; ROTSCH et al., 1997).
Conforme a ponta se movimenta para frente e para trds sobre a amostra, se deslocando
horizontalmente, € possivel se obter a rigidez local da superficie. O modelo mais utilizado
para se medir o mddulo elastico é o modelo de Hertz (HERTZ, 1881; HUANG; KAMM,;
LEE, 2004; MOEENDARBARY’; HARRIS, 2014).
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O modulo elastico, também chamado de modulo de Young, é uma propriedade
que mede a rigidez da superficie celular, sendo utilizada como um indicador de
elasticidade, uma vez que se baseia na forga medida entre a ponta e a superficie da amostra
(GARCIA; GUERRERO; GARCIA, 2020; LIU et al., 2012; RAMOS et al., 2014). A
medida do modulo elastico consiste na indentacéo da ponta do MFA na superficie celular
aderida em uma superficie rigida (vidro) denominada substrato, medindo assim a forca e
distancia (profundidade) de penetragdo. Essa forga promove entdo uma deflexdo no
cantilever, gerando assim gréficos de curvas forca-distancia (Figura 6) (GARCIA;
GUERRERO; GARCIA, 2020; LIU et al., 2012; RAMOS et al., 2014). Essa propriedade
pode alterar-se conforme a organizacdo espacial e molecular da célula, que pode sofrer
diferentes impactos (CODAN et al., 2014; LIU etal., 2018; SU et al., 2017; ZHOU et al.,
2017) e assim alterar estruturas fundamentais para a manutencdo da morfologia e de

mecanismos de adesao e migracdo celular, como o citoesqueleto (GOLAN et al., 2018).

B | & * Célula

Vidro
0.3
Z0.2-
' I Indentagao
R EE——
‘ ‘ 0.1

0.0 cnnpmanpen

200 0 200 400 600
Zp (nm)

Figura 6. Medida do mddulo elastico de Young. (A) Contato do cantilever e da ponta com a
amostra para medicdo do modulo eléstico. (B) Modelo de gréafico de curva forca-distancia de
célula HT-1376 (carcinoma epitelial). A curva vermelha representa a curva da superficie de vidro
como curva de calibracdo, enquanto a curva azul representa a curva correspondente a célula. A
indentacdo é a diferenga horizontal entre essas curvas. Fonte: Adaptado de Liu et al, (2012) e
Ramos et al. (2014).

Em paralelo ao uso da MFA no estudo biol6gico, a aplicacdo da espectroscopia
Raman pode ser valiosa para entender a estrutura e funcdo de componentes bioquimicos
celulares (CHOI et al., 2014). O fendmeno Raman foi descrito teoricamente por Smekal
Raman em 1923 e comprovado experimentalmente em 1928, o que Ihe rendeu o prémio
Nobel de Fisica em 1930 (RAMAN, 1928, 1930). Raman observou através da utilizacdo
da luz do sol, uma rede de difracdo e uma fonte de excitacdo monocromatica, a frequéncia
da radiacdo incidente e da radiacdo espalhada, sendo esta ultima correspondente entdo ao

modo ou frequéncia vibracional dos dtomos do material analisado. Dessa forma, a
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espectroscopia Raman mede a diferenca de frequéncia entre dois estados de vibracao
(RAMAN, 1928, 1930).

A espectroscopia Raman apresenta inimeras vantagens dentre as técnicas de
espectroscopias vibracionais, uma vez que se baseia no espalhamento inelastico da luz e
necessita de pouca ou quase nenhuma preparacao da amostra e permite analises diretas e
ndo destrutivas. Também pode ser avaliada em amostras contendo agua e tanto em
compostos inorganicos como organicos (MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019).
Com o0 avango da tecnologia, o primeiro espectrémetro comercial foi desenvolvido em
1953, utilizando um sistema de lasers e detectores, permitindo a expansdo do uso desta
técnica (MITSUTAKE; POPPI; BREITKREITZ, 2019). Dentre estes, a aplicacdo da
espectroscopia Raman nos estudos biomédicos pode fornecer informacges detalhadas
sobre a composicao quimica de células e tecidos, aplicacdes no diagnostico médico, e na
composicdo 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 excitacdo da amostra
por uma fonte laser. O sinal proveniente dessa excitacdo € denominado sinal
retroespalhado e € coletado por uma lente objetiva, sendo direcionado para o
espectrometro utilizando um sistema optico 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 € um método de espalhamento da luz, a luz
espalhada observada apresenta nimeros de ondas especificos (wavenumbers em cm™)
correspondentes a energia de transicdo da molécula, o que gera um padrdo de banda
especifico. Sendo assim, os espectros Raman s3o coletivamente referidos como “regido
de impressdo digital molecular”, apresentando padrfes de bandas especificos e
caracteristicos de uma determinada molécula (BUTLER et al., 2016; SATO et al., 2019;
SHIPP; SINJAB; NOTINGHER, 2017) (Figura 8). Apesar disso, a complexidade da
composicdo molecular de amostras bioldgicas pode gerar bandas ou espectros
sobrepostos, 0 que pode ocultar a informacdo de uma molécula especifica, sendo o
resultado obtido pelo espectro Raman diferente daquele obtido por biologia molecular

convencional. Sendo assim, analises multivariadas se fazem necessarias para validar 0s
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dados espectrais Raman, como o F-test, analise de PCA (Principal Component Analysis)
ou andlise de PLRS (Partial Least Square Regression) (ABDI; WILLIAMS, 2010; SATO
etal., 2019).
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Figura 7. Sistema de microscopio e espectrometro Raman. Visdo geral da instrumentacdo de
um sistema tipico de microscopio acoplado ao espectrdmetro Raman, apresentando fonte de
excitacdo, expansor de feixe, filtros Rayleigh, espelho de foco, rede de difracdo, amostra,
microscopio e detector. Os componentes Opticos podem variar de acordo com o fabricante. Fonte:
Adaptado de Butler et al. (2016).

A composic¢ao molecular celular pode variar de acordo com qualquer alteragéo na
sua estrutura ou funcdo (SATO et al., 2019), no entanto as caracteristicas espectrais mais
comuns sdo causadas por modos vibracionais em moléculas de lipidios, proteinas,
carboidratos e &cidos nucleicos (SHIPP; SINJAB; NOTINGHER, 2017). Em geral, a
regido de impressdo digital de amostras bioldgicas é dividida em trés espectros, sendo a
regido de 600 a 1800 cm™ a regifo mais significativa, gerando espectros nitidos e Ginicos,
0 que permite a classificacdo das biomoléculas presentes na amostra (Figura 8).
Geralmente, 0s espectros vibracionais dessa regido sao compostos por atomos de carbono,
nitrogénio e oxigénio ou ligacdes de complexos de hidrogénio (SHIPP; SINJAB;
NOTINGHER, 2017). Além disso, ha também a regido espectral de 1800 a 2500 cm™™
denominada como “regido silenciosa”, uma vez que praticamente nao ha identificacao de
biomoléculas; e a “regido de alto numero de ondas”, abrangendo os espectros de 2500 a
3400 cm™, que engloba vibragBes relacionadas a ligagdes de atomos de hidrogénio
(SHIPP; SINJAB; NOTINGHER, 2017). Uma vez que a funcdo celular esta intimamente
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relacionada com a sua composi¢cdo molecular, a espectroscopia Raman tem se mostrado

atil no estudo e monitoramento de amostras biolégicas (SATO et al., 2019).
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Figura 8. Espectros Raman tipicos de material bioldgico na regido de impressao digital.

Espectros correspondentes a moléculas de (A) DNA e RNA, (B) proteinas, (C) lipideos e (D)
carboidratos. Fonte: Adaptado de Shipp et al. (2017).

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

Raman no ramo biolégico podem revelar mecanismos celulares ainda desconhecidos,

abrindo a possibilidade para o entendimento de determinadas condigdes fisioldgicas ou

patoldgicas, unindo informages acerca de propriedades fisicas e bioquimicas celulares

(CHOI et al., 2014).
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3. JUSTIFICATIVA
Desde que foi descoberto em 1952, o CHIKYV se tornou alvo de diversos estudos,

devido a sua alta infectividade e facil disseminacdo, principalmente ap6s a sua chegada
as Ameéricas que culminou em diversos surtos epidémicos (LEPARC-GOFFART et al.,
2014; LUMSDEN, 1955). No Brasil, até a semana epidemioldgica 42 do ano de 2022,
foram confirmados 82 dbitos, e 0 nimero de casos provaveis aumentou em 84,8% quando
comparado com 0 ano de 2021 no mesmo periodo analisado (MINISTERIO DA SAUDE
DO BRASIL, 2022). Além disso, diversos casos de cronicidade da infecgdo foram
relatados, com dores articulares agressivas, chegando a casos de invalidez e depressao
(CAMPOS et al., 2013; SCHILTE et al., 2013). No entanto, pouco se conhece a respeito
dos mecanismos de interacdo virus-hospedeiro e processos celulares e moleculares
envolvidos nesta infeccéo viral. Sendo assim, este estudo objetiva entender a interagdo
do CHIKV com sinovidcitos semelhantes a fibroblastos humanos (HFLS) avaliando as
alteragdes celulares biomecanicas, bioquimicas e moleculares decorrentes desta infec¢ao

viral.
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4. HIPOTESE

Diante do exposto, a hipétese deste trabalho é que a infeccdo pelo CHIKV
promova alteracBes biomecanicas, bioquimicas e moleculares em sinoviocitos

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

Analisar a morfologia celular e alteracBes biomecénicas, bioquimicas e
moleculares de sinoviocitos semelhantes a fibroblastos (HFLS — Human Fibroblast Like

Synovicytes) apés a infeccdo pelo CHIKYV in vitro.

5.2 Objetivos especificos

— Realizar infecgdo de HFLS com CHIKYV in vitro e confirmar a infeccdo através
de citometria de fluxo, titulacdo por PFU em células VVero E6 do sobrenadante
infectado e detecgdo do genoma viral por RT-PCR.

