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RESUMO

LIMA, S.A. Papel daviade sinalizacdo da Anexina Al - FPR2 / ALX na patogénese
da infeccdo pelo virus Chikungunya. Tese de Doutorado. Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil, 2021,
131f.

Introduc&o: O Chikungunya (CHIKV) é um alfavirus artritogénico que causa uma
doenca autolimitada geralmente acompanhada por dores nas articulacdes e / ou
poliartralgia com caracteristicas incapacitantes. Evidéncias sugerem que as respostas
imunes elaboradas durante a fase aguda da infeccdo por CHIKV determinam o grau
de progressao e resolucédo da doenca. Além das intervencdes terapéuticas disponiveis
serem limitadas, o estudo das vias da resolucao da inflamacéao no contexto da infeccéo
pelo CHIKV pode levar a geracao de novos alvos terapéuticos. A Anexina A1 (AnxAl)
€ uma proteina envolvida na resolucdo da inflamacéo que regula as funcées de uma
variedade de células do sistema imunolégico pela ligacédo ao seu receptor, FPR2/ALX.
Neste estudo, avaliamos o potencial da AnxAl como um alvo terapéutico para a
infeccdo por CHIKV. Objetivo: Avaliar o papel da AnxAl e FPR2 durante a infeccao
por CHIKV em camundongos. Métodos: Camundongos nocaute para AnxAl
(AnxA17") ou FPR2 (Fpr2/37-) assim como os seus controles do tipo selvagem (WT)
foram infectados com CHIKV 10® PFU por meio de injecédo intraplantar ou foram
tratados profilaticamente ou terapeuticamente com o peptideo mimético da AnxAl
(Acz2-26, 150 pg / animal, i.p.). Foram avaliados os niveis de mediadores inflamatérios,
0 acumulo de células imunes na pata ou no linfonodo popliteo (pLN), o titulo viral, o
dano histopatoldgico na pata, bem como os parametros de hipernocicep¢do mecanica
e edema de pata. Resultados: Os camundongos AnxA1l1~~ apresentaram inflamacao
exacerbada com niveis aumentados de MPO, CXCL1 e IL-6; maior acimulo de células
CD11b*Ly6G* na pata no 2° dia pos-infeccdo (dpi) e maior acimulo de células
dendriticas convencionais tipo 1 (cDCsl) e células T CD8* na pata no 7° dpi, quando
comparados com animais WT. A deficiéncia de AnxAl aumentou a depuracao viral
nos 6rgdos de camundongos, agravou o dano tecidual na pata, mas nao alterou o
fendtipo da hipernocicepcéo e edema de pata induzidos pelo virus. Os camundongos
Fpr2/37~ exibiram um fendtipo de doenca semelhante ao encontrado em

camundongos AnxAl1~~, com niveis aumentados de MPO no coxim plantar, maior



depuracéo viral em alguns 6rgédos e dano tecidual exacerbado na pata quando
comparados aos animais WT. Curiosamente, a hipernocicep¢do mecéanica foi mais
prolongada sob a deficiéncia do receptor da AnxAl. O tratamento de camundongos
WT com o peptideo Acz-26 diminuiu a inflamacéao, reduzindo os niveis de MPO, CXCL1
e IL-6 no coxim plantar. Aléem disso, 0 Acz-26 diminuiu 0o acumulo de células
CD11b*Ly6G* na pata e reduziu a porcentagem de células T CD4* no pLN de
camundongos infectados com CHIKV 2dpi, reduzindo o pico do edema de pata e
diminuindo a hipernocicepgdo mecanica observada durante a infecgdo. Conclusao:
Em conjunto, esses resultados indicam o papel relevante da AnxAl na infeccao por
CHIKV e prop6e o direcionamento da via AnxAl-FPR2/ALX como uma possivel

estratégia terapéutica para controlar a inflamacao aguda induzida pelo CHIKV.

Palavras-Chave: AnxA1.FPR2. Resolugéo da inflamacao. Chikungunya.



ABSTRACT

LIMA, S.A. The role of AnxA1l-Fpr2/ALX Signaling Axis in the pathogenesis of
Chikungunya virus. Tese de Doutorado. Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil, 2021, 131f

Introduction: Chikungunya (CHIKV) is an arthritogenic alphavirus that causes a self-
limiting disease usually accompanied by joint pain and/or poly-arthralgia with disabling
characteristics. Evidence suggests that immune responses mounted during the acute
phase of CHIKV infection determine the degree of disease progression and resolution.
In addition to the limited available therapeutic interventions, the study of inflammation
resolution pathways in the context of CHIKV infection could lead to the generation of
new therapeutic interventions. Annexin A1l (AnxAl) is a soluble protein involved in
inflammation resolution that regulates functions of a variety of immune cells by binding
to formyl peptide receptor 2 (FPR2/ALX). In this study we evaluated the potential of
the AnxAl as a therapeutic target for CHIKV infection. Objective: To evaluate the role
of AnxAl and FPR2 during CHIKV infection in mice. Methods: AnxAl, Fpr2/3 knockout
(KO) or wild-type (WT) mice were infected with CHIKV 10® PFU through footpad
injections and treated prophylactically or therapeutically with AnxAl mimetic peptide
(Acz2-26, 150ug / animal, i.p). The level of inflammatory mediators, accumulation of
immune cells in the paw or in the popliteal lymph node (pLN), the viral titer, the
histopathological damage in the paw, as well as the parameters of mechanical
hypernociception and paw edema were evaluated. Results: AnxAl KO mice showed
uncontrolled inflammation with increased levels of MPO, CXCL1 and IL-6 and greater
accumulation of CD11b*Ly6G* cells in the paw on the 2nd day post-infection (dpi) and
increased accumulation of type 1 conventional dendritic cells (cDCs1) and CD8* T cells
in the paw 7 dpi when compared to WT animals. AnxAl deficiency increased viral
clearance in the organs of mice, aggravated tissue damage in the paw, but did not
change the phenotype of virus-induced hypernociception and paw edema. Fpr2/3 KO
mice exhibited a disease phenotype similar to the one found in AnxAl KO mice with
increased levels of MPO in the footpad, greater viral clearance in some organs and
exacerbated tissue damage in the paw when compared to WT animals. Interestingly,
mechanical hypernociception was more prolonged under AnxAl receptor deficiency.
Treatment of WT-infected mice with Acz-26 decreased inflammation by controlling the
levels of MPO, CXCL1 and IL-6 in the footpad. Furthermore, Ac2-26 decreased the



accumulation of CD11b*Ly6G* cells in the paw and reduced the percentage of CD4*
T cells in the pLN of mice infected with CHIKV 2 dpi, reducing the peak of paw edema
and decreasing the mechanical hypernociception observed during the infection.
Conclusion: Taken together, these findings indicate the relevant role of AnxAl
pathway in CHIKV infection and proposes the AnxA1-FPR2/ALX pathway as a possible
therapeutic strategy to control virus-induced acute inflammation induced by CHIKV

infection.

Keywords: AnxA1l.FPR2. Inflammation resolution. Chikungunya.
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1 INTRODUCAO
1.1VIRUS CHIKUNGUNYA (CHIKV)

O Chikungunya (CHIKV) é um virus do género Alphavirus pertencente a familia
Togaviridae. Esse virus causa uma doenca autolimitada conhecida como febre
chikungunya (CHIKF), que é frequentemente acompanhada por intensas dores nas
articulacbes (poliartralgia) com caracteristica incapacitante. As dores podem se
prolongar por semanas, meses e até anos em alguns individuos. O termo
“chikungunya” deriva de uma palavra em lingua Makonde ou Kimakonde que significa
“aquele que se encolhe” e descreve a aparéncia curvada de pacientes com intensas

dores nas articulacbes em decorréncia da infeccao (Stelitano et al., 2019).
1.1.1 Ciclos de transmisséao e epidemiologia

O CHIKYV é transmitido pela picada da fémea de mosquitos do género Aedes.
O ciclo de infeccdo é usualmente dividido em duas fases: uma fase extrinseca, na
qual o virus é transportado pelo vetor, e uma fase intrinseca, quando o virus é
incubado em um hospedeiro vertebrado. A transmissdo do virus ocorre por meio de
dois ciclos: o ciclo silvestre ou enzodtico envolvendo mosquitos Aedes furcifer e Aedes
africanus que habitam em regifes de florestas e infectam primatas ndo humanos (p.
ex. babuinos da Guiné, macacos verdes africanos, macacos patas, mandril, entre
outros), constituindo os reservatorios para o CHIKV. Ocasionalmente, vetores do ciclo
silvestre podem infectar hospedeiros humanos e contribuir para o surgimento de
pequenos surtos. No ciclo urbano de transmisséo ha o envolvimento das espécies de
mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, que transmitem a doenca para
humanos. A ocorréncia desse ciclo geralmente depende de fatores ambientais, da
genética viral e do comportamento humano ao favorecer o ambiente propicio para a
presenca de vetores competentes, quando medidas sanitarias ndo séo adotadas no
combate ao vetor. O ciclo urbano foi associado a varias epidemias de CHIKV que
ocorreram em diferentes continentes, incluindo Africa, Asia, Europa e América (Silva
et al., 2018; Stelitano et al., 2019).
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O CHIKYV teve origem na Africa, sendo isolado e caracterizado pela primeira
vez na regido da Tanzania entre o periodo de 1952 a 1953, a partir de amostra de
soro de um paciente infectado e com sintomas semelhantes aos da dengue (Lumsden,
1955). Até o final do século XX, os relatos de infec¢des por CHIKV eram notificados
principalmente nas regiées da Africa e da Asia e no subcontinente indiano. No entanto,
no cenario atual, devido a ampla ocorréncia de vetores eficientes na transmissédo do
virus, o aumento da globalizacdo e a facilitagdo no transporte de pessoas entre
regides afetadas e nao afetadas, a epidemia pelo CHIKV atingiu uma grande
abrangéncia geogréfica. Curiosamente, o virus foi detectado em diferentes paises em
todos os continentes, exceto na Antartica, e todos os anos sdo notificados cerca de 3
a 5 milhdes de casos de CHIKV no mundo (CDC, 2021; WHO, 2021).

Uma série de epidemias ocorreram nas décadas de 1960 e 1990 em paises
africanos, seguidas por grandes surtos ocorrendo de forma intermitente com um
periodo interepidémico variando de 7 a 20 anos. Surtos foram registrados na
Republica Democréatica do Congo, Republica Centro-Africana, Malaui, Uganda,
Burundi, Angola, Guiné, Africa do Sul e Nigéria. Nos anos de 2009 e 2010, dois surtos
foram notificados na Illha da Reuni&o. Na Asia, o CHIKYV foi relatado pela primeira vez
na Tailandia, em 1958, e os principais surtos que aumentaram as preocupac¢des com
0 CHIKV ocorreram na india em 2005, onde afetou 1,4 milhdes de pessoas. Na
Europa, o primeiro caso autdéctone de CHIKV foi relatado na Itdlia, em 2007 e o
gendtipo ECSA foi responsavel pelo surgimento da doenca no continente europeu.
Posteriormente, a Franca relatou um numero significativo de casos autdctones
confirmados em laboratdrio no periodo de 2010, 2013 e 2014 (Wahid et al., 2017).

A primeira transmissao autéctone de CHIKV nas Américas ocorreu no ano de
2013, na llha de Sao Martinho - mar do Caribe (Bortel et al., 2014). Nos anos
seguintes, milhdes de casos foram relatados em paises da América Latina, incluindo
Brasil, Bolivia, Colémbia, Argentina, Cuba, Costa Rica, Equador e Peru (Yactayo et
al., 2016, WHO, 2021). Na América do Norte, a linhagem de CHIKV isolada durante o
periodo de 2013 a 2014 pertencia ao genotipo asiatico, e a possivel fonte de infec¢céo
por CHIKV nos EUA foi relacionada aos turistas norte-americanos que viajam
regularmente para o exterior nas suas férias. Até maio de 2014, o Centro de Controle
e Prevencédo de Doencas (CDC) dos EUA havia relatado 55.992 casos de CHIKV
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relacionados a viagens e adquiridos localmente em 14 ilhas da Guiana Francesa e do
Caribe (Wahid et al., 2017; CDCy, 2021)

No Brasil, dados disponibilizados pelo Ministério da Saude (no boletim
epidemiologico nimero 23) mostram que no pais somente no periodo de janeiro a
junho de 2021 foram notificados 41.673 casos provaveis de CHIKF, com taxa de
incidéncia de 19,7 casos a cada 100 mil habitantes, sendo a regido Nordeste seguida
da regido Sudeste as que apresentaram as maiores incidéncias para a doenca. No
entanto, essas notificagcbes de registros de casos provaveis de CHIKF foram mais
baixas em relacdo ao ano anterior, com queda de 18,5% dos casos, provavelmente
devido a pandemia de Covid-19 que teve como consequéncia o receio da populacéo
em procurar atendimento médico nas unidades de saude, bem como uma possivel

subnotificagdo ou atraso nas notificagdes das arboviroses (Brasil, 2021).
1.1.2 Genotipos

Sao descritos trés genotipos distintos de CHIKV — o gendtipo do oeste africano
(WA), o gendtipo asiatico e o gendtipo do leste-centro-sul africano (ECSA). No ano
2004, um surto de ECSA no Quénia deu origem ao genotipo do Oceano indico (IOL)
a partir de uma mutacdo na proteina E1 do envelope viral (E1-A226V, com a
substituicdo do aminoacido alanina por valina na posi¢cdo 226 da glicoproteina E1)
conferindo maior adaptacdo a mosquitos A. albopictus serem infectados pelo CHIKV
e se tornarem potenciais vetores da doenca (Schuffenecker et al., 2006; Tsetsarkin et
al., 2007). Posteriormente, no ano 2005, a linhagem IOL se espalhou para as ilhas do
Oceano indico, em seguida para a Asia e Europa, causando grandes surtos da doenca
(Weaver e Forrester, 2015). A distribuicdo global dos genoétipos de CHIKV pode ser

observada na Figura 1.

Recentemente, um projeto de analise molecular evolutiva propds um novo
sistema de classificacao para as linhagens de CHIKV, definido com base na avaliacao
de 1.055 genomas amostrados entre o periodo de fevereiro de 1953 e dezembro de
2019. Definindo, portanto, nove linhagens para o virus, nomeadas de acordo com as
regides de origem. As noves linhagens sao as seguintes: 1) AAL- (African / Asian
Lineages - Africa e Asia), 2) AUL- (Asian Urban Lineage - Asiatica urbana), 3) AUL-
Am — (Asian Urban + American Lineage - asiatica / americana), 4) EAL — (Eastern
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African Lineage - Africa Oriental), 5) WA- (Western African Lineage - Africa Ocidental),
6) MAL — (Middle African Lineage - Africa Central), 7) IOL — (Indian Ocean Lineage -
Oceano indico), 8) SAL — (South American Lineage - América do Sul) e 9) SECSA-
(Sister Taxa to ECSA — Taxa irma para ECSA) (Nextstrain, 2021). Durante o periodo
de 2006 a 2010, a linhagem ECSA foi o genétipo majoritario na Tailandia, na Malasia
e em Cingapura, enquanto durante os anos de 2007 a 2014, o gendtipo asiatico foi
mais prevalente na Indonésia e nas Filipinas. Segundo analise filogenética e
mutacional, no Brasil ha uma maior prevaléncia das linhagens ECSA e asiatica (Wahid
et al., 2017). Além disso, foram também relatados casos de coinfeccdo com essas
duas linhagens na regido Nordeste do pais (Machado et al., 2019). No entanto, o
impacto da coexisténcia de gendtipos distintos no progndstico e na gravidade da
doenca ainda ndo sdo bem compreendidos.

