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RESUMO

A infeccdo pelo chikungunya virus tem como principal caracteristica a poliartralgia
inflamatdria crénica sendo associada a uma elevada taxa de morbidade da populagdo acometida.
Até 0 momento, os mediadores e mecanismos associados ao desenvolvimento da artralgia
crénica nestes pacientes sdo desconhecidos e as medidas de tratamento disponiveis sdo
paliativas e inespecificas. Neste trabalho, usando um modelo experimental , estudamos alguns
mecanismos e mediadores envolvidos na génese e manutencdo da hipernocicepcdo induzida
pelo CHIKV. Camundongos C57BL/6 selvagens (WT) foram infectados com10® PFU de
CHIKYV por via intraplantar e diversas analises foram realizadas em tempos pré-estabelecidos.
Os resultados demonstraram que a infecgdo pelo CHIKV induziu hipernocicep¢do mecanica
prolongada e sensibilidade térmica nos animais. Foi observado um intenso dano tecidual e
aumento dos niveis de mediadores inflamatérios no coxim plantar, como TNF e IL-6. Um
aumento na expressdo de CXCL-1, CCR5 e COX-2 no 1° dia p6s-infeccdo e de TNF no 7° e
14° dias no ganglio da raiz dorsal (DRG) também foi observado. Em seguida, o tratamento com
farmacos de diferentes classes terapéuticas com potencial analgésico foi realizado. Os
tratamentos com morfina e pregabalina (acdo central) reverteram o fenétipo hipernociceptivo
dos camundongos nas fases aguda e tardia da infec¢do. Por outro lado, os tratamentos com
dexametasona ou naproxeno (acdo antiinflamatoéria) foram eficazes apenas no controle da
hipernocicepcdo aguda induzida pela CHIKV. Por fim, avaliamos o papel da citocina TNF na
inducdo e manutencdo da hipernocicepc¢do apés a infeccdo pelo CHIKYV, utilizando animais
TNFRp557/ ou através da inibi¢do farmacoldgica dessa molécula (etanercept). Os nossos dados
demonstraram que a auséncia de TNF melhorou os parametros de doenca nos animais
avaliados, uma vez que apresentaram menor hipernocicepcdo, menor dano tecidual na pata,
menor producdo de mediadores pré-inflamatérios e aumento de IL-10, uma citocina com
atividade anti-inflamatoria, o que abre perspectivas para um potencial alvo terapéutico. Assim,
nossos dados sugerem que a génese da hipernocicepcao induzida pelo CHIKYV € dependente da
inflamacédo aguda local, mas a sua manutengéo parece estar associada a um estado inflamatério
no DRG dos animais, mais especificamente a um aumento na expressdo de TNF nesse tecido

em tempos mais tardios.

Palavras-chave: Dor, Infecgéo, Inflamacgdo, Virus, Artralgia, Chikungunya virus.



ABSTRACT

The main characteristic of chikungunya virus infection is chronic inflammatory
polyarthralgia, which is associated with a high morbidity rate in the affected population. To date,
the mediators and mechanisms associated with the development of chronic arthralgia in these
patients are unknown and the available treatment measures are palliative and nonspecific. Here,
using an experimental model, we studied some mechanisms and mediators involved in the genesis
and maintenance of CHIKV-induced hypernociception. C57BL/6 wild type (WT) mice were
infected with 106 PFU of CHIKYV intraplantarly and several analyzes performed at pre-established
times. The results showed that CHIKV infection induced prolonged mechanical hypernociception
and thermal sensitivity. Intense tissue damage and increased levels of inflammatory mediators in
the footpad, such as TNF and IL-6, were observed. An increase in the expression of CXCL-1, CCR5
and COX-2 on the 1st day post-infection and of TNF on the 7th and 14th days in the dorsal root
ganglion (DRG) was also observed. Then, treatment with drugs of different therapeutic classes with
analgesic potential was performed. Treatments with morphine and pregabalin (central action)
reversed the hypernociceptive phenotype of mice in the acute and late phases of infection. On the
other hand, treatments with dexamethasone or naproxen (anti-inflammatory action) were effective
only in controlling CHIKV-induced acute hypernociception. Finally, we evaluated the role of the
cytokine TNF in the induction and maintenance of hypernociception after CHIKV infection, using
TNFRp557/ mice or through the pharmacological inhibition of this molecule (etanercept). Our data
showed that the absence of TNF improved disease parameters in the evaluated animals, since they
showed less hypernociception, less tissue damage in the paw, less production of pro-inflammatory
mediators and an increase in IL-10, a cytokine with anti-inflammatory activity, which opens
perspectives for a potential therapeutic target. Thus, our data suggest that the genesis of CHIKV-
induced hypernociception is dependent on local acute inflammation, but its maintenance seems to
be associated with an inflammatory state in the DRG, more specifically with an increase in TNF

expression in this tissue at later times.

Keywords: Pain, Infection, Inflammation, Virus, Arthralgia, Chikungunya virus.
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1. INTRODUGAO
1.1.  Breve historico e contexto atual do virus chikungunya
O primeiro surto identificado de febre chikungunya (CHIKF), com incidéncia estimada
em 23%, foi relatado em 1952-1953 ao longo dos planaltos costeiros de Mawia, Makonde e
Rondo localizados no leste africano, atualmente conhecido como Tanzania (ZELLER; VAN
BORTEL; SUDRE, 2016). Apos este primeiro surto, diversas epidemias foram descritas entre
as decadas de 1960-1990 na Republica Centro-Africana, Guiné, Burundi, Angola, Uganda,
Malawi, Nigéria, Reptblica Democratica do Congo e varios outros paises africanos. Na Asia,
o chikungunya virus (CHIKV) foi relatado pela primeira vez durante um surto em Bangkok,
Tailandia, em 1958. Entdo, o virus se espalhou para outros paises até 1964 provocando diversas
epidemias e depois ressurgiu em 1975-1976 com alguns casos esporadicos (WAHID et al.,
2017).

Em 2004, um grande surto na costa do Quénia atingiu mais de 70% da populacéo local,
resultando em quase meio milhdo de casos, e se espalhou para as ilhas do Oceano indico
(Comores, Mayotte, Seychelles, La Reunion, Sri Lanka e Mauricio) até 2005 (ZELLER; VAN
BORTEL,; SUDRE, 2016). Em 2005-2006, a ilha de La Reunion, que possui uma populagéo de
aproximadamente 750.000 habitantes, vivenciou uma grande epidemia que resultou em mais de
260.000 casos (cerca de um terco da populacao), entre os quais diversas complicacdes clinicas
incomuns e graves foram relatadas, como, por exemplo, miocardite e pneumopatia aguda
(STAIKOWSKY et al., 2009; ZELLER; VAN BORTEL; SUDRE, 2016). Na Asia, 0 CHIKV
reapareceu em 2005 em um dos maiores surtos ja descritos, no qual aproximadamentel,3
milhdes de casos foram relatados em 13 estados da india (BURT et al., 2017). Na Europa, 0
primeiro surto de CHIKV autdctone foi relatado no nordeste da Italia em 2007, o qual se
disseminou e resultou em um total de 214 casos confirmados. Ainda, um namero significativo
de casos na Franca foi confirmado nos anos de 2010, 2013 e 2014 (ZELLER; VAN BORTEL;
SUDRE, 2016). Nas Américas, o surgimento do CHIKV ocorreu em 2013 na ilha de Séo
Martinho (Caribe) e, desde entéo, diversos novos casos foram identificados em 45 paises no
Caribe, América do Sul e América Central, com mais de um milhdo de casos suspeitos e 25.000

casos confirmados nestas regides (WAHID et al., 2017).

No Brasil, o primeiro caso autoctone da CHIKF foi confirmado em 2014 no municipio
de Oiapoque, Amapa. Nesse ano também foram confirmados 37 casos importados em 11 estados
brasileiros (Ministério da Saude, 2014). Desde ent&o, o virus se disseminou para todo o territorio
brasileiro. Entre 2014 e 2019, foram notificados 589.076 casos provaveis e 495 Gbitos
confirmados por CHIKF, sendo 2016 e 2017 os anos com maiores coeficientes de incidéncia,
114 e 89 casos por100 mil habitantes, respectivamente. Além disso, os dados epidemiolégicos

mostram que a média de idade dos dbitos foi de 68 anos e a comorbidade mais frequente nos
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obitos foi hipertensdo arterial (Ministério da Saude, 2019). De acordo com o ultimo Boletim

Epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia em Saude (Ministério da Saude, 2022), referente
as notificagdes ocorridas entre as Semanas Epidemioldgicas (SE) 1 e 13 (02/01/2022 a
02/04/2022), foram notificados 28.291 casos provaveis e 5 obitos confirmados no pais (8 ainda
estdo sob investigacdo), concentrados principalmente nas regides Nordeste e Centro-Oeste.
Esses numeros correspondem a um aumento de 14,7% dos casos em relagdo ao ano de 2021
(Ministério da Saude, 2022).

Atualmente, o CHIKV esta distribuido geograficamente em mais de 60 paises,
permanecendo endémico na Africa, na india e em varios paises do Sudeste Asiatico, bem como
na Ameérica Latina, conforme demonstrado na figura 1 (MATHEW et al., 2017; CONSTANT
et al., 2021). Essa elevada distribuicdo ao redor do globo se deve principalmente a prevaléncia
do mosquito vetor e sua alta eficiéncia na transmissdo do virus, alem do processo de
urbanizacdo e facil deslocamento de individuos virémicos pelo mundo devido a modernizagao
dos meios de transporte (WAHID. et al., 2017).

. Infecgdes relatadas pelo chikungunyavirus

Figura 1: Distribuicao geogréafica dos casos relatados de febre chikungunya no mundo em 2020.
Adaptado de CDC, 2020.
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1.2.  Transmissdo do virus chikungunya

O CHIKYV circula na natureza por meio de dois ciclos de transmisséo, sendo eles o ciclo
enzodtico e urbano, como representado pela figura 2. O primeiro é comum principalmente na
Africa, em areas de florestas ou savanas com a presenca de vetores competentes, onde o virus
é transmitido por Vvérias espécies do mosquito Aedes (A. africanus, A. cordellieri, A. furcifer-
taylori, A. luteocephalus, entre outros) a primatas ndo humanos (macacos), 0S quais se
apresentam como reservatorio do virus (NG & HAPUARACHCHI, 2010). A infeccdo do
homem pode eventualmente ocorrer quando ele adentra estes ambientes selvagens e,
consequentemente, pode dar inicio ao ciclo urbano. Esse, por sua vez, envolve duas espécies de
mosquitos do género Aedes, altamente urbanizados, o A. aegypti e o A. albopictus, os quais
transmitem o virus a0 homem por meio da picada (GALAN- HUERTA et al., 2015). Vale
ressaltar que o principal vetor na transmissdo do CHIKV tem sido historicamente o A. aegypti,
mas a mutagdo A226 na proteina viral E1 aumentou a aptiddo do CHIKV aos A. albopictus e
conferiu melhor transmissibilidade do virus para espécies de vertebrados, como 0 homem
(GANESAN et al., 2017).

Mosquitos

Ciclo - A. Aegypti
enzootico Ciclo A. albopictus
/ \\u rbano
Primatas ndo Populacdo
humanos \ / humana \ (
Mosquitos
A. africanus

A. furcifer-taylori

Figura 2: Ciclo de transmissdo do virus chikungunya pelo mosquito vetor em ciclo enzooético e
urbano. No ciclo enzodtico, os vetores sdo mosquitos com habitos silvestres e os primatas ndo humanos
sdo os principais hospedeiros, reservatdrios e disseminadores do virus. Nesse ciclo, 0 homem participa
como um hospedeiro acidental ao adentrar areas de mata. J& no ciclo urbano, o homem é o Unico
hospedeiro com importancia epidemioldgica e a transmissdo ocorre a partir do vetor urbano infectado,
0 Aedes aegypti ou Aedes albopictus, na maioria dos casos. Adaptado de CDC & PLOS & REUTERS.
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Além dos ciclos descritos acima, outras formas de transmissado tém sido relatadas, como

por exemplo, nosocomiais (PAROLA et al., 2006), vertical (GERARDIN et al., 2008), via
doacdo de sangue (SIMMONS et al., 2016) e enxerto da cérnea (COUDERC et al., 2012).

1.3. O virus chikungunya

O Chikungunya virus € um arbovirus pertencente ao reino Riboviria, familia
Togaviridae e género Alphavirus, envelopado e com estrutura icosaédrica. Conforme
demonstrado na imagem A da figura 3, o virion apresenta um didmetro de aproximadamente
70-100nm e é composto por unidades repetidas de glicoproteinas transmembrana (E1 e E2), a
proteina do capsideo (C) e uma bicamada lipidica (HER et al., 2009). Seu genoma consiste de
um RNA de fita simples com polaridade positiva, com tamanho aproximado de 12kb e duas
janelas abertas de leitura. Quando traduzido, codifica duas poliproteinas, as quais, quando
clivadas, ddo origem a quatro proteinas ndo estruturais (nsP1-4) na extremidade 5’ e cinco
proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K/TF e El) na extremidade 3°, conforme demonstrado na

imagem B da figura 3 (BURT et al., 2017).

CAEstrutuira do virion ¥

Membrana

Proteina do capsideo

B. Organizagdo do genoma
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Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura conformacional e genética do virus
chikungunya. A imagem A mostra a estrutura icosaédrica do virion, a qual € composta por trés proteinas
estruturais, sendo elas as proteinas do envelope (E1 e E2) e a proteina do capsideo (C). Conforme a
mesma figura, as proteinas E1 e E2 formam triades de glicoproteinas, em forma de espigdes, ancorados
na membrana que cobrem a superficie viral. Ja a imagem B mostra a organizacdo do genoma do virus,
incluindo suas proteinas ndo estruturais 1 a 4 (nsP1-nsP4) e proteinas estruturais (E1-E3, C, 6K/TF).
Adaptado de WEAVER & LECUIT, 2015; Swiss Institute of Bioinformatics, viralZone, 2017.
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De acordo com analises filogenéticas, até o momento existem quatro linhagens do

CHIKYV identificadas, as quais apresentam caracteristicas genotipicas e antigénicas distintas e
unicas: (1) O genotipo do Oeste Africano que consiste em isolados do Senegal e da Nigéria; (2)
O genotipo do Leste/Centro/Sul Africano (ECSA), outro gendtipo enzodtico encontrado na
Africa; (3) Isolados de paises da Asia que estdo incluidos no genétipo Asiatico e, finalmente,
(4) o gendtipo mais recente, uma Linhagem do Oceano indico (I0L), o qual se espalhou das
ilhas Comores em 2004 e resultou em epidemias graves no sudeste asiatico e na india durante
0s anos 2005-2008 (GALAN- HUERTA et al., 2015; WAHID et al., 2017). No Brasil, sabe-se
que ha a circulacdo de dois genotipos do virus chikungunya, o ECSA e o Asiatico, sendo o
primeiro o principal responsavel por diversos surtos no pais. Contudo, existe uma imensa
dificuldade em mensurar a proporcéo e distribuicdo de pacientes infectados por cada genotipo,
bem como avaliar a possibilidade de co-infeccdo (MACHADO et al., 2019).

O ciclo de multiplicacdo do CHIKYV é iniciado através de sua adesao a célula hospedeira,
a qual é facilitada pela interacdo da glicoproteina do envelope E2 a receptores especificos
expressos na superficie das células alvo, conforme representado na figura 4. Alguns receptores
tém sido apontados como participantes no processo de adesao do virus, tais como o DC-SIGN
(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3- Grabbing Non-integrin), CLEC4M
(C-type lectin domain family 4 member M), sulfato de heparano, laminina, integrinas e o
receptor MXRA8 (ZHANG et al., 2018). Apds a ligacdo ao receptor, acontece a penetracao do
virus pelo processo de endocitose mediada por receptor e, em seguida, ocorrem alteracoes
conformacionais no envelope viral, devido ao ambiente &cido no interior do endossoma, que
permitem a liberacdo do genoma viral no citoplasma da célula, um processo denominado
desnudamento (SCHWARTZ; ALBERT, 2010). Em seguida, dois precursores de proteinas ndo
estruturais sdo traduzidos a partir do mRNA viral e, entdo, clivados, o que resulta nas proteinas
ndo estruturais(nsP1-nsP4), as quais apresentam as seguintes funcdes: (1) nsP1 estd envolvida
na sintese da fita negativa do RNA viral; (2) nsP2 exibe atividades de RNA helicase, trifosfatase
e proteinase, além de estar associada ao desligamento da transcrigdo na célula hospedeira; (3)
nsP3 faz parteda unidade replicase e (4) nsP4 ¢ a RNA polimerase viral (ABDELNABI;
NEYTS; DELANG,2015; SCHWARTZ & ALBERT, 2010).
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Figura 4: Ciclo de multiplicacdo do virus chikungunya. Apo6s 0 processo de adesdo, atraves de
receptores especificos, o virus penetra a célula alvo por intermédio de endocitose. Em seguida, 0
ambiente &cido no interior do endossoma desencadeia a fusdo do envelope viral com a membrana
endossomal, levando ao desnudamento da particula e consequente liberacdo do genoma viral no
citoplasma. Esse, por sua vez, é traduzido em proteinas virais ndo estruturais (nsP1-4). Apos o
processamento, 0 complexo de proteinas ndo estruturais forma a replicase viral, a qual catalisa a sintese
de uma cadeia de RNA de sentido negativo para servir como molde para a sintese do genoma de sentido
positivo e do RNA subgendmico (26S). O RNA subgendmico (26S) é traduzido e produz a poliproteina
estrutural (C-E3-E2-6K-E1), a qual é, entdo, clivada para entdo produzir as proteinas estruturais
individuais, seguida da montagem dos componentes virais. Por fim, a particula viral madura (ou virion)
montada é liberada por brotamento através da membrana plasmatica, onde adquire o envelope com
glicoproteinas do hospedeiro incorporadas. Adaptado de ABDELNABI et al., 2015.