— Auvaliar altera¢6es biomecénicas e bioquimicas nos HFLS através de Microscopia
de Forca Atbmica (MFA) e espectroscopia Raman;

— Avaliar alteragdes morfologicas e estruturais nos HFLS infectados pelo CHIKV;

— Avaliar a expressao relativa de genes envolvidos na homeostase da sindvia e
lubrificacdo da articulacéo;

— Detectar a modulacao de quimiocinas envolvidas na patogénese da infec¢éo pelo
CHIKYV no sobrenadante dos HFLS apds estimulo viral;

— Relacionar as alteragdes biomecanicas e bioquimicas com as alteragcbes na

expressao génica e modulagdo de quimiocinas decorrentes da infeccao viral.
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6. MATERIAS E METODOS

6.1 Cultivo de HFLS e infeccdo com 0 CHIKV

As celulas 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 solugdo antibidtica antimicdtica PSA
(Penicillin, Streptomycin and Amphotericin B ) e 1% L-glutamina em placas de 24 po¢os
até atingirem confluéncia. O virus CHIKYV foi obtido previamente em nosso laboratério
a partir do soro de paciente positivo para esta arbovirose na fase virémica da infecgao
(Projeto PPSUS/2016, GenBank: MF589171.1) (TANABE et al., 2018). O virus foi
titulado por unidades formadoras de placa (PFU) em células Vero E6, obtendo-se um
titulo de 5,6 x 10’ PFU/mL. O CHIKYV 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 CO.a 37°C para a adsorcdo viral, com homogeneizacdo a cada 15 minutos.

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

6.2 Determinacdo da MOI de infeccao

Para determinar a MOl a ser utilizada nos experimentos, inicialmente foi realizado
0 ensaio colorimétrico de MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) utilizando as MOls 1, 0,5 e 0,1 do CHIKYV. Para isso, foram semeadas 2 x 10*
células por poco em placa de 96 pocos e infectadas conforme a padronizacdo prévia.
Apos 48h de infeccdo, foi adicionado 20 uL. de MTT (5 mg/mL — Invitrogen by Thermo
Fisher Scientific) por poco e a placa foi incubada por 3h em estufa de 5% de CO,a 37°C.
Apo6s as 3h, o sobrenadante foi retirado, sendo adicionado 150 puL. de DMSO
(Dimetilsufoxido) por 15 minutos, seguido de leitura no espectrofotdmetro (Termo
Plate®) em um comprimento de onda de 492nm. As absorbancias obtidas foram utilizadas

para o calculo de porcentagem de viabilidade celular conforme a formula:

S Absorbancia da amostra — Absorbancia do Controle Branco
Viabilidade celular (%) =

Absorbancia do Controle Celular — Absorbancia do Controle Branco

6.3 Determinacédo da infeccéo viral
6.3.1 Citometria de fluxo

Para determinar a infeccdo celular pelo CHIKYV, a citometria de fluxo foi utilizada
para determinar a porcentagem de HFLS infectados, utilizando um anticorpo monoclonal

especifico para o CHIKV (clone A54Q, Thermo Scientific). Para fixar e permeabilizar os
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HFLS, foi utilizado o tampao BD Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences, EUA), com um
tempo de incubagdo de 20 min a 4°C. Ap6s isso, o anticorpo anti-CHIKYV foi adicionado,
e as células foram incubadas por 1h a 4°C. Para a lavagem das células, foi utilizado o
tampdo de lavagem Perm/Wash (BD Biosciences, EUA). Foi entdo adicionado o
anticorpo secundario anti-imunoglobulina de camundongo conjugado ao Alexa Fluor 488
(Molecular Probes), seguido de uma nova incubacao por 1h a 4°C e uma nova lavagem.
Apos a Gltima lavagem, a aquisicdo das amostras foi realizada no citdmetro de fluxo BD

FACSCanto Il e a analise dos resultados realizada através do software FlowJo.

6.3.2 RT-PCR

A deteccédo do genoma do CHIKYV no sobrenadante dos HFLS foi realizada atraves
de RT-PCR. Inicialmente a extracdo do RNA viral foi realizada utilizando-se o kit
ReliaPrep™ Viral TNA Miniprep System (Promega) conforme as recomendacdes do
fabricante. Posteriormente, foi realizada a reacdo de transcricdo reversa (RT) com o kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems), seguindo a
ciclagem de 25°C/10 min; 37°C/120 min; e 85°C/5 min. A reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido no kit GoTag® gPCR Master
Mix (Promega), utilizando primers especificos para 0 genoma do CHIKV (Tabela 1),
desenhados com o programa PRIMER3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). A reacéo
ocorreu em 35 ciclos em condigdes de ciclagem de 95°C/5 min; 95°C/30s; 60°/30s;
72°C/30s; e 72°C/5min. O resultado foi observado através de radiagdo ultravioleta em gel
de agarose 1,5% com tampédo TBE (Tris/Borato/EDTA) corado com GelRed® Nucleic
Acid Gel Stain, 10,000 X.

Tabela 1 - Primers utilizados para transcri¢gao de cDNA e amplificagdo da RT-PCR.

Primer Regido-alvo Sequéncia 5’-3’ Amplicon (pb)
P2_Forward E1: 251-403 AACATGCAGGGTGCCTAAAG 497
P3_Reverse* E2: 93-393 AGCTCCTGGTGTCAGTTCGT

Legenda: *Para a transcrigao reversa foi utilizado o primer P3_Reverse.

6.3.3 Determinacéao do titulo viral em células Vero E6 pelo ensaio de deteccdo de
unidades formadoras de placas (PFUs)

O sobrenadante coletado dos HFLS 48h apds a infeccdo viral foi utilizado na
infeccdo de células Vero E6 para determinagéo do titulo viral (PFUs/mL). Para isso, foi
realizada uma diluicio seriada do sobrenadante (diluicdo 10" a 10”°) dos HFLS. Foram
adicionados 200 pL das diluicbes na monocamada de células Vero E6 confluentes em

placa de 24 pocos seguido de incubacdo em estufa a 37°C e 5% de CO; por 2 horas para
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a adsorcao viral, com homogeneizacao a cada 15 minutos. O meio de cultivo foi entéo
removido seguido da adi¢cdo de 1 mL do meio overlay (proporcéo de 1:1 de CMC 1%
[carboximetilcelulose] + meio DMEM 2X [2% SFB e 1% PSA]). Apos 48h, as células
foram fixadas com formalina 10% durante 1 hora, seguido de lavagem e coloracdo com
cristal violeta a 1%. O titulo viral foi determinado em PFU/mL de acordo com o protocolo
estabelecido por Baer e Kehn-Hall (2014) utilizando a seguinte formula (BAER; KEHN-
HALL, 2014):

Média de placas formadas

PFU/mL =
/m Diluicao x Volume do inéculo

6.4 Microscopia de Forga Atomica (MFA)

Os HFLS foram plaqueados em laminulas de 13 mm posicionadas em placa de 24
pocos em uma confluéncia de 1 x 10* células/pogo para permitir a individualizagdo entre
as células. Apos 24h, os HFLS foram infectados com CHIKV conforme a infeccéo
padronizada previamente. Ap6s 48h de infeccdo, foi adicionado glutaraldeido 0,5%
gelado por 5 minutos. O glutaraldeido foi entdo removido e as laminulas foram lavadas

com PBS 1x gelado e secas para a leitura no Microscopio de For¢a Atdmica (MFA).

As imagens da morfologia celular e as medidas do mddulo elastico dos HFLS
foram obtidas utilizando o Microscépio de Forca Atdomica (MFA) - Multiview 1000™,
(Nanonics) acoplado ao microscépio éptico BXFM (Olympus). O sistema MFA foi
isolado acusticamente para reduzir qualquer interferéncia do ruido ambiente durante as
medic0es, e o0 instrumento foi fixado em uma mesa de amortecimento ativo para suprimir
0 ruido mecanico. 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 um de comprimento, uma
constante de mola entre 13-77 N/m e uma frequéncia nominal entre 200-400 kHz. Os
experimentos de elasticidade foram realizados com uma ponta de varredura com raio de
curvatura de 2,5 um, cantilever de 100 um de comprimento, constante de mola de 0,29
N/m e frequéncia nominal de 80 kHz. A constante de mola do cantilever foi calibrada
ajustando o espectro de poténcia a um oscilador harménico simples (BURNHAM et al.,
2003) e uma forga maxima de recuo para o cantilever foi definida em 20 nN. Todas as

medicOes da curva forca-distancia foram realizadas movendo a ponta do cantilever em
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direcdo a amostra com uma velocidade de carga constante de 5 pum/s e o modelo de Hertz
(HERTZ, 1881) foi utilizado para caracterizar as curvas forga-distancia a fim de se obter
a indentacdo elastica das células e ajustar o modelo dos dados para calcular o modulo de
Young médio das amostras. Todos os experimentos de curva forca-distancia foram
realizados com a mesma ponta em 60 células de cada condicdo experimental (controle
celular e CHIKV).

6.5 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram obtidos através do espectrometro XploRA (Horiba)
acoplado ao microscopio 6ptico 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
espalhnamento Raman ap0s a interacdo com a amostra, em uma geometria de
retroespalhamento. A calibracdo da frequéncia foi realizada utilizando a banda
vibracional de 520 cm correspondente & amostra de referéncia de silicio. Sob as mesmas
condicgdes, 50 espectros foram obtidos de cada condicao celular (controle e CHIKV),
medidos a temperatura ambiente. Uma irradiagdo de baixa poténcia (5Mw) na superficie
das amostras foi realizada durante um curto periodo de exposicdo (1s de exposicao para
15 acumulagdes, totalizando 15s), a fim de se minimizar o aquecimento induzido pelo
laser. A rede de difracdo utilizada apresentava 1200 linhas/mm, rendendo uma resolucao

espectral de 1,5 cm™.