Q AT ¢
9§9 9 ’ 999 0 9% 00
¢ Q 9
Linhagens de CHIKV Q Q
® wa- oeste africano
Q@ Asistica
9 ECSA

Q ECSA (IOL - mutacéo E1-A226V)

Figura 1. Cenario global da distribuicdo dos gendtipos de CHIKV pelos continentes. Oeste
africano (WA), asiatica, leste-centro-sul africana (ECSA), IOL (ECSA com mutacdo E1-A226V). Figura
desenhada com auxilio do BioRender.com. Autoria prépria, 2021.
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1.1.3 Genoma viral e ciclo de replicacao

O CHIKV é um virus esférico, pequeno (~70 nm de didmetro), envelopado, com
um genoma formado por RNA de fita simples com polaridade positiva [(+) SSRNA] de
~11,8 quilo-bases. O genoma do RNA consiste em uma regido nao traduzida (NTR)
em 5 ', duas ORFs (do inglés, open reading frame — fase de leitura aberta) e outra
regido nado traduzida (NTR) na extremidade 3'. Duas poliproteinas sao codificadas por
duas principais ORFs no CHIKV. A estrutura de leitura 5' ORF codifica uma proteina
precursora que apds o processamento da origem a quatro proteinas ndo estruturais
(nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4), que juntas sédo importantes para formar o complexo de
replicacdo viral. A segunda ORF, situada na regido 3', codifica uma proteina
precursora que d& origem a cinco proteinas estruturais ap6s 0 processamento:
capsideo C, as glicoproteinas do envelope (E1, E2, E3) e a proteina 6 K. O virus
CHIKV é formado por um envelope lipidico, obtido da célula hospedeira, e um
nucleocapsideo icosaédrico que encapsula o RNA gendmico. As glicoproteinas E1 e
E2 sdo embutidas no envelope viral formando uma rede icosaédrica no capsideo.
Essas glicoproteinas desempenham um papel relevante na replicacdo viral. A
glicoproteina E1 € importante para a fusdo da membrana e a glicoproteina E2 permite

que o virus entre na célula por endocitose (Simizu et al., 1984; Voss et al., 2010).

Resumidamente, o ciclo de replicacdo do CHIKV ocorre da seguinte maneira:
1) o virus adsorve na célula hospedeira através de receptor especifico (p.ex., Mxra8,
Song et al., 2019). Nessa etapa, a proteina viral E2 tem papel chave na ligacdo ao
receptor, 2) em seguida, o CHIKV entra na célula por endocitose mediada por receptor
ou mediada por proteina clatrina, 3) No interior dos endossomos, o ambiente acido
promove altera¢des conformacionais na glicoproteina E1 do envelope viral, 4) ocorre
fusdo do envelope viral com a membrana do endossomo da célula hospedeira e,
entdo, o nucleocapsideo viral é liberado no citoplasma celular e em seguida é
desmontado para liberar o genoma de RNA viral, 5) O genoma viral, por sua vez, é
entdo traduzido pela maquinaria da célula hospedeira para gerar as proteinas nao
estruturais (nsP1-4), importantes para a replicacdo viral e que sintetizam o RNA de
fita negativa. 6) Nessa etapa, o0 RNA de fita negativa € usado como molde para a
sintese de RNA gendmico de fita positiva (49S) e de RNA subgenbémico (26S). Esse
altimo serve como RNAm para a sintese de um complexo proteico (C-pE2-6K-E1) que

da origem as proteinas estruturais. 7) O complexo proteico sofre clivagem, formando
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o capsideo viral e segue sendo transportado para o Golgi, onde ocorre o término do
processamento e maturacdo, 8) Em seguida, o complexo proteico € transportado e
integrado @ membrana plasmatica com subsequente clivagem de pE2 por uma
protease, gerando os componentes E2 e E3. 9) Ao mesmo tempo, no citoplasma,
ocorre a montagem do nucleocapsideo viral em decorréncia da interacdo do capsideo
com o RNA gendmico. 10) Por fim, o nucleocapsideo migra para a membrana
plasmética, interage com as glicoproteinas E1 e E2 e sofre brotamento através da
membrana celular, concluindo o ciclo de replicagao viral (Figura 2) (Duijl-Richter et al.,
2015; Abdelnabi et al., 2017).

Virion maduro
£, E 2229
. / Trimero E2-E1 maturo
Endocitose mediada > E3 .T T p—
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> - = Dimero

pE2-E1
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Montagem
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Qf’?ﬁf Desmontagem
s
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¢ Traducao
) RNA subgenomico 268 Niiel
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Replicase viral C-pE2-6K-E1 Capsideo pE2-6K-E1

Figura 2. Representacdo esquemaéatica do ciclo de replicacdo do CHIKV na célula hospedeira. O
ciclo de replicagdo do CHIKYV inicia-se com a ligagédo do virus a célula hospedeira por meio da ligacédo
da glicoproteina E2 viral aos receptores da superficie celular, como Mxra8. Apés a endocitose, 0
endossomo acido desencadeia a fusdo da membrana com a glicoproteina E1, resultando na liberagéo
do nucleocapsideo viral no interior da célula hospedeira. O RNA gendémico é traduzido em quatro
proteinas ndo estruturais (nsP1-4) que passam a formar uma replicase que sintetiza RNA de sentido
negativo. As proteinas ndo estruturais podem formar esférulas onde a sintese de RNA de sentido
positivo (49S) e subgendmico (26S) ocorre com base no modelo de sentido negativo. O RNA
subgendmico é traduzido para formar a poliproteina C-E3-E2-E1-6K que é clivada e trafegada para o
reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi onde a modificag@o pds-traducional resulta nas proteinas
estruturais individuais finais do virus. Apés a montagem do capsideo e maturagéo viral, as particulas
virais sofrem brotamento através da membrana celular, adquirindo o envelope lipidico e completando
o ciclo de replicacdo, que tem duracdo aproximada de 4 horas. Adaptado e modificado de Abdelnabi et
al., 2017.
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1.14 Febre Chikungunya (CHIKF)
1.1.4.1 Sintomas

O CHIKYV pode causar infec¢ges sintomaticas e assintomaticas. Varios estudos
em humanos e em modelos animais tém demonstrado que a infec¢éo pelo virus causa
uma doenca autolimitada, com resolucéo espontanea, mas que pode evoluir para a
fase crbnica. Na maioria dos casos, os individuos se recuperam com 1 a 2 semanas.
No entanto, € importante destacar que 30 a 40% dos pacientes infectados podem
evoluir para um quadro clinico de poliartralgia intensa por meses a anos (Gardner et
al., 2010; Stelitano et al., 2019; Srivastava et al, 2020).

As principais manifestagdes clinicas da CHIKF sao: febre (= 39° C), cefaléia,
mialgia, cansaco e fadiga, dor retro-orbital, erupgcdo cutanea, poliartralgia,
principalmente nos dedos das méaos e dos pés, na articulacdo do tornozelo, nos
joelhos e na coluna vertebral. O edema nas articulacdes e a tenossinovite também
sdo manifestacdes comuns da doenca, e geralmente as dores sdo tao intensas que
as atividades laborais podem ser prejudicadas, interferindo diretamente na qualidade
de vida do paciente. Outras manifestacdes clinicas menos frequentes podem ser
atribuidas ao CHIKV incluindo nauseas e vomitos, conjuntivite e desordens
neuroldgicas (p.ex., encefalite, neuropatia éptica e sindrome de Guillain-Barré), Cerny
et al.,, 2017. Casos graves e mortes em decorréncia da infeccdo sao muito raros e
quase sempre estdo relacionados a outros problemas de salde pré-existentes (Brito
et al., 2016; Stelitano et al., 2019).

1.1.4.2 Mecanismos imunolégicos da CHIKF

Assim como em todas as infec¢des virais, a forma como o sistema imune do
hospedeiro detecta e responde ao virus determina o resultado da infeccdo. A
imunopatologia induzida pelo CHIKV vem sendo relacionada como o principal fator
causador do dano tecidual e da persisténcia da dor (Lum et al, 2015). Elevados niveis
de citocinas pro-inflamatorias, detectados em pacientes, em primatas ndo humanos
ou em camundongos, implicam ainda mais para o papel das células imunes e de seus
produtos na conducao do dano tecidual / articular observado na doenca (Ng et al.,
2009; Broeckel et al., 2015).
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A resposta imune frente a infeccao pelo CHIKV inicia-se logo apés a inoculacao
intradérmica pelo vetor Aedes ou por inducdo experimental, na qual o virus comeca a
replicar e infectar células residentes como fibroblastos, macréfagos ou outros tipos
celulares. As células da imunidade inata iniciam um programa de restauracdo da
homeostase composto por diferentes etapas. Inicialmente, os fagoécitos e as células
especializadas na apresentacdo de antigenos (p.ex., macréfagos e células
dendriticas) detectam o RNA viral por meio de receptores de reconhecimento de
patégenos (PRRs) expressos nessas células imunes. Dentre os PRRs relacionados
ao reconhecimento do CHIKV estédo os receptores do tipo Toll-like (TLR 3,7 ou 8) —
localizados nos endossomos, os receptores do tipo RIG-I (do inglés, retinoic acid-
inducible gene - gene | induzivel pelo &cido retinoico) e os receptores MDAS (do inglés,
melanoma differentiation-associated gene 5- gene associado a diferenciacdo de
melanoma 5) com localizagéo citoplasmatica, conforme demonstrado na Figura 3. A
ligacdo do RNA viral a estes receptores promove a ativacdo de complexas vias de
sinalizacdo que ativam genes codificadores de proteinas e de fatores importantes para
o desenvolvimento da resposta inflamatoéria (p.ex., IRF3, IRF7 e NFkB) (Priya et al.,
2013; Akhrymuk et al., 2016; Carty et al., 2021).

As vias de sinalizacao relacionadas ao reconhecimento do virus culminam na
expressdo de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias (p.ex., IL-1B, IL-6, TNF-q,
CXCL1 e CXCL2), interferons do tipo | (IFN-a e IFN-B) e no estabelecimento de um
estado antiviral intra e intercelular nas células vizinhas néo infectadas (Schwartz e
Albert, 2010; Rudd et al., 2012). A infeccao pelo CHIKV também est4 associada a
ativacdo do inflamassoma NLRP3 em humanos e em camundongos, levando ao
aumento na expressao de caspase-1 e IL-18 e contribuindo para a inflamagé&o aguda
(Chen et al. 2017).

Os mediadores inflamatérios produzidos em resposta ao virus atuam sobre 0
endotélio vascular e induzem a expressdo de moléculas de adesédo (p.ex., E-
selectina), levando ao aumento da permeabilidade vascular e estimulando o
recrutamento de leucdcitos polimorfonucleares (PMN) para o local de infeccgéo,
conduzindo a etapa na qual os neutrofilos recrutados liberam produtos toxicos
microbicidas e produzem citocinas e quimiocinas que induzem o extravasamento de
mondcitos inflamatérios e de mais neutrofilos para o sitio de infeccdo. Esses

mecanismos auxiliam na ativacdo da imunidade adaptativa, na qual anticorpos
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especificos produzidos por células B neutralizam o virus, e os linfocitos T CD8*
ativados eliminam as células infectadas pelo CHIKV levando ao clearence viral (Kelvin
et al, 2011; Haese et al., 2016).

Fibroblastos e outras células infectadas Células dendriticas ou macréfagos
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Figura 3. Reconhecimento do CHIKV por células do sistema imune. As células do sistema imune
inato detectam o RNA viral usando diferentes PRRs, como os receptores TLR (3,7 ou 8), localizados
nos endossomos, ou os receptores do tipo RIG-1 ou MDA5, com localizac¢éo no citoplasma celular. ApGs
o reconhecimento do material genético viral, vias de sinalizagéo séo ativadas aumentando a expressao
de fatores importantes para o desenvolvimento da resposta inflamatéria aguda contra o virus (p.ex.,
IRF3, IRF7 e NFkB). Mediadores inflamatdérios incluindo interferons do tipo I, citocinas e quimiocinas
sédo produzidos estabelecendo um "estado antiviral”, no qual células imunes séo recrutadas para o local
de infecgdo, consequentemente a imunidade adaptativa é ativada para modular a resposta imunoldgica
antiviral. TLR — receptores do tipo Toll; PRRs -receptores de reconhecimento de patégenos; RIG-I -
gene | induzivel pelo acido retinéico; MDAS - gene associado a diferenciacdo de melanoma 5. Adaptada
de Schwartz e Albert, 2010.

Apesar da resposta imune iniciar poucas horas apos a infec¢do, o CHIKV pode
sobrepor essa resposta e alcancar a circulacdo sanguinea. Estudos com

camundongos mostram que apds a infeccdo o virus pode ser detectado nos
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linfonodos, no baco, no figado, nas articulacdes e no plasma. Em individuos infectados
com CHIKV a viremia pode atingir titulos de até 108 particulas / mL de sangue
(Schwartz e Albert, 2010; Chow et al., 2011; Morrison et al., 2011; Haese et al., 2016).
Como citado acima, o braco da imunidade inata exerce importante papel na infeccéo
por CHIKV; doenca caracterizada principalmente pelo acumulo de mondcitos /
macrofagos nos locais primarios de replicacéo do virus, que sdo normalmente a pele,
0s musculos e as articulagdes. No entanto, um influxo de neutrofilos, células
dendriticas, células NK (do inglés, natural killer [assassinas naturais]) e linfocitos
também foi observado em varios estudos realizados em camundongos infectados com
CHIKV (Gardner et al., 2010; Stoermer et al., 2012; Hiroki et al., 2019; Lee et al., 2015;
Teo etal., 2017).

Os neutrdfilos constituem a populacdo mais abundante entre os leucdcitos
circulantes e séo as primeiras células recrutadas do sangue para o local de infeccéo
ou de lesdo tecidual, seguido pela migracdo de mondcitos, que localmente se
diferenciam em macréfagos. Os neutrofilos expressam receptores CXCR1 e CXCR2,
0s gquais se ligam as quimiocinas CXCL1 e CXCL8 (IL-8). O recrutamento de
neutroéfilos ocorre por meio de mecanismos dependentes de selectinas, integrinas e
quimiocinas, incluindo CXCL1, CXCL2 / MIP-2 e CXCL8, como citado anteriormente,
gue sao de fundamental importancia em manter a migracéo celular para os tecidos. A
resposta de neutréfilos é rapida no combate a infecgcdo por meio da liberacdo de
produtos toxicos microbicidas como mieloperoxidase (MPO), serina proteases (p. ex.,
elastase e proteinase 3 - PR3), superoxido e NETs (do inglés, Neutrophil Extracellular
Traps - armadilhas extracelulares de neutrdfilo), rapidamente induzida por extrusao
de conteudos nucleares. No entanto, a producdo desses conteudos de granulos
citoplasmaticos e de substancias antimicrobianas que matam micro-organismos
extracelulares, também danificam tecidos sadios (Yousefi et al., 2019; Sawant et al.,
2021).

Os neutrdfilos, juntamente com os macréfagos, sao as células predominantes
no sitio de inflamacao apos a infeccao por CHIKV e por outros alfavirus artritogénicos
como o Ross River (RRV). Os neutréfilos recrutados para o local de infeccao
produzem espécies reativas de oxigénio (ROS) e outros mediadores citotoxicos para
diminuir a replicacao viral (Agraz-Cibrian et al., 2017; Muralidharan e Reid, 2021). No

estudo realizado por Hiroki et al, o papel das NETSs foi investigado durante a infec¢ao
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por CHIKV. A estimulacdo ex vivo e a infeccdo de neutrdfilos isolados de
camundongos induziram a liberacdo de NETs de maneira dependente de TLR7 e da
produgdo de ROS, neutralizando o CHIKV. A infeccdo in vivo de camundongos
nocaute para o receptor de interferon (IFNAR™") e tratados com um inibidor da
producdo de NETs aumentou a suscetibilidade desses animais a infec¢cdo aguda por
CHIKV, confirmando um papel antiviral para as NETs. Além disso, dados clinicos
também mostraram uma correlacdo entre o nivel de NETs no sangue e as cargas

virais sistémicas em pacientes infectados com CHIKV (Hiroki et al., 2019).

As células dendriticas (DCs, do inglés, dendritic cells) sdo imaturas ou
residentes nos tecidos, que agem como sentinelas ligando a imunidade inata as
respostas imunes adaptativas, pois capturam antigenos e os transportam aos 6rgaos
linfoides para apresentacdo aos linfécitos T naive. As DCs possuem expressao de
inumeros receptores de reconhecimento de padréo (p.ex., receptores de lectina tipo
C: DCIR) e quando expostas a um agente infeccioso ou a qualquer estimulo
inflamatoério nos tecidos periféricos, iniciam um processo de maturacdo em células
altamente especializadas para apresentacédo de antigenos. Todas as DCs classicas
ou convencionais expressam MHC de classe Il e CD11c, porém as subpopulacdes
podem ser identificadas por marcadores adicionais. Por exemplo, a subpopulagéo de
DCs, distinguida pela alta expresséo da integrina CD11b (cDCs2) em camundongos,
€ mais potente na conducdo das respostas de células T CD4*, enquanto a outra
subpopulacao (cDCsl), identificada pela expressdo de CD8 nos tecidos linfoides de
camundongos ou da integrina CD11b ~nos tecidos periféricos, e o fator de transcrigéo
IRF8, € especializada na apresentacéo de antigenos as células T CD8*( Brown et al.,
2019). Quando ativadas, as DCs expressam na sua superficie as proteinas chamadas
B7-1 (CD80) e B7-2 (CD86), que sdo coestimuladores para a ativagdo dos linfécitos

T, as quais se ligam ao receptor CD28 nas células T (Cabeza-Cabrerizo et al., 2021).