As proteinas ndo estruturais, em conjunto, formam o complexo de replicacdo viral, o
qual sintetiza um intermediario de RNA de fita negativa. Esse, por sua vez, serve como molde
para a sintese de RNA subgendmico (26S) e gendmico (49S). O RNA subgenémico conduz a
expressdo do precursor da poliproteina C-pE2-6K-E1, a qual é processada por uma serina
protease autoproteolitica. A proteina do capsideo (C) é liberada e as glicoproteinas pE2 e E1
sdo geradas por processamento posterior no reticulo endoplasmatico. As glicoproteinas pE2 e
E1 formam complexos de heterodimeros que migram para a membrana celular atraves do
complexo de Golgi. Durante esta migracdo para a superficie celular, pE2 € clivada em E2 e E3,

as quais estdo envolvidas na ligacdo do receptor e dobramento adequado de pE2,
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respectivamente. A montagem do virion € promovida pela ligagdo do nucleocapsideo ao RNA

viral e pelo recrutamento das glicoproteinas de envelope associadas a membrana (SCHWARTZ
& ALBERT, 2010; ABDELNABI; NEYTS; DELANG, 2015). Em seguida, ocorre a liberacao
da progénie viral e, consequentemente, esses virions podem infectar novas células de forma a

estabelecer o processo de infecgéo.

1.4.  Adoenca causada pelo virus chikungunya

A infeccdo pelo CHIKYV pode resultar na CHIKF, que é uma doenca febril aguda, na
maioria dos casos, associada a sintomas como febre, erupcéo cuténea e artralgia incapacitante
(GALAN-HUERTA et al., 2015). A palavra chikungunya significa aquele que se curva no
dialeto africano Makonde e faz referéncia a postura encurvada associada a artralgia cronica
presente nos pacientes infectados (HER et al., 2009). Assim como ocorre com outras doengas
virais, a infeccdo por CHIKV pode ser assintomatica (cerca de 30% dos individuos infectados)
ou produzir um espectro variavel de manifestacGes clinicas, desde formas mais leves até
condigdes graves e incapacitantes (CUNHA & TRINTA, 2017). A CHIKF apresenta um
periodo médio de incubacdo de trés dias e duas fases, aguda e cronica, podem ser observadas

nessa doenca.

Durante a fase aguda, os pacientes podem apresentar febre alta (>39°C), calafrio,
cefaleia, nausea, vomito, fadiga, erupcbes cutaneas eritematosas e maculopapulares (imagem
A, figura 5), dor nas costas, mialgia e artralgia simétrica (a imagem B, figura 5, mostra um
paciente com edema nas articulag@es interfalangianas, o que sugere artralgia). Essa ultima pode
ser intensa e, geralmente, afeta as extremidades, principalmente as articulac@es dos tornozelos,
punhos e falanges. O padrdo da artralgia € erratico, embora haja uma tendéncia para que seja
mais intensa pela manha e piore com atividade fisica mais intensa (CASTRO; LIMA;
NASCIMENTO, 2016). Os sinais e sintomas agudos geralmente se resolvem em menos de duas
semanas, mas a artralgia pode persistir por mais tempo, sendo este um sintoma clinico
importante que pode distinguir a febre causada pelo CHIKV da infecg¢do por outras arboviroses
(GALAN-HUERTA et al., 2015). Quando a dor articular persiste além da fase aguda (3 meses
ou mais), tem-se a fase cronica da doenca. Nessa, a poliartralgia prolonga-se por semanas a
anos e, dessa forma, compromete a qualidade de vida do paciente, bem como gera um grande

impacto na sociedade em termos de morbidade e produtividade econémica (BURT et al., 2017).
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Figura 5: Sinais da febre chikungunya. Na imagem A, o paciente apresenta erupg¢des cutaneas
eritematosas e maculopapulares durante a fase aguda da doenga, as quais podem envolver mais de 90%
da pele. Na imagem B, o paciente apresenta edema importante envolvendo as articulagdes
interfalangianas proximais e distais bilateralmente, o que sugere artralgia simétrica, a qual pode iniciar

na fase aguda e persistir por anos. Adaptado de Burt et al., 2017; Calabrese, 2015.

Embora a CHIKF seja normalmente uma doenca autolimitada, os relatos de
manifestacOes graves da doenca com complicacdes tém sido cada vez mais comuns,
principalmente  nos grupos de risco: neonatos, criangas, idosos, individuos
imunocomprometidos e pessoas que apresentam morbidades associadas (CONSTANT et al.,
2021). As manifestacGes graves incluem doenca gastrointestinal, complicaces neuroldgicas
(meningoencefalite e convulsdes), complicaces oftdlmicas (conjuntivite, retinite e uveite),
doencas cardiovasculares, manifestacbes hemorragicas e morte (GOUPIL & MORES, 2016;
ROHATGIet al., 2014). O aumento no namero de complicacbes da doenca se deve a diversos
fatores, comoa ocorréncia de surtos em grande escala, a melhor adaptacao viral aos vetores
artropodes urbanos e as novas mutacdes das linhagens de CHIKYV circulantes que aumentam sua
virulénciae patogenicidade (SCHWAMEIS et al., 2016).

1.5.  Patogénese e dor articular associada a infecgdo pelo virus chikungunya

Diversos trabalhos tém mostrado que o quadro de dor articular associado a infeccao pelo
CHIKYV pode persistir apés a resolucdo da fase aguda, levando a dor crénica (BRIGHTON et
al., 1983; BORGHERINI et al., 2008). Essa, por sua vez, pode se apresentar de diferentes
formas: continua ou intermitente (HUA & COMBE, 2017). Uma analise prospectiva da
epidemia ocorrida na ilha La Reunion mostrou que 69% dos pacientes infectados pelo CHIKV
adquiriram artralgia persistente (ARROYO-AVILA & VILA, 2015). Da mesma forma, 13,3%
dos pacientes de Cingapura e 46% da India apresentaram dor persistente nas articulagdes até 10
meses apds a infeccdo aguda (CHOW et al., 2011; DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012).
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Entretanto, a incidéncia de artrite cronica atribuida ao surto de CHIKV que ocorreu em 2013

no Caribe e nos Estados Unidos ainda ndo foi determinada (ROOSENHOFF et al., 2016).
Rodriguez-Morales e colaboradores (2016) presumem que 47,6% dos pacientes infectados pelo
CHIKYV na América Latina irdo apresentar artrite persistente. Alguns fatores de risco associados
as manifestacGes reumaticas persistentes da infeccdo pelo CHIKV tém sido descritos, como o
sexo feminino, idade superior a 45 anos, gravidade da dor articular na fase aguda da doenca,
doenca reumatica subjacente de base (artrite reumatoide, espondiloartrite, osteoartrite e gota) e
niveis aumentados de 1gG circulantes (HUA & COMBE, 2017).

A infeccdo pelo CHIKYV é caracterizada por uma resposta inflamatéria sistémica. Uma
metanélise comparando o perfil de mediadores imunes durante a fase aguda da infec¢do por
CHIKYV identificou as citocinas IFN-a, IFN-B, IL-2, IL-2R, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17 e
IL-18; além das citocinas com atividade anti- inflamatdrias IL-1Ra, IL-4 e IL-10; quimiocinas
CXCL10, CCL2, CXCLY9, CCL3, CCL4; Fator de Crescimento de Fibroblastos Basico (FGF)
e Fator Estimulador de Colbnias de Granuldcitos e Macrdfagos (GM-CSF) como uma
assinatura imune especifica, que define a infeccdo aguda pelo CHIKV (TENG et al., 2015). A
quimiocina CCL2, quimioatraente de mondcitos e macréfagos, tem sido identificada como um
fator fundamental na artrite induzida por alfavirus, a exemplo do virus ross river (RRV) e
CHIKV. Niveis elevados de CCL2 tém sido detectados no soro e na articulacdo de pacientes na
maioria dos estudos clinicos com esses alfavirus (KELVIN et al., 2011; CHAAITANYA et al.,
2011; LIDBURY et al., 2008). Ainda, camundongos infectados pelo RRV ou CHIKV que
foram tratados com bindarit, um inibidor de CCL2, apresentaram reducdo do dano articular e
musculoesquelético, e também do infiltrado inflamatério para o sitio da lesdo. Alem disso, o
tratamento com bindarit também foi capaz de reduzir a perda 6ssea induzida por CHIKV
(RULLI et al., 2009; RULLI et al., 2011; CHEN et al., 2015). A depura¢do do CHIKYV durante
a fase aguda é seguida pela diminuicdo da resposta inflamatoria por meio de mecanismos
reguladores. No entanto, niveis aumentados de diversos mediadores inflamatérios, a exemplo
de IFN-a, IL-6, IL-8, IL-12, IL-17, CCL2 e MMP-2, ainda podem ser detectados até 18 meses
apos a infecgdo na articulacdo de pacientes que desenvolveram sintomatologia persistente, o
que sugere uma forte associagcdo entre uma ativacdo sustentada da resposta imune e o
estabelecimento de manifestacdes clinicas persistentes (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012).
Neste contexto, Chow e colaboradores (2011) estudaram o perfil de mediadores inflamatdrios

durante diferentes fases da doenca (aguda, de recuperacao e cronica) e mostraram que durante
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a fase de recuperacdo inicial, hd produgdo de citocinas e quimiocinas, como IL-2R, IL-4,

CCL11, CXCLY, CCL3, HGF, bFGF e G-CSF. A fase de recuperacao tardia foi caracterizada
pela secrecdo do Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) e da quimiocina CCL5. Pacientes
que se recuperaram completamente da infecgdo pelo CHIKYV apresentaram niveis elevados de
CCL11 (quimiocina que pode bloquear a atividade de CCL2 por competicédo pelos receptores
de quimiocina CCR2, CCR3 e CCR5) e HGF (responsavel por suprimira producdo de CCL2)
durante a fase de recuperacdo. Uma vez que 0s pacientes recuperados apresentam baixos niveis
de CCL2 durante a fase de recuperagdo, sugere-se que a inibi¢do da atividade dos macr6fagos
esta associada a remissao completa da doenga (ROOSENHOFF et al., 2016). Essa hipétese foi
confirmada por um estudo que demonstrou que a inibicdo do influxo de macrofagos nas
articulac6es de camundongos infectados pelo CHIKYV protegeu os animais do desenvolvimento
da doenca grave (CHEN et al., 2015). Estes dados foram corroborados por diversas pesquisas
clinicas que demostraram que pacientes com sintomas persistentes continham baixos niveis de
CCL11 e HGF, enquanto apresentavam altos de GM- CSF (responsavel por estimular a ativacéo
de macrdfagos) durante a fase de recuperacdo (DUPUIS-MAGUIRAGA et al., 2012). Dessa
forma, a auséncia da inibicdo de macrofagos pode estar envolvida na producdo constante de
mediadores inflamat6rios em pacientes na fase cronica da doenca. Outro estudo demonstrou
que fibroblastos infectados pelo CHIKV induzema expressao aumentada de prostaglandinas, as
quais podem contribuir diretamente para a sensibilizacdo e ativacdo dos nociceptores nas

articulacdes inflamadas (NG, 2017).

As células T também parecem exercer um papel importante na cronicidade da doenca.
Durante a fase aguda, células T sdo recrutadas e ativadas nas articulagdes e podem se diferenciar
em dois fenoétipos principais: células com perfil Thl ou Th2 (BERGER, 2000). Hoarau e
colaboradores (2010) mostraram que os pacientes com infeccdo cronica apresentaram uma
resposta Th1l mais acentuada na fase aguda em comparacéo aos pacientes que se recuperaram
da fase aguda. Ainda, durante a fase de recuperacao, os pacientes da fase cronica apresentavam
niveis elevados de citocinas do tipo Thl (IFN-y e IL-12), enquanto que os individuos
recuperados expressavam majoritariamente altos niveis de citocinas do tipo Th2 (IL-4 e 1L-10),
0 que sugere que o perfil de resposta Th2 pode ser necessario para controlar e prevenir a
atividade imune crénica exacerbada. Em um modelo experimental utilizando camundongos
RAG17, que sdo deficientes em células T e B, a infecgdo pelo CHIKV resultou em aumento da
carga viral em muitos tecidos, em compara¢do com camundongos do tipo selvagem (WT), o

que sugere que os linfécitos desempenham um papel importante no controle da infec¢do. No
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entanto, andlises histopatologicas revelaram presenca de sinovite e artrite em ambas as

linhagens de camundongos, indicando que a artrite induzida pela infeccdo ndo é mediada
unicamente pela ativacdo de linfocitos (HAWMAN et al., 2013).

A resposta inflamatoria durante a infeccdo pelo CHIKV na articulagéo é semelhante a
da artrite reumatdide, com padrdo anélogo de infiltrado de leucdcitos (predominantemente
neutréfilos na fase aguda), producdo de mediadores inflamatorios e ativagdo do sistema
complemento (BURT et al., 2012; NAKAYA et al., 2012). Os pacientes com dores articulares
crbnicas podem apresentar niveis elevados de IL-6, TNF, IL-17 e MMP-2, os quais
desempenham um papel importante na resposta inflamatdria associada aos distlrbios 6sseos
(CHOW et al., 2011; ROOSENHOFF et al., 2016). A IL-6 é uma citocina pleiotropica
produzida por varios tipos celulares, incluindo sinovidcitos e osteoblastos. Além disso, a
producdo de IL-6 apos a infeccdo pelo CHIKV é um fator progndstico para a gravidade da
doenga e sua persisténcia (CHOW et al., 2011). Notavelmente, a IL-6 pode estimular a
expressdo do Ligante do Receptor do Fator Nuclear Kapa B (RANKL) e promover a reabsor¢éo
Ossea em diferentes condicGes inflamatorias, como na artrite reumatéide (HASHIZUME et al.,
2008). Noret e colaboradores (2012) demonstraram que a producdo de IL-6 por osteoblastos
infectados pelo CHIKYV estava associada a producdo elevada de RANKL. Além da IL-6, TNF
e IL-17 também sdo conhecidos por promover a osteoclastogénese e a destruicdo das
articulacGes na artrite reumatoide (WEI et al., 2015; PAVLOVIC et al., 2015; OSTA et al.,
2015). Ainda, é possivel que os niveis elevados de MMP-2 contribuam para as lesdes teciduais
induzidas pela infeccéo pelo CHIKV, uma vez que a MMP-2 é uma metaloproteinase que tem
como funcéo a quebra de colageno (ROOSENHOFF et al., 2016).

De forma interessante, alguns trabalhos tém demonstrado que diferentes células do
sistema nervoso, como astrécitos, neurdnios, microglia e oligondendrdcitos sdo permissivas a
infeccdo pelo CHIKV. Especificamente, em um modelo in vitro, astrocitos infectados pelo
CHIKYV apresentaram uma elevada expressédo de mRNAs para IFNa—8, IL-1p, IL-12, IL-10, IL-
24, TNF, FasL e linfotoxina B, o que culminou na morte dessas células. Em um modelo in vivo
de infeccdo intracerebroventricular pelo CHIKV, os camundongos apresentaram uma resposta
de astrogliose no SNC (INGLIS et al., 2016; DAS et al., 2015). Sabe-se que 0s astrocitos sao
celulas de extrema relevancia no contexto de doencgas neuroimunes, como doenga de Alzheimer
e Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA), uma vez que regulam as respostas imunes inatas e
adaptativas no sistema nervoso central lesado (COLOMBO & FARINA, 2016). Além disso,
nos Ultimos anos tem sido demonstrado que essas células estdo intimamente envolvidas na
regulacao da dor cronica (JI et al., 2019). Apds estimulagao nociva, os astrécitos se diferenciam
em astrocitos reativos, os quais podem ser classificados como Al ou A2 de acordo com suas

fungdes. Os astrocitos A1 podem secretar neurotoxinas que induzem a morte rapida de
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neuronios e oligodendrocitos, enquanto os astrocitos A2 promovem a sobrevivéncia neuronal e

o reparo tecidual (JI et al., 2019). Baseadonessas informac0es, alteracdes na sinalizagéo desse
tipo celular podem estar relacionadas ao desenvolvimento da neuropatologia e dor associada a
infeccdo pelo CHIKV.