Antes de processar 0os dados espectrais, estes foram suavizados, ajustados e
normalizados ao fundo pela area, a fim de se reduzir ruido externo e de se obter dados
fiéis da composicdo bioguimica 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 relagdo sinal-ruido para fluorescéncia, corrigindo os espectros de fundo sem
exigir intervencdo do usuario. A partir disso, 0s espectros de fundo foram obtidos para
serem subtraidos dos espectros celulares, garantindo que o sinal medido seja atribuido

apenas as células.

O software MatLab também foi utilizado para realizar a Analise de Componentes
Principais (PCA) (ABDI; WILLIAMS, 2010) para avaliar as diferencas espectrais entre
as celulas infectadas e ndo infectadas. Essa técnica multivariada transforma os dados

originais em um conjunto de novas varidveis ortogonais chamadas de componentes
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principais (PCs), que s@o responsaveis pela variacdo espectral significativa no conjunto
de dados (FRANCO et al., 2017). Normalmente, a maior parte da variacao esta contida
nos trés primeiros componentes principais (PC1, PC2 e PC3). Através desse método, foi
possivel obter a variancia total dos grupos celulares em gréaficos de dispersdo 3D,
observando-se os picos alterados em cada PC. Um gréafico de dispersdo em 2D entre PC1
e PC2 revelou a melhor separacdo entre os grupos celulares, sendo possivel realizar a
diferenca na composicdo bioquimica entre controle celular e CHIKV através do espectro

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

6.6 Marcacao de citoesqueleto por fluorescéncia

Os HFLS foram plaqueados em laminulas de 13 mm posicionadas em placa de 24
pocos em uma confluéncia de 1,5 x 10* células/poco para permitir a individualizagéo entre
as células. Apos 24h, os HFLS foram infectados com CHIKV conforme a infecgdo
padronizada previamente. Apds 2h de adsorcéo viral, as células foram lavadas uma vez
com PBS 1x e fixadas com 300 puL PFA 4% por 10 minutos, fixando assim o tempo Oh
de infeccdo. Apos os 10 minutos de fixacao, as células foram lavadas trés vezes com PBS
1x por 5 minutos. A partir disso, 0 mesmo procedimento foi realizado nos tempos de 12h,
24h e 48h de infeccéo.

A permeabilizacdo foi realizada com Triton X-100 a 0,5% em PBS 1X por 10
minutos, seguido de trés lavagens por 5 minutos com PBS 1x. Apos a permeabilizacao,
foi realizado o bloqueio por 1h com 500 pL de solucdo de BSA 3% em PBS 1X sob
agitacdo. Foram entéo realizadas duas lavagens com PBS 1X por 5 minutos seguida de -
lh de incubagdo com o reagente AlexaFluor™ 488 Phalloidin (Invitrogen — Thermo
Fisher Scientific) em uma diluicdo de 1:600, sob agitacdo e protecdo da luz, para
marcacao do citoesqueleto (F-actina). Apos a incubacgdo, foram realizadas duas lavagens
com PBS 1X por 5 minutos e realizada a selagem das laminulas em meio de montagem
ProLong™ Gold antifade reagent with DAPI (Thermo Fisher Scientific) para marcagédo
do nucleo celular seguida de analise no microscopio EVOSM5000 (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific). Posteriormente, as imagens foram processadas através do algoritmo

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

6.7 Desenho de primers especificos para genes alvo

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

em HFLS apos a infecgdo pelo CHIKV e assim desenhar primers especificos. Os genes
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selecionados foram MMP1, VEGFA e UGDH. MMP1 é membro da familia de
metaloproteinases responsaveis pela homeostase de tecidos, como o tecido sinovial, e a
modulacdo da sua expressao tem sido observada em processos patolégicos como a AR e
a osteoartrite (MALEMUD, 2019; PASZTOI et al., 2009; SHERVINGTON et al., 2018;
SU et al., 2020; ZERROUK et al., 2020). VEGFA ¢ responsavel pela codificacdo de
fatores de crescimento endoteliais. Tém sido associado a processos como a angiogénese
na AR, promovendo danos no tecido sinovial e prolongando o processo inflamatdrio
(BAKRY et al., 2022; DAl et al., 2019; HU et al., 2019; LI et al., 2020). UGDH atua na
conversdo de UDP-glicose em UDP-glicuronato, participando na sintese de acido
hialurénico, um glicosaminoglicano importante para a homeostase da sindvia. Além
disso, esse gene estd envolvido na regulacdo do processo inflamatério 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 regifes de
exons dos genes supracitados, utilizando o programa PRIMERS3 (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) ¢ USCS
Genome Browser — In silico PCR (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr). O gene
GAPDH foi utilizado como gene enddgeno da reacdo de gPCR, seguida de andlise através
do método AACt. A sequéncia dos primers utilizados e o tamanho do amplicon estéo
dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia de primers para expressao génica relativa através de RT-qPCR.

Primer Sequéncia 5’-3’ Amplicon (pb)
q_h_GAPDH_F TGCACCACCAACTGCTTAGC 87 ob
q_h_GAPDH_R GGCATGGACTGTGGTCATGAG P
q_h_UGDH_F GCTGATGTAGAAGAGGTAGCAACA 134 ob
q_h_UGDH_R GCCTCACAGAGATAAACCAAATTC P
q_h_VEGFA_F CTTGCCTTGCTGCTCTACCT 113 ob
q_h_VEGFA_R CGCTGATAGACATCCATGAACT P
q_h_MMP1_F CATGCCATTGAGAAAGCCTTCC 193 ob
qg_h_ MMP1_R AGAGTTGTCCCGATGATCTCC P

Legenda: Azul: gene enddgeno controle. Salm&o: genes alvo.

6.8 Extracio de RNA celular por TRIzoI™

O RNA celular foi extraido de HFLS infectados e ndo infectados pelo CHIKV
plaqueados na densidade de 2 x 10° células/pogo em placas de 6 pogos (constituindo 3

réplicas bioldgicas para o controle celular e 3 réplicas biologicas para CHIKV), utilizando
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o reagente TRIzol™ (Invitrogen, ThermoScientific) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Em resumo, o lisado celular foi homogeneizado e incubado a temperatura
ambiente por 5 minutos para permitir a dissociagdo completa de complexos de
nucleoproteinas e posteriormente foi adicionado 200 pL de cloroférmio, seguido de
precipitagdo por isopropanol 100% e etanol 75% e, por fim, eluigdo em 50 uL de H>O

nuclease free.

6.9 Quantificacdo do RNA por fluorimetria e avaliacdo da expressao génica por RT-
gPCR

Apds a extracdo, 0 RNA obtido foi entdo quantificado por fluorimetria através do
fluorimetro Qubit™ 4 (Invitrogen, ThermoScientific), seguindo o protocolo padréo do kit
Qubit™ RNA XR Assay (Invitrogen, ThermoScientific). Apds a quantificacdo, a reacdo
de transcrigdo reversa foi realizada utilizando Random primers e 1 ng de RNA por reagao
para obtencdo do cDNA, seguindo as recomendacbes 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 pogos MicroAmp Fast 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems). A reacdo foi
realizada no termociclador de sistema dptico Applied Biosystems QuantStudio™ 3 Real-
Time PCR System, seguindo os parametros de reacdo do kit: 95°C/10 min para ativacao
da enzima — 95°C/15 s para a desnaturagdo — 60°C/1 min para anelamento de primers e
extensdo, totalizando 40 ciclos. As alteragcdes na expressao génica dos genes alvo foram
avaliadas em relagdo aos valores limiar de ciclo (Ct) do gene enddgeno através do método
AACT.

6.10 Quantificacdo de quimiocinas

As quimiocinas foram selecionadas com base em dados prévios da literatura, que
destacam a relevancia das mesmas na patogenia provocada pelo CHIKV, além de estarem
associadas ao processo artritogénico (JACOB-NASCIMENTO et al., 2021;
LOHACHANAKUL etal., 2012; PHUKLIA etal., 2013; POTT etal., 2021; SUKKAEW
et al., 2018; TANABE et al., 2019; WILSON et al., 2017). Desta forma, a quantificacdo
de CXCLB8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10 no
sobrenadante dos HFLS ndo infectados e infectados pelo CHIKV foi realizada pela
metodologia de CBA - Cytometric Bead Array utilizando-se 0 Human Chemokine Kit
(BD™ - Becton Dickinson Company) de acordo com recomendacdes do fabricante.

Resumidamente, o sobrenadante foi incubado com populac6es de beads revestidas com
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anticorpos de captura especificos para as quimiocinas citadas e com o anticorpo de
deteccdo conjugado ao PE por 3 horas. Posteriormente as amostras foram lavadas com
tampdo de lavagem para retirar as beads que ndo se ligaram. Em seguida, as amostras
foram fixadas e adquiridas no citometro de fluxo BD FACSVia. A analise dos dados foi

realizada no software FCAP Array v.3.0.