Durante as infeccdes virais, 0os antigenos sdo capturados por DCs imaturas
residentes nos tecidos. Posteriormente, essas células amadurecem em DCs
migratorias e transportam os antigenos capturados até os linfonodos drenantes ou 0
baco para apresentacdo dos antigenos aos linfécitos T. Até o presente momento,
poucos estudos relacionaram a interacdo das DCs com o CHIKV. Quanto a isso, foi
demonstrado que as DCs expressando receptores DCIR desempenham importante

papel na patogénese da infeccao pelo CHIKV, regulando negativamente a resposta
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inflamatodria induzida pelo virus. Nesse estudo citado, camundongos DCIR™"
infectados desenvolveram um fendétipo de doenca mais grave, com maior formacao
de edema, aumento da inflamacdo e da perda de peso, sugerindo um papel do
receptor DCIR na limitacdo da resposta inflamatoria induzida pelo virus (Long et al.,
2013).

Uma das principais funcfes das DCs é realizar a apresentacdo antigénica para
células T naive na iniciacdo das respostas de célula T a antigenos proteicos, um
processo denominando indu¢&o ou priming. Dentro dos tecidos linfoides secundarios
(p. ex. baco e linfonodos), os linfécitos T reconhecem os antigenos estranhos
apresentados pelas DCs e, em seguida, sdo ativados, proliferam e se diferenciam
produzindo milhares de células T efetoras e de memdria. Posteriormente, os linfocitos
efetores e de memaria podem migrar para os sitios de infeccéo ou de inflamacao nos
tecidos nao linfoides. A saida dos linfocitos T naive dos linfonodos depende de um
lipideo quimioatraente denominado esfingosina 1-fosfato (S1P), o qual se liga ao
receptor 1 de esfingosina 1-fosfato (S1PR1, do inglés, sphingosine 1-phosphate
receptor). Apés a ativacdo dos linfocitos T pelo antigeno, a expressédo do S1PR1 na
superficie celular € bloqueada por vérios dias fazendo com que as células T
permanecam por mais tempo nos linfonodos. Essa supressao de S1PR1 é controlada,
em parte, por IFN-I produzido em resposta a infeccéo (Cyster e Schwab, 2012). Além
disso, os interferons aumentam a expressdo de uma proteina denominada CD69 (um
marcador de ativacdo de células T), a qual se liga ao receptor S1PR1 e diminui a
expressdo desse na superficie celular. Juntos, esses mecanismos fazem com que as
células T ativadas pelo antigeno permanecam no 6rgéo linfoide e sofram expanséo
clonal e diferenciacdo em células T efetoras. Apoés varios dias, quando a diferenciacao
em células efetoras esta completa, esses linfocitos T perdem o CD69 e passam a
reexpressar o receptor S1IPR1. Desse modo, essas células T podem detectar o
gradiente de S1P e sair do linfonodo em direcdo aos tecidos néo linfoides.
Curiosamente, o tratamento de camundongos com um modulador negativo do
receptor S1PR1, o Fingolimod®, com sucesso limitou a migracdo de células T CD4*
do linfonodo para as articulagbes e suprimiu de modo eficaz a patologia articular
induzida pelo CHIKV (Teo et al., 2017).

Com base nessas evidéncias, observa-se que o braco efetor do sistema imune

adaptativo, mediado por linfécitos T, tem importante papel na infeccado pelo CHIKV.
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As células T, incluindo os linfécitos do tipo T CD4* e CD8* sdo amplamente
relacionadas com a persisténcia do dano articular observado durante a doenca
causada pelo CHIKV (Morrison et al., 2011; Teo et al., 2013; Lee et al., 2015; Poh et
al., 2020). As células T CD4* e CD8* foram detectadas em biopsias sinoviais obtidas

de pacientes durante a fase cronica da infeccéo pelo CHIKV (Hoarau et al., 2010).

Além disso, o0 estudo de Teo et al (2013) demonstrou que camundongos
nocaute para células T CD4* ou com deplecdo dessas células apresentaram menor
edema de pata no 6° dpi e menor dano tecidual quando comparados com animais
CD8~-ou com camundongos WT, sugerindo o papel patogénico dos linfocitos T CD4*
no curso da infeccdo pelo CHIKV (Teo et al., 2013). De modo interessante, foi
demonstrado que as células T reguladoras (Treg) podem contribuir para a protecédo
contra o dano articular inibindo a ativacdo excessiva de linfocitos T CD4* e 0 seu
subsequente acumulo nas lesdes musculoesqueléticas de camundongos infectados,
sugerindo a importancia das células Treg para prevenir o dano tecidual induzido pelo
virus (Lee et al., 2015).

1.1.4.3 Fases da CHIKF

A doenca causada pelo CHIKV pode evoluir em trés fases bem definidas: a fase
aguda, a fase subaguda e a fase crénica. Na fase aguda, os sintomas geralmente tém
duracdo de até duas semanas, na fase subaguda observa-se a persisténcia do
sintoma de dor por até trés meses e, na fase crénica os sintomas podem ultrapassar
0s trés meses e persistir por anos em alguns pacientes ocasionando artralgia
incapacitante com possivel evolugéo para artrite (Srivastava et al, 2020). Os sintomas
da CHIKF surgem depois do periodo de incubac¢éo do virus (por volta de 4 a 7 dias).
A fase aguda da doenca geralmente é caracterizada por alta viremia (por até 7 dias
pos-infeccdo). Nessa fase, inicia-se a producdo de anticorpos neutralizantes
(principalmente IgM anti-CHIKV) que auxilia na reducéo da gravidade da doencga e no
controle da viremia (Lum et al., 2013). Surgem também as manifestacbes dos
sintomas clinicos como citado acima, incluindo febre (<15 dias de duragao), cefaléia,
mialgia e erupcao cutanea. A dor poliarticular € um dos principais sintomas da doenca
e essa condi¢do clinica é que, na maioria das vezes, diferencia a infec¢éo pelo CHIKV
de outros arbovirus como os virus da dengue (DENV) e da Zika (Kam et al., 2009;

Edington et al., 2019). Esses sinais e sintomas podem estar relacionados a
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intensificacdo da resposta imune contra o virus, ocasionando aumento na producao
de mediadores pro-inflamatorios e no acumulo de células imunes como neutrofilos,
células NK e mondcitos, que localmente se diferenciam em macrofagos (Couderc e
Lecuit; Lum et al, 2015).

A fase subaguda da doenca esta relacionada com o clearence viral completo
(com base na deteccdo negativa de RNA viral pela técnica de transcricdo reversa
seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR), além da remissdo dos sinais
observados durante a fase aguda da infecgcdo. No entanto, a dor pode ainda ser
persistente. Em humanos e camundongos, foi demonstrado que a resolucdo da
doenca causada pelo CHIKV esta relacionada com aumento nos niveis de citocinas
anti-inflamatérias como IL-10 e TGF-B e maior acumulo de células Treg e de
macréfagos exibindo padrées de ativacdo semelhantes a M2, que contribuem para
diminuir a resposta pro-inflamatoria e promover o reparo tecidual e o retorno a
homeostase (Stoermer et al., 2012; Lee et al., 2015; Srivastava et al, 2020). Os niveis
aumentados de IL-10 no plasma de individuos recuperados da infec¢do pelo CHIKV
em comparagao com pacientes crénicos sao indicativos do papel dessa citocina na

resolucao da doenca (Kulkarni et al., 2017).

Como citado anteriormente, a fase crénica ocorre apés 3 meses da infeccdo
com a persisténcia dos sintomas, sendo o principal fator patognémico da doenca a
poliartralgia incapacitante que pode evoluir para artrite e persistir por meses ou até
anos em alguns pacientes (Larrieu et al., 2010; Chow et al., 2011; Chang et al., 2018;
Zaid et al., 2018; Edington et al., 2019). Em humanos e em modelos experimentais
murinos, a fase crbnica da doenca também é correlacionada com alta producéo de
citocinas e quimiocinas pré-inflamatérias (p.ex. IL-6 e CCL2) e intenso acumulo de
células T nas articulagdes sinoviais (Hoarau et al., 2010, Gardner et al., 2010; Chow
et al., 2011; Haese et al., 2016). Nessa fase, pacientes com artrite crénica induzida
pelo CHIKV podem ser diagnosticados com base na presenca de artralgia inflamatéria
persistente com poliartrite simétrica afetando as pequenas e grandes articulagdes das
maos e dos pés, assim como a deteccédo positiva de anticorpos IgM / IgG anti-CHIKV
(Kulkarni et al., 2017).

Em alguns casos crénicos de infec¢do pelo CHIKV pode ocorrer perda 6ssea

articular associada a um aumento significativo na proporc¢éo do ativador do receptor
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de NF-kB (RANKL) / osteoprotegerina (OPG). Nesse sentido, € importante destacar
que o balanco entre RANKL e OPG € importante para manter a homeostase 0ssea,
enquanto o aumento dos niveis de RANKL promove osteoclastogénese e reabsorcao
0ssea. Em osteoblastos humanos infectados com CHIKV, os niveis aumentados de
IL-6 induzem o aumento da expressédo de RANKL e inibe os niveis de OPG resultando
numa maior razdo RANKL:OPG que favorece a formacdo de precursores de
osteoclastos (Noret et al., 2012). A razdo RANKL / OPG foi aumentada nas
articulagbes de camundongos ou no soro de pacientes, ambos infectados com CHIKYV,
sugerindo que a infeccdo induz perda 6ssea articular (Chen et al., 2015) e que a IL-6
é fundamental para a persisténcia da artralgia induzida pelo CHIKV (Chow et al.,
2011). Curiosamente, a infecgdo in vitro de fibroblastos sinoviais humanos com o
CHIKYV promove a secre¢édo de RANKL, CCL2, IL-6 e IL-8, e, 0os sobrenadantes dessas
culturas de células podem estimular a osteoclastogénese (Phuklia et al., 2013;
Sukkaew et al., 2018)

Embora tenha havido um grande progresso nos estudos relacionados a
patogénese da infec¢do pelo CHIKV, ainda ndo sao totalmente compreendidos 0s
mecanismos pelos quais alguns pacientes sdo capazes de eliminar a infeccdo sem
evoluirem para a fase cronica, enquanto outros sofrem com dores articulares intensas
e debilitantes. Muitas hipGteses foram propostas na tentativa de se compreender
esses mecanismos, como exemplo sugeriu-se a persisténcia de material genético viral
ou de proteinas nos tecidos articulares e musculares, no qual um estudo encontrou
RNA viral em bidpsia sinovial obtida de um paciente mesmo ap6s 18 meses da
infecgdo pelo CHIKV (Hoarau et al., 2010). No entanto, outras evidéncias apontam
que a artrite induzida pelo CHIKV ocorre como resultado da ativacdo imunoldgica
persistente, semelhante a patogénese da artrite reumatdide. Nesse sentido, foi
observado em um estudo de coorte, realizado com 38 pacientes da Coldombia, que
nao havia RNA viral e nem proteinas virais detectaveis no liquido sinovial apos 22
meses de infeccdo, embora esses pacientes ainda apresentassem poliartralgia
incapacitante. Sugerindo, portanto, ativagdo imune persistente (Chang et al., 2018;
Suchowiecki et al., 2021).
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1.1.4.4 Prevencdo, diagndstico e intervencdes terapéuticas

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda varias medidas para a
prevencdo da infecgdo pelo CHIKV e por outros arbovirus como dengue, Zika e
Mayaro. Dentre essas medidas, instrui-se a eliminagdo de reservatorios de agua
parada e indica-se o uso de tratamento quimico que possa diminuir a proliferacéo de
mosquitos vetores. Recomenda-se também a utilizacao de repelentes e de roupas que
minimizem a exposi¢cao da pele (p.ex., calcas e blusas de mangas compridas) para
prevenir picadas do mosquito vetor. Faz-se necesséria a instalacdo de telas de
protecdo em portas e janelas, assim como o0 uso de mosquiteiros nos dormitérios e a
aplicacao de inseticidas nos ambientes para diminuir os riscos de transmissdo da
doenca (WHO, 2021).

Nas ultimas décadas, estratégias foram colocadas em pratica para diminuir a
populacdo de mosquitos capazes de transmitirem infeccbes por arbovirus. Nesta
abordagem, foi realizada a criagéo intencional e a liberacdo de mosquitos modificados
geneticamente que ao se acasalarem com mosquitos selvagens induziam alteracao
genética, causando esterilidade na prole ou reducdo da competéncia vetorial.
Seguindo essa estratégia de controle de vetores, o grupo de pesquisa de Aliota et al.
infectou mosquitos Aedes aegypti com a bactéria intracelular Wolbachia (cepa wMel)
e, como resultado foi observado uma diminuigdo significativa no potencial de
replicacdo e de transmissao do CHIKV pelo vetor (Aliota et al., 2016; Hucke et al.,
2021).

O diagnostico da CHIKF é priorizado durante as epidemias por outros arbovirus
de importancia médica como os virus da dengue e da Zika, mas os casos esporadicos
da doenga costumam ser negligenciados. A deteccdo do CHIKV pode ser realizada
usando varios metodos diferentes incluindo RT-PCR e a dosagem de anticorpos das
classes IgM ou IgG, detectados no sangue periférico por método de ELISA.
Normalmente, o diagndstico por RT-PCR é realizado durante a fase aguda da doenca
e inicio dos sintomas, sendo possivel a deteccdo do RNA viral; enquanto os testes
sorologicos sao realizados a fim de saber se o hospedeiro desenvolveu resposta
imune contra o virus. No entanto, uma das maiores limitacdes desses ultimos testes
sdo as reacgdes cruzadas que podem ocorrer com outros arbovirus, levando a

resultados falsos positivos (Stelitano et al., 2019).
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Em termo de morbidade, a infec¢cdo pelo CHIKV gera um impacto substancial
na saude publica e na produtividade econdmica, comprometendo a qualidade de vida
do paciente. Essa situacao € agravada pela falta de tratamentos especificos e / ou
vacinas aprovadas contra essa doenca. Portanto, medidas preventivas devem ser
praticadas para mitigar o risco de transmissao da doenca pelos mosquitos vetores, e
a terapia de suporte é igualmente importante para diminuir a gravidade das

manifestacdes clinicas.

O manejo clinico tem como estratégia aliviar os principais sintomas da CHIKF
(p.ex., febre, cefaléia e poliartralgia). Desse modo, o tratamento de suporte é baseado
principalmente no uso de analgésicos como a dipirona e o0 paracetamol
(acetaminofeno) em casos de dores leves. Para o tratamento de dores mais intensas
0s analgésicos mencionados podem ser combinados com farmacos opioides, como a
codeina ou o tramadol. Além disso, pacientes que apresentam dor moderada ou
intensa durante a fase aguda da doenca podem ser tratados com corticosteroides ou
com farmacos anti-inflamatérios ndo esteroides (AINESs), desde que a infeccdo por
dengue seja descartada devido a possiveis complicacdes hemorragicas. Em casos de
diagndstico de dor neuropatica, indica-se a prescricdo de amitriptilina ou gabapentina.
Apés 12 semanas de infeccdo, o tratamento de pacientes com dor crénica também
pode ser realizado com metotrexato (Brito et al., 2016; Suhrbier, 2019; Suchowiecki et
al., 2021).

Antivirais, terapias com anticorpos e vacinas estdo sendo testadas quanto a
eficAcia contra alfavirus artritogénicos. As abordagens terapéuticas em estudo
mostram que o receptor Mxra8 é um alvo potencial para o uso de anticorpos
monoclonais, visto que esse receptor é utilizado pelo CHIKV e por outros alfavirus
para entrada na célula hospedeira (Song et al.,, 2019). O Bindarit, um inibidor da
quimiocina CCL2 / MCP-1, demostrou efeito importante contra as proteinas
guimioatrativas de mondécitos (p.ex., MCP-1, MCP-2 e MCP-3), resultando na
diminuicdo do acumulo de mondcitos nas articulagdes e diminuindo a perda 6ssea em
animais infectados com CHIKV (Chen et al., 2015). Outra abordagem terapéutica
bastante promissora € o Fingolimod®, uma droga que se liga ao receptor S1PR1
causando sua modulacao negativa na superficie da célula. O Fingolimod® bloqueia a
saida da célula T dos 6rgaos linfoides e, desse modo, age como um imunoSsupressor.