1.6.  Aspectos gerais da dor

De acordo com a International Association for the Study of Pain (IASP), a dor ¢ definida
como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada ou relacionada a les&o real
ou potencial dos tecidos. Ja a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define a dor como um
fendmeno multidimensional associado a componentes sensoriais, fisiologicos, cognitivos,
afetivos e comportamentais (OMS, 2012). Desta forma, a dor ndo envolve apenas a transducao
de estimulos nocivos, mas também um processamento emocional pelo encéfalo, ou seja, € um
fendmeno constituido por dois componentes: sensorial discriminativo, que permite associar
aspectos de intensidade e localizacao de sinais, e outro afetivo emocional que atribui emocao a
experiéncia (JULIUS & BASBAUM, 2001).

A nocicepcao esta relacionada com o reconhecimento de sinais pelo sistema nervoso
(SN) e abrange os processos de transducdo, transmissdo e modulagdo de sinais neurais gerados
em resposta aos estimulos nocivos externos (HELLEBREKERS, 2002). Estes sinais sao
gerados frente a qualquer estimulo que resulte em leséo tecidual, dentre eles: temperatura (calor
ou frio extremos), pressdes intensas, irritantes quimicos, corrente elétrica ou, até mesmo,
movimentos bruscos (SILVA & RIBEIRO-FILHO, 2011). Cada um destes estimulos é
detectado por receptores especializados nas células. Por exemplo, a dor e a temperatura sdo
detectadas pelas terminacdes nervosas livres, o tato é detectado pelos corpusculos de Ruffini e
de Meissner e as ramificacGes em torno dos foliculos pilosos. J& os receptores responsaveis pela
propriocepcdo consciente sdo os fusos musculares e 0s 6rgaos neurotendinosos. Por fim, os
receptores para a sensibilidade vibratéria sdo os corpusculos de Vater Paccini (MACHADO &

HAERTEL, 2013). Estes receptores estdo representados esquematicamente na figura abaixo.
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Figura 6: Receptores sensoriais. Retirado de http://cdn.portalsaofrancisco.com.br/wp-
content/uploads/2016/08/palmilha-7.png.

Mais especificamente, as terminagdes nervosas livres sao receptores sensoriais ligados
a sensacOes mecanicas, térmicas e principalmente dolorosas que se formam na derme em
praticamente todo o corpo e ramificam-se até a epiderme (LAMONT et al., 2000). A conducao
do estimulo nocivo a partir do sistema nervoso periférico (SNP) até o sistema nervoso central
(SNC) percorre um longo caminho desde a estimulagdo periférica, passando pelos ganglios da
raiz dorsal (DRG) e chegando & medula espinhal, por onde tem acesso aos centros superiores
de processamento. Essa conducdo é iniciada nas fibras sensoriais aferentes, ou de primeira
ordem, que podem ser de dois tipos: fibras Ad e fibras C. As fibras Ad séo finas e mielinizadas,
possuem pequeno didmetro (2-5um) e velocidade de condugdo rapida de 2-25m/s. Estas fibras
possuem um alto limiar de estimulacdo, sdo responsaveis pela conducao rapida da dor, ou seja,
da dor aguda e também iniciam as respostas reflexas. As fibras C, por sua vez, sao amielinicas,
possuem pequeno diametro (0,2-1,5um) e velocidade de condugdo lenta de 2m/s. Assim como
as fibras A9, o seu limiar de ativagdo também ¢ elevado, sdo responsaveis pela condugado lenta
da dor, ou seja, da dor tardia, descrita como dor difusa (JULIUS & BASBAUM, 2001; FURST,
1999; ANWAR, 2016). O corpo celular das fibras sensoriais esta presente no DRG, do qual séo
emitidos dois prolongamentos axénicos, sendo um deles direcionado aos tecidos periféricos e
o0 outro & medula espinal ou ao tronco encefalico. As fibras sensoriais entram na medula espinhal
pelo lado dorsal e se comunicam com neur6nios de segunda ordem em regides medulares bem
conhecidas (laminas de Rexed). A ativacdo dos neurbnios subsequentes conduza informacéo
até o SNC supra-espinhal, onde essa serd analisada e interpretada em locais especificos no
cortex. Essa informacdo poderd ser processada e relacionada com vias nervosas
neurovegetativas (relacionada aos 6rgaos) e outros nucleos centrais (sistema limbico, amigdala
etc) JULIUS & BASBAUM, 2001; FURST, 1999; MESSLINGER, 1997; MACHADO &
HAERTEL, 2013).
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Os impulsos gerados pelos estimulos de temperatura e dor chegam ao encéfalo atraves

de duas vias principais: a via neoespinotalamica, ou via classica da dor e temperatura,
constituida basicamente pelo trato espinotaldmico lateral, envolvendo uma cadeia de trés
neurodnios: 1) o neurdnio de primeira ordem ou fibra nociceptiva aferente primaria, que tem
origem periférica nos ganglios espinhais situados nas raizes dorsais (DRGs) com
prolongamentos que se projetam para a medula espinhal terminando na coluna posterior, onde
faz sinapse com o neurénio de segunda ordem; I1) o neurdnio de segunda ordem, de onde partem
seus axbnios que cruzam o plano mediano, se incidem cranialmente para constituir o trato
espinotalamico lateral e ao nivel da ponte se unem com as fibras do trato espinotalamico anterior
para constituir o lemnisco medial e termina no tdlamo fazendo sinapse com o neur6nio de 111
ordem; 1) e o neurdnio de terceira ordem localizado no talamo, no nucleoventral posterolateral,
que se projeta para o cortex cerebral, mais especificamente para a area somestésica do cortex
cerebral situada no giro pos-central (areas 3, 2 e 1 de Broadman), de ondea informacéo € entéo
processada conforme representado na figura 7 (MESSLINGER, 1997; LAMONT et al., 2000;
MACHADO & HAERTEL, 2013). A segunda via, conhecida como paleoespinotalamica, é
constituida por uma cadeia de neurénios em nimero maior do que a via neoespinotalamica. Os
neurdnios de | ordem penetram na medula do mesmo modo que os das vias de dor e temperatura
mencionadas anteriormente para a via neoespinotalamica. Entretanto, os neuronios de segunda
ordem ascendem a medula como trato espino-reticular, que juntamente com o trato
espinotalamico lateral, terminam fazendo sinapses com os neurénios de Il ordem em varios
niveis da formacdo reticular no SNC. Esses neurdnios de Il ordem, por sua vez, emitem
ramificacdes para territorios muito amplos do cortex cerebral. Acredita-se que essas projecdes
estejam mais relacionadas com a ativacgdo cortical do que com a sensacdo de dor. A diferenca
mais marcante entre as vias neoespinotalamica e paleoespinotalamica € que a segunda ndo tem
organizacdo somatotropica, sendo responsavel por um tipo de dor pouco localizada, dor
profunda do tipo crénico, correspondendo a chamada dor em queimacéo, ao contrario da via
espinotalamica, a qual veicula dores localizadas do tipo dor em pontada (MACHADO &
HAERTEL, 2013).
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Figura 7: Mecanismo de transmissao do impulso de dor da periferia até o SNC. Adaptadode
LAMONT et al., 2000.

Os neurdnios, sobretudo através de suas terminagdes axdnicas, entram em contato com
outros neurdnios através das sinapses, conhecidas como sinapses interneuronais. Entretanto,
vale ressaltar que no SNP, as terminacdes neuronais axdnicas podem interagir também com
células ndo neuronais ou efetoras, como células secretoras (glandulas) ou musculares (musculo
esquelético, liso ou cardiaco). Quanto a morfologia e ao modo de funcionamento, as sinapses
podem ser de dois tipos: sinapses elétricas e sinapses quimicas. As sinapses elétricas sdo raras
em vertebrados e exclusivamente interneuronais. Por outro lado, a grande maioria das sinapses
interneuronais e neuroefetoras nos vertebrados sao sinapses quimicas, isto €, a comunicacao
depende da liberacdo de mediadores quimicos, muitas vezes produtos da lesdo ou da inflamacéo
tecidual, conhecidos como neurotransmissores (NT). Uma sinapse quimica compreende o
elemento pré-sinaptico que armazena e libera o NT, o elemento pds-sinaptico, que contém 0s
receptores para 0 NT em questdo, e uma fenda sinaptica, que separa as duas membranas

sinapticas. A sensibilizacdo dos nociceptores pelos diferentes estimulos mencionados acima
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resulta na liberacdo de NT, tais como: as aminas vasoativas (serotonina, bradicinina e

histamina), o 6xido nitrico, protons, potassio, citocinas, metabdlitos do acido araquiddnico
(prostaglandinas e leucotrienos), adenosina, aminoacidos excitatorios, glutamato, substancia P,
entre outros (MACHADO & HAERTEL, 2013; BAUSBAUM et al., 2009; JULIUS &
BASBAUM, 2001). Estes mediadores interagem com receptores especificos nos nociceptores
aumentando a permeabilidade da sua membrana a cations, o que, consequentemente,
proporciona alteracdo no limiar do potencial de acdo e sua deflagragdo com consequente
propagacdo do sinal nociceptivo (GUGINSKI, 2008; GRIFFIS et al., 2006; JULIUS &
BASBAUM, 2001). Em seguida, ocorre a remoc¢édo do NT da fenda sinéptica para que haja um
perfeito funcionamento das sinapses. Essa remocdo pode ser enzimatica ou atraves de bombas
de captacdo para reutilizagdo posterior ou inativagdo (JULIUS & BASBAUM, 2001;
BAUSBAUM et al., 2009).

Devido a ampla variedade de dores e sensa¢des dolorosas, a dor pode ser classificada de
acordo com sua fisiopatologia, duracdo, localizacdo, etiologia e dependéncia do sistema
nervoso simpatico (SNS) e da regido afetada (LAMONT & TRANQUILLI, 2000;
KLAUMANN et al.,2008). Em relacdo a duracdo, a dor pode ser classificada em aguda ou
cronica. A dor aguda, que tem inicio subito e a finalidade de alertar o perigo de uma leséo,
consiste em uma dor pontual com durabilidade inferior a trés meses (esse periodo € variavel de
acordo com o autor), que pode ser resultante de traumas ou associada a doencas, e estad
relacionada com um processoadaptativo biol6gico para facilitar o reparo tecidual e cicatricial.
Ja a dor cronica persiste por um periodo superior a seis meses apés o estimulo inicial e
ultrapassa o periodo usual de recuperacao esperado. A manifestacdo desse tipo de dor pode ser
espontanea ou provocada porestimulos externos e a resposta do organismo é sempre feita de
forma excessiva em duragdo, amplitude ou ambas. A dor crdnica é associada a uma sindrome
debilitante que possui um significativo impacto sobre a qualidade de vida do paciente e se
caracteriza por uma resposta reduzida as terapias analgésicas convencionais (LAMONT &
TRANQUILLI, 2000; KLAUMANN et al., 2008; CELICH & GALON, 2009).
Contextualizando esse tipo de classificagdo com a infecgéo pelo CHIKV, a doenga pode evoluir
em trés fases: aguda, subaguda e crénica. A fase aguda, com duragéo de até 14 dias, é iniciada
apos o periodo de incubacdo. Apds a fase aguda, alguns pacientes evoluem com persisténcia das
dores articulares,o0 que caracteriza o inicio da fase subaguda, com duracdo de até trés meses.
Quando a duracdo dos sintomas persiste além dos trés meses, tém-se a fase cronica (Ministério
da Saude, 2017).
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Outra forma de classificagdo, que sera abordada neste projeto, € a classificacdo

fisiopatoldgicada dor, a qual é dividida em trés tipos: nociceptiva, inflamatdria e neuropatica
(SALTER, 2005). A dor nociceptiva € um mecanismo defensivo crucial aos individuos,
responsavel por advertir danos recentes ou iminentes ao corpo. Ocorre como consequéncia
fisiologica do funcionamento normal do SNP e SNC e é detectada por neurdnios sensoriais
especializados, os nociceptores, em decorréncia da liberacdo de NT especificos que despolarizam
as vias ascendentes de transmissdo da dor, a exemplo do glutamato e substancia P (SALTER,
2005; DUBIN & PATAPOUTIAN, 2010). De acordo com a localizagdo dos nociceptores, a dor
nociceptiva pode ser subdividida em dor somatica e visceral (OMS, 2012). A dor somatica é
desencadeada pela ativacdo de nociceptores em tecidos superficiais (pele, mucosa da boca,
uretra, entre outros) ou tecidos profundos (tecido 6sseo, muscular, conjuntivo e articulacGes).
Cortes e entorses sdo exemplos de causas de dor somaética superficial, enquanto as cdibras
musculares podem resultar em dor somética profunda. J& a dor visceral é causada pela ativacdo
de nociceptores localizados nas visceras, como 0rgaos toracicos e abdominais. A ocorréncia
desse tipo de dor pode ser devido a quadros infecciosos, distensdo de fluido ou compressao de
6rgdos por tumores sélidos (OMS, 2012). Ambos os tipos de dor usualmente respondem a
analgésicos opiéaceos (a exemplo da codeina, tramadol, morfina, metadona, fentanil e oxicodona)
e ndo opiaceos (a exemplo dos anti-inflamatérios nédo esterdides, como o acido acetilsalicilico e
ibuprofeno), com excelente resposta quando a dor € somatica e boa resposta quando a dor é

visceral (Ministério da Saude, 2001).

Como demonstrado na figura 8, o estimulo nociceptivo é reconhecido por receptores
especificos (TRPV1, TRPA1, TRPMS, entre outros), presentes nos nociceptores (fibras Ad e
C). Entdo, esse estimulo é convertido em impulsos elétricos e transmitido pelos nervos
espinhais e cranianos aos neurénios de segunda e terceira ordem no SNC, respectivamente,
como ja descrito. Vale ressaltar que existem receptores especificos para a transducéo de cada
estimulo, mas apenas a presenca desse transdutor nem sempre confere sensibilidade ao
estimulo. Por exemplo, a presenca de TRPMS8, um transdutor de estimulo frio, ndo é
suficientemente capaz de conferir a sensibilidade ao frio. A sensibilidade ao frio também
depende da expressdo de canais de K* (GOLD & GEBHART, 2010).
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Figura 8: Dor nociceptiva. Adaptado de SCHOLZ & WOOLF, 2002.
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A dor neuropética (DN), por sua vez, anteriormente definida como aquela decorrente
de uma lesdo ou disfuncéo do sistema nervoso, em termos atuais € definida como uma leséo
ou doenca que gera danos ao sistema somatossensorial, 0 qual € responsavel pela percepcao
ao tato, temperatura, posicao e dor (MIRANDA et al., 2016). Cerca de 6 a 8% da populagéo
mundial é afetada por essa condicdo cronica, sendo mais prevalente em mulheres e idosos
(LIU & XIA, 2016; COLLOCA et al., 2017). As etiologias mais comuns associadas a DN sdo
a neuralgia pds-herpética, neuralgia trigeminal, radiculopatia dolorosa, neuropatia diabética,
infeccBes pelo virus HIV, amputacBes, hanseniase, esclerose multipla, acidente vascular
cerebral, deficiéncia de vitamina B12 e quimioterapia (COLLOCA et al., 2017; MEACHAM
etal., 2017; ZILIOX, 2017). Diversos fatores afetam negativamente a vida dos pacientes com
DN, como ansiedade, ins6nia, mau humor e depressao, ocasionando um déficit da qualidade
de vida do individuo. Essa condicdo também implica em um aumento do nimero de
prescricbes medicamentosas e cuidados dos profissionais da saude, resultado decorrente da
falha terapéutica durante o tratamento (COLLOCA et al., 2017; ZILIOX, 2017).

Os sinais e sintomas sensoriais da DN sdo classificados em positivos e negativos. Os
sintomas positivos correspondem as sensacGes do tipo parestesias e disestesias, sendo
dolorosas e geralmente descritas como queimaduras, formigamentos ou picadas. Esses
sintomas estdo associados a hiperalgesia (aumento da sensibilidade a dor) e alodinia (sensacgao
de dor a um estimulo que normalmente ndo provocaria a dor). Ja os sinais e sintomas negativos
sdo sensages do tipo anestesia tactil, hipoestesia térmica e perda de sensacdo vibratoria
(NICKEL et al., 2012; ZILIOX, 2017). Geralmente, esses sintomas sdo descritos como
desconfortaveis pelo paciente, mas ndo dolorosos; isso ocorre devido a lesdo direta aos
neuronios sensoriais, gerando morte celular e comprometimento da transdugdo sensorial
(HEHN et al., 2012; NICKEL et al., 2012). A dor neuropatica pode ser melhorada, mas
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frequentemente ndo é completamente aliviada pela analgesia com opiaceos e ndo opiaceos,

sendo necesséria a utilizacdo de farmacos analgésicos adjuvantes, como antidepressivos
(amitriptilina, imipramina, citalopran e sertralina), anticonvulsivantes (carbamazepina,
gabapentina e fenitoina), anestésicos locais (lidocaina), corticosteroides (dexametasona e

prednisona) e antiespasmaodicos (hioscina) (Ministério da Saude, 2001).