6.11 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism 6,
utilizando o teste t de Student e/ou ANOVA (One-way Analysis of Variance) para 0s
dados experimentais referentes ao teste MTT, citometria de fluxo e expressdo génica com
o0 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 significancia estatistica
das diferengas no modulo elastico entre as células infectadas pelo CHIKV e néo
infectadas foi avaliada através de ANOVA, utilizando o teste post-hoc de Tukey, com

nivel de confianca de 95% (p < 0,05).
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7. RESULTADOS
7.1 Determinagéo da MOI de infecgéo

Inicialmente, diferentes MOIs (1; 0,5 e 0,1) foram utilizadas na infeccdo dos
HFLS seguido da andlise de viabilidade celular pelo ensaio de MTT para padronizagédo
das condigdes 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 citopatico viral (ECV) evidente nas MOIs 1 e 0,5 (Figura 9B). Por
outro lado, a MOI 0,1 ndo apresentou efeito citopatico evidente e ndo reduziu a
viabilidade celular comparado ao controle celular. Sendo assim, optou-se por utilizar a

MOI 0,5 nos ensaios posteriores.
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Figura 9. HFLS infectados por 48h com CHIKV em diferentes MOIs. Na figura A, o grafico
da viabilidade celular mostra que houve diferenca estatistica entre o controle celular e os controles
infectados por CHIKYV nas MOls 1 e 0,5, enquanto a MOI 0,1 ndo apresentou diferenca estatistica.
Na figura B, através da microscopia 6ptica, foi possivel evidenciar a presenca de efeito citopatico
viral (ECV) nas MOls 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 Confirmacao da infeccéo viral por diferentes metodologias

Inicialmente, para confirmar a infeccéo celular pelo CHIKYV utilizando a MOI 0,5,
foi realizada uma citometria de fluxo intracelular para determinar a porcentagem de HFLS
infectados apds 48h de infeccdo. A Figura 10A apresenta os dot plots representativos da
populacéo de células analisadas. De acordo com o grafico apresentado na Figura 10B, a
média de porcentagem de células infectadas entre as triplicatas foi de 46,8%. As imagens
obtidas por microscopia éptica representadas na Figura 10C evidenciam as alteragdes
morfologicas celulares decorrentes da infeccdo 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 fracdo das células da

placa de cultivo.
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Figura 10. Andlise da infeccdo em HFLS pelo CHIKYV através de microscopia éptica e
citometria de fluxo intracelular. A) Dot plot representativo da populagdo analisada. B) Gréfico
representativo da porcentagem de células infectadas, podendo-se observar que houve uma média
de 46,8% de células positivas para 0 CHIKV. C) Microscopia ptica onde é possivel evidenciar
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0 ECV, uma vez que os HFLS perdem sua forma alongada e fusiforme em detrimento da infecgéo,
sendo possivel 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 ndo infectado como amostras, foi realizada uma RT-PCR convencional para
amplificagdo de uma regido alvo codificante para a proteina do envelope E2. De acordo
com o programa PRIMERS3, o amplicon apresenta um tamanho de 427 pares de base (pb).
Conforme mostrado na Figura 11, detectou-se 0 amplicon dentro do tamanho esperado.
A eletroforese em gel de agarose 1,5% apresentou a formacdo de uma banda especifica
no lane 1, correspondente ao sobrenadante de cultivo de HFLS infectados pelo CHIKV.
Ja no lane 2, ndo ha formacdo de banda, o que confirma que o sobrenadante de cultivo do
controle celular ndo estava infectado. Os lanes 3 e 4 correspondem aos controles positivo

e negativo (H20 nuclease free) da reacéo de PCR.

1500 pb

500 pb

100 pb

Figura 11. Confirmagéo da infeccdo pelo CHIKYV 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 0 controle negativo do sobrenadante de HFLS. Os lanes 3 e 4 representam,
respectivamente, os controles positivo e negativo da reagdo. Ambas as amostras positivas
representam uma banda de, aproximadamente, 427 pb. MP = Marcador de Peso Molecular
(Kasvi).

Por fim, também foi observada a presenca de particulas viaveis do CHIKV no
sobrenadante dos HFLS ap0s 48h por meio do ensaio de deteccdo de PFUs em células
Vero E6. A Figura 12A apresenta uma imagem representativa de pocos de cultivo de
células Vero E6 apds a infecgdo. A contagem das placas observadas na imagem foi
realizada através da observacdo em estereomicroscopio e a media do titulo viral obtido
foi de 1,13 x 10° PFU/mL (Figura 12B).



48

2.0x105-

1.5x 1054

1.0x10°+

PFU/mL

5.0x104-

04
Média dos titulos obtidos: 1,13 x 105 PFU/mL

Figura 12. Determinacéo do titulo viral no sobrenadante de HFLS pelo ensaio de PFU em
celulas Vero E6. (A) Imagem dos pocgos de cultivo de células Vero E6 ap6s a coloracao por cristal
violeta evidenciando as unidades formadoras de placas em diferentes diluicbes do sobrenadante.
Os controles CC, CN, e CHIKV correspondem, respectivamente, ao controle celular cultivado
com meio DMEM low glicose; sobrenadante de HFLS néo infectado; e sobrenadante de HFLS
infectado com CHIKYV e ndo diluido. (B) Média do titulo viral obtido (1,13 x 10° PFU/mL) de
duas réplicas bioldgicas. Os dados representam a média * erro padrdo da média.

7.3 Alteragdes morfologicas, biomecanicas e bioquimicas através de MFA e
espectroscopia Raman

A morfologia celular, incluindo as caracteristicas da membrana e do citoplasma
celular, pode ser observada nas imagens geradas por MFA (Figura 13A e 13B). A maioria
dos HFLS néo infectados apresentou formato alongado, fusiforme e superficie levemente
rugosa, enquanto os HFLS infectados pelo CHIKV apresentaram alteragdes morfoldgicas
diversas, perdendo o formato alongado e fusiforme, além de apresentarem uma superficie
mais rugosa, corroborando com os resultados previamente apresentados de que a infeccao

pelo CHIKYV induz alteracGes morfoldgicas nos HFLS.
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Figura 13. MFA de HFLS ndo 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 ap0s infecgdo pelo CHIKV, gerada por MFA. (C)
Grafico representativo das curvas de forga-distancia segundo o modelo de Hertz. (D) Gréfico
representativo do moédulo de Young para cada condicdo experimental. Os HFLS ndo infectados
exibiram um mddulo médio de Young de 26,96 + 6,87 kPa, enquanto 0 médulo médio de Young
das células infectadas com CHIKYV foi de 55,93 + 17,92 kPa, revelando um aumento de 107,46%.
(E) Gréfico representativo dos histogramas de distribui¢do dos valores do médulo de Young para
cada condigdo experimental avaliada. Os dados representam a média + desvio padréo (DP). Para
mostrar que todos os dados estavam distribuidos normalmente, foi realizado um teste de
Kolmogorov-Smirnov, e a significancia estatistica das diferengas no modulo de elasticidade entre
o0s grupos de células foi avaliada com analise de variancia (ANOVA) de uma via utilizando o teste
de Tukey com nivel de confianca de 95% (p < 0,05). CC = controle celular (HFLS ndo infectados);
CHIKV: HFLS infectados com CHIKV (MOI 0,5).

As medidas de nanoindentagdo por MFA foram usadas para avaliar os valores do
modulo de Young dos HFLS. Para isso, ajustou-se o modelo de Hertz as curvas forca-
distancia (Figura 13C). Como resultado, as células do controle ndo infectado exibiram
um modulo de Young de 26,96 £ 6,87 kPa. Em contraste, 0 mddulo médio de Young das
celulas infectadas com CHIKYV foi de 55,93 £ 17,92 kPa, revelando um aumento de
107,46% no mddulo elastico médio em comparacdo com as células controle (Figura
13D). Os histogramas da distribuicdo dos valores do mddulo de Young para as células
apresentaram distribuicdo normal (Figura 13E).
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Os HFLS foram analisados por espectroscopia Raman na faixa espectral de 600—
1800 cmt, regido de impressdo digital do espectro Raman, significativa para avaliar o
perfil das alteracbes bioquimicas em amostras bioldgicas. Para realizar a analise e
classificacdo dos dados espectrais, foram obtidos os espectros Raman dos HFLS
infectados por CHIKV e HFLS néo infectados. A Figura 14A apresenta 0S espectros
Raman médios dos grupos de células, com os respectivos desvios padrdo sobrepostos
como preenchimento cinza sombreado. As atribui¢cdes das bandas Raman utilizadas na
interpretacdo das caracteristicas espectrais foram realizadas com base em dados prévios
da literatura e estdo dispostas na Tabela 2 (MOVASAGHI; REHMAN; REHMAN,
2007).
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Figura 14. Espectrometria Raman de HFLS n&o infectados e infectados pelo CHIKV. (A)
Espectros Raman médios de HFLS infectados pelo CHIKV (vermelho) e HFLS nédo infectados
(azul). Os desvios padrdo estdo sobrepostos em cinza. (B) Analise de principais componentes
(PCA) de HFLS infectados pelo CHIKV (pontos vermelhos) e HFLS ndo infectados (pontos
azuis), demonstrando a alteracdo da composi¢do bioquimica celular ap6s a infeccéo. (C) Cargas
de PCs de diferengas bioquimicas celulares em HFLS infectados pelo CHIKV e HFLS néo
infectados. A analise estatistica multivariada foi implementada no software MatLab (Mathworks,
Naticks, MA). CC = controle celular (HFLS néo infectados); CHIKV: HFLS infectados com
CHIKV (MOI 0,5).
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Tabela 3 - Atribui¢des espectrais de Raman

Espectro cm-! Caracteristicas espectrais
633 cm- v(C-S) gauche (aminoacido metionina)
732 cm*! Adenina (acidos nucleicos) / balango CHz, C-C (proteinas)
865 cm*! Vibracao de ribose (um dos modos distintos de RNA)
996 cm-! C-O ribose (carboidratos)
1027 cm-! Pico de carboidratos / glicogénio
1107 cm-! Pico de carboidratos
1257 cm-"! Adenina e Timina (modo de respiragdo do anel das bases de DNA/RNA)
1323 cm-! Guanina (base purica de DNA/RNA)
1452 cm-! Modificagdo de CH2CHs (banda de proteina)
1603 cm-! C=C modo de dobramento no plano de fenilalanina e tirosina (banda de
proteina)
1667 cm-! Banda de alongamento C=C (banda de proteina)

Fonte: Adaptado de Movasaghi; Rehman; Rehman, 2007.

A andlise de principais componentes (PCA - Principal Component Analysis) foi
utilizada para a classificacao e interpretagéo dos dados espectrais do controle celular (CC)
e dos HFLS infectados pelo CHIKV. Por meio desse método, foi possivel fazer a
comparagdo entre 0s grupos experimentais e observar uma diferenca entre eles que
comprova que a infeccdo, de fato, afetou a composicdo bioquimica celular. Conforme
observado na Figura 14B, os HFLS néo infectados (pontos azuis) podem ser distinguidos
dos HFLS infectados pelo CHIKV (pontos vermelhos) pelos trés primeiros PCs usados
nesta comparacgdo. Esses PCs foram responsaveis por 65% da variancia total do conjunto
de dados original, com PC1 descrevendo 34%; PC2 descrevendo 17%; e PC3
descrevendo 14% da variancia total. Esses dados indicam que, mesmo nos grupos de
células onde as caracteristicas espectrais sdo bastante semelhantes, o PCA consegue

classificar as amostras.