Em estudo realizado com camundongos infectados com CHIKV foi demonstrado que
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o Fingolimod® preveniu o escape de células T dos 6rgéos linfoides dos animais,

reduzindo a inflamacé&o e o dano articular (Teo et al., 2017).

Além das pesquisas voltadas para o tratamento da CHIKF, como citado acima,
muitos estudos em andamento buscam desenvolver vacinas que sejam eficazes
contra o virus. Recentemente, pesquisadores do Instituto Nacional de Alergia e
Doengas Infecciosas em Maryland, EUA, publicaram dados de um estudo de fase 2
de uma vacina com particulas semelhantes ao CHIKV (CHIKV VLP) resultando em
uma resposta imune duradoura por até 72 semanas apos a vacinacao (Chen et al.,
2020). Outra vacina candidata, que usou como vetor o virus recombinante do sarampo
para prevenir a infec¢cado pelo CHIKV (MV-CHIK), induziu a producdo de anticorpos
neutralizantes em 93% dos individuos que receberam uma Unica imunizagéo de alta
dose. Curiosamente, foi demostrado nesse estudo de fase 2 que as respostas de
células T especificas contra o CHIKV foram induzidas apds a vacinacdo (Ramsauer
et al., 2019).

Compreender os mecanismos envolvidos no controle da inflamacdo aguda
induzida pelo CHIKYV, principalmente investigar o papel de moléculas endégenas com
potencial pro-resolutivo, pode levar ao desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas para diminuir a gravidade da doenca e impedir a sua progressao para a

fase crénica.
1.2 RESOLUCAO DA INFLAMACAO

A inflamacdo é caracterizada como uma resposta protetora do sistema
imunoldgico frente a agentes lesivos de natureza infecciosa, traumatica, autoimune
ou tumoral. Durante a reacdo inflamatoéria, ocorrem eventos vasculares e celulares
com a ativagao de vias de sinalizagdo que culminam com a producéo de mediadores
pré-inflamatérios para amplificar a resposta imune em defesa do hospedeiro. Esses
mediadores tém fungdes distintas e atuam induzindo o aumento da permeabilidade
vascular e estimulando o recrutamento de leucdcitos para os tecidos extravasculares
(Chiurchiu et al, 2018).

Até o inicio deste século, acreditava-se que a inflamacao aguda se resolvia de
forma passiva; com os mediadores proé-inflamatérios (p.ex., histamina, fatores do

complemento, eicosandides e citocinas) sendo naturalmente eliminados no decorrer
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do tempo e, assim, culminando com a diminuicdo da permeabilidade vascular,
reducdo da migracao de células do sangue para os tecidos e, consequentemente, com
inibicdo da formag&o do edema. No entanto, nas duas Ultimas décadas varios estudos
vém demonstrando que durante a resposta inflamatéria aguda mediadores endégenos
sao liberados ou ativados para inibir os sinais cardinais especificos da inflamacéo

aguda e promover a sua resolucéo (Neurath, 2019; Sugimoto et al., 2019).

A resolucdo da inflamagdo é um processo ativo e continuo que tem como
finalidade o retorno da homeostase tecidual. Esse processo € caracterizado pela
ativacao de vias endbgenas de sinalizacdo e pela producéo e liberacdo de moléculas
incluindo mediadores lipidicos, autocoides e proteinas que possuem propriedades
biolégicas sobrepostas, mas nao totalmente idénticas, regulando a inflamacédo e
reduzindo a migracéo de células inflamatérias, diminuindo o edema, a producéo de
citocinas proé-inflamatérias e promovendo a apoptose e eferocitose de neutréfilos
(Solito et al., 2000; Scannell et al., 2007; Vago et al., 2012; Sugimoto et al., 2016). A
fase inicial da resolucdo da inflamacéao ocorre em paralelo com a inflamacéo aguda,
ou seja, a0 mesmo tempo em que ha intensa producdo de mediadores pro-
inflamato6rios como citocinas e quimiocinas e aumento no acumulo de leucdcitos,
ocorre também a producéo e liberacdo de moléculas anti-inflamatérias endégenas e
pro-resolutivas que inibem a migracao adicional de PMN e previnem a manutencao

ou exacerbacdo do edema (Sugimoto et al., 2019).

A liberacéo de moléculas pré-resolutivas estimula o recrutamento nao flogistico
de mondcitos, o que torna ainda mais eficiente o processo de remocao de neutréfilos
apoptéticos (McArthur et al., 2015; Perretti et al., 2015). A eferocitose é, portanto, de
grande importancia na regulagcéo da inflamacé&o neutrofilica e a remocéao eficiente de
neutrofilos apoptoticos promove nao apenas a resolucéo da inflamacao, mas também
contribui para a restauracdo da homeostase de orgaos e tecidos (Kourtzelis et al.,
2020). No entanto, alteragbes nos mecanismos resolutivos, seja por meio de
alteracdes na expressdo de moléculas e de mediadores quimicos, pode levar a falhas
na resolucao da inflamacéao e, por fim, causar o estabelecimento de doencas cronicas
com deposicdo de colageno nos tecidos lesados e processo de cicatrizacdo, o que
muitas vezes pode ocasionar a perda da fun¢ao do 6rgéo (Serhan et al., 2020). Desse
modo, uma resolucao eficiente € importante para o término da resposta inflamatéria

aguda, mas também para a restauracao da integridade tecidual.
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Os mediadores pro-resolutivos sao classificados como lipideos bioativos
enddgenos, conhecidos como mediadores pro-resolutivos especializados (SPMs),
incluindo as lipoxinas, as resolvinas, as protectinas e as maresinas. Os SPMs
desempenham papéis essenciais na resposta vascular e no trafego de leucdcitos,
desde o inicio da resposta inflamatéria até a sua resolucéo (Serhan, 2014). Além dos
lipideos bioativos, outra molécula com potencial efeito pro-resolutivo € a proteina
Anexina Al, que tem sido alvo de estudo em muitos modelos pré-clinicos que buscam
estratégias terapéuticas para o tratamento de uma infinidade de doencas inflamatérias
(Perucci et al., 2017).

Muitas moléculas pro-resolutivas desempenam os seus efeitos farmacoldgicos
se ligando e ativando receptores FPR (Filep et al, 2018). O receptor FPR2 (do inglés,
Formyl Peptide Receptor 2) é um tipo de receptor acoplado a proteina G (GPCR)
sendo referido muitas vezes pelo acrénimo ALX, pelo fato de ser reconhecido como o
receptor da lipoxina A 4 (LXA 4) (Perretti et al., 2002). Os mediadores pré-resolutivos
resolvina D1 e Anexina Al também atuam via receptor FPR2 (Perretti et al., 2002). A
ativacdo da sinalizacdo de FPR2 é capaz de promover varios processos que
caracterizam a resolucéo da inflamacéo, incluindo a inibicdo do extravasamento de
neutréfilos do sangue para o tecido inflamado, a promoc¢édo do recrutamento néo
flogistico de mondcitos, a inducdo de apoptose de neutrdfilos, o aumento da
eferocitose, a alteracdo no fenétipo dos macréfagos de um perfil pro-inflamatorio (M1)
para um perfil anti-inflamatério (M2) e, o estimulo ao reparo tecidual mediado por

células estromais (Perretti et al., 2017; Perretti e Godson, 2020).
1.21 Anexina Al

A Anexina Al (AnxAl) foi descrita pela primeira vez por Flower e Blackwell em
1979 como um segundo mensageiro que afetava a producdo das prostaglandinas
(Flower e Blackwell, 1979). Posteriormente, a AnxAl foi mencionada como uma
proteina inibidora da atividade da fosfolipase A2 (PLAz) e envolvida nas ac¢des anti-
inflamatorias dos glicocorticoides (Flower, 1988). Essa proteina, inicialmente
denominada como lipocortina 1, lipomodulina, macrocortina ou renocortina, apresenta

peso molecular de 37 kDa na sua forma intacta e de 33 kDa na sua forma clivada.
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A AnxAl pertence a superfamilia das anexinas que se ligam aos fosfolipidios
de membrana na presenca de ion célcio (Ca?*). Atualmente, essa superfamilia é
dividida em 5 grupos: vertebrados (grupo A), invertebrados (grupo B), fungos e
organismos unicelulares (grupo C), plantas (grupo D) e protozoarios (grupo E). O
grupo A é formado por 12 membros (anexina A1-All e anexina A13) amplamente
expressos em orgaos e tecidos humanos (Flower e Rothwell, 1994; Perretti e Flower,
1996; Gerke et al., 2005). Quanto a estrutura proteica, a caracteristica da familia AnxA
€ que todas as proteinas ligadas a membrana compartilham um nucleo conservado
conhecido como dominio carboxilico (C-terminal), que confere ligacdo aos
fosfolipidios de uma maneira dependente de Ca?* e consiste em quatro repeticdes
semelhantes (I-1V), cada uma contendo aproximadamente 70-80 aminoé&cidos. A
familia AnxA compartiiha também uma extremidade amino terminal (N-terminal)
conhecida como cauda que pode variar em sequéncia e comprimento, conferindo
funcdes especificas para cada tipo de proteina dentro do grupo, sendo também uma
regido sensivel ao ion Ca?* e a outros ligantes (Rosengarth et al., 2001; Han et al.,
2020).

A maior parte das funcfes da AnxAl esta relacionada a sua capacidade de
interagir com as membranas celulares. Esta interacdo é reversivel e regulada
especialmente por modificac6es pos-traducionais como a fosforilacdo de residuos de
serina, tirosina, histidina, entre outros (D'Acunto et al., 2014). Adicionalmente, no
dominio N-terminal da AnxAl podem ocorrer outros eventos bioquimicos incluindo
glicosilacdo e clivagem proteolitica seletiva e, esse dominio é caracterizado como a

principal regido da proteina que exerce atividade anti-inflamatéria (Han et al., 2020).

Endogenamente, a AnxAl é expressa em uma variedade de células imunes
incluindo neutréfilos, mondcitos / macréfagos, mastécitos e apresenta baixa
expressdo em subconjunto de linfécitos (p. ex., células T). Os PMN contém grandes
guantidades de AnxAl, que pode representar até 4% do total das proteinas citosélicas
(Ernst et al., 1990). Quanto ao seu mecanismo de secrecéo, foi demonstrado que apos
a ativacdo ou a adesdo de PMN em monocamadas de células endoteliais ocorre a
mobilizagéo e a externalizagdo da AnxAl na membrana com subsequente liberagéo
no meio extracelular (Morand et al., 1995, Perretti et al., 2000; Perretti e D'Acquisto,
2009). Os mecanismos moleculares responsaveis pela secrecdo da AnxAl podem

variar dependendo do estado de ativacdo celular e, ap0s a secrecdo a proteina age
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nas células-alvo de maneira autécrina ou paracrina. A ativacédo do transportador ABC
(ATP-binding cassette) € a principal forma de secrecdo da AnxAl em macrofagos,
enquanto em neutrofilos a maior parte da AnxAl intracelular esta presente em
granulos de gelatinase, ocorrendo mobilizagédo e fusdo desses granulos com a
membrana plasmatica da célula imune durante a secrecao da proteina (Perretti et al.,
2000; Perretti e D'Acquisto, 2009).

A geracdo de camundongos nocaute para AnxAl (AnxAl7") possibilitou a
realizacdo de varios estudos para melhor caracterizar o papel dessa proteina em
diferentes contextos experimentais de inflamacéo (Roviezzo et al., 2002; Hannon et
al., 2003; Grewal et al.,2021). Camundongos AnxAl~~ exibem uma resposta
inflamatéria prolongada e exacerbada a estimulos aplicados localmente (p.ex., no
modelo experimental de edema de pata), maior dano articular no modelo de artrite
induzida por antigeno e, esses animais nocaute para AnxAl sdo mais susceptiveis a
nocicepcao (Perretti et al., 1993; Yang et al., 2004; Ayoub et al., 2008). Além disso,
neutrdfilos AnxAl™~ apresentam transmigracdo endotelial aumentada e maior
responsividade a estimulos inflamatorios, evidenciando a importancia da AnxAl

enddgena na resolucao da inflamacéo (Chatterjee et al., 2005).
1.2.2 Anexina Al e aresposta inflamatéria

A capacidade de inibir a atividade da PLA: destacou a AnxAl como uma
importante molécula anti-inflamatoéria, dada a sua relevancia na inibicdo da cascata
do &cido araquid6nico e consequentemente, ao interferir na producdo de mediadores
pré-inflamatérios como as prostaglandinas e os leucotrienos (Blackwell et al., 1980).
Tal acdo resulta na diminuicdo da transmigragcéo dos leucocitos, além da inibicdo da
atividade de moléculas de adeséo nas interagdes leucocito-endotélio (p.ex., integrinas
e selectinas), que é considerado um dos provaveis mecanismos da AnxAl na

regulagéo da migragéao celular (Solito et al., 2000; Sugimoto et al., 2016).

O papel da AnxAl na inibicdo da transmigracdo de leucocitos (neutrofilos e
mondcitos) foi inicialmente descoberto por meio da administracdo de dexametasona
a camundongos com peritonite induzida por zimosan. O tratamento com o
corticosteroide diminuiu o acimulo de leucdcitos na cavidade peritoneal dos animais,
enquanto a administracdo de um anticorpo humano recombinante contra a AnxAl

reverteu esse efeito. Com esse estudo, sugeriu-se que o recrutamento de mondcitos
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e neutrofilos durante a inflamacdo aguda é regulado, pelo menos em parte, pela
AnxAl enddgena (Getting et al., 1997).

Como citado acima, a AnxAl promove os seus efeitos farmacoldgicos (p.ex.,
efeito anti-inflamatoério e antinociceptivo) ativando o receptor FPR2, que também é
expresso em células imunes, em células endoteliais e epiteliais, entre outras. O
receptor FPR2 / ALX transduz os efeitos da AnxAl1 em uma variedade de sistemas in
vitro e in vivo (Pei et al., 2011; Yazid et al., 2012; Filep et al, 2018; Senchenkova et
al., 2019). Por exemplo, o recrutamento de mondcitos néo flogisticos da circulagdo
sanguinea para os tecidos € um evento fundamental para a resolucdo e término da
inflamacé&o aguda, uma vez que ao chegarem no sitio de inflamacao essas células se
diferenciam localmente em macréfagos e promovem a eferocitose de neutréfilos
apoptoéticos (Sugimoto et al., 2019, Serhan et al., 2020). No estudo de McArthur et al,
foi demonstrado que monécitos humanos aumentam a quimiotaxia de uma maneira
dependente de concentracdo quando sdo tratados com a AnxAl recombinante
humana (hrAnxAl). Paralelamente, os autores demonstraram que a administracao de
hrAnxA1 diretamente no peritdnio de camundongos Fpr2/3”- ou WT induziu um intenso
recrutamento de mondcitos (Gr1-°"/F4/80-°") para a cavidade peritoneal dos animais
selvagens, mas ndo dos animais nocaute para o receptor da AnxAl. Com esse estudo,
sugeriu-se que a AnxAl apresenta propriedade quimioatrativa para mondcitos
murinos via FPR2 / ALX (McArthur et al., 2015).