Mecanisticamente, a lesdo dos terminais periféricos das fibras C e fibras Ao resulta em
uma alteracdo da densidade dessas fibras e uma hiperexcitabilidade neuronal, com mudanca
da expressdo génica e ativacdo de uma resposta imunolégica. A hiperexcitabilidade neuronal
pode ser explicada pelo aumento da expressdo de isoformas de canais de sédio voltagem
dependentes do tipo Nav. Os canais Nav também sdo expressos nos DRGs originando
potenciais de acdo anormais ao longo da via nociceptiva. Dessa forma, a alteracdo da
expressao e distribuicdo dos canais Nav ao longo dos neurbnios nociceptivos sdo responsaveis
pela producdo de potenciais de acdo de origem espontanea. Esse fenbmeno é chamado de
atividade ectdpica de potenciais de acdo e explica a sensacdo dolorosa que ocorre na DN na
auséncia de qualquer estimulo externo. Esses canais séo ativados apds a deteccao sensorial de
estimulos pelos receptores do tipo TRP (HEHN et al., 2012; GARCIA-LARREA, 2014; GEIS
et al., 2017; MEACHAM et al., 2017). Além dos canais Nav, sugere-se que a atividade dos
canais de Ca?* voltagem dependentes também seja importante na modulagdo da transmisséo
singptica (FORNASARI, 2012). Adicionalmente, observa-se na DN periférica uma
diminuicdo da ativacdo e expressdo de canais de potassio do tipo Kv, que sdo canais
repolarizantes e reguladores da descarga elétrica, o que resulta em uma diminuicdo das
correntes de K* e, consequentemente, um aumento da excitacdo dos nervos sensoriais. Alguns
autores também descrevem que a producdo de varios mediadores inflamatorios, como TNF,
IL-1B, IFN-y e PGEZ2, por células do sistema imune (macréfagos, neutréfilos e mastocitos), é
responsavel por manter a sensibilizacdo das fibras nervosas e, consequentemente, um
prolongamento da sensacdo dolorosa, tanto na regido da lesdo do nervo, quanto ao nivel do
corpo celular dos DRGs (PERKINS & TRACEY, 2000; MORIN et al., 2007, MEACHAM et
al., 2017). Ainda, as neurotrofinas (NGF) produzidas por essas células sdo responsaveis por
ativar quinases e alterarem a expressao de transdutores (particularmente TRPV1 e canais de
sodio tipo Nav), 0 que aumenta a sensibilizacdo dos neurdnios periféricos (HEHN et al., 2012).
Outro fato importante é a expressdo de receptores adrenérgicos nas fibras nociceptivas, o que
gera respostas a norepinefrina circulante (GARCIA-LARREA, 2014). No entanto, 0s
mecanismos envolvidos com as alteracdes nas vias nociceptivas, a nivel medular e nos DRGs,
nédo estdo bem descritos para estados dolorosos cronicos causados por infecgdes. Este € um
ponto importante, uma vez que em estados infecciosos, como na infec¢édo pelo CHIKV, a
producdo de mediadores inflamatorios é essencial para ativar respostas efetoras que culminam

na eliminacéo do patdgeno.
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A hiperexcitabilidade periférica pode ocasionar a sensibilizacdo das vias nociceptivas

da medula espinhal, gerando uma sensibilizacdo central (NICKEL et al., 2012). A descarga
continua de fibras aferentes periféricas permite a liberacdo de NT, como glutamato (NICKEI
et al., 2012; GARCIA-LARREA, 2014). O glutamato esta envolvido na transmissdo da dor,
por meio de 3 receptores: acido a-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazelopropriénico (AMPA),
N- metil- aspartato (NMDA) e os receptores de glutamato acoplados a proteina G. Os
peptideos CGRP e substancia P, que séo liberadas nos terminais das fibras nociceptivas,
revertem a inibicéo fisioldgica dos receptores NMDA que normalmente sdo bloqueados por
fons Mg?*. Dessa forma, ocorre uma potencializagdo dos estimulos nocivos (NICKEL et al.,
2012). Alteragdes de vérias cascatas de sinalizacdo celular participam do processo de
sensibilizagdo central, como a ativacdo da proteina quinase C, via da proteina quinase ativada
por mitégeno (MAPK), vias de sinalizacdo de Oxido nitrico. Essas vias também estdo

envolvidas no prolongamento da sensacao dolorosa (NICKEL et al., 2012).

Nos Ultimos anos, varios trabalhos tém demonstrado que as modifica¢des funcionais ndo
s80 apenas um processo intrinseco dos neurdnios, mas que neste fendmeno as células da glia,
presentes tanto no SNC (células da glia na medula espinal) quanto no SNP (células satélites
do DRG), desempenham um importante papel. As células da glia (microglia, astrocitos e
oligondendrécitos) tem fungéo de fornecer suporte, nutricdo e protecdo aos neurdnios. A ideia
principal é que durante o processo de instalacdo da nocicepcdo, as células da glia sdo
responsaveis pela criacdo de um ambiente inflamatério na medula espinal, bem como nos
DRGs, induzindo e mantendo estados dolorosos crénicos (MILLIGAN & WATKINS, 2009).

Varios mecanismos tém sido propostos para explicar a ativacdo das células gliais da
medula espinhal e das células satélite nos DRGs e sua contribuicdo para a génese da dor
crbnica. As evidéncias sugerem que durante os processos de lesdo tecidual, a constante
estimulacdo das vias nociceptivas leva a liberacdo intensa de NT excitatorios (glutamato,
substancia P, ATP) na medula espinhal e nos DRGs, 0s quais seriam responsaveis pela
ativagéo das células da glia (MILLIGAN & WATKINS, 2009). Entre os principais mediadores
inflamatorios descritos como participantes do processo de desenvolvimento e manutengéo da
DN estdo as citocinas TNF, IL-1p e IFNy. Ainda, existem evidéncias que a ativacao de células
da glia por CCL2 e CCL5 (via receptores de quimiocina) pode estar também relacionada com
0 desenvolvimento da DN. Como descrito acima, a quimiocina CCL2 possui importante
participacdo no processo de infeccdo pelo CHIKV. De forma geral, todos estes mediadores
culminariam na expressao da enzima ciclooxigenase-2 e producdo de PGE2. Muitos autores
ainda atribuem a liberacdo destes mediadores com a manutencdo da sensibilizacdo dos
neurdnios nociceptivos periféricos na DN (ABBADIE et al., 2003; MILLIGAN &
WATKINS, 2009; KIGUCHI et al., 2010).
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Por fim, a dor inflamatdria € resultado de uma resposta inflamatéria aguda em um tecido

lesionado que pode culminar em aumento da sensacdo dolorosa e/ou a diminuigdo do limiar de
dor a estimulos que normalmente ndo produzem ou produzem pouca dor (LINLEY et al., 2010).
Sabe-se que a expectativa de vida é reduzida entre 3 a 18 anos em 80% dos pacientes
diagnosticados com dor inflamatoria (NAZEMIAN et al., 2016). Esse tipo de dor também pode
influenciar negativamente a realizagdo de atividades de vida diaria, devido a reducdo do
funcionamento e mobilidade da &rea acometida (COBOS et al., 2012). A dor de origem
inflamatdria resulta, basicamente, da interacdo entre o tecido danificado e o0s neurdnios
sensoriais nociceptivos periféricos por meio da sensibilizacdo direta de nociceptores através de
mediadores inflamatorios, a exemplo de IL-6, IL-1p ¢ TNF (CUNHA et al., 2005). Como
representado pela figura 9, esses mediadores podem ser liberados diretamente pelas células
danificadas pelo trauma tecidual ou por células da imunidade inata ou adaptativa que migram
ao tecido lesionado e sdo fundamentais para o desenvolvimento das respostas inflamatorias e
hiperalgésicas (CUNHA et al., 2005). No que se refere a dor, os mediadores inflamatérios
durante a resposta inflamatoria podem ser divididos em dois grupos: os mediadores
hipernociceptivos intermediarios e hipernociceptivos finais. Os mediadores intermediarios, tais
como TNF, IL-1p e IL-8, sdo liberados nas fases iniciais da inflamag&o, sendo responsaveis
pela liberacdo de outros mediadores. J& os mediadores finais, tais como endotelina, substancia
P, prostaglandinas e aminas simpaticas, interagem diretamente com seus receptores especificos,
presentes nos neurdnios aferentes primarios, provocando sua sensibilizacdo. Esses mediadores,
por sua vez, agem, preferencialmente, em receptores neuronais metabotropicos de fibras C,
desencadeando a ativacdo de mensageiros secundarios, tais como AMP ciclico (CAMP),
proteina kinase A (PKA) e proteina kinase C (PKC). Por exemplo, a subsequente fosforilacdo
do canal de sédio voltagem-dependente Nav 1.8 e a inibicdo de canais de potassio voltagem-
dependentes sdo responsaveis pela queda dos limiares de ativacdo neuronais, aumentando a
excitabilidade de membrana (FERREIRA & NAKAMURA, 1979; FERREIRA, 1980).
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Figura 9: Dor inflamatéria. Adaptado SCHOLZ & WOOLF, 2002.

Dessa forma, a reducdo da dor inflamatoria envolve a inibicdo da sintese ou acimulo de
componentes inflamatorios. Um exemplo sdo os farmacos anti-inflamatdrios néo esteroidais
(AINES), que reduzem a dor inflamatdria e hiperalgesia por inibicao de ciclooxigenases (COX-
1 e COX-2) envolvidas na sintese de prostaglandinas. Outra forma de tratamento da dor
inflamatoria € a inibicdo das acbes de agentes inflamatdrios no nociceptor como, por exemplo,
0 NGF, utilizando anticorpos neutralizantes (Anti-NGF) (BASBAUM et al., 2009).

1.7.  Principais mediadores inflamatdrios envolvidos no processo nociceptivo
Como descrito no tépico anterior, diferentes mediadores inflamatdrios contribuem
significativamente tanto para a dor neuropatica quanto para a dor inflamatoria, uma vez que
atuam a nivel periférico e central desempenhando papéis diferentes e importantes na génese e

manutencéo da dor.

As citocinas liberadas por células imunes e células ndo neuronais (a exemplo das células
epiteliais) podem atuar diretamente nos neurdnios nociceptores para sensibilizar as vias de dor,
a exemplo de TNF, denominada pro-algesica. O TNF medeia a sensibilizacdo a dor
principalmente através do receptor TNF 1 (TNFRZ1) e diversos trabalhos tém demonstrado isso.
Em um modelo murino de dor inflamatoria induzida por carragenina, a hiperalgesia mecanica
foi marcadamente reduzida em camundongos com deficiéncia de TNFR1. Em modelos de
artrite, a neutralizacéo sistémica do TNF com etanercept atenuou a hipersensibilidade mecénica
e térmica nas articulagdes afetadas (VON BANCHET et al., 2009; GONCALVES et al., 2020).
De forma interessante, a aplicacdo de TNF nos corpos celulares dos DRGs induz um aumento
da excitabilidade neuronal (BARAL et al., 2019). No SNC, a microglia e astrocitos também

liberam TNF, o qual atua nas vias neurais para modular a sinalizacdo da dor (JI et al., 2014).
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Além disso, foi demonstrado que 0 TNF aumenta as frequéncias pos-sinapticas excitatorias e a

transmissao sinaptica no corno dorsal espinhal apds injecéo intratecal (ZHANG et al., 2011).
Ainda, o bloqueio do TNF em pacientes com artrite reumatdide também reduziu
significativamente a dor, proporcionando ndo apenas alivio sintomatico, mas também
alteracdes do sinal nociceptivo no talamo e no cortex somatossensorial envolvidos na percepcao
da dor (HESS et al., 2011).

Durante a inflamacdo, diferentes mediadores lipidicos séo liberados e também
desempenham um papel importante na sinalizacdo da dor. As prostaglandinas e os leucotrienos
direcionam a sensibilidade a dor, enquanto lipideos pro-resolutivos, como resolvinas e
maresinas, tém acdo analgésica (PINHO-RIBEIRO et al., 2017). De forma interessante, 0s
efeitos analgésicos dos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) atuam justamente através do
blogueio das enzimas ciclooxigenases 1 (COX-1) e 2 (COX-2), responsaveis pela converséo do
acido araquiddénico em precursores prostanoides, 0s quais sdo posteriormente convertidos em
prostaglandinas e tromboxanos. Cinco prostanodides bioativos sdo gerados por essa via
(prostaglandina E2 (PGE2), PGI2, PGD2, PGF2a e tromboxano) e a sensibilizacdo dos
terminais nervosos periféricos por prostaglandinas € uma das principais causas de dor
inflamatéria (BARAL et al., 2019). Ferreira (1972) mostrou que a injecdo de PGE2 em
voluntarios humanos causou uma hiperalgesia duradoura ou uma sensibilizacdo a outros
estimulos quimicos ou mecanicos. Neste artigo, ele demonstrou fortemente a ideia de que uma
prostaglandina sensibilizou as terminacdes nervosas sensoriais para a atividade nociceptiva.
(FERREIRA et al., 1972). Além disso, sabe-se que 0s terminais nociceptivos periféricos
expressam receptores acoplados a proteina G para varios prostanéides:EP1- EP4 (que se ligam
a PGE2), DP1 e DP2 (que se ligam a PGD2) e o receptor da prostaciclina (que se liga a PGI12).
A ativacdo dos receptores DP1, EP2, EP4 e IP medeia um aumento nos niveis de cAMP
neuronal, enquanto a ativacdo do receptor EP1 induz a mobilizacdo de calcio (CHEN et al.,
2013). A inflamacéo periférica também induz a expressdode COX-2 nos neurdnios do SNC,
levando ao acumulo de niveis de PGE2 no liquido cefalorraquidiano e a modulagéo da dor por
mecanismos centrais (SAMAD et al., 2001). Enquanto o EP1 — EP4 aumenta a atividade do
TRPV1 por meio da sinalizagdo dependente daproteina quinase C (PKC) e A (PKA) durante a
sensibilizagdo periférica, a PGE2 espinhal aumenta a excitabilidade neuronal espinhal através
do EP2 (BARAL et al., 2019).

Uma outra molécula importante no processo de algesia é a bradicinina, um peptideo
enddgeno gerado a partir da protedlise do sistema cinina-calicreina que participa de variados
eventos fisioldgicos e na patogénese de diferentes doencas. A bradicinina excita/sensibiliza os
neurdnios sensoriais primarios e provoca a liberacdo de neuropeptideos, como a substancia P,
a neuroquinina A e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina. Dessa forma, a bradicinina

tem sido amplamente associada a hiperalgesia inflamatdria e neuropatica e inibidores desse
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peptideo tém sido estudados como potenciais terapias para varias condi¢des clinicas. Além

disso, a bradicinina também desempenha papéis importantes na vasodilatacao e na resposta ao
estresse oxidativo. De forma geral, as cininas sdo produzidas no plasma humano e em tecidos
corporais especificos através da clivagem de precursores de cininogénio de alto peso molecular
por calicreinas plasmaticas e teciduais, respectivamente. As cininas sdo altamente inflamatorias
e podem ser ainda mais degradadas em peptideos inativos pelas cininases. A clivagem
diferencial dos cininogénios de alto peso molecular gera espécies distintas de cininas (a
exemplo da bradicinina) que sdo reconhecidas por dois receptores de bradicinina, B1 e B2. O
primeiro receptor (B1) esta ausente na maioria dos tecidos corporais, mas é facilmente induzivel
e pode ser detectado quando a inflamac&o est& presente. J& o segundo (B2) é considerado um
receptor constitutivo da bradicinina e é altamente expresso em todos os tecidos corporais. Os
receptores B2 geralmente estdo relacionados a dor aguda, enquanto os receptores B1 estdo
relacionados a dor da inflamacéo cronica (GRASTILLEUR et al., 2013; FALSETTA et al.,
2016; BARAL et al., 2019).

Dessa forma, € notavel que vérios mediadores inflamatorios contribuem
significativamente para a dor neuropética e inflamatéria, uma vez que atuam perifericamente
nos terminais dos nociceptores para conduzir a sensibilizacdo periférica ou modulam a
neurotransmissao e os circuitos da dor na medula espinhal para conduzir a sensibilizacéo

central.
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2. JUSTIFICATIVA

Os dados epidemioldgicos da infeccdo pelo CHIKV no Brasil sdo alarmantes e, juntamente
com a dengue, colocam a febre chikungunya como uma das arboviroses mais importantes que
acometem o homem na atualidade. Essa emergéncia se deve principalmente a elevada taxa de
morbidade da populacdo acometida, devido a inducdo da artralgia cronica e dor persistente
nestes pacientes, o que resulta em uma reducao da produtividade da populacédo trabalhadora,
queda massiva da qualidade de vida dos individuos acometidos e grande impacto econémico
aos Orgaos publicos de saude. O tratamento da doenca é limitado, visto que ainda ndo existem
farmacos especificos e/ou vacina aprovada. O tratamento € de suporte sintomatico, com uso de
medicamentos anti-inflamatdrios, analgésicos (opiodides, ndo opidides e adjuvantes), hidratacdo
e repouso. Com relacdo a forma de prevencdo, assim como nos casos da infec¢do por outros

arbovirus, 0 método mais eficaz consiste em evitar reproducéo e propagacdo do mosquito vetor.