As cargas dos PCs sdo representativas das diferengas bioquimicas entre controle
celular e HFLS infectados pelo CHIKV, e contribuem para a diferenciacdo dos espectros
no gréfico de pontuacdo dos PCs, que podem ser observadas na Figura 14C. As cargas
possuem uma dimensdo espectral, onde podem ser observados picos positivos e
negativos, que indicam aumento ou diminui¢do dos sinais de Raman, respectivamente.
Os resultados demonstram entéo que, as cargas de PC1 indicaram correlagéo positiva das
bandas Raman em 1294, 1455 e 1667 cm™, e correlagdo negativa dos sinais em 981 cm™
para os HFLS infectados pelo CHIKV quando comparados aos HFLS do controle celular.
Cargas de PC2 indicaram sinais de correlaco positivos em 1122 e 1477 cm™, enquanto
houve uma correlagdo negativa das bandas em 1031 e 1242 cm™. Uma correlagio positiva

em 977 e 1678 cm™ e uma correlagio negativa em 724, 1042 e 1433 cm™ foram
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identificados nas cargas de PC3. Os picos com cargas alteradas estao indicados na Tabela

3 (com excecdo dos picos 1433 e 1477 cm, ainda ndo descritos na literatura).

Além disso, um gréfico de dispersdo em 2D de PC1 e PC2 (Figura 15A) revelou
a melhor separacgéo entre os dois grupos celulares, sendo possivel observar que, de fato,
h& uma alteracdo na composigéo bioquimica celular apos a infec¢do. Diante disso, atraves
de PC2 foi realizada a diferenca de assinatura espectral que revelou a maioria das
diferencas bioquimicas ocorridas ap6s a infeccdo pelo CHIKV. As principais assinaturas
bioquimicas identificadas estdo 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™. A maioria das assinaturas
espectrais das células infectadas pelo CHIKV estéo relacionadas a alteragcbes em amidas
primérias e terciarias, folhas B, lipideos e colageno e estdo destacadas em salmdo na
Tabela 3.
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Figura 15. Diferenca espectral entre controle celular e HFLS infectados pelo CHIKV. (A)
Gréfico de dispersdo em 2D obtido através da analise de PCA, demonstrando que a melhor
separacdo entre 0s grupos celulares corresponde a PC1 vs PC2, indicando a alteragdo na
composicdo bioquimica apés infeccdo. (B) Espectro de PC2, demonstrando a maior diferenca
entre o controle celular e HFLS infectados pelo CHIKV. As principais alteracdes espectrais estao
indicadas através de setas e as assinaturas dos picos alterados encontram-se na Tabela 3. A andlise
estatistica multivariada foi implementada no software MatLab (Mathworks, Naticks, MA). CC =
controle celular (HFLS néo infectados); CHIKV: HFLS infectados com CHIKV (MOI 0,5).
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Tabela 4 - Diferengas espectrais Raman entre CC e CHIKV

Espectro cm-! Caracteristicas espectrais
724 em Grupo principal C-N em Adenina (723 - 728 cm)*
A (modo de respiracao do anel de bases de DNA/RNA) (725 cm)*
795 om-1 Uracila, Citosina, e modo de respiragéo do anel de Timina (782-792 cm-1)*;
Alongamento simétrico de O-P-O (782-792 cm-1)*;
977 om-! Vibragao de ribose, um dos modos distintos de RNA (974 cm-1)*;
981 cm” Alongamento da ligagdo C-C em Folha B (proteinas) (980 cm-1)*;
Curvatura CH (lipidios) (980 cm)*;
0(C-H), fenilalanina (atribui¢do de proteina);
Modo de flexao no plano C-H da fenilalanina;
1031 cm-! Residuos de carboidratos de colageno;
Fenilalanina, alongamento C-N de proteinas;
Modo de flexao no plano C-H da fenilalanina;
. Esqueleto C-C (1030 - 1040 cm-")*
et Prolina = atribui¢do de colageno (1043 cm-)*
] vs(CC) esquelético
122 cm” v(C-C) trans
(PO2): &cidos nucleicos;
Acidos nucleicos;
1223 cm-1 Proteinas, incluindo colageno |;
1242 cm-! Amida IlI: estrutura de Folha 8 (1224 cm-")*;
Amida llI: Folha 8 e bobinas aleatérias (1242 cm-);
Amida Il (1225 - 1240 cm)*;
Citosina;
1290 cm” Curvatura C-H;
1294 cm-! CHz2 (1295 cm™1)*
1444 cm- Banda de colesterol (associada ao espectro aterosclerético);
(CH2), lipidios, acidos graxos;
Desoxirribose
1455 cm-! 5(CH?)
DNA (1490 cm-")*;
1495 cm-! Vibracdo de alongamento C-N acoplada ao plano (1491 cm-)*;
Curvatura C-H em cations de radicais amino (1491 cm-)*;
1635 cm-! Diferengas no contelido de colageno;
Amida I;
Modo de vibragao de amida | de proteinas estruturais;
. v(C=C) cis, lipidios, acidos graxos
ledugm: Grupos C=C em &cidos graxos insaturados;
Lipideos;
Timina, Guanina e Citosina (1659-1671 cm-)*
Banda de proteina
. Faixa de alongamento C=C
1667 cm” Estrutura helicoidal da amida |
Estiramento de carbonila (C=0)
1678 cm-! NADH livre e/ou ligado
1709 cm-! v(C=0)OH (aminoacidos aspartato e acido glutdmico);

Fonte: Adaptado de Movasaghi; Rehman; Rehman, 2007 e Shipp; Sinjab; Nothinger, 2017.
Legenda: * = faixa espectral préxima, podendo variar de 2 a 4 cm™; Salm&o = principais picos de
interesse bioldgico alterados na infecg¢do pelo CHIKV.
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7.4 Fluorescéncia do citoesqueleto

Por meio da marcacdo de filamentos de F-actina por faloidina conjugada ao
fluorocromo AlexaFluor 488, foi possivel evidenciar apds 12h de infeccdo a altera¢éo no
citoesqueleto celular (Figura 16). As principais alteracfes observadas foram a ruptura
dos filamentos de F-actina, e consequente ruptura e desorganizacdo do citoesqueleto,
alterando assim a morfologia inicial fibroblastoide observada no controle celular (CC).
Tais resultados corroboram com as alteragcfes no modulo elastico de Young induzidas

pela infecgcdo pelo CHIKV.

20x 100x

Figura 16. Fluorescéncia 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 nucleo foi marcado com DAPI (em azul). No controle celular (CC), é possivel
observar a integridade do citoesqueleto nos aumentos de 20x e 100x nos diferentes tempos de
infeccdo. Em contrapartida, a partir de 12h de infeccéo € possivel observar o rompimento dos
filamentos de F-actina e desorganizacdo citoplasmatica, alterando-se assim a morfologia inicial.
As imagens foram processadas através do algoritmo Imagel. As barras de escala indicam 150 um
(20x) e 50 pm (100x).
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7.5 Avaliacao da expressao génica

Os genes previamente selecionados foram avaliados através da expressao relativa
por gPCR utilizando como controle enddgeno (housekeeping) o gene GAPDH e analise
pelo método AACt. Conforme mostrado na Figura 17, verificou-se um aumento
significativo na expressdo dos genes MMP1, VEGFA e UGDH 48h ap0s a infecgéo viral

guando comparado ao controle celular (CC).
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Figura 17. Expressao relativa de genes em HFLS infectados pelo CHIKV. MMP1, VEGFA e
UGDH apresentaram um aumento de expressdo 48h apdés a infecgdo. Os dados foram avaliados
estatisticamente por meio do teste t de Student (*** p <0,001; ** p <0,01).

7.6 Quantificacdo de quimiocinas

As quimiocinas CXCL10/IP-10, CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG, CCL5/RANTES e
CXCLS8/IL-8 foram quantificadas no sobrenadante de cultivo celular de HFLS infectados
e ndo infectados com o CHIKV. Como resultado, detectou-se um aumento significativo
de IP-10 e uma reducdo de MCP-1 48h apds a infeccdo viral (Figura 18). A média da
concentracdo de MIG nas amostras testadas apresentou-se abaixo de limite de detecgéo
do kit de CBA utilizado e ndo houve diferenca estatistica significativa para os niveis de

RANTES e IL-8 (Figura 18).
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Figura 18. Modulacgéo de quimiocinas em HFLS ap0s infeccdo 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. DISCUSSAO

O CHIKV é um arbovirus artritogénico, responsavel por epidemias recorrentes
em regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo, se tornando uma das arboviroses
mais relevantes no contexto de saude publica. A infeccdo por esse virus € marcada por
uma poliartralgia severa, podendo progredir da fase aguda para uma fase crénica de
duracdo indeterminada, variando de semanas a anos. Além disso, casos atipicos podem
levar a faléncia multipla dos 6rgaos e a morte (CONSTANT et al., 2021). Apesar disso,
ainda ndo existem vacinas e antivirais especificos contra o CHIKV e 0s mecanismos
celulares e moleculares envolvidos na interacdo virus-hospedeiro ainda ndo foram

completamente elucidados.