Tanto em contextos experimentais in vitro quanto in vivo, os efeitos pro-
resolutivos da AnxAl estdo ligados principalmente a capacidade em promover a
apoptose e a eferocitose de neutrofilos (Scannell et al.,, 2007; Vago et al., 2012),
induzir a polarizacdo de macréfagos do fenotipo M1 para o fenotipo M2 (Arur et al.,
2003; Locatelli et al., 2014), além de promover o reparo e regeneracdo do dano
tecidual (McArthur et al., 2020). Esses efeitos na resolugcdo da inflamagéo estao
relacionados tanto a AnxAl intacta (37 kDa) quanto aos peptideos sintéticos gerados
a partir da porcdo N-terminal dessa proteina (p.ex., Acz-26) (Cirino et al., 1993). O
peptideo Acz-26 € gerado a partir da proteolise da AnxAl de comprimento total, na qual
o N-terminal é quebrado, e um fragmento de cadeia peptidica é formado pelos 26
aminoacidos do segmento N. Tanto a regido N-terminal da AnxAl quanto o peptideo
Acz-26 apresentam efeitos bioldgicos semelhantes (Dalli et al., 2012). Os principais

efeitos da AnxAl na resolucéo da inflamacéo podem ser resumidos na Figura 4.
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Embora a expressdo da AnxAl seja muito menor em células T do que em
neutrofilos e macréfagos, essa proteina também estda envolvida na imunidade
adaptativa. No estudo de Gold et al., a administracdo da hrAnxAl ou do peptideo
mimético da AnxAl, Acz2s, suprimiu a proliferacdo de células T estimuladas por
fatores mitdbgenos. Em outro estudo, foi observado que o peptideo Acz-26 inibiu a
proliferacdo e a producdo de citocinas de células Thl e Th2, interferindo nos
mecanismos de ativacdo das células T dependentes da apresentacao de antigenos
(Gold et al.,, 1996; Kamal et al.,, 2001). Adicionalmente a esses eventos, foi
demonstrado que a AnxAl secretada por células apoptéticas modula negativamente
a resposta imune mediada por linfécitos T CD8" através da inibicdo da ativacdo de
células dendriticas, com consequente supressao das respostas efetoras de células T
(Weyd et al., 2013).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos efeitos da Anexina Al na resolucao da inflamacao.
Em diferentes contextos de doencas inflamatérias, a AnxAl apresenta efeito anti-inflamatério e pro-
resolutivo. A) demonstra o efeito da AnxAl na diminuicdo da migracao de neutréfilos do sangue para
os tecidos (Perretti et al., 1993) e aumento do recrutamento de mondcitos nao flogisticos (McArthur et
al., 2015). B) AnxAl induz a apoptose de neutréfilos com subsequente fagocitose por macréfagos, um
processo denominado eferocitose, observado em C) (Arur et al., 2003, Vago et al., 2012). D) AnxAl
estimula a polarizacdo de macrofagos do fenotipo M1(pro-inflamatério) para o fenotipo M2 (anti-
inflamatdrio) em varios contextos experimentais (Locatelli et al., 2014; McArthur et al., 2020). Figura
desenhada com auxilio do BioRender.com. Autoria prépria, 2021.
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Varios estudos demonstraram que a AnxAl e 0s seus peptideos miméticos
apresentam efeito anti-inflamatorio e pro-resolutivo em diferentes modelos de doencas
inflamatodrias. No estudo realizado por Galvdo et al, a administracdo de Ac2-26 a
camundongos durante uma resposta inflamatoéria induzida por cristais de urato
monossodico (modelo experimental de gota) teve um importante efeito anti-
inflamatorio, conforme demonstrado pela diminuicdo do acumulo de neutrofilos, menor
producéo de IL-13 e de CXCL1 no tecido periarticular, redugao na hipernocicepgao e
melhora no escore histopatolégico articular. Esse efeito foi associado ao aumento de
apoptose de neutrofilos e a diminuicdo nos intervalos de resolucdo (Galvao et al.,
2017). Em outro estudo, o tratamento com Acz-26 diminuiu a expressao de TNF-a e IL-
6, aumentou o acumulo de macréfagos M2 e regulou positivamente os niveis das
citocinas IL-10 e TGF-B, promovendo a cicatrizagdo de feridas em camundongos
geneticamente diabéticos (Huang et al, 2020). Adicionalmente, o peptideo Acz-26
apresentou efeito antinociceptivo através da ativacdo de receptores FPR com
consequente diminuicdo da producao de mediadores inflamatorios relacionados com
o estabelecimento da dor inflamat6ria, por exemplo: prostaglandinas, citocinas TNF-a
e IL-1B, e as quimiocinas MCP-1 e MIP-1a (Pieretti et al., 2004; Ayoub et al., 2008;
Luo et al., 2020).

In vitro, a administracdo de hrAnxAl a macrofagos derivados de PBMC
humanos diminuiu a expressdo de um marcador de fenétipo de macrofagos pro-
inflamatérios M1 (identificado pela marcacao de MHCII) e aumentou a expressao de
CD206, caracteristico de macréfagos com fendtipo pro-resolutivo M2. Essa mudanca
na polarizacédo de macrofagos foi seguida por alteracéo transcricional com diminui¢éo
na expressdo de RNAm de genes proé-inflamatérios (p.ex., TNF-a e Nos2) e aumento
na expressao de IL-10. Esse estudo mostrou que o efeito da AnxAl na polarizacao de

macréfagos é dependente da ativagcao da enzima AMPK (McArthur et al., 2020).

Recentemente, o estudo de Ni et al., demonstrou que na meningite induzida
por Streptococcus suis, a AnxAl exerce importante efeito anti-inflamatorio por meio
da ativacdo de FPR2. Nesse trabalho citado, os camundongos Fpr2/3~- foram mais
susceptiveis a infeccdo e exibiram niveis mais elevados de mediadores pro-
inflamatorios incluindo CXCL2, IL-6 e IL-1B em comparagdo com animais WT.
Paralelamente, o tratamento de camundongos WT com a AnxAl recombinante

diminuiu a infiltracdo de neutréfilos CD11b*Ly6G* e reduziu os niveis de MPO nos
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cérebros dos animais infectados. In vitro, os autores mostraram que a AnxAl
potencialmente inibiu a expresséo de IL-6 atraves da via FPR2 / p38 MAPK / COX-2
em macrdéfagos derivados de BMDM murino e infectados com S. suis (Ni et al., 2021).

1.2.3 Anexina Al nas infeccdes virais

O papel da AnxAl tem sido bastante investigado em varias condicfes
inflamatorias, porém o seu envolvimento no curso de infec¢des foi pouco abordado,
especialmente em infeccbes virais (Vago et al., 2021). Dentre os trabalhos
recentemente publicados, o estudo de Schloer et al (2019) demonstrou que o
tratamento com a hrAnxAl expandiu o nimero de macrofagos alveolares, ativando o
receptor FPR2 e resultando em um efeito protetor contra a infeccéo por influenza A
(IAV) em camundongos. No entanto, outro estudo mostrou que camundongos
deficientes para AnxAl s&o protegidos da infeccdo por IAV. Essa protecdo foi
associada a maior taxa de sobrevivéncia em relacdo aos animais WT, com aumento
no acumulo de células inflamatorias e titulos virais mais baixos apos a infeccéo,
sugerindo que a presenca da AnxAl aumenta a replicagao viral e facilita a infeccao.
Posteriormente, foi demonstrado que a inibicéo da via de sinalizacdo de FPR2 leva a
diminuicdo significativa da replicacdo do virus influenza em células alveolares
humanas (Arora et al, 2016; Rahman et al., 2018). As discrepancias desses estudos
mostram que mais pesquisas Sa0 necessarias para uma melhor compreenséo da

participacdo da AnxAl e de seu peptideo N-terminal no contexto das infec¢des virais.

Embora ainda sejam incipientes os estudos que avaliam o papel da AnxAl em
doencas causadas por arbovirus, evidéncias mostram que no curso da infeccdo pelo
virus Zika, DENV ou por CHIKV ocorre regulacdo negativa dessa proteina.
Recentemente, o estudo de Molas et al (2020) relatou que placentas de mulheres
infectadas pelo virus Zika apresentam expressdo diminuida de AnxAl quando
comparadas a grupos controles. Além disso, um estudo desenvolvido por nosso grupo
de pesquisa mostrou que durante a infeccdo por DENV ocorre diminui¢cdo dos niveis
plasmaticos da AnxAl em individuos infectados. Esses achados foram reproduzidos
em modelo murino experimental, no qual camundongos nocaute para a AnxAl ou para
0 seu receptor (FPR2) apresentaram maior gravidade na doenca induzida pelo DENV
com aumento na permeabilidade vascular e intensa ativacdo de mastocitos quando

comparados com animais selvagens (Costa et al., in press, dados nédo publicados).
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Curiosamente, individuos infectados com CHIKV demonstram diminuicdo de niveis
séricos de AnxAl em relacdo a individuos saudaveis (Puttamallesh et al., 2013).
Desse modo, é plausivel levantar a hipotese de que a AnxAl pode desempenhar um
papel importante na patogénese da infec¢ao por CHIKV.

2 JUSTIFICATIVA

Ao longo das ultimas décadas, varios estudos estabeleceram que as respostas
imunes elaboradas durante a fase aguda da infeccao pelo CHIKV determinam o grau
de progressao da doenca ou a sua resolucdo (Hoarau et al., 2010; Srivastava et al.,
2020). E importante destacar que falhas nos mecanismos resolutivos podem,
eventualmente, desencadear no hospedeiro um microambiente com liberacdo
continua de mediadores pro-inflamatorios, o que pode exacerbar a inflamacéo e levar
a fendtipos inflamatérios crénicos como observado em alguns pacientes com CHIKF
(Nathan e Ding, 2010; Chiurchiu et al, 2018, Edington et al., 2019). Este estudo
justifica-se pela relevancia da AnxAl no contexto da inflamacdo aguda ocasionada
por agentes estéreis ou infecciosos como os arbovirus, podendo ser também uma

molécula relevante para o controle da resposta inflamatéria induzida pelo CHIKV.
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Objetivos
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Determinar o papel da via da Anexina A1/ FPR2 / ALX na patogénese da infeccéo

pelo virus Chikungunya em camundongos

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

v

Caracterizar o modelo experimental de infecgdo pelo virus Chikungunya
(CHIKV) em camundongos da linhagem BALB/c;

Avaliar os niveis plasmaticos da AnxAl durante a infeccdo pelo CHIKV em
camundongos BALB/c ou C57BL/6;

Determinar a relevancia da AnxAl sobre a producdo de mediadores
inflamatoérios em camundongos AnxAl1~-infectados com CHIKV;

Verificar qual o impacto da deficiéncia de AnxAl sobre os parametros de
doenca: hipernocicepc¢éo, edema de pata e contagem de leucdcitos circulantes
no sangue periférico de camundongos infectados com CHIKV;

Analisar qual o efeito da deficiéncia de AnxAl sobre o clearence viral e sobre
as alteracdes histopatolégicas observadas durante a infeccdo pelo CHIKV;
Determinar quais séo as populacdes de células imunes presentes no infiltrado
inflamatério das lesdes teciduais induzidas pelo CHIKV e qual a possivel
contribuicdo da AnxAl para o perfil dessas células;

Definir o papel do receptor da AnxAl (FPR2) em camundongos Fpr2/3="-
infectados com CHIKV;

Verificar o efeito do tratamento com o peptideo mimético da AnxAl (Acz-26)
sobre os parametros inflamataorios, hipernocicepcédo mecéanica, edema de pata,
alteracdes histopatoldgicas e sobre o acumulo de células imunes na pata e no

linfonodo popliteo de camundongos infectados com CHIKV.
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Material e métodos
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos livres de patégenos especificos (SPF): BALB/c
ANnNCrl ou C57BL/6 JUnib machos e fémeas de 3 a 4 semanas, fornecidos pelo
Biotério Central da UFMG e camundongos de 3 a 4 semanas deficientes para AnxAl
(background BALBY/c) ou para FPR2 (Fpr 2/3~-, background C57BL/6), provenientes
do Biotério de Imunofarmacologia do ICB — UFMG. Os camundongos FPR2-~ também
sao deficientes para FPR3, devido a presenca de um de seus exons entre 0 gene
codificante para FPR3, o que impossibilita a delecdo genética apenas em FPR2. Os
animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, em estantes com filtros de
entrada e saida de ar, condi¢des de temperatura e luz controladas, com livre acesso
a agua e racao. Todos os procedimentos descritos neste estudo foram previamente
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG (Protocolo
135/2019).

4.2 VIRUS

Para a realizacao dos experimentos foi utilizada uma amostra de CHIKV isolada
no Brasil (geno6tipo ECSA — cepa BHI3762 / H804917), a partir de um paciente
virémico, e gentilmente cedida pelo Dr. Mauricio Lacerda Nogueira da Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto, SP — FAMERP. O CHIKV foi propagado em
células de mosquitos Aedes albopictus (clone C6/36) provenientes do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ) sob numero 0343. Essas células foram mantidas
por 5 a 7 dias em estufa incubadora de Demanda Bioguimica de Oxigénio (BOD)
umidificada e com temperatura a 37°C. Foi adicionado as culturas o meio de cultivo
Leibovitz L-15 (Thermo Fisher Scientific) suplementado com 1,5% HEPES, 1% L-
Glutamina, 1% aminoacidos ndo essenciais, 1% antibidticos e 2% Soro Fetal Bovino
(SFB). Os sobrenadantes das culturas infectadas foram obtidos por centrifugagéao
(600g / 10min). Em seguida, os sobrenadantes foram adicionados na coluna de
concentracéo viral (Vivacell 100 centrifugal concentrator — Sartorius, Alemanha) e as
particulas virais foram concentradas pelo auxilio de centrifugac¢éo (2000g / 10 min). O

volume que ultrapassou a membrana foi descartado e o sobrenadante que
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permaneceu no concentrador foi aliquotado e armazenado em freezer -80°C para uso

posterior.

Para determinar a carga viral nos estoques virais foi empregada a técnica de
titulacao viral por ensaio de formacao de placas de lise conforme previamente descrito
por Baer e Kehn-Hall (2014), na qual foram utilizadas células permissivas da linhagem
Vero ATCC-CCL-81 (fibroblastos de rim de macaco verde africano - Cercopithecus
aethiops) também provenientes do BCRJ sob numero 0245. As células foram
crescidas em meio RPMI 1X suplementado com 1,5% HEPES, 1% L-Glutamina, 1%
aminoacidos néo essenciais, 1% antibioticos, e 10% SFB. Posteriormente, as células
foram tripsinizadas, homogeneizadas e adicionadas em placas de 6 ou 12 pocos a
uma densidade de 1x10° células / poco e 5x10° células/poco, respectivamente. As
placas foram incubadas em uma estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 por
cerca de 24 horas. As células foram utilizadas quando 0s seus po¢os apresentavam
uma monocamada com confluéncia de 85 a 90%. Subsequentemente, os estoques
virais foram diluidos serialmente em meio RPMI (102 a 107) e as diluicdes foram
adicionadas as placas com volume de 400uL (para placa de 6 pogos) ou de 300uL
(para placa de 12 pocos). O controle das células foi um poco néo inoculado com o
estoque viral, ao qual foi acrescentado apenas o meio RPMI com antibiéticos, na
auséncia de SFB nos mesmos volumes. As placas foram armazenadas em estufa por
1 hora a 37°C (periodo de adsorcdo do CHIKV na célula hospedeira) e em seguida
foram lavadas com meio RPMI para remover as particulas virais que ndo infectaram
as células. Posteriormente, foi adicionado meio DMEM contendo 1.6% de
carboximetilcelulose, antibidticos e 2% de SFB. As placas foram, entdo, incubadas a
37°C por 4 dias, periodo no qual os efeitos citopaticos podem ser observados ao
microscopio invertido. Apos este periodo, as placas foram fixadas com formol
tamponado a 10% por no minimo 30 minutos e, posteriormente, foram coradas com
solugéo 1% p/v de cristal violeta em H20 deionizada. O titulo viral, avaliado nessas

células, foi expresso em unidades formadoras de placa (PFU).
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4.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
4.3.1 Modelo murino de infeccao pelo virus Chikungunya