Estudos recentes tém sido conduzidos em sistemas in vivo e in vitro visando elucidar a
fisiopatologia da infeccdo pelo CHIKYV, a exemplo do tropismo viral, perfil de replicacéo viral,
celulas e mediadores inflamatdrios envolvidos na resposta do hospedeiro frente a infecgdo, nas
fases aguda e crénica da doenca. Até 0 momento, as hip6teses para o desenvolvimento da dor
articular associada a infeccdo pelo CHIKV sdo baseadas em uma resposta inflamatoria
exacerbada sustentada associada a replica¢do do virus ou persisténcia de componentes virais,
como por exemplo o RNA viral, nos tecidos do hospedeiro. De maneira semelhante a
patogénese da artrite reumatdide, a resposta imune prolongada e exacerbada pode causar danos
teciduais ou promover osteoclastogénese e, entdo, induzir a reabsorcdo 0ssea. No entanto,
apesar das evidéncias fornecidas por alguns estudos para esta hipotese, hd uma grande
quantidade de informacdes sobre a patogénese da artrite cronica induzida por CHIKV que ainda
ndo foram elucidadas (ROOSENHOFF et al., 2016). Os mecanismos periféricos e centrais
envolvidos com as alteracfes nas vias nociceptivas, a nivel medular e nos DRGs, durante a
infeccdo pelo CHIKV permanecem por ser elucidados. Deste modo, novos estudos sé&o
necessarios para compreender os diferentes mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na dor
induzida pelo CHIKV.
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo geral

Estudar os mecanismos e mediadores envolvidos na génese e manutengdo da

hipernocicepcdo induzida pela infeccéo pelo virus chikungunya (CHIKV).

3.2.  Objetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Caracterizar a hipernocicepcdo induzida pelo CHIKV em camundongos selvagens da
linhagem C57BL/6;

Caracterizar o efeito de drogas com efeito analgésico na fase aguda e persistente da

hipernocicepcéo induzida pelo CHIKV no modelo:

Morfina;

o &

Pregabalina;

Dexametasona;

o o

Naproxeno;

e. Celecoxibe.

Caracterizar o perfil de expressdo de mediadores inflamatérios no DRG de camundongos
infectados pelo CHIKV;

Avaliar o papel do TNF durante a doenca e na génese e desenvolvimento da

hipernocicepcao induzida pelo CHIKV;

Avaliar o papel de IL-6 no desenvolvimento da hipernocicepgédo induzida pelo CHIKV;

Avaliar o papel dos receptores de bradicinina no desenvolvimento da hipernocicepgéo
induzida pelo CHIKV;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1.  Virus

Neste trabalho, foi utilizada uma linhagem Asiatica do virus chikungunya isolada de
uma amostra clinica de um paciente virémico, a qual foi gentilmente cedida pelo prof.
Mauricio Lacerda Nogueira da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP,
sob numero de acesso BHI3762/H 804917, e mantida no laboratorio Interacdo Microrganismo
Hospedeiro - Departamento de Microbiologia (UFMG).

4.2.  Animais e células

Neste trabalho, foram utilizados camundongos do tipo “selvagem” (WT) da linhagem
C57BL/6 com 4 semanas de idade adquiridos do Biotério Central da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) em Belo Horizonte, Minas Gerais. Além disso, foram utilizados
camundongos da linhagem C57BL/6 geneticamente modificados deficientes para: (1) o
receptor 1 (p55) do TFN (TNFRp557°); (2) os receptores de cininas, B1 ou B2 e (3) o receptor
da interleucina IL-6 (IL-6R/"), todos com 4 semanas de idade, os quais foram adquiridos do
Biotério de Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Todos
os animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Imunofarmacologia do ICB/UFMG
sob condicdes controladas de temperatura (28°C a 30°C), umidade (50%), ventilacao, ciclos
de iluminacdo claro e escuro de 12 horas, racdo e agua sem restricGes. A infeccdo dos
camundongos foi realizada pela administracdo intraplantar (i.pl.) (30ul) de uma solugéo de
sobrenadante de cultura (C6/36) contendo 1,0x10° PFU de CHIKYV. Os camundongos controle
receberam o mesmo indculo contendo apenas o sobrenadante de cultura (C6/36). Todos 0s
procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em
Utilizacdo Animal (CEUA) da UFMG, sob o protocolo 230/2017.

4.3. Féarmacos
Neste trabalho, foram utilizados farmacos de diferentes classes terapéuticas. Para todos
os farmacos, utilizamos dois esquemas de tratamento diferentes: No primeiro esquema (DO-
2), os camundongos foram tratados nos dias O, 1 e 2 da infecgdo, enquanto no segundo (D7-

9), os camundongos foram tratados nos dias 7, 8 e 9 apos a infeccao.
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a. Agonista de receptores opioides: Morfina (5mg/kg, i.p. 1 vez ao dia);

b. Analogo de GABA, anticonvulsivo e antiepiléptico: Pregabalina (30mg/kg, i.p. 1
vez ao dia);
Corticosteroide: Dexametasona (2mg/kg, i.p. 1 vez ao dia);

d. Inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase: Naproxeno (60mg/kg, i.p. 1 vez ao dia);

e. Inibidor seletivo da ciclooxigenase 2: Celecoxibe (15mg/kg, i.p. 1 vez ao dia ou
intratecal 5ug i.t. 1 vez ao dia);

f. Proteina de fusdo do receptor p75 do TNF: Etanercept (25mg/kg, i.p. 1 vez ao dia
ou intratecal 5ug i.t. 1 vez ao dia).

4.4.  Propagacdo e concentragdo do virus
O CHIKYV foi propagado em células C6/36 (Aedes albopictus clone C6/36) provenientes
do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) sob nimero 0343 mantidas em estufa incubadora
de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD), com atmosfera umidificada a 37°C na presenca
de meio de cultivo Leibowitz L-15 suplementado com 1,5% HEPES, 1% antibidticos, 1% L-

Glutamina, 1% aminoacidos ndo essenciais, 2% Soro Fetal Bovino — por 5-7 dias.

Os sobrenadantes obtidos das culturas infectadas foram centrifugados a 600g por 10min
para retirada dos fragmentos celulares. Subsequentemente, o sobrenadante foi adicionado na
coluna de concentracéo viral (Vivacell 100 centrifugal concentrator — Sartorius, Alemanha) e
as particulas virais foram concentradas pelo auxilio de centrifugacdo (2000g por 10 min). O
volume que ultrapassou a membrana foi descartado e o0 sobrenadante que permaneceu no
concentrador foi aliquotado e armazenado em freezer -80°C para uso posterior. O titulo viral,
expresso em unidades formadoras de placa (PFU)/mL, das amostras foi obtido através do ensaio

de formacao de placas em células permissivas da linhagem VERO, como descrito no item 4.5.

4.5.  Determinacdo da carga viral

Para determinar a carga viral nos estoques virais e nas amostras de soro e tecidos dos
camundongos infectados pelo CHIKV, foi empregada a técnica de titulagdo viral por ensaio
de formacéo de placas de lise como descrito por BAER & KEHN-HALL, 2014.

Brevemente, células da linhagem VERO (células derivadas de rim do macaco verde
africano - Cercopithecus aethiops) também provenientes do BCRJ sob nimero 0245, foram
crescidas em meio RPMI 1X, suplementado com 1,5% HEPES, 1% antibidticos, 1% L-
Glutamina, 1% aminoacidos ndo essenciais, 10% Soro Fetal Bovino. As células foram
tripsinizadas, homogeneizadas e implantadas em placas de 6 ou 12 pogos a uma densidade de
1x10° células/pogo e 5x10° células/pogo, respectivamente. As placas foram incubadas em
uma estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 por cerca de 24 horas, quando seus pogos



apresentavam uma monocamada de células com uma confluéncia de 85 a 90%. *
Os estoques virais e as amostras de soro obtidas dos camundongos infectados foram
diluidos serialmente em meio RPMI. As amostras coxim plantar, tornozelo, joelho, quadriceps,
baco, figado e cérebro foram pesadas, maceradas com auxilio de gral e pistilo de porcelana
estéreis e diluidas serialmente, seguindo a proporcao de 10% peso/volume, em meio RPMI com
antibidticos na auséncia de SFB. As amostras de linfonodo popliteo (LNP), nervo esquiético,
medula espinhal e os ganglios da raiz dorsal L3, L4 e L5 ipsilaterais a infec¢do serdo maceradas
entre laminas estéreis e diluidas em 500mL de meio RPMI. A cada po¢o de uma placa sera
adicionado 400uL (para placa de 6 pocos) ou 300uL (para placa de 12 pogos) de cada uma das
diluicdes (102 a 107") de uma dada amostra (tecido) ou dilui¢es de (102 a 10#) para o soro. O
controle de células sera um poco ndo inoculado, ao qual ser& acrescentado apenas o meio RPMI
com antibidticos na auséncia de SFB nos mesmos volumes. As placas serdo incubadas por um
periodo de uma hora a 37°C (periodo de adsorcdo viral) durante o qual serdo gentilmente
movimentadas de quinze em quinze minutos para garantir uma distribuicdo homogénea das
particulas virais sobre a monocamada de células. Terminado o periodo de adsor¢do, 0 meio sera
retirado dos pocos e desprezado, e as células lavadas com meio RPMI. Em seguida, sera
adicionado meio DMEM contendo 1.6% de carboximetilcelulose, antibidticos e 2% de SFB. As
placas serdo incubadas a 37°C por quatro dias, periodo no qual os efeitos citopaticos podemser
observados ao microscopio invertido. Apos este periodo, as mesmas serdo fixadas com formol
tamponado a 10% por no minimo 30 minutos e, posteriormente, coradas com solugdo 1% p/v
de cristal violeta em H20 deionizada, para a determinacéo do titulo das amostras, 0s quais serdo

expressos em PFU/g ou PFU/mL (Unidades Formadoras de Placa).
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4.6. Medida do edema plantar

Com a utilizacdo de um paquimetro, foi realizada a medida do edema plantar dos
animais infectados pelo CHIKV. As medidas foram realizadas previamente a injecdo do virus,
para obtencdo dos niveis basais de cada animal, e nos dias 1, 3, 7 e 14 ap0s a infeccdo. A medida
do volume da pata foi realizada sempre duas vezes pelo mesmo operador e a média destes
valores foi utilizada para a computacdo dos dados. Os valores das medidas foram expressos na
unidade de volume milimetro (mm). Para controle do experimento, foram utilizados

camundongos que receberam injecéo via i.pl. contendo apenas PBS.

4.7.  Medida da hipernocicepcdo articular
A avaliacdo de hipernocicep¢do, ou medida de dor em animais de experimentacéo, foi
realizada por diferentes testes: filamentos de Von Frey, Von Frey eletrdnico e teste de

Hargreaves.

O teste de medida de presséo eletronica modificado em camundongos, ou simplesmente
von Frey eletrdnico, foi realizado da seguinte forma: Resumidamente, os camundongos foram
colocados em caixas de acrilico sobre uma tela de suporte metélica pelo periodo de 15 a 30
minutos (periodo de adaptacdo). Neste experimento, foi utilizado um medidor de presséo
eletrobnico que visa avaliar a transmissdo do estimulo através de um sensor (INSIGTH
Instruments, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). O teste consiste na aplicagdo de uma ponteira romba
de 0,5mm? na parte posterior da pata dos animais infectados pelo CHIKV ou nos animais
controle (PBS), onde a forca perpendicular aplicada na area central da superficie plantar induz
a flexdo da articulacdo do joelho seguido da resposta de retirada da pata pelo animal. A
intensidade da pressao foi automaticamente recordada pelo sensor e os valores para a resposta
foram obtidos ap6ds trés medidas, antes e ap0s a infeccdo de cada animal individualmente. A
hipernocicepcao articular foi avaliada diariamente apos a inoculacdo do CHIKV. Os resultados

foram expressos como média, como descrito por Cunha e colaboradores (2004).

O teste de Hargreaves, por sua vez, foi descrito 1988 e consiste no aguecimento, por meio
deuma fonte radiante de luz infravermelha, da regido central da planta da pata traseira de
camundongos. O comportamento nociceptivo foi avaliado como a sensibilidade ao calor
(hipernocicepgéo térmica), determinada pela laténcia de retirada da pata do raio de luz.Contudo,
o limite maximo permitido para exposi¢éo da pata ao raio infravermelho foi de 15 segundos, no
sentido de evitar danos teciduais. Os animais foram colocados em compartimentosde acrilico
individuais posicionados sobre uma superficie de vidro especial, que permite a passagem de
forma homogénea da luz e do calor. Cinco minutos foram utilizados paraadaptacdo dos animais
ao ambiente. Apoés esse periodo, a fonte de luz infravermelho, colocadasob cada uma das patas

traseiras do animal, foi acionada juntamente com um crondémetro eletrénico, até que o animal
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retirou a pata e a fonte de luz e o relogio pararam automaticamente.Duas ou trés medidas foram

realizadas com um intervalo de tempo de 5 a 10 minutos entre as mesmas. As medidas de
laténcia de retirada da pata foram expressas como avaliagdes percentuais relativas as patas-

controle (contralaterais) em cada tempo de observacao.

4.8.  Quantificacdo indireta de neutréfilos (MPO)

O acumulo de neutrdfilos nos tecidos foi avaliado pelo ensaio indireto através da
quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Para tanto, fragmentos do coxim
plantar dos animais infectados ou controles foram retirados e congelados a -20 °C. Apos o
descongelamento, 100mg do tecido foi homogeneizado em 2mL de tampéo (pH 4,7) (0,1M
NaCl; 0,02M NaPOg4; 0,015M NaEDTA), utilizando-se um homogeneizador elétrico de tecidos
(Power Gen 125 - — Fisher Scientific International, EUA). Ap6s centrifugacdo a 3000g, por 10
min, a 4°C (Centrifuga BR4 — Jouan, EUA), o sobrenadante foi desprezado e o precipitado
submetido a lise osmotica pela adicdo de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de tecido, 1,5mL de
solucdo) seguido (apds 30 segundos) da adi¢do de igual volume de solugdo contendo NaCl 1,6%
e glicose 5% gelada. Apo6s nova centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em tampao
NasPO4 0,05M (pH 5,4) contendo brometo de hexadeciltrimetilaménio (HTAB) 0,5% p/v e re-
homogeneizado. Aliquotas de 1mL da suspensdo foram transferidas para microtubos (Tubo
3810, eppendorf do Brasil) de 1,5 mL e submetidas a trés ciclos de congelamento e
descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Essas amostras foram novamente

centrifugadas por 15 min a 10.000rpm e o0s sobrenadantes coletados.

A atividade da mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada através de leitor
de ELISA (450nm) usando tetramethylbenzidine (1.6mM) e H20 (0.5mM) para a medicao das
alteracdes da densidade optica (OD). Os resultados foram expressos como OD (Souza et al.,
2004).

4.9. ELISA

Para dosagem de citocinas e quimiocinas, fragmentos do coxim plantar foram
homogeneizados em solugdo de PBS contendo inibidor de proteases (0,1mM
phenylmethilsulfonyl fluoride; 0,1mM benzethonium chloride; 10mM EDTA e 20 KI
aprotinina A) e 0,05% Tween 20, na proporc¢éo de 0,1g de tecido para cada mL de solucéo; foi
utilizado um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania,
USA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000rpm por 10 minutos a 4°C
(Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA, USA) e os sobrenadantes recolhidos e estocados em
microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) a -20°C.
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As amostras foram analisadas na diluicdo 1:2 para citocinas e 1:3 para quimiocinas em

PBS contendo 0,1% de albumina bovina, como previamente padronizado em nosso laboratério.
Foram utilizados kits de anticorpos (R&D Systems, EUA), seguindo o protocolo recomendado
pelo fabricante. Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos (C96 MicroWell™

Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, EUA).

Para a realizagdo do ensaio, os anticorpos de captura foram diluidos em PBS (pH 7,4) e
a sensibiliza¢éo ocorreu durante 18h a 4°C. A reacdo foi bloqueada com PBS acrescido de 1%
de albumina bovina (Sigma-Aldrich, EUA). As amostras, os padrdes e o branco (albumina
0,1%) foram adicionados aos pocos e incubados por 18h. Os poc¢os foram entdo lavados e o
anticorpo de deteccao adicionado pelo periodo de 2h. A reacdo foi detectada pela incubacéo
com streptavidina conjugada com peroxidase (HRP-Streptavidin Pharmingem — 1:4000) e
revelada com OPD (o-phenylenediamine dihidrocloride — Sigma-Aldrich, EUA). Apos 30
minutos, a reacdo foi interrompida com a adicdo de 50°L de H2SO.. A leitura foi feita no leitor
de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) em comprimento de onda

de 492nm. Os ensaios apresentam uma sensibilidade de 8-16pg/ml.
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4.10. Analise histopatoldgica

O membro inferior direito de camundongos, contendo o musculo quadriceps, joelho e o
tornozelo, foi coletado ao longo da cinética da infeccédo e fixado em formol 10%v/v por no
minimo 2 dias. Em seguida, os tecidos permaneceram em uma solucdo de EDTA 14%plv,
durante aproximadamente 40 dias, com troca da solugcdo a cada 3 dias, para a sua
desmineralizacdo. Uma vez desmineralizados, os tecidos foram processados, incluidos em
parafina, cortados, montados em laminas e corados com Hematoxilina e Eosina (H&E), como
descrito por Costa e colaboradores (2015). Foram avaliados os seguintes parametros nos cortes
corados por H&E: a gravidade da hiperplasia sinovial (0: sem alteragdes; 1: hiperplasia focal,
2: hiperplasia extensa; 3: hiperplasia generalizada), intensidade de infiltrado inflamatorio (O:
ausente; 1: leve; 2: moderado; 3: intenso; 4: generalizado), hiperemia (0: ausente; 1: presente),
presenca de células inflamatorias no espaco sinovial (0: ausente; 1: presente), perda da
arquitetura tecidual (0: ausente; 1: presente). Apos a analise, as pontuacGes foram somadas,
podendo totalizar 10 pontos.