O CHIKYV apresenta amplo tropismo celular, podendo acometer diferentes tipos
celulares, tecidos e 6rgdos. A infeccdo viral progride com altos titulos virais, sendo o
tropismo fundamental para que esta se perpetue e estabeleca o curso da doenca,
infectando assim diversos tipos celulares (CONSTANT et al., 2021). Uma vez que o
mecanismo de entrada se da através da picada de fémeas hematofagas do género Aedes
sp. (GASQUE et al., 2016; SILVA; DERMODY, 2017), células epiteliais podem ser
acometidas, permitindo que o virus entre na corrente sanguinea e no sistema linfatico e,
assim, atingindo sitios ativos de replicacdo, como as articulacbes (EKCHARIYAWAT et
al., 2015; PHUKLIA et al., 2013; SOURISSEAU et al., 2007; SUKKAEW et al., 2018).
Uma vez nas articulacbes, o CHIKV pode acometer sinovidcitos semelhantes a
fibroblastos (HFLS) (PHUKLIA et al., 2013; SUKKAEW et al., 2018), podendo vir a
conduzir a infeccdo a um processo inflamatério semelhante ao da AR (SILVA;
DERMODY, 2017). Entender como ocorre a interacdo virus-hospedeiro que leva ao
processo artritogénico é de fundamental importancia para compreensdo da

imunopatologia envolvida e direcionar possiveis tratamentos contra o CHIKV.

Tendo em vista a possivel interagdo dos sinovidcitos semelhantes a fibroblastos
com o CHIKYV, neste estudo, foram utilizados os sinovidcitos semelhantes a fibroblastos
humanos (HFLS, do inglés, “human fibroblast-like synoviocytes”) como modelo
experimental de infeccdo viral. Previamente, foi reportado que os HFLS séo 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 suscetiveis a infec¢do pelo
CHIKV e se essa infeccdo seria passivel de produzir particulas virais detectaveis e
viaveis, diferentes ensaios foram realizados. Primeiro, a MOI utilizada ao longo do
trabalho foi selecionada através da analise de viabilidade celular no ensaio de MTT e pela
observacdo do ECV através de microscopia Optica. Phuklia e colaboradores (2013)
padronizaram a infec¢do pelo CHIKV em HFLS, observando um ECV onde héa 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
caracteristico nos HFLS 48h apos a infecgdo 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 suscetiveis a infeccdo pelo CHIKYV, liberando particulas virais viaveis no
sobrenadante (Figuras 10A, 10C, 11 e 12).

Neste estudo, ensaios de MFA foram realizados para determinar alteracdes
biomecanicas em HFLS infectados pelo CHIKV onde verificou-se aumento de 107,46%
no moédulo elastico médio (ou modulo de Young). As alteragdes no modulo de Young
podem estar relacionadas com o estresse celular, levando ao dano do citoesqueleto e das
suas principais estruturas: fibras de actina, fibras intermediarias e microtibulos
(PASTRANA et al., 2019), sendo estas estruturas associadas a rigidez celular, uma vez
que o citoesqueleto pode se reorganizar espacialmente diante de determinadas situacfes
(LUO et al., 2016). A rigidez celular & uma propriedade biofisica celular importante,
sendo utilizada como um indicador da funcdo e estado celular. Além disso, alteracbes
nesta propriedade podem estar associadas a inducdo do processo apoptético (SU et al.,
2017). Sendo assim, utilizar a MFA para medir os parametros de rigidez celular pode ser
atil para se ter um panorama da situacdo celular em determinada condigdo patoldgica.
Diante de tais resultados, o presente trabalho teve como um dos objetivos identificar
alteracBes no citoesqueleto que poderiam impactar no mdédulo elastico médio e,
consequentemente, na rigidez celular. Como observado na Figura 16, os filamentos de
F-actina marcados através de fluorescéncia apresentam ruptura apés 12h de infeccéo,
levando ao consequente desarranjo do citoesqueleto, o que condiz com a alteragdo no
modulo de Young detectada em HFLS infectados pelo CHIKV.
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Em um modelo experimental de artrite reumatoide (AR) em camundongo DBAL,
Lee e colaboradores (2015) observaram através de MFA alterac6es morfoldgicas e um
aumento na rugosidade da superficie celular de FLS isolados da articulagdo sinovial.
Além disso, 0 aumento da rugosidade se tornou mais evidente na 8% semana de vida
quando comparada a 5 semana. No entanto, a rugosidade foi considerada maior nos
prolongamentos citoplasmaticos do que ao redor do nlcleo, em ambos os tempos de vida
dos camundongos avaliados (LEE et al., 2015). Além disso, os autores avaliaram a
expressao de VCAM-1 e da proteina citoesquelética vinculina, através da intensidade de
imunofluorescéncia, sendo observada uma alta expressdo dessas moléculas nos dois
periodos de patogénese da AR. Os autores sugeriram entdo que alteracdes morfoldgicas
no citoesqueleto ocorrem em FLS acometidos pela AR e que 0 aumento da rugosidade
esta relacionado com a progressdo e gravidade da AR, podendo ocorrer em decorréncia
da degradacéo tecidual (LEE et al., 2015).

Além disso, tem-se sugerido a medida da rigidez celular através da
nanoindentacdo por MFA como um marcador para determinar o desenvolvimento de
determinada doenca (ZHOU et al., 2017). Como exemplo, o estado de um carcinoma e
do seu potencial desenvolvimento metastatico podem ser determinados através do médulo
elastico e assim direcionar intervences terapéuticas (ZHOU et al., 2017). A
nanoindentacdo oferece medidas mais diretas e confiaveis de propriedades mecanicas.
Essas propriedades sdo governadas, principalmente, pela rede formada por filamentos de
actina do citoesqueleto podendo refletir nas medidas do modulo elastico celular
(FLETCHER; MULLINS, 2010).

Zhou e colaboradores (2017) mediram a correlacdo da rigidez celular com o
rearranjo de filamentos de F-actina em células metastaticas do carcinoma de ovario Hey
A8 HM (isoladas do abdémen de camundongo) e células NM (isoladas do carcinoma de
ovario de camundongo). Os resultados indicaram um modulo eldstico maior nas
extremidades das células Hey A8 HM do que em seu interior, enquanto para células NM
ndo houve diferenca no madulo elastico medido nas extremidades e no seu interior. As
células NM apresentaram um maodulo elastico em seu interior estatisticamente maior que
0 modulo eléstico interior das células Hey A8 HM o que leva a concluséo de que o perfil
de rigidez intracelular é intrinsicamente diferente nas duas células (ZHOU et al., 2017).
Esses resultados podem ocorrer devido a diferenca na rede de actina do citoesqueleto nos

dois tipos celulares (ZHOU et al., 2017). Consistente com isso, 0s autores observaram
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através de imunofluorescéncia que os filamentos de F-actina das células Hey A8 HM ¢
altamente desigual e mais alinhado em comparacgdo aos filamentos das células NM, que
se mostrou mais aleatério, o que pode impactar no perfil de rigidez celular e nas alteragdes
do modulo elastico (ZHOU et al., 2017).

Outros estudos também utilizam essa metodologia para avaliar a citotoxicidade de
compostos. Pastrana e colaboradores (2019) observaram que a exposicao de fibroblastos
NIH3T3 a nanotubos de carbono (CBNS) por 2h levou a uma reducdo no médulo elastico
e que, apds 24h de exposicao, essa reducdo se tornou consideravel, indicando que a
toxicidade provocada por CBNs altera pardmetros fisicos celulares como o tamanho e a
rigidez celular. Os autores ainda observaram através de imunofluorescéncia que a
citotoxicidade de CBNs altera fibras de F-actina, levando a ruptura do citoesqueleto, o
que, consequentemente, impactou na adesdo e migracdo celular (PASTRANA et al.,
2019). A adesdo e a migracdo celular podem ser impactadas pelo estresse provocado no
microambiente por diferentes tipos ou estagios de doencas, manifestando-se de diferentes
maneiras a depender do tipo celular afetado e da patogenia que altera as propriedades
biomecanicas da célula (MIERKE, 2020).

A espectroscopia Raman foi realizada a fim de se determinar a diferenca espectral
entre HFLS infectados pelo CHIKYV e néo infectados e assim se obter o perfil bioquimico
dessas células. As diferencas na intensidade dos espectros refletem as variacdes nos picos
em HFLS infectados por CHIKYV, sendo correspondentes a diferentes biomoléculas
(Figura 14A). Através da analise de PCA foi possivel realizar a interpretacdo dos dados
espectrais e a diferenciacdo dos dois grupos experimentais, identificando alteragfes
bioquimicas nas células infectadas pelo CHIKV (Figura 14B e 15A). Além disso, as
correlagdes positivas e negativas encontradas entre os PCs demonstram a diferenca de
intensidade nos sinais de espectro Raman confirmando que, de fato, a infeccdo de HFLS

pelo CHIKYV altera componentes bioquimicos celulares (Figura 14C).

Dentre as alteragdes mais significativas observadas, a diferenca encontrada em
PC2 nos picos 1031, 1223 e 1635 cm™ em HFLS infectados pelo CHIKV correspondem
a contetidos de colageno (Figura 15B e Tabela 3). O colageno comp6e uma familia de
glicoproteinas caracterizadas por duas regiées ndo helicoidais em cada extremidade da
hélice e uma regido helicoidal tripla, sendo esta ultima o elemento estrutural definidor de
todos os colagenos. E formado por uma repeticdo de aminoacidos [Gly — X — Y]n, onde

as posicdes X e Y podem ser substituidas pela Prolina ou pela Hidroxiprolina,
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respectivamente (SORUSHANOVA et al., 2019). Até o momento, existem 29 tipos de
colageno, onde os tipos | a IV sdo os mais abundantes no corpo humano, sendo a suas
principais fungdes as de conexdo entre os tecidos e manutengdo da estrutura e integridade
de drgaos (GELSE, 2003; SORUSHANOVA et al., 2019).