Neste estudo, a infeccdo dos camundongos ocorreu pela via subcutanea (no
lado ventral da pata traseira direita) com 10 PFU de CHIKV em 30uL de PBS 1X
estéril (in6culo definido previamente por nosso laboratorio - Moreira, 2018). Os
camundongos nao infectados (Mock) foram igualmente injetados com 30uL de PBS
1X estéril. Do dia zero ao dia 28, os animais foram avaliados para os parametros de
hipernocicep¢do mecanica e edema de pata. Os camundongos foram anestesiados
com guetamina (100 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) para a coleta do sangue e dos
orgaos, e todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento animal. As
eutanasias ocorreram nos diferentes dias poés-infeccdo (dpi): 1, 3, 7 ou 14 e as
amostras de varios 6rgados (incluindo: coxim plantar, tornozelo, joelho, linfonodo
popliteo, muasculo quadriceps, baco, figado ou plasma) foram armazenadas em
nitrogénio liquido e posteriormente usadas para determinacao de titulo viral por ensaio
de formacao de placas em células permissivas da linhagem Vero, conforme descrito
no tépico 4.2. Para quantificar o titulo viral presente nas amostras de tecidos e no
plasma dos animais, os 6rgaos foram pesados e macerados com auxilio de gral e
pistilo de porcelana estéreis, em seguida as amostras foram diluidas serialmente em
meio RPMI 0% estéril, seguindo a proporcéo de 10% peso / volume. As amostras de
tecidos foram diluidas de 102 até 108, e o plasma de 102 a 10“. Os linfonodos
popliteos foram macerados entre laminas estéreis e homozeneizados em 500uL de
meio RPMI com diluicbes seriadas de 102 até 10®. Os resultados para o titulo viral
foram apresentados como PFU por mL de plasma ou PFU por mg de tecido.
Paralelamente, as patas / coxim plantar dos camundongos foram processadas e
analisadas para determinacdo da producdo de mediadores inflamatérios e da
expressdo de marcadores de células imunes ou avaliagdo histopatologica. A Figura 5

representa o delineamento experimental realizado neste estudo.
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Figura 5. Delineamento experimental. Camundongos nocaute para AnxAl ou para FPR2 ou 0s seus
controles selvagens (BALB/c ou C57BL/6, respectivamente) de ambos 0s sexos, com idades entre 3 e
4 semanas foram infectados pela via intraplantar com inéculo de 30 yL de CHIKV 10¢ PFU. Os animais
nado infectados (Mock) receberam apenas injecao de 30 uL de PBS 1X. A cinética de infecgdo foi
avaliada por até 28 dias para os paradmetros de doenca (hipernocicep¢do ou edema de pata) e as
eutanasias dos animais ocorreram nos tempos de 1, 3, 7 ou 14 dpi. As amostras do plasma e de varios
orgéos foram avaliadas para determinacao de titulo viral, amostras de coxim plantar foram utilizadas
para avaliar a producéo de citocinas e quimiocinas (incluindo: CXCL1, IL-6, CCL2, IL-10 e TNF-a), além
dos niveis de MPO. A pata foi utilizada para avaliagdo histoldgica e para quantificacdo de acumulo de
células imunes por citometria de fluxo. Figura desenhada com auxilio do BioRender.com. Autoria

propria, 2021.
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4.3.2 Tratamento profilatico e terapéutico de camundongos BALB/c com

0 peptideo mimético da AnxA1l (Acz-26) ha infecgdo pelo CHIKV

Neste estudo, os camundongos foram tratados com o peptideo Acz-2s, que
contém a porgcdo N-terminal ativa da AnxAl (NEP-New England Peptide, lote
#PR7467) na dose de 150 pg / animal, com volume final de 100 pL / animal, via
intraperitoneal (i.p), previamente definido por nosso laboratério (Galvao et al., 2017).
O peptideo foi inicialmente eluido em DMSO 2% e, em seguida, em agua de injecao
estéril. Os camundongos BALBc / WT foram tratados com Acz-26 em dois esquemas
terapéuticos: uma hora antes da infeccdo ou quando a infeccdo ja estava
estabelecida. No esquema profilatico: os animais receberam Acz-26 1 hora antes da
infeccdo e a cada 24 horas pos-infeccdo, até o 3° dpi, totalizando quatro
administragdes para cada animal. Esses animais foram pareados com camundongos
infectados com CHIKV 10°® PFU, mas néo tratados com Acz-26 ou foram pareados com
animais controles nao infectados (Mock). Os animais do tratamento profilatico foram
mantidos vivos para a avaliagdo dos parametros de hipernocicep¢do mecanica e
edema de pata. Outros grupos infectados (tratados ou nao tratados com Ac2-26) foram
eutanasiados no 2° dpi para avaliacdo da producédo de mediadores inflamatorios e do
acumulo de células imunes na pata, ou foram eutanasiados no 7° dpi para avaliacao
histol6gica da pata. Desse modo, os animais que foram eutanasiados no 2° dpi
receberam apenas dois tratamentos com Acz26. No esquema do tratamento
terapéutico: os camundongos foram tratados com uma dose Unica de Acz-26 as 24
horas poés-infeccao pelo CHIKV e, seis horas apds o tratamento esses animais foram
eutanasiados para a avaliacdo da producdo de mediadores inflamatérios na
articulacdo do tornozelo. A Figura 6 resume de forma didatica os esquemas

terapéuticos descritos neste estudo.
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Figura 6. Esquemas terapéuticos com Acz26 em camundongos infectados com CHIKV. Animais BALBc / WT
de ambos os sexos, com idades entre 3 e 4 semanas foram tratados ou ndo com o peptideo mimético da AnxAl
(Ac2-26, 150 pg / animal, com volume final de 100 pL por animal, i.p) e infectados com injeg&o intraplantar de 30 yL
de CHIKV 10°® PFU. Os animais nao infectados (Mock) receberam apenas injeg&o intraplantar de 30 uL de PBS 1X
e injecéo intraperitoneal de 100 pL de Acz-26 ou de agua de injecdo. Os camundongos foram tratados com Acz-26
antes da inducdo da infec¢do (A) ou quando a infec¢do ja estava estabelecida (B). Os animais foram avaliados
para os parametros de hipernocicep¢do mecanica e edema de pata e as eutanasias foram realizadas para analises
subsequentes da producéo de mediadores inflamatérios e do acimulo de células imunes na pata, conforme os
times points demonstrados na imagem. Autoria propria, 2021.

4.3.3 Teste de hipernocicepgdo mecanica

A hipernocicepcdo mecéanica foi avaliada conforme previamente descrito por
Costa et al., 2012. Resumidamente, 1 hora antes das avaliacdes os camundongos
foram colocados em uma sala silenciosa e acondicionados individualmente em caixas
acrilicas com 4 compartimentos cada (12 x 10 x 17 cm). A hipernocicepgdo mecanica
foi avaliada durante a cinética de infeccdo (0d, 1d, 3d, 7d, 14d, 21d ou 28d) através

do teste de medida de presséao eletronica modificado para camundongos (Von Frey
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eletrénico - INSIGTH Instruments, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Os resultados foram
expressos como a forca (g) necessaria para induzir a flexao dorsal da articulacéo tibio-

tarsica, seguida da retirada da pata.

4.3.4 Avaliacdo do edema de pata

As medidas dos volumes das patas foram feitas com paquimetro digital e
realizadas antes da injecdo intraplantar de CHIKV (para obtencéo dos niveis basais
de cada animal) e ent&o, a avaliacéo foi feita nos tempos de 1, 3, 7, 14, 21 ou 28 dias
pos-infeccdo. Para controle do experimento, foram utilizados camundongos que
receberam injecdo contendo apenas PBS 1x (grupo Mock). As medidas foram
realizadas sempre duas vezes pelo mesmo avaliador e os resultados para o edema
de pata foram calculados como o A da diferenga entre a medida basal (dia 0) e a

medida pés-infeccdo. Os valores foram expressos em mm.
4.3.5 Quantificacdo dos niveis plasmaticos de Anexina A1 (AnxA1l)

Os niveis de AnxAl foram mensurados em amostras de plasma obtidas de
camundongos BALB/c ou C57BL/6 ao longo da cinética de infeccdo com 10% PFU
CHIKV. Foi utilizado o kit especifico da LSBio (LifeSpan BioSciences, Inc), seguindo
as recomendacdes do fabricante. As placas foram lidas a 450 nm no
espectrofotometro Spectramax Plus 384 (Molecular Devices) e os resultados

expressos como ng por mL de plasma.

4.3.6 Determinacao do acumulo de neutréfilos no coxim plantar

O acumulo de neutréfilos no coxim plantar dos camundongos foi avaliado a
partir do ensaio da enzima mieloperoxidase (MPO), uma medida indireta da presenca
de neutrdfilos teciduais. Para isso, aproximadamente 50 mg de tecido do coxim plantar
de cada animal foi homogeneizado em uma solu¢do tamponada (0,1M NacCl; 0,02M
NaPO4; 0,015M NaEDTA, pH 4,7) seguindo a propor¢ao de 0,1g de tecido para cada
mL de solucdo. Apds a maceracdo com homogeneizador de tecidos (Power Gen 125
- — Fisher Scientific International, EUA) as amostras foram centrifugadas a 10.000rpm
por 10 minutos a 4° C. Posteriormente, 0 sobrenadante foi descartado e para promover
a lise osmoética, adicionou-se 500uL de NaCl 0,2% gelado seguido (ap6s 30 segundos)
da adicao de igual volume de solucdo contendo NaCl 1,6% e glicose 5% gelada. As

amostras foram homogeneizadas mais uma vez e, em seguida, centrifugadas. O
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precipitado foi ressuspendido em tampéao Na3PO4 0,05M (pH 5,4) contendo brometo
de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) 0,5% p/v e re-homogeneizado. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento em
nitrogénio liquido e logo depois foram centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a 4°
C. Para quantificar os niveis de MPO, foram coletados 25 uL de sobrenadante de cada
amostra e adicionados em placas de 96 pocos. Subsequentemente, adicionou-se
sobre cada amostra 25 pL de uma solugédo de 1,6 mM de TMB (3,3,5,5 -
tetrametilbenzidina (Sigma-Aldrich, EUA) dissolvido em dimetilsulféxido absoluto. As
placas foram incubadas por 5 minutos em estufa a 37 ° C e, logo em seguida adicionou
100 pL / pogo de H202 a 0,002%, diluido em tampéo fosfato (pH 5,4) contendo brometo
de hexadeciltrimetilamonio. As placas foram novamente incubadas por 5 minutos a 37
° C e areacao foi interrompida pela adigdo de 100 uL / pogo de H2SO4 1 M. As leituras
das amostras foram realizadas a 490nm no espectrofotdmetro Spectramax Plus 384
(Molecular Devices) e os resultados expressos como densidade Optica (OD).

4.3.7 Quantificacdo dos niveis de quimiocinas e citocinas no coxim

plantar

As amostras de patas ou coxins plantares dos animais infectados ou ndo pelo
CHIKV foram homogeneizadas em tampéao para extracao de citocinas contendo PBS
e inibidor de proteases (0,1mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil [PMSF]; 0,1mM de
cloreto de benzetdnio; 10mM de EDTA e aprotinina A) diluidos em Tween 20 a 0,05%,
na propor¢ao de 0,1g de tecido para cada mL de solugcdo. As amostras foram
maceradas com o homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - — Fisher Scientific
International, EUA), em seguida foram centrifugadas a 10.000rpm por 10 minutos a 4°
C. O sobrenadante foi coletado e os niveis das quimiocinas CCL2 / MCP-1, CXCL1/
KC, CXCL2 / MIP-2 (diluicdo 1:3) e das citocinas IL-6, IL-13, IL-10 e TNFa (diluigdo
1.:2) foram mensurados. Inicialmente, os anticorpos de captura para cada uma das
citocinas descritas foram eluidos em PBS 1x (pH 7,4) e, em seguida foram pipetados
50 pyL / poco desses anticorpos em placas de 96 pocos para que ocorresse a
sensibilizacdo. As placas foram protegidas da luz e armazenadas em temperatura de
4° C até o dia seguinte. As placas foram, entdo, lavadas por 4 vezes com PBS 1x /
Tween 20 a 0,05% e, em seguida foram bloqueadas durante 1 hora em temperatura
ambiente com solucao contendo PBS 1X / BSA 1% para promover o bloqueio de sitios

livres. Posteriormente, as placas foram lavadas por 4 vezes e logo depois 0s
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anticorpos de cada curva padrao foram diluidos em PBS 1x / BSA 0,1%, conforme
recomendacdes do fabricante, e pipetados nas placas de 96 pocos. Quando
necesséario, as amostras foram diluidas em PBS 1x / BSA 0,1% e, em seguida,
inoculadas nas placas. As amostras ficaram armazenadas a 4° C overnight em contato
com os anticorpos de captura, e no dia seguinte as placas foram lavadas por 4 vezes.
Logo apds, os anticorpos de deteccéo conjugados com biotina e especificos para cada
uma das citocinas descritas foram eluidos em PBS 1X / BSA 0,1% e pipetados 50 pL
/ poco. Entdo, as placas ficaram incubadas sob agitacdo leve em temperatura
ambiente por no minimo 2 horas com posterior lavagem. A reacao foi detectada pela
incubacdo com estreptavidina conjugada com peroxidase (HRP-Streptavidin
Pharmingem — 1:200) e revelada com OPD (o-phenylenediamine dihidrocloride —
Sigma-Aldrich, EUA) eluido em tampao fosfato citrato de sédio 0,4 M (pH 5,3). ApGs
30 minutos, a reacao foi interrompida com a adicdo de 50 pL de H2SO4 1 M. As placas
foram lidas a 490 nm em um espectrofotdbmetro Spectramax Plus 384 (Molecular
Devices) e os resultados foram expressos como pg de citocina por 100mg de tecido,
calculados com base na equacgéo da reta de regressao linear, da curva padréo obtida
com as citocinas recombinantes de camundongos. O limite de deteccdo do ensaio foi

de 8 a 12 pg de citocina / mL.

4.3.8 Andlise histopatolégica da pata

Conforme os tempos estabelecidos na cinética de infeccdo, os camundongos
AnxA1~- ou Fpr 2/37- e os seus respectivos controles selvagens foram eutanasiados
e a pata traseira direita de cada animal foi dissecada, fixada em solu¢do de formol
10% v/v (pH 7,4), descalcificada por 30 dias em solugéo de EDTA 14%, processada,
incluida em parafina, seccionada e corada com hematoxilina eosina (HE) como
descrito por Moreira, 2018. As alteracdes morfologicas do tecido, especialmente as
relacionadas a aspectos inflamatorios, como a presenca de infiltrado inflamatério e
perda da arquitetura muscular decorrente da infeccdo, foram caracterizadas por um
pesquisador experimente que ndo teve acesso prévio a identificacdo dos grupos
experimentais. Para analisar as alteracdes teciduais, um sistema de escore de
pontuacao histopatoldgica foi adaptado de Queiroz-Junior et al., 2011, no qual as
pontuacBGes foram somadas para obter um escore total (variando de 0 a 7), conforme
demonstrado na Tabela 1. Posteriormente, as laminas foram fotografadas utilizando-

se microscopio Motic (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha) adaptado a uma camera
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digital (PowerShot A620, Canon, Toquio, Japdo) para a obtencdo das imagens
representativas. As imagens foram feitas em aumento menor de 100x ou no aumento
maior de 400x, com escalas que variaram de 200pm a 50um nos respectivos

aumentos.

Tabela 1 — Escores histopatolégicos atribuidos para a avaliagdo do tecido da pata de camundongos

infectados ou ndo com CHIKV.

Classificacéo da Escore de infiltrado Escore de perda da Pontuacédo
pontuacao inflamatdrio arquitetura cumulativa
muscular

(escore total)

Ausente 0 0 0
Leve 1 1 le?2
Moderado 2 2 3e4
Intenso 3 3 5e6
Muito intenso 4 7

Fonte: escores adaptados de Queiroz-Junior et al., 2011.