4.11. Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como a média + erro padrdo médio (EPM) por grupo
de 3 ou 5, assim como definido no calculo amostral aprovado no Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA). Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o teste t ndo
paramétrico ou a andlise de variancia a um critério (ANOVA ONE-WAY), seguido de
comparag6es multiplas de Newman-Keuls. Para a realizacdo de todas as analises, foi utilizado
o software GraphPad PRISM (GraphPad Software, EUA). Os niveis de significancia foram
estabelecidos em p<0,05.
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5. RESULTADOS

A padronizacdo do modelo murino de infec¢do pelo CHIKV em nosso laboratorio esta descrita
no artigo Tumor necrosis factor plays a deleterious role in the pathogenesis of chikungunya
virus infection (MOREIRA, T. P. et al.), o qual estd em submiss&o na revista Immunology. De forma
geral, os camundongos C57BL/6 machos de 4 semanas de idade foram infectados via intraplantar
com 1,0x10° PFU do CHIKYV e diversos paranetros clinicos, inflamatorios e virais foram avaliados
durante a cinética da infeccdo: 1, 3, 7, 14 e 21 dias.

Nossos resultados demonstraram que a infeccao intraplantar pelo CHIKYV induz hipernocicec¢ao
mecanica prolongada nos camundongos. Ainda, foi observada a presenca de carga viral viavel em
diferentes 6rgdos-alvo, como pata, articulacdo do tornozelo, linfonodo popliteo (LNP), joelho
ipsilateral, baco e soro, nos primeiros tempos ap6s a infeccdo (1 e 3 dias). Com rela¢do aos parametros
inflamatorios, foi demonstrado que a infeccdo induz um intenso influxo de neutrofilos na pata e a
producdo local de diferentes mediadores inflamatorios, como TNF. De forma geral, nosso modelo
culmina em um dano tecidual generalizado, evidenciado pela presenca de importante infiltrado
celular e intensa perda da arquitetura tecidual no 7° dia ap6s a infec¢do. Contudo, o nosso modelo se

mostrou autoresolutivo, uma vez que no 14° dia, a arquitetura do tecido se restabeleceu.

5.1. A infeccdo intraplantar pelo CHIKV em camundongos imunocompetentes induz
hipernocicepcdo mecanica e térmica.

Um pardmetro clinico importante e caracteristico da CHIKF, mas ndo mostrado
anteriormente em outros modelos experimentais disponiveis na literatura, ¢ a dor, ou
hipernocicepcdo em animais. Assim, a fim de avaliar capacidade do CHIKV em induzir
hipernocicepcao, camundongos C57BL/6 machos com 4 semanas de idade foram infectados
com 1,0x10° PFU do CHIKV via intraplantar (i.pl) ou intra-articular (i.a.) e a sensibilidade
mecénica e térmica desses animais foi avaliada por até 21 dias (Figura 10).
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Figura 10: A infecgéo via intraplantar pelo CHIKV em camundongos imunocompetentes induz
hipernocicep¢do mecénica e térmica, ao passo que a inoculagdo do virus por via intra-articular
altera o limiar mecanico sem interferir com a sensibilidade térmica. Os camundongos da linhagem
C57BL/6 foram infectados com 1,0x10% PFU do CHIKYV via intraplantar (i.pl.) ou intra-articular (i.a.) e
andlises de hipernocicepcdo foram realizadas. A hipernocicep¢do mecénica foi avaliada através dos
filamentos de VVon Frey (A) e Von Frey eletronico (B), enquanto a hipernocicepcao térmica foi avaliada
pelo teste de Hargreaves (C). Os camundongos ndo infectados (Mock) receberam injecéo intraplantar
de sobrenadante de cultura (C6/36) e foram igualmente avaliados. Os resultados sdo apresentados como
a forca (g) necesséria para induzir a flexdo dorsal da articulagdo tibio-tarsal, seguida pela retirada da pata.
Os grupos foram de 5 animais. * representa p<0,05 para a comparacao entre animais infectados via i.pl
e animais NI, enquanto # representa p<0,05 para a comparagdo entre animais infectados via i.a. € animais
Mock, conforme avaliado pelo teste estatistico ANOVA two-way seguido pelo pés teste Newman-
Keuls.

Nossos resultados demonstraram que as duas vias de infeccdo (i.pl. ou i.a.) pelo CHIKV
induzem hipernocicepcdo mecéanica a partir do 1° dia (Figura 10A-B). De acordo com a analise
realizada pelos filamentos de Von Frey, a hipernocicepc¢do induzida pela infecgédo i.pl. se
estendeu até o 16° dia, retornando aos niveis basais no 20° dia, enquanto para a infeccéo i.a.
essa manifestacéo clinica perdurou até o 13° dia e retornou aos niveis basais no 15° dia (Figura
10A). A anélise realizada pelo Von Frey eletronico, por sua vez, demonstrou que ndao houve
diferenca entre as duas vias de infec¢do pelo CHIKV na hipernocicep¢do mecanica, sendo que
em ambos 0s grupos, a hipernocicepcao teve inicio no primeiro dia p.i. e os valores retornaram
ao estado basal no 21°. dia (Figura 10B). Com relacdo a hipernocicepc¢do térmica, nossos
resultados demonstraram que apenas a via i.pl. foi capaz de induzi-la e isso ocorreu apenas na
fase aguda da infeccéo, especificamente nos dias 1 e 3 apés a inoculagdo do CHIKV (Figura
10C). Os animais nédo infectados demonstraram medidas similares aos valores basais durante

todo o periodo avaliado.
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5.2. O tratamento farmacoldgico dos camundongos infectados pelo CHIKV com diferentes
analgésicos foi eficaz no controle da hipernocicepcao.

Para avaliar a eficicia de tratamentos analgésicos na hipernocicepcdo dos animais
infectados pelo CHIKYV, utilizamos medicamentos de diferentes classes terapéuticas com
potencial de controle da dor, a saber: morfina (5mg/kg, i.p. 1 vez ao dia), pregabalina
(30mg/kg, i.p. 1 vez ao dia), dexametasona (2mg/kg, i.p. 1 vez ao dia), naproxeno (60mg/kg,
I.p. 1 vez ao dia) e celecoxibe (15mg/kg, i.p. 1 vez ao dia). Para todos os medicamentos,
utilizamos dois esquemas de tratamento diferentes, conforme representado na figura 11. Vale
salientar que as escolhas dos esquemas de tratamento foram baseadas na inflamacao induzida
pela infeccdo, ou seja, escolhemos um tempo inicial (D0-2), que representa o inicio de uma
resposta inflamatéria aguda robusta, e um tempo mais tardio (D7-9), a partir do qual
observamos uma melhora dos parametros inflamatorios avaliados. Para o tratamento inicial
(D0-2), os camundongos foram tratados nos dias 0, 1 e 2 da infec¢do, enquanto para o
tratamento tardio (D7-9), os camundongos foram tratados nos dias 7, 8 e 9 ap6s a infeccdo. A
hipernocicepcéo foi avaliada a partir do 1° até o 28° dia da infecgéo.

3 Tratamento DO-2 (#)
Tratamento D7-9 (#)

Infeccéo i.pl. CHIKV

Avaliagao da hipernocicepcao

Figura 11: Representacdo dos esquemas de tratamento farmacoldgico nos animais infectados pelo
CHIKV. Os camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados com 1,0x10°% PFU de CHIKV via
intraplantar (i.pl.) e tratados com diferentes medicamentos com efeito analgésico seguindo dois
esquemas terapéuticos. No primeiro tratamento (D0-2), os camundongos foram tratados diariamente a
partir do dia O até o dia 3 apos a infec¢do. No segundo tratamento (D7-9), os camundongos foram
tratados diariamente a partir do 7° até o 9° dia apds a infeccdo. A hipernocicepcdo mecanica foi avaliada
durante 28 dias usando o VVon Frey eletrdnico. # representa o tratamento DO-2 e # representa o tratamento
D7-9.

5.2.1. A administracdo de morfina ou pregabalina em animais infectados pelo CHIKV
revertem a hipernocicepcao apenas durante o periodo de tratamento.

Para avaliar o efeito de farmacos que atuam modificando a reacdo, transducdo e

transmissé@o do sinal nociceptivo, os camundongos infectados pelo CHIKYV foram tratados com

morfina (5mg/kg, i.p. 1 vez ao dia), que € um importante opidide, ou pregabalina (30mg/kg, i.p.1
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vez ao dia), que € um importante anticonvulsivante com potencial analgésico. Ambos 0s

medicamentos agem na regulacdo da transmissdo de mensagens excitatorias entre as células

nervosas.

Nossos resultados demonstraram que ambos os esquemas de tratamentos para os dois
medicamentos foram eficazes para o controle da hipernocicepgéo induzida pela infecgéo pelo
CHIKYV (Figura 12). Como representado na figura 12A, a administracdo de morfina nos tempos
iniciais (D0-2) e mais tardios (D7-9) reverteu completamente o fenotipo de hipernocicepcao
dos animais durante os dias de tratamento. Contudo, a interrupcdo do tratamento no 3° dia (DO-
2) e no 10° dia (D7-9) resultou no retorno da hipernocicep¢do nesses animais. De forma
interessante, como representado na figura 12B, a administracdo de pregabalina culminou em
um resultado semelhante, ou seja, sua administracdo nos tempos iniciais (D0-2) e mais tardios
(D7-9) reverteu completamente o fendtipo de hipernocicep¢do dos animais durante os dias de
tratamento e a interrupcdo dos tratamentos resultou em um retorno da hipernocicepc¢ao desses
animais. Os animais ndo infectados demonstraram medidas similares aos valores basais durante

todo o periodo avaliado.



51

A

@

©

©

©

—

S C)

8 &

c o

<8 ©

O ©

S

| .

©

.g 0 1 1 1 T 1 1 1

— 0 4 8 12 16 20 24 28
B -©- Mock - Veiculo -~ Morfina D0-2 - Morfina D7-9

10+

Limiar mecanico de retirada
da pata (g)

o

0 4 8 12 16 20 24 28
-©- Mock - Veiculo -¢- Pregabalina DO-2 -@- Pregabalina D7-9

Figura 12: A administracgdo de morfina ou pregabalina em animais infectados pelo CHIKYV reverte
a hipernocicepcéo apenas durante o periodo de tratamento. Os camundongos da linhagem C57BL/6
foram infectados com 1,0x10%° PFU de CHIKV via intraplantar (i.pl.) e tratados com (A) morfina
(5mg/kg, i.p. 1 vez ao dia) ou (B) pregabalina (30mg/kg, i.p. 1 vez ao dia) em dois esquemas
terapéuticos. No primeiro tratamento (D0-2), os camundongos foram tratados diariamente a partir do dia
0 até o dia 3 apds a infeccdo. No segundo tratamento (D7-9), os camundongos foram tratados
diariamente a partir do 7° até 0 9° dia ap0s a infeccdo. A hipernocicep¢do mecénica foi avaliada durante
28 dias usando o Von Frey eletrénico. Os camundongos nédo infectados (Mock) receberam injecéo
intraplantar de sobrenadante de C6/36, os camundongos ndo tratados (Veiculo) receberam apenas a
injecdo i.pl. do CHIKYV e ambos foram igualmente avaliados. Os grupos foram de 5 animais. * representa
p<0,05 para a comparacao entre animais infectados e animais Mock, enquanto # representa p<0,05 para
a comparacao entre animais tratados e animais veiculo, conforme avaliado pelo teste estatistico ANOVA
two-way seguido pelo pds teste Newman-Keuls.
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5.2.2. O tratamento de animais infectados pelo CHIKV com anti-inflamatorios foi eficaz

parao controle da hipernocicepg¢éo aguda
Sabe-se que a dor de origem inflamatoria resulta basicamente da interacdo entre o
tecido lesionado e 0s neurbnios sensoriais nociceptivos periféricos por meio da participacao de
mediadores inflamatérios. Para avaliar o papel da resposta inflamat6ria na hipernocicepgao
induzida pelo CHIKYV, utilizamos como tratamento os medicamentos dexametasona, naproxeno

e celecoxibe, 0s quais possuem em comum uma ac¢éo anti-inflamatoria bem descrita.

Como representado na figura 13A, a administragdo de dexametasona, um
corticosteroide com ampla acdo anti-inflamatoria, foi eficaz apenas durante o tratamento em
tempos iniciais (D0-2). Neste, a hipernocicepcao dos animais foi completamente revertida, mas
a interrupc¢édo do tratamento no 3° dia apds a infeccdo resultou no retorno da hipernocicepcao.
Ainda, nossos resultados demonstraram que o tratamento tardio (D7-9) com a dexametasona
foi ineficaz, uma vez que os animais apresentaram uma resposta nociceptiva igual a dos animais

ndo tratados (veiculo).

Os efeitos dos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) resultam na reducdo da
sintese de prostaglandinas, e isso ocorre principalmente devido a inibicdo das enzimas
ciclooxigenases (COX-1 e 2). Aqui, nds utilizamos um inibidor ndo seletivo da COX, o
naproxeno, e um inibidor seletivo da COX-2, o celecoxibe. Nossos resultados demonstraram
que, assim como a dexametasona, ambos os medicamentos foram eficazes quando
administrados durante o tratamento inicial (DO-2) e reverteram a hipernocicep¢do dos animais
infectados pelo CHIKV (Figura 13B-C). De forma interessante, apesar do tratamento tardio
(D7-9) com naproxeno ter sido ineficaz (Figura 13B), o tratamento tardio com celecoxibe
reverteu parcialmente a hipernocicepc¢ao nos animais infectados (Figura 13C).
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Figura 13: O tratamento via intraplantar de animais infectados pelo CHIKV com dexametasona,
naproxeno ou celecoxibe foi eficaz para o controle da hipernocicepc¢édo aguda. Os camundongos da
linhagem C57BL/6 foram infectados com 1,0x10° PFU do CHIKYV via intraplantar (i.pl.) e tratados com

(A) dexametasona (2mg/kg, i.p. 1 vez ao dia), (B) naproxeno (60mg/kg, i.p. 1 vez ao dia) e celecoxibe
(15mg/kg, i.p. 1 vez ao dia) em dois esquemas terapéuticos. No primeiro tratamento (D0-2), os
camundongos foram tratadosdiariamente a partir do dia 0 até o dia 3 apds a infeccdo. No segundo
tratamento (D7-9), os camundongosforam tratados diariamente a partir do 7° até o 9° dia ap6s a infecgéo.
A hipernocicepcdo mecénica foi avaliada durante 28 dias usando o Von Frey eletrénico. Os
camundongos ndo infectados (Mock) receberam injecéo intraplantar de sobrenadante de C6/36, 0s
camundongos ndo tratados (Veiculo) receberam apenas a injecdo i.pl. do CHIKV e ambos foram
igualmente avaliados. Os grupos foram de5 animais. * representa p<0,05 para a comparacdo entre
animais infectados e animais Mock, enquanto # representa p<0,05 para a comparagdo entre animais
tratados e animais veiculo, conforme avaliado peloteste estatistico ANOVA two-way seguido pelo pds
teste Newman-Keuls.
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Como nossos resultados sugerem que a inibicdo seletiva de COX-2 atraves de um

tratamento sistémico apresenta um papel importante no controle da hipernocicep¢do em nosso
modelo, realizamos um tratamento intratecal (local) com celecoxibe nos animais infectados pelo
CHIKV. Como representado pela figura 14A, os animais foram infectados e tratados com
celecoxibe no dia 0. A hipernocicep¢do dos animais foi avaliada até o 7° dia ap6s a infeccao.
Nossos resultados demonstraram que o tratamento foi eficaz apenas no 1° dia apds a infeccao,
no qual houve reversdo completa da hipernocicepcdo dos animais. A partir do 3° dia apos a
infeccdo, o tratamento ndo foi capaz de reverter o fenotipo de hipernocicepgdo induzido pela
infeccdo (Figura 14B).