A sintese do colageno pode ser realizada por diferentes tipos celulares, incluindo
fibroblastos e condrdcitos, e se inicia de maneira intracelular, ocorrendo a transcri¢do do
MRNA de genes de cadeia a. A cadeia o entra no limen do RE com o terminal N como
pré-pro-colageno que depois € convertido em pro-colageno através da remocdo do
peptideo sinal. A sintese comecar pela cadeia N-terminal permite que as pré-cadeias a
permanecam desenroladas por tempo necessario para que a traducdo seja completa e
entdo, trés pré-cadeias possam se alinhar precisamente na regido C-terminal antes de
iniciar a formacgdo da tripla-hélice (SORUSHANOVA et al., 2019). Ainda no RE,
modifica¢des pds-traducéo (PTM - Post-Translational Modifications) como hidroxilagdo
e glicosilacdo podem ocorrer, contribuindo assim para a estabilidade térmica e mecénica
do coldgeno na forma tripla helicoidal e na forma de agregados de fibrilas,
respectivamente (SORUSHANOVA et al., 2019). Uma vez que a tripla-hélice esta pronta
e completamente dobrada, o trimero de pré-colageno é empacotado dentro do complexo
de Golgi em vesiculas secretoras que sdo liberadas para o espacgo extracelular, onde este
é processado proteoliticamente atraves da remocdo enzimatica dos terminais N e C,
resultando em um trimero de colageno capaz de formar agregados em grandes fibrilas
(GELSE, 2003; SORUSHANOVA et al., 2019).

Terentis e colaboradores (2013) compararam através de espectroscopia Raman as
alteracdes bioquimicas em células BJ (fibroblastos de pele humana) e células Sk-Mel-2
(metastaticas de melanoma). As analises de PCA indicaram alteracbes nos picos
vibracionais proximos a 857, 940 e 1461 cm™ para células Sk-Mel-2, caracteristicas
espectrais atribuidas a colagenos, associadas aos modos vibracionais de prolina e do
esqueleto proteico. Ja para células BJ, a analise de PCA indicou um espectro muito mais
uniforme e compacto, com picos vibracionais de colageno proximos a 935 cm™. As
analises indicaram uma maior presenca de contetdos de colageno, com picos vibracionais
apresentando correlacdo positiva no citoplasma de células Sk-Mel-2 quando comparadas
a células BJ, sugerindo a alta producdo dessa glicoproteina em células metastaticas de
melanoma (TERENTIS et al., 2013). Diferente do observado no presente estudo, 0s picos

correspondentes a espectros vibracionais de colageno 1031 e 1042 cm™ apresentaram



62

uma correlacao negativa na analise de PCA dos grupos celulares experimentais, indicando
uma diminuicdo no conteudo de colageno (Figura 14C). Consistente com isso, a
diferenca espectral realizada com base em PC2 (Figura 15B) indicou a mesma alteragéo
no pico 1031 cm™, além de indicar alteragGes nos picos 1223 e 1635 cm™ também
correspondentes a modos vibracionais de colageno, inferindo-se que a infeccdo pelo

CHIKYV altera o conteido de colageno.

A analise de expressdo génica indicou um aumento na expressao de MMP1
(Figura 17). MMPL1 é o gene responsavel por codificar a peptidase M10, enzima membro
da familia de MMPs com ligacéo ao zinco, e que é responsavel por manter a homeostase
de 6rgdos e tecidos (MALEMUD, 2019; QUINTERO-FABIAN et al., 2019), ao passo
que também pode estar envolvida em processos patoldgicos como a AR e a osteoartrite
(MALEMUD, 2019). As metaloproteinases sdo responsaveis por clivar coldgeno em
fragmentos menores que podem ser internalizados pelas células. Fibroblastos s&o, na sua
maioria, responsaveis por manter a homeostase da MEC, esperando-se entdo que
sintetizem ativamente o coldgeno (TERENTIS et al., 2013). Em fibroblastos de pulméo
humano (células WI-26) tratados com rapamicina, Poulalhon e colaboradores (2006)
observaram atraves de gPCR o aumento da expressdo de MMP1 de forma dose-
dependente, ao passo que a expressao dos genes COL1A1 (colageno tipo I, al), COL1A2
(colageno tipo I, a2) e COL3AL (coldgeno tipo Il, al) foi diminuida também de forma
dose-dependente. Analises de Western blot confirmaram a reducdo da expressdo da
proteina colageno tipo | e imunoensaios confirmaram o aumento de expressédo da proteina
MMP1 (POULALHON et al., 2008).

Em células primarias de condrécitos humanos (HC) infectadas pelo virus Mayaro
(MAYYV), pertencente a mesma familia e género do CHIKYV, foi analisada por gPCR a
expressdo de diferentes genes responsaveis por interaces célula-célula e célula-MEC,
dentre eles a expressdo de MMP1 e genes responsaveis pela sintese de colageno como
COL16Al1, COL1Al, COL4A2, COL5A1, COL6AL1 e COL6A2. Como esperado, o
aumento de expressdao de MMP1 foi acompanhado da reducdo de expressao dos genes
responsaveis pela sintese de colageno, corroborando com o papel critico das
metaloproteinases na destruicdo da cartilagem e degradacdo Ossea em infecgdes por
alfavirus (BENGUE et al., 2019).

Outro gene que teve sua expressdo aumentada foi o gene VEGFA (Figura 17),

membro da familia de fatores de crescimento, induzindo a proliferacdo e a migracdo
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vascular endotelial, como ocorre na angiogénese (ZHAO et al., 2016). A
neovascularizacdo é o processo de desenvolvimento de novos vasos a partir de uma
estrutura microvascular ja existente. Esse processo envolve divisdo celular endotelial,
degradacéo seletiva de membranas vasculares basais, alteracdes na MEC e na migracao
endotelial (KOCH, 2000; KOCH; DISTLER, 2007). Em ratos, Brahn e colaboradores
(2008) induziram a artrite injetando colageno tipo Il (CIA — Collagen-Induced Arthritis)
e avaliaram a expressdo génica de VEGF antes e ap06s o tratamento com 2ME2 (2-
Methoxyestradiol). Os autores observaram uma elevada expressdo de VEGF nos ratos
ndo tratados, com uma alta inducdo de angiogénese. Apds o tratamento com 2MEZ2,
ocorre uma reducdo de 47% na expressdo de VEGF e, consequentemente, uma reducéo
da angiogénese (BRAHN et al., 2008). Em um outro estudo, Zhao e colaboradores (2016),
observaram os efeitos do tratamento com VEGF-D em fibroblastos cardiacos. Além de
induzir o processo de migracéo de fibroblastos, o tratamento com VEGF-D aumentou a
sintese de colageno tipo | de maneira dose-dependente assim como aumentou a secre¢do
de metaloproteinases MMP2 e MMP9 no meio de cultivo (ZHAO et al., 2016).

Kope¢ e Abramczyk (2018) observaram o espectro Raman de uma pequena artéria
ao redor de um tumor de cancer de mama, fornecendo sangue para o tecido. Imagens de
MFA, Raman e cortes histoldgicos indicaram a presenca de fibras de coladgeno e de
fibroblastos ao redor da artéria, compondo a massa tumoral, indicando que células
tumorais invadem a matriz extracelular composta de colageno ao redor de fibroblastos.
Os espectros Raman indicaram alteraces em picos de colageno (855 e 874 cm™) e no
modo de alongamento C-C no anel de Prolina (937 cm™), aminoacido que pode estar
presente na composicao de colageno. Segundo os autores, a presenca de fibroblastos e a
sintese de colageno parece ser essencial para o equilibrio e rigidez da massa tumoral,
favorecendo o crescimento de uma estrutura vascular estavel para fornecer nutrientes
(KOPEC; ABRAMCZYK, 2018). Esses resultados em tecidos com intensa
vascularizagdo podem sugerir que 0 aumento de expressao de VEGFA, além de induzir o

processo de angiogénese, pode levar a alteraces no contetdo de colageno.

Neste estudo, foi verificado um aumento na expressao do gene UGDH (UDP-
Glucose 6-Dehydrogenase) em HFLS apds a infeccdo pelo CHIKV (Figura 17). Esse
gene € responsavel por codificar a proteina que catalisa a conversao da UDP-glicose em
UDP-glicuronato, participando na sintese de proteoglicanos (PGs) e glicosaminoglicanos

(GAGs) como acido hialurénico, sulfato de heparan e sulfato de condroitina (CLARKIN
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etal., 2011; EGGERetal., 2010, 2011; PRYDZ; DALEN, 2000). Amostras de cartilagem
humana obtidas do joelho de pacientes com osteoartrite (OA) foram submetidas ao
isolamento de condrdcitos. Os condrocitos foram entdo submetidos ao tratamento com
RNA de interferéncia (siRNA) especifico para UGDH. Analises por g°PCR e Western blot
revelaram uma diminuicdo na expressdo 0 mRNA de UGDH, assim como na expressao
da proteina. A coloracdo dos condrdcitos por Alcian blue indicou uma supressdo na
sintese de PGs. Em paralelo, o tratamento de condrécitos com IL-B inibiu a expressdo da
proteina  UGDH e, consequentemente, diminuiu a concentragdo de GAGS no
sobrenadante de cultivo. Sendo assim, os autores concluiram que na OA, a baixa
expressdo de UGDH tem um papel critico na diminuicdo da producdo de PGs e GAGS,
podendo levar a subsequente perda da matriz cartilaginosa e desorganizacdo da
cartilagem articular (WEN et al., 2014).

Como mencionado anteriormente, a massa tumoral de um céncer de mama foi
identificada sendo composta por intensa vascularizagdo e fibroblastos sintetizando
colageno (KOPEC; ABRAMCZYK, 2018). O espectro Raman identificou alterages nos
picos de glicogénio (840 cm™), glicose (1125 cm™) e 4cido latico (917 cm™) na massa
tumoral, indicando a distribui¢do de contetido de carboidratos de matriz intracelular e a
consequente alteragdo no metabolismo de células cancerigenas (KOPEC;
ABRAMCZYK, 2018). Esse contetdo consiste, principalmente, de GAGs sintetizados
por fibroblastos no tecido conjuntivo frouxo e as suas vibracdes no espectro Raman sédo
parcialmente sobrepostas pelas vibragbes de glicogénio e 4cido latico (KOPEC;
ABRAMCZYK, 2018).