4.3.9 Avaliacao de populacdes de células imunes por citometria de fluxo

Os camundongos AnxA1~- ou WT foram infectados ou n&o pela via intraplantar
com inéculo de 108 PFU de CHIKYV e, no 2° dia ou no 7° dia pés-infeccéo esses animais
foram eutanasiados e a pata ou o linfonodo popliteo foram coletados e incubados por
1 hora a 37° C com 1mg / mL de colagenase VIl (Sigma-Aldrich) para digestao
enzimatica e analise posterior do perfil de células imunes por citometria de fluxo. As
células foram isoladas com auxilio de um filtro Cell Strainer 70um, em seguida foram
centrifugadas a 2.000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspendido em 1 mL de DMEM 0%. As células foram contadas em camara de
Newbauer e plaqueadas (10° células / poco) em placas de 96 pocgos. Para a
preparacao de células imunes provenientes das patas de camundongos, inicialmente
as placas foram incubadas por 15 minutos com 100ul / pogo de solugao Live/ Dead
(1:200). Posteriormente, as placas foram lavadas com 100ul de PBS/1%BSA por
poco; centrifugadas (1.200rpm,10 minutos, 4° C) e blogueadas com Fc-block 10ul /

poco. Subsequentemente, foram adicionados o0s anticorpos de interesse para as
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marcacOes especificas. As células coletadas no 2° dpi foram marcadas com
anticorpos do mix 1 para identificacdo de macrofagos e neutréfilos na pata ou com
anticorpos do mix 2 para marcagédo de células T no linfonodo popliteo. As células das
patas dos animais com 7 dias pos-infeccao foram marcadas com anticorpos do mix 3
para identificacdo de macrofagos e de células dendriticas ou com anticorpos do mix 4
para caracterizacdo de células T, conforme demonstrado na Tabela 2 abaixo. As
placas foram incubadas com os anticorpos por 30 minutos ao abrigo da luz a 4°C e,
em seguida essas placas foram lavadas com PBS/1%BSA e centrifugadas
(2.200rpm,10 minutos, 4° C). As amostras foram fixadas por 30 minutos com 100ul /
poco de paraformaldeido 2% / PBS 1x (pH 7,4). Finalmente, as placas foram
centrifugadas e, em seguida, adicionou-se 200yl / pogo de PBS/1%BSA para leitura
posterior no citbmetro de fluxo. Para avaliar o perfil de ativacdo de células T no
linfonodo popliteo dos animais foi utilizado a metodologia de fluorescence-minus-one
(FMO) (controle de fluorescéncia menos um) no qual foi adicionado a um tubo as
células coradas com todos os fluorocromos utilizados no experimento (p. ex. CD3—
PE-Cy7; CD4 — AF488 e CD8 — BV421), exceto um, neste caso, CD69-APC. Os
controles FMO sdao utilizados para determinar o ponto de corte entre a fluorescéncia
de fundo e as populaces de células positivas. Todos os anticorpos usados foram
adquiridos da BD Biosciences e preparados seguindo recomendac¢fes do fabricante.
As populacdes de células foram avaliadas por citometria de fluxo (FACScanto Il, BD
Biosciences, USA). Foram analisados 50.000 eventos e os dados adquiridos foram
avaliados no programa FlowJo v10.7.1 (Tree Star Company). As estratégias de gates
selecionadas para a avaliacdo dos dados estdo demonstradas nos Resultados deste

estudo.
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Tabela 2 —Painel de mixes de anticorpos utilizados para marcacao fluorescente de células imunes de

camundongos AnxAl~- ou WT para posterior avaliagédo por citometria de fluxo.

Mixes para marcacéo de Mix 3 para marcacgao de Mix 4 para marcacgao de

macroéfagos, neutréfilos  macrofagos e células dendriticas células T no 7° dpi

e células T no 2° dpi no 7° dpi
Mix 1 (Pata): Mix 3 (Pata): Mix 4 (Pata):
CD45- FITC CD45 - FITC CD3 - AF 488
CD11b - BVv421 CD11b -v510 CD4 - PEcy7
F4/80 — PE-Cy7 F4/80 — PEcy7 CD8 — PerCP
CD1l11c - PE CD11c —v450 CD69 — APC cy7
Ly6G— APC CD80 - PE
Live / Dead -v510 MHC Il —APC cy7
CD206 - APC

Mix 2 (Linfonodo
popliteo):
CD3- PE-Cy7
CD4 — AF488
CD8 — Bv421
CD69 — APC
Ki67- PE
CD19 -v510

Fonte: elaboracao prépria, 2021.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados com o software GraphPad Prism versao 8 para
Windows. O teste de Shapiro-Wilk foi aplicado para determinar a normalidade dos
dados. A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para as amostras com
distribuicdo normal, seguida dos pos-testes de Tukey ou Sidak. No caso de
distribuicdo ndo normal, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de
Dunn ou o teste de Mann-Whitney. Os valores de p <0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos o papel da AnxAl durante a infeccéo pelo CHIKV
e avaliamos o efeito anti-inflamatorio e antinociceptivo de um peptideo mimético dessa
proteina (Acz-26) administrado de forma exdgena a camundongos. De modo geral, os
resultados encontrados neste trabalho podem ser resumidos da seguinte maneira: 1)
a infeccdo pelo CHIKV induziu leucopenia e uma resposta inflamatéria aguda
caracterizada por aumento nos niveis de MPO, CXCL1, IL-1B e IL-6 a partir de 6 horas
pés-infeccdo. Essa resposta inflamatéria foi acompanhada por hipernocicepcéo
mecanica prolongada, formacéo de edema plantar e maior acumulo de subpopulagéo
de células dendriticas convencionais cDCs2 na pata de camundongos WT no 7° dpi;
2) Animais deficientes para AnxAl apresentaram niveis elevados de MPO e producao
aumentada de CXCL1 e IL-6 no coxim plantar em comparagdo com camundongos WT
infectados; 3) Na auséncia de AnxAl ocorreu aumento no clearence viral de CHIKV
em varios 6rgaos de animais e agravamento da lesao tecidual na pata; 4) A deficiéncia
de AnxAl interferiu no acumulo de células imunes no local de infeccdo com aumento
na porcentagem de neutréfilos CD11b*Ly6G* (no 2° dpi) e maior proporcéo de células
dendriticas cDCs1 e de linfécitos T CD8* na pata de animais AnxA1~- (no 7° dpi); 5)
Camundongos nocaute para o receptor da AnxAl (Fpr2/3--) apresentaram um
fenotipo semelhante aos animais nocaute para AnxAl, com maior acumulo de
neutréfilos, identificados por niveis elevados de MPO no coxim plantar, além de
clearence viral aumentado em varios 6rgaos, maior persisténcia de hipernocicep¢ao
mecanica e lesédo tecidual mais grave em relacdo aos animais WT; 6) O tratamento
com o peptideo Acz-26 apresentou efeito anti-inflamatorio reduzindo os niveis de MPO,
CXCL1 e IL-6 no coxim plantar dos animais WT, diminuiu o edema de pata e
demonstrou efeito antinociceptivo reduzindo a hipernocicep¢cdo mecanica induzida
pelo CHIKV. Por fim, 7) O tratamento com Acz-26 diminuiu o acumulo de neutrofilos
CD11b*Ly6G™* na pata e reduziu o numero de linfocitos T CD4* no linfonodo popliteo

de camundongos infectados com CHIKV no 2° dia pés-infecgao.

Agqui, demonstramos que a infeccdo com 10° PFU de CHIKV, em camundongos
imunocompetentes, aumentou os niveis de MPO, CXCL1, IL-6 e IL-1p no local de

inoculacao do virus e que esses mediadores inflamatérios atingiram o pico a partir de
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6 hpi e ainda estavam elevados durante o periodo de viremia nos animais WT. Um
estudo realizado com pacientes com febre chikungunya identificou IL-13 e IL-6 séricas
como biomarcadores da gravidade da doenca induzida por CHIKV (Ng et al., 2009). E
importante destacar que o pico de producdo de mediadores pro-inflamatérios nos
animais infectados (Figura 7 A-E) claramente precedeu o inicio da formacao do edema
de pata (Figura 9 B), sugerindo que quando os pacientes apresentam artrite / artralgia,
a viremia e a resposta inflamatéria associada podem estar diminuidas (Ng et al.,
2009). Dessa forma, 0s nossos resultados estdo de acordo com outros estudos que
utilizaram o modelo murino de infeccdo por CHIKV, resultando em uma doenca
autolimitada semelhante a CHIKF humana com intensa producdo de mediadores
inflamatorios, viremia, dano tecidual, formacdo de edema e dor prolongada (Gardner
et al., 2010; Stoermer et al., 2012).

A persisténcia da dor € o principal sinal patognémico que diferencia a infeccao
por CHIKV de outras arboviroses (Larrieu et al., 2010). No entanto, até o presente
momento ndo estao totalmente compreendidos 0s mecanismos responsaveis pela
manutencdo da dor durante a doenca, porém algumas hipéteses foram propostas
incluindo a presenca de RNA do CHIKV ou de proteinas virais nos tecidos articulares
e musculares ou a permanéncia de macréfagos infectados nesses tecidos, bem como
a constante ativacao imunologica semelhante ao que ocorre na artrite reumatoide, que
leva & dor cronica nas articulacdes (Paixao et al., 2018; Suchowiecki et al., 2021). No
nosso estudo, o0s camundongos infectados com CHIKV apresentaram
hipernocicepc¢éo prolongada por até 17 dias (Figura 9 A). Neste sentido, o trabalho de
Chow et al (2011) demonstrou que durante a fase cronica da doenca por CHIKV (por
volta de 3 meses apoOs o inicio da infeccdo) os niveis plasmaticos de IL-6 eram
elevados em pacientes com artralgia persistente, sugerindo que a producao da
citocina IL-6 pode estar relacionada com a persisténcia da hipernocicep¢do e com o
desenvolvimento da artrite na infeccéo pelo CHIKV. Adicionalmente, foi demonstrado
gue a IL-6 produzida por osteoblastos humanos infectados com CHIKV induz

osteoclastogénese e perda 6ssea (Noret et al., 2012).

A IL-6 tem diversos efeitos no sistema nervoso, incluindo o aumento da
nocicepcao (De Jongh et al. 2003), e niveis elevados de RNAm de IL-6 foram vistos
em neurbnios sensoriais axotomizados e na medula espinhal apés lesdo do nervo

espinhal em ratos (Murphy et al. 1995; Arruda et al. 1998). Recentemente foi
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demonstrado, pela técnica de patch-clamp, que a IL-6 causa a traducao de fatores de
sinalizacdo que regulam canais de calcio do tipo T, resultando em aumento da
excitabilidade de nociceptores no géanglio da raiz dorsal (DRG) de camundongos
(Jeevakumar et al., 2020). E importante destacar que no nosso modelo experimental
em camundongos BALB/c os niveis de IL-6 no local de inoculacdo do virus séo
aumentados a partir de 6 hpi e se mantém elevados por até 48 hpi, enquanto o inicio
da hipernocicepc¢éo ocorre a partir de 12 hpi nos animais infectados, quando os niveis
de IL-6 ainda estdo elevados. Estudos em andamento no nosso laboratério estao
investigando a hipotese de que mediadores inflamatoérios produzidos durante a fase
aguda da infeccao pelo CHIKV (p.ex., TNF-a e prostaglandinas) possam sensibilizar
nociceptores no DRG de camundongos e, assim, contribuir para a persisténcia da
hipernocicepgao observada nos animais.

De modo geral, tanto em humanos quanto em modelos experimentais murinos
ou de primatas ndo humanos a infeccdo pelo CHIKV tem uma fase aguda curta,
caracterizada por alta viremia que coincide com a elevada producéo de mediadores
inflamatorios e com o inicio dos sinais clinicos observados na doenca, incluindo a
hipernocicepcdo e a formacdo do edema (Gardner et al., 2010; Chow et al 2011,
Broeckel et al., 2015). A resolucdo da doenca causada pelo CHIKV esta diretamente
relacionada com o clearence viral completo e com a diminuicdo da producédo de
mediadores pro-inflamatorios e a ativagédo de vias anti-inflamatoérias. No entanto, em
alguns individuos ocorre o estabelecimento da fase crénica da doenca que pode durar
de alguns meses a varios anos com manifestacdes de artrite e poliartralgia intensa,
provavelmente devido ao comprometimento nos mecanismos de resolucdo da

inflamacéo (Srivastava et al., 2020; Imad et al., 2021).

A resolucdo da inflamacdo é um processo ativo mediado por células e
moléculas enddgenas que séo liberadas durante a resposta inflamatéria (Neurath,
2019; Sugimoto et al., 2019). A AnxAl € uma proteina pré-resolutiva que desempenha
papel diversificado na imunidade inata e adaptativa, principalmente voltada para a
regulacéo das células inflamatodrias e para a resolucéo da inflamacéao e retorno da
homeostase tecidual, conforme estabelecido em varios modelos experimentais de
doencas inflamatérias (Vago et al., 2012; Galvao et al., 2017; Bruschi et al., 2018). Um
ponto relevante a ser mencionado é que individuos infectados com CHIKV

apresentam diminuicdo nos niveis séricos de AnxAl em relacdo a individuos
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saudaveis (Puttamallesh et al., 2013), sugerindo que a AnxAl pode apresentar um

papel importante durante a infeccédo pelo CHIKV.

Neste estudo, para determinar o papel da AnxAl na patogénese da infeccdo
pelo CHIKV utilizamos camundongos nocaute para essa proteina (AnxAl1=-). Esses
animais foram igualmente infectados com 10° PFU de CHIKV e avaliados de forma
pareada com camundongos WT. Nossos resultados mostraram que no primeiro dia
pés-infeccdo, os niveis de MPO, CXCL1 e IL-6 foram mais elevados no coxim plantar
dos animais AnxA1~- quando comparados com os camundongos WT, sugerindo que
a AnxAl desempenha um papel importante na regulacdo da resposta inflamatoria
aguda durante a infeccdo pelo CHIKV. A avaliagdo dos sinais clinicos da doenca
incluindo a formacdo do edema e o surgimento de dor induzida pelo virus, mostrou
gue na auséncia da AnxAl ndo ocorreu aumento na formacdo do edema de pata e
nem na hipernocicepcdo mecanica nos camundongos AnxAl~”- em relacdo aos

animais WT infectados.

Em seguida, avaliamos o titulo viral de CHIKV em diferentes 6rgaos dos
animais. Curiosamente, a deficiéncia de AnxAl teve um impacto significativo nas
cargas virais recuperadas, aumentando o clearence viral no coxim plantar, no musculo
quadriceps, no baco e no figado dos animais AnxAl~- em comparacdo com 0s
camundongos WT. Até o presente momento, poucos estudos investigaram o papel da
AnxAl no curso de infec¢Bes virais. Na infeccdo por IAV, por exemplo, foi
demonstrado que camundongos AnxAl~- sdo protegidos da doenca, apresentando
titulos virais mais baixos quando comparados com seus controles WT, e que a
presenca de AnxAl aumenta a replicagéo viral e auxilia na ligacdo do virus a célula
hospedeira (Arora et al.,, 2016). Resultados semelhantes foram encontrados por
Rahman e colaboradores sugerindo que o antagonismo da via AnxAl / FPR2 inibiu a
replicacéo de diferentes cepas do virus influenza, incluindo HLIN1 e H3N2, em células
epiteliais pulmonares (Rahman et al., 2018). Embora o eixo AnxAl / FPR2 tenha sido
relacionado com a replicacdo e propagacao do virus influenza, como descrito acima,
foi demonstrado também que o tratamento de camundongos com a hrAnxA1l diminuiu
as cargas virais e os danos pulmonares, com consequente aumento das taxas de

sobrevivéncia de camundongos infectados com IAV (Schloer et al., 2019).

No contexto de infeccbes causadas por arbovirus, até o presente momento

sabe-se que a AnxAl € um mediador importante para regular a resposta inflamatoria
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placentaria de maes infectadas pelo Zika virus (Moléas et al., 2020). Além disso, um
estudo em andamento no nosso laboratério tem mostrado que a AnxAl exerce papel
importante no curso da infecgdo pelo DENV. Os niveis plasmaticos da AnxAl foram
reduzidos em pacientes infectados com DENV1, especialmente em casos de dengue
grave. Somado a isso, camundongos nocaute para AnxAl ou para FPR2
apresentaram maior gravidade no fenoétipo da doenca induzida pelo DENV, com
aumento na permeabilidade vascular e maior ativacdo de mastécitos em relacao aos
animais WT, enquanto o tratamento com o peptideo mimético da AnxAl (Ac2-26)
atenuou as manifestacdes da doenca nos animais (Costa et al., in press, dados néo

publicados).

Com base nos resultados obtidos neste estudo, nos quais animais AnxAl~-
apresentaram um aumento no clearence viral de CHIKV em varios 6rgaos e sabendo
gue neutréfilos deficientes para AnxAl sdo mais responsivos a estimulos inflamatérios
(Chatterjee et al., 2005), sugerimos como uma provavel hipétese para a eliminagcéo
do virus o aumento no acumulo de neutrdfilos no sitio de infeccdo desses animais,
seguido por producéo e liberacdo de NETs que possuem a capacidade de capturar e
neutralizar o CHIKV e, desse modo, conter a infeccéo (Hiroki et al., 2019). Além disso,
outras células imunes inatas, como as células NK ou as células dendriticas, agindo
diretamente ou por meio da liberagdo de citocinas antivirais, podem ter controlado
parcialmente a replicacdo do CHIKV nos animais deficientes para AnxA1l; contribuindo
para o aumento do clearence viral. No entanto, mais estudos sao necessarios para

identificar esses mecanismos.