/ /’Y} ~ Tratamento intratecal com Celecoxibe

Infecgao i.pl. CHIKV
Injec&o intratecal de celecoxibe

Avaliacéo da hipernocicepcéao

Limiar mecanico de retirada
da pata (g)
IS
1
*

- NI -o- CHIKV -o- CHIKV + Celecoxibe DO

Figura 14: O tratamento intratecal com celecoxibe, um inibidor seletivo de COX-2, melhora a
hipernocicepcdo aguda induzida pela infeccdo pelo CHIKYV. (A) Esquema experimental. Os
camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados com 1,0x10° PFU de CHIKYV via intraplantar
(i.pl.) e andlises de hipernocicepcao foram realizadas. Os camundongos foram tratados com celecoxibe
por via intratecal (5ug) (B) em momentos especificos de infeccdo. Os camundongos ndo infectados
(Mock) receberam injecdo intraplantar de sobrenadante de C6/36 e foramigualmente avaliados. Os
resultados sdo apresentados como a forca (g) necessaria para induzir a flexaodorsal da articulacéo tibio-
tarsal, seguida pela retirada da pata. * p <0,05 quando comparado aos camundongos controle ndo
infectados (Mock) e # quando comparado aos camundongos tratados, conforme avaliado pelo teste
estatistico ANOVA two-way seguido pelo pds teste Newman-Keuls.
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5.3. A infeccdo pelo CHIKV induz aumento na expressdo de CXCL-1, TNF, CCR5 e

COX-2 no ganglio da raiz dorsal (DRG) de camundongos.

Os niveis de TNF, CXCL-1, CCR5 e COX-2 foram quantificados nos DRGs
correspondentes ao membro inferior direito dos camundongos (segmentos de L3-5) durante o
curso da infeccdo, uma vez que esse tecido corresponde ao centro metabodlico de cada célula

neuronal associada as fibras sensoriais que respondem aos diferentes estimulos nocivos.

A figura 16A demonstra que os niveis no DRG de TNF estdo aumentados, em relacéo
aos animais ndo infectados, no 7° e 14° dia ap06s a infeccdo, retornando aos niveis basais no 21°
dia. J& os niveis de CXCL1, CCR5 e COX-2 encontram-se aumentados apenas no 1° dia de

infeccdo (Figura 15B-D), retornando aos niveis basais no 3° dia.
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Figura 15: A infeccdo pelo CHIKYV induz aumento na expressdo de TNF, CXCL-1, CCR5e COX-2
no DRG de camundongos. Os camundongos da linhagem C57BL/6 com 4 semanas de idade foram
infectados com 1,0x10° PFU do CHIKYV via intraplantar (i.pl) e os niveis de (A) TNF, (B) CXCL1, (C)
CCR5 e (D) COX-2 no DRG foram analisados por gRTPCR durante a cinética da infeccdo (1, 3, 7 e 14
dias). Os resultados foram expressos como Fold change (2- 2 2¢T). Os camundongos néo infectados
(Mock) receberam injecéo intraplantar de sobrenadante de C6/36 e foram igualmente avaliados. Os
resultados foram expressos como média + SEM. * p <0,05 quando comparado com camundongos

controle ndo infectados (Mock), conforme avaliado pelo teste estatistico ANOVA one-way seguido pelo
pos teste Newman-Keuls.
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5.4.  Aauséncia de receptor de TNF esta associada a uma melhora nos pardmetros clinicos

e inflamatdrios da infecgdo pelo CHIKV.

E descrito que o TNF desempenha um papel importante em vérias doencas autoimunes,
como a artrite reumatoide, e em infec¢des virais. Além disso, sabe-se que 0 TNF é denominado
citocina pro-algésica porque atua diretamente nos nociceptores para sensibilizar as vias da dor.
Demonstramos, em nosso modelo experimental, um aumento acentuado dessa citocina na pata
de camundongos imunocompetentes infectados pelo CHIKV. Ainda, vimos queessa citocina
esta aumentada no DRG dos animais no 7° e 14° dia da infeccdo (Figura 15A). Dessa forma,
decidimos avaliar o seu papel em nosso modelo experimental utilizando camundongos
C57BL/6 geneticamente deficientes para o receptor TNF (TNFRp557).

Primeiramente, avaliamos a hipernocicep¢do de camundongos imunocompetentes (WT) e
TNFRp557/ infectados pelo CHKV e observamos que enquanto os camundongos WT
apresentavam hipernocicepcdo elevada do 1° ao 14° dia apds a inoculacdo do virus, a
intensidade e a duracdo da hipernocicepcdo foram significativamente reduzidas nos
camundongos deficientes para o receptor dessa citocina. Os niveis nociceptivos dos
camundongos TNFRp557/ retornaram aos valores basais no 14° dia ap6s a infec¢do. Os animais
ndo infectados demonstraram medidas similares aos valores basais durante todo o periodo
avaliado (Figura 16A). De acordo com a figura 16B, ambos os grupos, WT e TNFRp557/
apresentaram um aumento semelhante do edema plantar nos dias 1 e 3 apds a infec¢do pelo
CHIKYV, retornando aos niveis basais no 7° dia. No entanto, a recuperacdo da carga viral viavel
foi maior em camundongos TNFRp557/°, como demonstrado no 1° dia (linfonodo popliteo,
joelho, baco e plasma) e no 7° dia (pata e articulacdo) em comparagdo ao grupo WT (Figura
16C).
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Figura 16: A auséncia de receptor de TNF atenua o fenotipo de hipernocicep¢do dos animais
infectados pelo CHIKV e retarda o clearance viral. Os camundongos da linhagem C57BL/6 ou
camundongos nocaute do receptor de TNF (TNFRp557/") foram infectados com 1,0x10° PFU de
CHIKYV via intraplantar (i.pl.) e foram submetidos & analises de hipernocicepcdo, edema plantar e
quantificagdo da carga viral. A hipernocicep¢do mecanica foi avaliada através dos filamentos de Von
Frey (A). Os resultados sdo apresentados como as diferencas entre a forca (g) necessaria para induzir a
flexdo dorsal da articulacdo tibio-tarsal, seguida pela retirada da pata, antes e apds a inoculacdo do
CHIKV. B) O edema plantar induzido pelo CHIKV foi avaliado medindo a altura e a largura da area
perimetatarsal do pé traseiro. Os resultados sdo mostrados em mm?2. C) Andlise de ensaio de placa de
pata, articulacdo, linfonodo popliteo, joelho, musculo quadriceps, baco e plasma. Os resultados sdo
mostrados como log de PFU por g de tecido ou PFU por mL de plasma. Os camundongos ndo infectados
(NI) receberam injecdo intraplantar de sobrenadante de cultura C6/36 e foram igualmente avaliados. Os
grupos foram de 5 animais. * representa p<0,05 para a comparacéo entre animais infectados via i.pl. e
animais NI, enquanto # representa p<0,05 para a comparagao entre animais C57BL/6 e TNFRp557/
infectado, conforme avaliado pelo teste estatistico ANOVA two-way (A e C) ou one-way (B) seguido

pelo pds teste Newman-Keuls.
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Quando analisamos o influxo de neutréfilos, avaliado pela atividade da MPO, ambos 0s

grupos apresentaram aumento do 1° ao 7° dia apds a infeccdo, sem diferenca entre eles (Figura
17A). No entanto, houve uma diferenca importante na producdo de mediadores inflamatdrios
entre os grupos infectados pelo CHIKV de camundongos WT e TNFRp557/ (Figura 17B-E). A
infeccdo de camundongos C57BL/6 induziu a produgdo aguda de mediadores pro-inflamatorios
(Figura 17B-D). Os camundongos TNFRp557/- mostraram uma reducdo em todas os mediadores
com atividade pro-inflamatdria avaliados, mas, em contrapartida, mostraram um aumento na
producdo de IL-10, uma citocina com atividade anti-inflamatdria. Mais especificamente, 0s
niveis de IL-6 aumentaram no primeiro dia apés a infeccdo por CHIKV em ambos 0s grupos,
mas os camundongos TNFRp557/- apresentaram niveis mais baixos do que os camundongos
WT infectados com CHIKV (Figura 17B). Por outro lado, os niveis de IL-10 aumentaram
apenas nos camundongos TNFRp55/ no 1° e 7° dias apds a infec¢do, permanecendo
inalterados nos camundongos WT (Figura 17E). Em relagdo as quimiocinas analisadas,
observamos que ambos os grupos, camundongos WT e TNFRp557/ infectados, apresentaram
aumento nos niveis de CCL2 e CXCL-9 do dia 1 ao dia 7 apds a infeccdo. No entanto,
camundongos TNFRp557/- apresentaram niveis mais baixos das mesmas quimiocinas quando
comparados aos camundongos WT, em todos 0s momentos analisados (Figura 17C-D).

As alteracdes histopatoldgicas das patas dos camundongos demonstraram que ambos 0s
grupos tiveram um infiltrado celular aumentado nos dias 1 e 3 ap6s a infeccdo pelo CHIKV e
ndo houve diferenca entre 0os grupos nos tempos iniciais avaliados. Em contraste, 0s animais
TNFRp557/ mostraram uma reducao significativa no infiltrado celular e dano tecidual no 7° dia
em comparacdo com o grupo WT. Todos 0s grupos retornaram aos niveis basais no 14° dia
(Figura 17F). Dessa forma, nossos resultados mostraram que a auséncia do receptor 1 de TNF
esta relacionada a uma reducdo da hipernocicepcao induzida pela infeccdo pelo CHIKV, bem

como a inducao de uma resposta inflamatoria local reduzida.
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Figura 17: A auséncia de receptor de TNF melhora os parametros inflamatérios associados a
infecgdo pelo CHIKV. Os camundongos da linhagem C57BL/6 ou camundongos nocaute do receptor
de TNF TNFRp557/ foram infectados com 1,0x10% PFU de CHIKYV via intraplantar (i.pl.) e diversas
analises inflamatorias foram realizadas. A) O influxo de neutréfilos para a pata foi medido indiretamente
pela avaliacdo da atividade de MPO. Os niveis de B) IL-6, C) CCL2, D) CXCL9 e E) IL-10 na pata
foram analisados por ELISA em diferentes momentos. Os resultados sdo expressos como pg/100mg do
coxim plantar. F) Mostra analise semiquantitativa (pontuacdo histopatoldgica) ap6s coloracdo com
Hematoxilina e Eosina da pata de camundongos ndo infectados e infectados com CHIKV, 1, 3, 7 e 14
dias apds a infeccdo. Imagens representativas dos cortes da pata. Ampliacdo original: 200x. Barra de
escala: 100 pM. Os camundongos ndo infectados (Mock) receberam injecdo intraplantar de
sobrenadante de C6/36 e foram igualmente avaliados. Os grupos foram de 5 animais. * representa p<0,05
para a comparacao entre animais infectados via i.pl e animais Mock, enquanto # representa p<0,05 para
a comparagdo entre animais C57BL/6 e TNFRp557/" infectados, conforme avaliado pelo teste estatistico

ANOVA one-way seguido pelo pos teste Newman-Keuls.
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Para confirmar o papel de TNF na patogénese da doenca induzida pelo CHIKV,

decidimos empregar a estratégia de inibicdo farmacologica do TNF com o etanercepete, um
farmaco eficaz, seguro e amplamente utilizado para o tratamento da artrite. Oetanercept € uma
proteina de fusdo formada pela por¢do extracelular do receptor TNF tipo Il ea por¢do Fc da
imunoglobulina G1 humana com meia vida longa. Essa droga foi o primeiro agente biologico
aprovado para o tratamento da artrite reumatoide e seu mecanismo de acdo € a ligacdo ao TNF
enddgeno antes de se ligar ao seu receptor de superficie celular (TNFR). Considerando que o
pardmetro de doenca mais importante dos pacientes infectados pelo CHIKV é a artralgia,
avaliamos se o tratamento com etanercepte, sisttmico ou local, é eficaz no controle da
hipernocicepcao. Conforme mostrado na figura 18A, realizamos um tratamento intraperitoneal
ou intratecal em camundongos infectados pelo CHIKV, com base na producdo de TNF na pata
e no ganglio da raiz dorsal em nosso modelo. O protocolo de tratamento esta descrito em detalhes
na figura 18A. Conforme. mostrado na figura 18A-B, escolhemos os dias 0, 3 ou 7 da infeccédo
para iniciar o tratamento sisttmico com o etanercepte, devido aos niveis de TNF no coxim
plantar estarem elevados do dia 1 ao dia 7 apds a infeccdo. De forma interessante, 0s
camundongos tratados com etanercept a partir do dia 0 da infecgdo mostraram uma reducéo
significativa na intensidade e duracdo da hipernocicep¢do em comparagdo com 0 grupo nao
tratado (CHIKV), assim como foi observado nos camundongos TNFRp557/ (Figura 18A).
Outro grupo de camundongos tratados a partir do 3° dia de infeccdo mostrou uma reducdo na
intensidade da hipernocicepcaol dia apds o tratamento com etanercepte (4° dia de infeccéo) e
retornou aos niveis basais no 14°dia de infeccdo, em contraste com camundongos nao tratados
gue retornaram apenas no 21° dia.Por outro lado, camundongos tratados sistemicamente apds o
7° dia de infeccdo ndo mostraramdiferenca no limiar de nocicep¢do em comparagdo com

animais ndo tratados (Figura 18B).

Com relacéo ao tratamento intratecal, optamos por dois esquemas terapéuticos, 0 (1 hora
apos a infeccdo) ou 12 dias apos a infeccdo, pois observamos aumento do TNF no ganglio da
raiz dorsal no 7° e 14° dias apoés a infecgédo (Figura 15A). Conforme observado na figura 18C,
0s camundongos tratados por via intratecal a partir do dia 0 ndo apresentaram diferenca no
limiar de nocicep¢do em comparagdo com 0s animais ndo tratados. Por outro lado, os
camundongos tratados por via intratecal a partir do 12° dia mostraram uma reducéo significativa

na hipernocicep¢do em comparagdo com 0s animais ndo tratados no 14° dia (Figura 18C).
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Figura 18: O tratamento com etanercepte (ETA), um inibidor de TNF, melhora a hipernocicepgao
induzida pela infeccdo pelo CHIKV. (A) Esquema experimental. Os camundongos da linhagem
C57BL/6 foram infectados com 1,0x10° PFU de CHIKV via intraplantar (i.pl.) e analises de
hipernocicepgdo foram realizadas. Os camundongos foram tratados com etanercepte (ETA) por via
intraperitoneal (25mg / kg) (B) ou intratecal (5ug) (C) em momentos especificos de infeccdo. Os
camundongos néo infectados (Mock) receberam injecéo intraplantar de sobrenadante de C6/36 e foram
igualmente avaliados. Os resultados s&o apresentados como a forca (g) necessaria para induzir a flex&o
dorsal da articulacdo tibio-tarsal, seguida pela retirada da pata. * p <0,05 quando comparado aos
camundongos controle ndo infectados (Mock) e # quando comparado aos camundongos tratados,
conforme avaliado pelo teste estatistico ANOVA two-way seguido pelo p6s teste Newman-Keuls.
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6. DISCUSSAO

Embora a CHIKF tenha sido relatada pela primeira vez h4 mais de meio século, muitos
aspectos acerca de sua patogénese ndo foram elucidados. Durante a Ultima década, 0 CHIKV
se disseminou pelo mundo de forma acentuada e, consequentemente, tem recebido grande
atencdo por parte das autoridades de saude publica. Apesar de apresentar uma taxa de
mortalidade baixa, 0s sintomas e a natureza cronica dessa doenca sdo preocupantes, uma vez
que resultam em queda massiva da qualidade de vida dos individuos acometidos e grande
impacto econdmico aos 6rgaos publicos de saide (GANESAN et al., 2017). Somado a isso, a
ineficacia das medidas preventivas contra 0 mosquito vetor, a auséncia de terapia especifica,
bem como a auséncia de uma vacina, desencadeou, nos Gltimos tempos, um cenério preocupante
em escala mundial (BURT et al., 2017).