Sabe-se que UGDH tem papel fundamental na via glicolitica, uma vez que um
carbono da glicose é convertido em UDP-glicose e a enzima UGDH catalisa a reacéo,
convertendo UDP-glicose em UDP-glicuronato, sendo este tltimo utilizado para a sintese
de GAGs, incluindo o &cido hialurénico (ARNOLD et al., 2020). Esses processos foram
observados em células mesenquimais de cancer de mama, sugerindo que no tumor, as
células mesenquimais aumentam a producdo de UDP-glicuronato e, consequentemente, a
sintese de acido hialurénico. Além disso, foi observado que a reprogramacao metabdlica
em células mesenquimais tumorais aumenta o fluxo glicolitico em &cido hialurénico
através de amino acucares e nucleotideo de acUcar, forma ativa de monossacarideos

(ARNOLD et al., 2020). O elevado catabolismo de glicose produz um excesso de
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piruvato, produto final glicolitico, que é convertido em lactato ou em Acetil-CoA que,
por sua vez, é usado na sintese de acidos graxos (KOPEC; ABRAMCZYK, 2018).

Por meio da espectroscopia Raman de HFLS infectados pelo CHIKV também
foram observadas alterages na composicéo lipidica dos fibroblastos. Uma correlacéo
negativa foi encontrada no pico 981 cm?, indicando uma diminuicdo no contetido de
lipideos (Figura 14C e Tabela 3). Além disso, a diferenca espectral entre HFLS ndo
infectados e infectados pelo CHIKYV, confirmou a alteracdo nesse pico e indicou uma
alteragdo também nos picos 1444 e 1660 cm™ (Figura 15B e Tabela 3), picos com
assinaturas espectrais relacionadas a contetdos de lipideos. 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 alteracdes nos picos
vibracionais 1301, 1439, 1657 e 1669 cm™, todos eles correlacionados a contelido
lipidico. Quando comparados aos espectros de células BJ, estas apresentaram espectros
de contetido de lipideos proximos aos picos 718, 1296, 1438 e 1657 cm™, com um sinal
de intensidade menor do que aquele observado em células Sk-Mel-2. Os autores
correlacionam a maior incidéncia de corpos lipidicos em células metastaticas com a maior
taxa de divisdo celular e crescimento, quando comparadas as células fibroblasticas
normais, necessitando assim de uma maior renovacdo da membrana lipidica e de

transporte lipidico através do citoplasma (TERENTIS et al., 2013).

Utilizando o mesmo tipo celular (células BJ), Eberhardt e colaboradores (2018)
compararam a diferenca espectral por Raman e espectroscopia FT-IR nessas células em
estado quiescente induzido, senescéncia e em estado proliferativo recuperado da
quiescéncia. Células BJ quiescentes com contato celular inibido apresentaram picos
proximos a 1240, 1740 e 2800 cm™* associados ao contetido lipidico quando comparadas
as células em estado proliferativo. No estado de senescéncia, um aumento no pico 1740
cm? também foi observado. Ambas as espectroscopias conseguiram diferenciar a
composigdo bioquimica em trés estados diferentes de uma mesma célula (EBERHARDT
etal., 2018).

Tsikritsis e colaboradores (2016), compararam 0s espectros Raman de
fibroblastos humanos 1BR3 de pele e fibroblastos de uma paciente de 20 anos com a
doenca de Huntington. Os resultados mostraram uma assinatura molecular de fibroblastos
saudaveis versus fibroblastos acometidos pela doenca. A anélise de PCA, entéo, revelou
que os picos 608, 702, 717-719, 957-960, 1296, 1302, 1437-1451, 1440-1444, 1659-1674
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cm* eram correspondentes a contetidos lipidicos e de colesterol nos fibroblastos 1BR3,
picos estes ndo encontrados nos fibroblastos acometidos pela doenca de Huntington,
podendo-se inferir que um menor conteudo lipidico é encontrado em fibroblastos
acometidos por esta doenca autoimune (TSIKRITSIS; ELFICK; DOWNES, 2016).

A AR, também uma doenga autoimune, pode ser caracterizada por modificacGes
no perfil lipidico, levando assim ao risco de alteragdes cardiovasculares em decorréncia
de processos inflamatorios (AUDO et al., 2018). Analises do fluido sinovial e do soro de
pacientes com AR identificaram um alto nivel de FABP4 (Fatty Acid Binding Protein-4)
quando comparado com pacientes com OA. Associados a isso, um alto nivel de colesterol
total tanto no fluido sinovial como no soro, foi observado em pacientes com AR. Analises
de imuno-histoquimica confirmaram a alta expressdo de FABP4 no tecido sinovial de
pacientes com AR (ANDRES CEREZO et al., 2013). FABP4 é membro da familia de
proteinas citoplasmaticas ligantes a acidos graxos e foi descrita provocando a resisténcia
a insulina e a problemas cardiovasculares, influenciando tanto em vias inflamatorias
como metabélicas (ANDRES CEREZO et al., 2013).

Alatibi e colaboradores (2021) evidenciaram alteracdes em fibroblastos obtidos
de pacientes a desordem Ic-FAOD (Long-chain fatty acid oxidation disorders). A andlise
lipidémica por espectroscopia de massa indicou uma acentuada diferenca no perfil de
fosfolipideos, caracterizada por alteracdes na degradacdo de acidos graxos, assim como
uma alteracdo sistémica na sua composicdo. Uma menor distribuicdo de
fosfatidiletanolamina foi identificada, enquanto um maior contetdo de fosfatidilcolina foi
encontrado. Além disso, uma diminuicdo em esfingomielinas e um aumento de
ceramidas, cardiolipina e hexosilceramidas foi observado. Também foi observado um
maior conteddo bioativo de lisofosfolipideos pro-inflamatérios, algo ja esperado pelos
autores, uma vez que fibroblastos de Ic-FAOD podem apresentar um notavel acumulo de
lipideos (ALATIBI et al., 2021). A abordagem lipiddmica realizada nesse estudo amplia
a compreensdo da patogénese da doenca, o que pode ser facilmente aplicavel a
compreensdo de outros processos patoldgicos como a infeccdo pelo CHIKV e a

decorrente poliartralgia apresentada.

Além disso, alteraces no conteido 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™ correspondentes aos picos de amidas | e Il e folhas-p.
Tsikritsis e colaboradores (2016) observaram um maior contetdo de folhas-p em
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fibroblastos acometidos por doenca de Huntington quando comparados a fibroblastos
saudaveis (TSIKRITSIS; ELFICK; DOWNES, 2016). Consistente com esses dados,
Terentis e colaboradores (2013) observaram um maior contedo de amida 111 em células
Sk-Mel-2, correspondentes aos picos proximos a 1260 cm™. Além disso, os autores
também encontraram um maior contetido de amida | correspondente ao pico 1658 cm™
quando comparados as células BJ (TERENTIS et al., 2013).

Por fim, o presente estudo observou um aumento de IP-10 e uma reducao de MCP-
1 ap6s a infeccdo viral, enquanto, RANTES e IL-8 ndo apresentaram diferenca
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),
apos 48h de infeccdo 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
CHIKYV e detectando quimiocinas através da metodologia de CBA, também foi possivel
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 saudaveis (TANABE et al., 2019); enquanto Jacob-
Nascimento e colaboradores (2021), detectaram diminuicdo de MIG também em
pacientes em fase aguda (< 7 dias) quando comparados a doadores saudaveis (JACOB-
NASCIMENTO et al., 2021).

Em nosso estudo, também foi verificado um aumento de 1P-10 no sobrenadante
dos HFLS 48h apo6s infeccdo quando comparado ao sobrenadante do controle celular. A
quimiocina IP-10 (proteina induzida por interferon y 10 kDa) é uma molécula que, através
da ligacdo ao receptor CXCR3+, é capaz de induzir apoptose, regular o crescimento e
proliferacdo celular, assim como induzir angiogénese em doencas infecciosas e
inflamatdrias (LIU et al., 2011). MCP-1, por sua vez, ¢ membro da familia C-C, e é capaz
de regular a migracdo e infiltracdo de mondcitos, linfécitos T de memoria e células NK
(Natural Killers) (DESHMANE et al., 2009). Além disso, a producdo exacerbada dessa
quimiocina tem sido estudada em diferentes células no contexto de doencas infecciosas,
como a CHIKF (RUIZ SILVA et al.,, 2016), e doencas autoimunes, como a AR
(HAYASHIDA et al., 2001).



68

Os resultados aqui apresentados mostram perspectivas promissoras sobre o0s
mecanismos de interacdo entre o virus CHIKV e o hospedeiro no contexto do
microambiente sinovial. As alteracfes em propriedades biomecénicas e na estrutura do
citoesqueleto podem auxiliar na compreensdo dos danos e alteracGes celulares
decorrentes desta infeccao viral. Além disso, a modulacdo das biomoléculas estudadas
contribui com a elucidacdo do mecanismo fisiopatoldgico envolvido na interagdo virus-
HFLS. Esses achados ainda ndo foram reportados na literatura colaborando para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para esta arbovirose.
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9. CONCLUSAO

Diante do exposto, conclui-se que:

— Os HFLS sé&o infectados pelo CHIKV in vitro, sendo a infec¢do confirmada
por diferentes metodologias;

— A infeccdo pelo CHIKV leva a alterages biomecénicas celulares, como o
processo de rigidez celular, corroborando com resultados que demonstram
alteracdes em filamentos de actina e ruptura no citoesqueleto;

— Os HFLS apresentam alteracGes na composicao bioguimica, sendo observadas
alteracdes em moléculas como colageno, lipideos, folhas-p, amidas I e II;

— Alinfeccéo leva ao aumento da expressdo dos genes MMP1, VEGFA e UGDH,
podendo estar associada ao dano na matriz extracelular, angiogénese e na
homeostase da sindvia;

— Por fim, ainfecgdo pelo CHIKYV leva a alteragdes na secrec¢do das quimiocinas
IP10 e MCP-1 no meio de cultivo;

O presente trabalho auxilia no entendimento sobre as interagdes virus-hospedeiro,
contribuindo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a infeccdo
pelo CHIKV.
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