A avaliagdo das alteracdes histopatologicas no tecido da pata dos
camundongos sugeriu que a deficiéncia de AnxAl pode ter alterado o acumulo de
células imunes no local de infec¢éo durante a fase aguda da doenca. De modo geral,
observou-se que camundongos AnxAl~~ apresentaram infiltrados inflamatérios mais
intensos quando comparado com os animais WT e esses infiltrados celulares eram
predominantemente caracterizados pela presenca de PMN e foram maiores a partir
do 1° dpi, com pico no 7° dpi, em relacdo aos animais WT. Ademais, notou-se uma
diminuicdo da lesdo tecidual no 14° dpi e uma maior producdo de IL-10 no coxim
plantar de ambos os grupos de animais avaliados (Figura 12 D), sugerindo que nessa
fase observa-se a resolucéo da inflamagéo e que, de fato, a AnxAl parece apresentar

um papel bastante relevante no controle da migracdo de células imunes para o sitio
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de infeccdo. Aqui, sugerimos que o aumento do dano tecidual, observado nas patas
de camundongos AnxAl~-, pode ter sido mediado por resposta imune inata nas
etapas iniciais da infeccao e néo diretamente pelo virus; uma vez que, no 7° dpi ndo
foram detectados virus nem nos 6rgdos e nem no plasma dos animais infectados.
Porém, no 1° dpi os niveis de MPO eram mais elevados no coxim plantar dos animais
AnxAl1~- chamando atencdo para o papel de neutrdfilos, visto que essas células
contribuem significativamente para o dano tecidual em processos de doenca aguda
(Sadik et al., 2011).

Macrofagos e neutréfilos sdo as células predominantes nas lesbes
musculoesqueléticas de camundongos apos a infeccdo por alfavirus artritogénicos
como o CHIKV e o RRV (Stoermer et al., 2012). Como citado acima, no nosso estudo,
guantificamos niveis mais elevados de CXCL1 no coxim plantar dos camundongos
AnxA1--fornecendo uma base mecanicista para o aumento de infiltrado neutrofilico
na pata apos a infecgdo pelo CHIKV. Esse resultado foi confirmado por citometria de
fluxo, no qual animais nocaute para AnxAl apresentaram maior porcentagem de
neutréfilos CD11b*Ly6G* na pata quando comparados aos camundongos WT no 2°
dpi. Posteriormente, decidimos verificar o acumulo de outros tipos de células da
imunidade inata e adaptativa durante o pico do edema de pata induzido pelo virus
para analisar se a deficiéncia de AnxAl também alteraria a composicdo dessas
células imunes no local de infeccdo e, desse modo, contribuiria para o dano tecidual
observado. Para isso, as patas dos camundongos AnxAl~-ou WT, com 7 dias de

infeccao pelo CHIKV, foram processadas e analisadas por citometria de fluxo.

A andlise por citometria revelou que na auséncia de AnxAl ndo ocorreu
alteracdo no acumulo tecidual de macréfagos ou de macrofagos com perfil M2 na pata
de camundongos infectados com CHIKV no 7° dpi. Além disso, a porcentagem de DCs
convencionais também né&o foi alterada frente a infeccdo pelo virus, porém uma
mudanca significativa foi observada na proporcao das subpopulacdes dessas células
(cDCsl / cDCs2). Curiosamente, uma maior porcentagem do acumulo de células
cDCs1 foram identificadas nas patas de camundongos AnxA1~- quando comparados
com animais WT. Sabe-se que as cDCs desempenham um papel central no sistema
imunologico, processando e apresentando antigenos para ativar os linfocitos T, e que

as cDCsl sao especializadas em fazer o priming dos linfécitos T CD8* enquanto as



106

cDCs2 sdo mais efetivas na apresentacdo de antigenos para os linfécitos T CD4*
(Brown et al., 2019).

Foi demonstrado anteriormente que a hrAnxAl, administrada de modo
exdgeno, e 0s seus peptideos miméticos exibem atividade antiproliferativa em células
T estimuladas por mitdgenos ou antigenos, sugerindo que a AnxAl pode interferir
especificamente no processo de apresentacao de antigenos (Gold et al., 1996; Kamal
et al., 2001). Além disso, a AnxAl liberada na superficie de células apoptoéticas tem
potencial para inibir a ativagdo das DCs e suprimir a resposta imune mediada por
linfécitos T CD8*, prevenindo a expansdo dessas células T especificas contra
antigenos (Weyd et al., 2013). Quanto a isso, com base nos resultados encontrados
no nosso estudo, sugerimos que a auséncia de AnxAl ndo prejudicou o acumulo e 0
perfil de ativagao de DCs (conforme indicado pela expresséo do marcador de ativagao
celular CD80) na pata de animais infectados pelo CHIKV, mas aumentou a proporcéo
da subpopulacdo de células cDCsl que sdo essenciais para a apresentacdo de

antigenos aos linfocitos T CD8*.

O aumento da subpopulacao de cDCs1 na pata de camundongos nocaute para
a AnxAl e infectados com CHIKV 7 dpi sugere um aumento de DCs para ativar 0s
linfécitos T CD8*. Isso é suportado pelo fato de que houve uma maior proporcdo de
linfécitos T CD8* no local de infecgéo (Figura 22 B), indicando que ocorreu ativacao e
proliferacdo dessas células T nos 6rgéaos linfoides secundarios de animais deficientes
para a AnxAl. Entretanto, pelas peculiaridades da cinética do marcador de ativacéo
usado neste estudo (CD69), ndo foi possivel demonstrar diferencas no perfil de
ativacdo de linfocitos T CD8* de animais AnxAl”~ quando comparados com WT
infectados. Quanto a isso, é importante destacar que as células T aumentam sua
expressdo de CD69 em algumas horas péds reconhecimento do antigeno.
Subsequentemente, CD69 se liga ao receptor S1PR1, reduzindo a expressao deste e
facilitando a retencao dos linfocitos T nos orgaos linfoides por tempo suficiente para
que recebam os sinais que iniciam sua proliferagdo e diferenciacdo em células
efetoras e de memoria. Nesse momento, a expressédo de CD69 diminui e, as células
T ativadas voltam a reexpressar altos niveis de S1PR1. Como consequéncia, as
células efetoras e de memaria podem sair dos 6rgaos linfoides e migrar para o local
de infeccdo ou de inflamacdo (Cyster e Schwab, 2012). No nosso estudo,

demonstramos que ocorreu expressdo aumentada de CD69 nas células T CD4* e
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CD8* recuperadas dos linfonodos popliteos de camundongos AnxAl~- ou WT
infectados com CHIKV 2 dpi quando comparados com 0S seus controles nao
infectados (Figura 19). Desse modo, sugerimos que no 7° dpi os linfocitos T ativados
recuperados do local de infeccdo (pata) expressavam baixos niveis do marcador

CD69, o que dificultou possiveis comparacdes.

A AnxAl desempenha seus efeitos farmacoldgicos via receptor FPR2 (Filep et
al, 2018; Senchenkova et al., 2019). Aqui, demonstramos que a auséncia de FPR2
durante a infec¢cdo por CHIKV, resultou em um fenétipo de inflamacédo aguda e
clearence viral semelhante ao observado nos camundongos nocaute para AnxAl. No
entanto, esses animais Fpr2/3 —- apresentaram uma resposta inflamatdria mais
exacerbada do que os camundongos AnxA1l, considerando a produgédo de MPO mais
prolongada ao longo da cinética de infeccdo quando comparados com 0S seus
controles néo infectados (Mock Fpr2/3—-, Figura 23 A). Resultados equivalentes foram
encontrados por Machado et al na infec¢éo por Streptococcus pneumoniae, sugerindo
que a resposta inflamatéria mais intensa observada na auséncia de FPR2 pode ser
devido ao fato de que esse receptor também € necessario para o efeito farmacoldgico
de outras moléculas pro-resolutivas, incluindo a lipoxina A4 e a resolvina D1, e a falta
de sinalizacdo dessas moléculas ocasionaria falhas na resolucdo da inflamacéo
(Perretti et al., 2002; Machado et al., 2020). Esse resultado chama atencdo para a
importancia de um programa enddgeno de resolu¢cdo como um todo e, quéo crucial é

para o hospedeiro que ele seja fortemente engajado.

No nosso estudo, a deficiéncia de FPR2 prolongou a hipernocicepc¢ao induzida
pelo CHIKV e agravou o dano tecidual na pata dos camundongos infectados. Como
ja demonstrado por outros estudos, o receptor FPR2 é necessario para a sinalizacao
adequada da AnxA1l nos seus efeitos anti-inflamatdrio e antinociceptivo em diferentes
modelos experimentais (Pei et al., 2011; Yazid et al., 2012; Ni et al., 2021). De fato,
0S nNossos resultados sugerem que o eixo de sinalizacdo da AnxAl / FPR2 é relevante
para controlar o acimulo de células imunes, o clearence viral e a producdo de

mediadores inflamatorios durante a infecgéo pelo CHIKV.

Diante dos resultados obtidos com os animais nocaute para a AnxAl ou para
FPR2, a parte final do nosso estudo se concentrou na analise do efeito farmacoldgico
do Ac2-26 (um peptideo mimético da AnxA1l) no curso da infec¢ao pelo CHIKV. Assim,

foi avaliado o efeito desse peptideo sobre os parametros de hipernocicepcéo
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mecanica, edema de pata, producdo de mediadores inflamatorios no coxim plantar e

escore histopatolégico da pata.

E descrito na literatura que camundongos AnxAl~- sdo mais sensiveis a
hipernocicepcao induzida por estimulos inflamatérios (Ayoub et al., 2008). Embora no
nosso estudo os animais AnxAl~~ ndo tenham apresentado hipernocicepgédo
exacerbada em relacdo aos animais WT, o tratamento com o peptideo Acz-26 diminuiu
de forma significativa a nocicepgao induzida pelo CHIKV (Figura 29 A). Além disso, o
efeito antinociceptivo foi observado a partir do 3° dia pés-infeccdo e se manteve
constante até o 21° dia, quando ocorreu o término da avaliacdo desse parametro nos

animais.

Sabe-se que o0s peptideos miméticos da Anxal, incluindo Acz-12 € Ac2-2s,
guando administrados de modo exdégeno podem inibir perifericamente e centralmente
a transmissdo nociceptiva associada a processos inflamatoérios através de um
mecanismo que envolve receptores FPR (Pieretti et al., 2004). E descrito também que
o tratamento com Acz-26 produz analgesia em camundongos WT ou AnxAl~~ por um
mecanismo que envolve a diminui¢cao da sintese de PGE2 na medula espinhal através
da modulacdo da atividade da PLA: citosdlica ou da COX (Ayoub et al., 2008).
Recentemente, um estudo demonstrou que o Acz-26 tem efeito antinociceptivo inibindo
a ativacao de astrécitos (in vitro) e diminuindo a producédo de TNF-a, IL-1p, MCP-1 e
MIP-1a na medula espinhal de ratos 6 horas apds a inje¢ao de adjuvante completo de
Freund, um modelo experimental classico de dor inflamatéria (Luo et al., 2020). Esse
conjunto de evidéncias demonstram o efeito antinociceptivo do Acz-26 em diferentes
modelos de hipernocicepc¢éo induzida por estimulos inflamatorios e nos fornece base
para sugerirmos um possivel mecanismo semelhante frente a nocicepcdo causada

pelo CHIKV, como demonstrado no nosso estudo.

O efeito anti-inflamatoério e pro-resolutivo do Acz-26 foi demonstrado em varios
estudos anteriores abrangendo desde modelos de edema de pata, de pleurisia, de
gota até modelos de lesao tecidual mediada por neutréfilos (Cirino et al., 1993; La et
al., 2001; Vago et al., 2012; Galvéo et al., 2017). Para verificar se além do efeito
antinociceptivo 0 Ac2-26 também apresentaria efeito anti-inflamatorio durante a
infeccéo pelo CHIKV, os camundongos foram avaliados quanto ao tamanho do edema
de pata e a producdo de mediadores inflamatorios no coxim plantar. Nossos

resultados demonstraram que no 7° dpi (pico de formacao do edema de pata induzido
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pelo CHIKV) o Acz-26 diminuiu significativamente o inchago nas patas dos animais
tratados em comparacdo com 0 grupo nao tratado. Adicionalmente, o tratamento
profilatico com Acz-26 diminuiu os niveis de MPO, de CXCL1 e de IL-6 no coxim plantar

dos camundongos no 2° dia pos-infeccao.

A analise por citometria de fluxo demonstrou que o tratamento com o peptideo
mimético da AnxAl reduziu o acimulo de neutréfilos CD11b*Ly6G™* na pata e diminuiu
a porcentagem de linfocitos T CD4* no linfonodo popliteo de camundongos infectados
com CHIKV 2 dpi. Quanto a esse ultimo resultado, sugere-se que o tratamento com o
peptideo mimético da AnxAl pode ter diminuido a proliferacdo de células T CD4* no
orgao linfoide secundério, uma vez que o efeito antiproliferativo do Acz-26 foi relatado
anteriormente em células T estimuladas por antigenos (Kamal et al., 2001). Além
disso, € possivel também que o peptideo tenha aumentado a migracédo de células T
CD4*, diminuindo a sua retencao no linfonodo ou tenha estimulado a apoptose dessas
células imunes. No entanto, para confirmar estes possiveis mecanismos Ss&o
necessarios mais estudos, uma vez que o papel da AnxAl ou o efeito do seu peptideo
mimético em células da imunidade adaptativa ainda € bastante controverso
(D'Acquisto et al., 2007; 2008). Coletivamente, 0s nossos resultados fornecem
evidéncias para o papel protetor do eixo de sinalizacdo da AnxAl - FPR2 / ALX
durante a infecgdo pelo CHIKV.
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7 CONCLUSOES

Portanto, os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a deficiéncia
de AnxAl ou de FPR2 promoveu uma resposta inflamatéria aguda mais exacerbada
frente a infeccdo pelo CHIKV, contribuindo em parte para o clearence viral e para o
dano tecidual. De modo interessante, o tratamento com o peptideo mimético da AnxAl
(Acz-26) diminuiu 0 acumulo de neutrdfilos Ly6G* na pata e a porcentagem de linfocitos
T CD4* no linfonodo popliteo e, reduziu a producdo de MPO, de CXCL1 e de IL-6 no
coxim plantar dos camundongos, além de diminuir os principais sinais clinicos da
doenca: hipernocicepcéo (dor) e edema. Com base nessas evidéncias, sugerimos que
o papel da via da AnxAl / FPR2 / ALX na infeccéo pelo CHIKV estéa relacionado com
o controle do acumulo de células imunes e com a regulagéo dos niveis de CXCL1 e
de IL-6 durante a resposta inflamatéria induzida pelo virus. Além disso, 0s Nnossos
resultados mostram que a AnxAl também esta envolvida na regulacdo da resposta
imune adaptativa por meio de seu impacto na proporcao de células dendriticas cDCs1
e, consequentemente no numero de linfécitos T CD8* no local de infeccdo. Desse
modo, este estudo propde o direcionamento da via da AnxAl/FPR2/ ALX como uma
possivel estratégia terapéutica para controlar a inflamag¢do aguda induzida pelo
CHIKV. Os principais resultados encontrados neste estudo estdo resumidos na Figura
34.
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Figura 34. Papel protetor da via da AnxAl — FPR2/ALX na infec¢cdo pelo CHIKV e o efeito do
tratamento com o peptideo mimético da AnxA1l (Acz-26) em camundongos. A imagem demonstra
o fendtipo de camundongos selvagens (WT) ou nocautes infectados com CHIKV. Os principais
resultados encontrados apés a infeccao pelo virus podem ser identificados pelas setas pretas, incluindo
aumento na producéo de mediadores inflamatorios na pata (MPO, CXCL1, IL-6 e IL-1[), aumento do
titulo viral em vérios 6rgéos, maior acimulo de células imunes como neutrdéfilos, linfécitos T CD4 e T
CD8 e células dendriticas das subpopula¢cées CDCs1 e CDCs2 na pata. Juntos, esses mediadores pro-
inflamatérios e as células imunes contribuiram para o aumento da dor, da formac¢&o do edema e do
dano tecidual no local de infeccdo. Paralelamente, demonstra-se que esse fenétipo de doenca é
exacerbado em camundongos nocaute para a proteina AnxAl (setas vermelhas) ou para o seu receptor
FPR2 (setas verdes), sugerindo a importancia da via da AnxAl - FPR2/ALX para o controle da
inflamacgéo aguda durante a infeccdo pelo CHIKV. Por outro lado, observa-se que o tratamento de
camundongos com o peptideo Acz-26 (setas azuis) diminui a producdo de mediadores inflamatérios
(MPO, CXCL1 e IL-6) no local de infeccao e reduz o acumulo de neutréfilos (na pata) e de linfocitos T
CD4 (no linfonodo popliteo) contribuindo para a diminui¢cdo da dor e da formacao do edema induzido
pelo CHIKV. Autoria propria, 2021.
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