Atualmente, existem poucos modelos in vivo de infec¢do pelo CHIKV que mimetizam
0s varios parametros da doenca observados durante a infec¢do aguda e crénica. Em geral, esses
modelos apresentam uma grande desvantagem, pois utilizam camundongos sem o sistema
imunolégico intacto (COUDERC et al., 2008; HAWMAN et al., 2013; POO et al., 2014;
SEYMOUR et al., 2015). Durante 0 meu mestrado, padronizamos um modelo murino de
infeccdo pelo CHIKYV que mimetiza grande parte das manifestacfes associadas a doenca. Nos
demonstramos que a infeccdo intraplantar pelo CHIKV em camundongos jovens (4 semanas de
idade) induz hipernocicep¢do mecénica a partir do 1° dia até o 20° dia de infeccéo e isto foi
associado a uma intensa resposta inflamatdria local a partir do 1° dia, representada por um maior
recrutamento de neutrofilos para os sitios de infec¢do, aumento na producdo de diversos
mediadores inflamatorios, citocinas (TNF e IL-6) e quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5,
CXCL2 e CXCLD9), e recuperacdo de carga viral no coxim plantar, tornozelo, linfonodo popliteo
e quadriceps dos animais. Além disso, observamos alteragdes histopatoldgicas nas articulacoes
do tornozelo e joelho, também a partir do 1° dia, mesmo sem haver perda dssea ou alteracdes
na fun¢do motora dos animais. Contudo, apesar da hipernocicepg¢éo perdurar por até 20 dias, as
alteracOes inflamatorias ndo foram mais observadas em nosso modelo a partir do 14° dia de
infeccdo. Nesse contexto, acreditamos que a hipernocicepcdo induzida pelo CHIKV pode
apresentar componentes inflamatorios e ndo inflamatdrios para a sua manutencéo. Dessa forma,
0 nosso objetivo neste trabalho consistiu em explorar os mecanismos e mediadores associados

a hipernocicepc¢éo induzida pelo CHIKV.
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Um parametro clinico importante e caracteristico da febre chikungunya, mas até entdo

ndo abordado em outros modelos experimentais, é a dor, ou hipernocicep¢do em animais
experimentais. A dor é uma caracteristica comum associada as artrites de diversas origens:
artrite reumatoide, gota e a artrite infecciosa, por exemplo, causada por bactérias (artrite séptica)
(COSTAetal., 2012; SACHS etal., 2011; COSTA et al., 2015; AMARAL et al., 2016; BOFF

et al., 2018; GALVAO et al., 2017). De maneira semelhante, diversos trabalhos tém associado
dores articulares persistentes e muitas vezes incapacitantes com a febre chikungunya em
humanos (SISSOKO et al., 2009; MANIMUNDA et al., 2010; DUPUIS-MAGUIRAGA et al.,

2012; HEATH et al., 2018). Primeiramente, decidimos caracterizar melhor a hipernocicepcao
induzida pela infeccdo pelo CHIKV. Neste trabalho, ndés demonstramos que camundongos
imunocompetentes jovens (4 semanas de idade) da linhagem C57BL/6j, infectados via
intraplantar pelo CHIKV, desenvolveram hipernocicepcdo mecanica prolongada (por até 20
dias) e apresentaram uma diminuicdo do limiar de resposta frente a estimulos nociceptivos
térmicos na fase aguda da infeccdo (1° e 3° dia), 0 que caracteriza alteracdo sensorial nestes
animais. Os camundongos infectados via intra-articular, por sua vez, apesar de também
desenvolverem hipernocicepcdo mecanica prolongada, ndo responderam aos estimulos
nociceptivos térmicos em nenhum tempo analisado. De forma interessante, recentemente foi
demonstrado que a infeccdo intraplantar pelo virus mayaro, um alfavirus emergente de
importancia médica, também induz hipernocicepcdo mecéanica (SANTOS et al., 2019; MOTA
& COSTA et al., 2019). Além disso, 0 nosso grupo ja demonstrou que a infecgdo pelo virus da
dengue foi capaz de induzir hipernocicep¢do mecanica em camundongos adultos (SOUZA et
al., 2009). Ainda, trabalhos anteriores mostram a presenca de hiperalgesia térmica e mecanica
em camundongos artriticos (COSTA et al., 2015; NEELAKANDAN & VENKATESAN, 2016;
BOFF et al., 2018; CHAGAS et al., 2017). Com base nesses resultados, optamos por utilizar a

via de infeccéo intraplantar para a realiza¢do dos proximos experimentos.

Até 0 momento, ndo ha tratamento antiviral especifico para a CHIKF e a terapia utilizada
é de suporte sintomatico. O manejo farmacoldgico dos pacientes com CHIKF ¢é realizado de
acordo com a fase da doenca e a classificacdo da dor. De forma geral, medicamentos de
diferentes classes terapéuticas com potencial analgésico sdo utilizados nestes pacientes, como
anti-inflamatoérios ndo esteroides, corticosteroides, opioides, antidepressivos triciclicos entre
outros (Ministério da Saude, 2017). Com o objetivo de entender os componentes inflamatorios
e ndo inflamatdrios associados a hipernocicepcdo observada em nosso modelo, separamos
didaticamente este parametro em duas fases de acordo com a respostainflamatdria induzida pela
infeccdo: fase aguda (1 a 7 dias — presenca de inflamacdo) e de manutencdo (a partir de 7 dias
— inicio da resolucdo da inflamacdo). Em seguida, avaliamos a eficacia de tratamentos
farmacologicos na hipernocicep¢do dos animais nas duas fases descritas. Nossos resultados

demonstraram que os tratamentos nas duas fases com a morfina (5mg/kg, i.p. 1 vez ao dia)
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reverteram completamente o fendtipo de hipernocicep¢do dos animais infectados. Os

compostos opioides, como a morfina, sdéo amplamente conhecidos por produzem uma analgesia
potente que € eficaz no tratamento de varios tipos de dor (CHRISTRUP, 1997). Os receptores
opioides neuronais estdo amplamente distribuidos por todo o sistema nervoso periférico
(ganglios da raiz dorsal e trigémeo) e central (medula espinhal e cérebro) (MACHELSKA &
CELIK, 2020). Todos os quatro receptores opioides medeiam analgesia em modelos animais
(MACHELSKA & CELIK, 2020). No entanto, a maioria dos opioides usados clinicamente para
o tratamento da dor séo agonistas do receptor 4, como a morfina. Mecanisticamente, a acdo de
opioides resulta na supressao de varios canais iénicos envolvidos na facilitacdo da dor, como
TRPV1, HCN, ASIC e Nav dependentes de voltagem (GUTSTEIN & AKIL, 2005; STEIN et
al., 1991; MACHELSKA & CELIK, 2020). Nossos resultados vdo de encontro com a
literatura, uma vez que, em muitos modelos animais de dor, a administracdo de morfina causa
reducdo da hipernocicepc¢do a estimulos mecanicos e térmicos(BIAN et al., 1995; LEE et al.,
1995; CHU et al., 2000, TSAI et al., 2000; DESEURE et al., 2002; DESEURE et al., 2004).
De forma semelhante, n6s demonstramos que os tratamentos nas duas fases com a pregabalina
(30mg/kg, i.p. 1 vez ao dia) também reverteu completamenteo fendtipo de hipernocicepcéo dos
animais infectados pelo CHIKV. A pregabalina, farmaco anticonvulsivante com importante
acdo analgesica, é clinicamente a primeira linha de tratamento para a dor neuropatica (PORTA
et al., 2016). Sua acdo pode alterar as correntes de célcio celular, ajustar a liberagdo de
neurotransmissores e alterar a excitabilidade neuronal combinando canais de calcio
dependentes de voltagem, o que culmina na regulacdo da transmissao de mensagens excitatorias
entre as células nervosas (DOOLEY et al., 2002). Diversos trabalhos demonstraram que a
pregabalina é eficaz para o tratamento da dor neuropatica associada a neuralgia pds-herpética,
neuropatia periférica diabética e fibromialgia(DWORKIN et al., 2003; GORE et al., 2007;
WANG et al., 2017). Em modelos animais de dor neuropatica, o tratamento com pregabalina foi
altamente eficaz no alivio da alodinia e hiperalgesia, o que reforca nossos achados (WANG et
al., 2015; VERMA et al., 2014). Vale ressaltar que o tratamento com esses dois farmacos,
morfina ou pregabalina, foi eficaz apenas durante o tratamento, ou seja, a interrupcdo das
administragdes dos medicamentos resultou emum retorno da resposta nociceptiva igual a do
grupo nao tratado. De forma interessante, esse achado esta associado ao tempo de meia vida de
ambos os farmacos, que sdo curtos, aproximadamente 3 horas para morfina e 6 horas para
pregabalina, o que significa um tempo de duracdo da acdo também curto (CHRISTRUP, 1997;
DOOLEY et al., 2002). Dessa forma, nossos dados sugerem que os efeitos dos tratamentos com
morfina ou pregabalina s&o decorrentes de uma agéo direta da sensibilizagdo dos nociceptores

e ndo alteram a causa do processo.

Com relacdo aos tratamentos com anti-inflamatoérios, n6s demonstramos que o uso de

dexametasona (2mg/kg, i.p. 1 vez ao dia) foi eficaz na fase aguda, uma vez que reverteu
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completamente o fendtipo de hipernocicepg¢do dos animais, mas nao na fase de manutencao. A

dexametasona € um corticosteroide que inibe de forma completa a reacdo inflamatéria através
de seus efeitos inibitdrios sobre a liberagdo mediadores inflamatdrios, prostanoides e fator de
ativacdo plaquetaria, modulacdo de sistemas enzimaticos envolvidos na inflamacgéo e efeito
sinérgico sobre moléculas enddgenas, como as catecolaminas (DI ROSA et al.; 1985). Diversos
trabalhos demonstraram que injecGes intraperitoneais ou intra-articulares de dexametasona
reduzem significativamente a gravidade da artrite de diferentes origens (YANG et al., 1997;
GRODZINSKY et al., 2017; DELGADO-NOGUERA et al., 2018; YU et al., 2019;

LORSCHEIDER et al., 2019). Ainda, a eficacia da acao antinociceptiva desse farmaco é bem
demonstrada na literatura, tanto em humanos quanto em modelos experimentais (TAKASAKI
et al., 2005; DURSTELER et al., 2007; ZHOU et al., 2018). Nosso dado corrobora a hipdtese
de que a resposta inflamatodria local induzida pelo CHIKV na fase inicial da infeccdo é
importante para a génese da hipernocicepc¢do, uma vez que o término do tratamento inicial com
esse potente corticosteroide culminou no retorno da hipernocicepgdo nos animais. De forma
semelhante, também demonstramos que os tratamentos iniciais com anti-inflamatorios ndo
esteroides (AINES) inibidores da ciclooxigenase foram eficazes na hipernocicep¢do induzida
pelo CHIKV. Os efeitos anti-inflamatérios e analgésicos desses farmacos sao devido
principalmente a inibicdo da enzima COX, a qual catalisa a biossintese dos prostandides
(prostaglandinas, prostaciclinas e tromboxanos) a partir da cascata do acido araquidénico em
uma variedade de processos patofisiologicos (PATRONO, et al., 2001; SIMON, 2001). Os
prostandides, principalmente a prostaglandina E2 (PGE2), sdo os mediadores lipidicos mais
conhecidos que contribuem para a dor inflamatoria (KAWABATA, 2011). Nesse contexto, 0s
AINEs séo os analgésicos mais amplamente utilizados por suprimirem a dor inflamatéria em
pacientes com artrite reumatoide, osteoartrite, gota e enxaqueca (KAWABATA, 2011). Ainda,
diversos trabalhos demonstraram o efeito antinociceptivo dessa classe terapéutica em diferentes
modelos animais de dor (MIRANDA et al., 2006; DIONNE et al., 2001; MIRANDA et al.,
2019). Neste trabalho, utilizamos um inibidor ndo seletivo (naproxeno) e seletivo para a COX-
2 (celecoxibe) e demonstramos que, apesar de ambos serem eficazes no tratamento inicial (DO-
2), apenas o celecoxibe reverteu o fenotipo de hipernocicepc¢do dos animais no tratamento tardio
(D7-9). Sabe-se que a COX possui duas isoformas: COX-1, a qual é expressa constitutivamente
e é responsavel principalmente pelas atividades fisioldgicas das prostaglandinas, e COX-2, cuja
expressao é induzida principalmente em condi¢6es inflamatdrias (PATRONO et al., 2001). O
celecoxibe, AINE com atividade seletiva na COX-2, é usado para o tratamento da artrite
reumatdide e osteoartrite em humanos (CLEMETT & GOA, 2000). Foi demonstrado que o
celecoxibe possui outros mecanismos de acdo, como alteracdo da atividade microglial e
interacdo com sistemas opidides, canabinoides e com uma variedade de canais i0nicos,

especialmente com canais de potassio dependentes de voltagem da familia Kv7
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(BRUEGGEMANN et al., 2009; REZENDE et al., 2012; FROLOV & SINGH, 2014;

VICENTE-BAZ, 2019). Alguns trabalhos demonstraram que o tratamento sistémico ou
intratecal com celecoxibe foi eficaz na reducdo de comportamentos nociceptivos em varios
modelos animais de dor, sugerindo acdes periféricas e centrais desse farmaco (INOUE et al.,
2009; SUN et al., 2013; NISHIYAMA, 2006; LEE & SEO, 2008). Interessantemente, foi
demonstrado que o tratamento oral com esse farmaco atenuou a hiperalgesia pds-operatoria,
bem como a hiperalgesia em um modelo de dor neuropatica (ligadura parcial do nervo ciatico)
(OLIVEIRA et al., 2014; JIANG et al., 2015). Esses trabalhos corroboram nosso dado, uma
vez que a eficiéncia do celecoxibe na fase tardia da hipernocicepcédo induzida pelo CHIKV pode

ser devido a outros mecanismos que ndo apenas a inibicao da resposta inflamatoria aguda.

Até aqui, os nossos resultados demonstram que a inflamacdo local induzida pela
infeccdo, especificamente a acdo de citocinas sensibilizantes importantes no processo de
analgesia, como TNF, IL-1p e IL-6, sdo importantes para a nocicepgao articular induzida pelo
CHIKV. Entdo, nosso proximo passou foi avaliar o estado inflamatério do ganglio da raiz dorsal
(DRG), j& que é bem estabelecido na literatura que 0 DRG possui um importante papel no
desenvolvimento e manutencdo da dor crénica. De forma geral, apds um dano tecidual, podem
ocorrer diversas alteracBes a nivel periférico, como o recrutamento de células imunes e
consequente liberacdo prolongada de mediadores inflamatorios que contribuem para a
manutencdo da dor, mesmo apés a resolucdo da lesdo original (ESPOSITO et al., 2019).
Interessantemente, nds demonstramos uma maior expressao de CXCL1, CCR5 e COX2 no 1°
dia e de TNF no 7° e 14° dia de infeccdo. Nossos achados sdo consistentes com o papel dessas
moléculas inflamatdrias para a sensibilizacdo de neurénios no DRG para o desenvolvimento de
hiperalgesia (ARALDI et al., 2013; LEISENGANG et al., 2018). A presenca de TNF, citocina
pré-algésica, em estruturas periféricas e centrais € fundamental para a persisténcia da dor
articular na artrite (FELDMANN et al., 1996). Durante a inflamagdo das articulacbes em
modelos experimentais de artrite, 0 TNF regulado positivamente no DRG esta associado a um
aumento da nocicepgéo articular (SEGOND VON BANCHET et al., 2009). Dessa forma, nosso
proximo passo consistiu em avaliar o papel do receptor de TNF na infeccdo pelo CHIKV. De
forma muito interessante, nés demonstramos que a auséncia do receptor de TNF, através do uso
de animais geneticamente modificados, melhora significativamente a hipernocicepcao induzida
pela infecgdo pelo CHIKYV e isso esté associado a uma resposta inflamatéria local mais branda,
com uma menor producdo de mediadores pro-inflamatérios (IL-6, CCL2 e CXCL9) e aumento
da producéo de IL-10, que € um importante mediador com atividade anti-inflamatéria. Como
consequéncia, os animais deficientes para o receptor de TNF apresentam uma lesdo
histopatoldgica significativamente menor no tornozelo e na articulagdo do joelho. No entanto,
o clearance viral dos animais TNFRp557/ foi significativamente reduzido em todos 0s 0rgaos

avaliados, o que pode ser devido a uma menor resposta pro-inflamatdria nesses animais. Diante
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desses achados, nos decidimos avaliar o papel do etanercept, um inibidor de TNF, em nosso

modelo. Como resultado, demonstramos que o blogueio do TNF com etanercepte administrado
por via intraperitoneal em tempos iniciais (DO ou D3), mas ndo em tempos tardios (D7), foi
eficaz na melhora da hipernocicepcdo dos animais, provavelmente pela inibicdo do TNF
presente na periferia (Figura 12A). De forma contraria, a administracdo de etanercepte por via
intratecal reverteu a hipernocicepcdo dos animais apenas no tempo tratamento mais tardio
(D12), o que parece estar associado a inibicdo do TNF periférico (Figura 16A). Apesar de um
trabalho ter demonstrado que a inibicdo farmacoldgica de TNF com etanercepte em
camundongos infectados com o alfavirus RRV leva a uma piora da doenca (ZAID et al., 2011),
nosso achado é corroborado por alguns trabalhos que demonstram que a inibicdo periférica do
TNF é capaz de reduzir a hipernocicepg¢do persistente em um modelo de artrite induzida por
antigeno (QUADROS et al., 2015; GONCALVES, 2019). Em conjunto, nossos dados sugerem
gue a resposta inflamatoria local possui um papel importante no desenvolvimento da
hipernocicepcao induzida pelo CHIKYV e essa resposta parece ser dependente de TNF. Sabe-se
que em modelos de inflamacédo induzida por carragenina ou LPS, h4 uma producdo inicial de
TNF pelas células residentes e que esse mediador € crucial para induzir a liberacdo de outros
mediadores pro-inflamatorios, como IL-1, em uma cascata que culmina com a produgéo de
prostaglandinas, as quais sensibilizam diretamente 0s nociceptores e, consequentemente, levam
a dor (CUNHA et al., 2005).

Sumarizando, neste trabalho caracterizamos o principal pardametro da CHIKF, a
hipernocicepcdo prolongada, a qual est4 associada a uma intensa resposta inflamatoria local e
dano tecidual. Demonstramos o efeito de diferentes farmacos com atividade analgésica na
hipernocicepcdo e nossos dados sugerem que a génese da hipernocicepcdo induzida pelo
CHIKYV ¢é dependente da inflamacéo aguda local, mas a sua manutencao parece estar associada
aum estado inflamatério no DRG dos animas, mais especificamente a um aumento naexpressao
de TNF nesse tecido em tempos mais tardios. Ainda neste trabalho, demonstramos que a
auséncia do receptor de TNF ou a inibi¢do farmacol6gica desse mediador protegeu 0s animais

dos par@metros de doenca avaliados, o que abre perspectivas para um potencial alvo terapéutico.
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