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RESUMO

O virus Chikungunya (CHIKV), um arbovirus da familia Togaviridae, € o agente
etiologico da febre Chikungunya (FC), uma doenga cuja principal caracteristica em
humanos é a dor persistente nas articulagdes. Os mecanismos e mediadores
envolvidos na génese e persisténcia da dor durante a doenga causada pelo virus ainda
sdo pouco conhecidos. O objetivo do presente estudo foi explorar mecanismos
potencialmente envolvidos na génese e manutengao da dor persistente causada pela
infeccao pelo CHIKV utilizando um modelo murino que mimetiza muitos aspectos da
doenga em humanos. Apds infeccao, foi observado hipernocicepgéao articular que se
estendeu por até 21 dias, associado a edema do coxim plantar nos tempos iniciais
pos infecgdo. A imunofenotipagem do coxim plantar dos animais infectados revelou
aumento de neutréfilos no primeiro dia pds-infeccdo que foi substituido por
macrofagos no sétimo dia. Ainda, presenca de RNA viral, mas nao de virus viavel, foi
observada no ganglio da raiz dorsal (DRG) no primeiro dia pés-infecgdo. No entanto,
a injegéo intratecal do CHIKV néo foi capaz de potencializar a hipernocicepgéo, e o
tratamento com o antiviral sofosbuvir, seja por via intratecal ou sistémica, reduziu
apenas parcialmente, e de maneira similar, a dor aguda (3dpi), mas nao a dor tardia
(7dpi em diante) induzida pela infecgdo. Aumentado numero de leucdcitos no DRG,
incluindo mondécitos inflamatérios, foi associado aos elevados niveis de citocinas
inflamatérias incluindo CCL2, TNF e CXCL1, bem como da enzima COX-2, em tempos
iniciais e tardios pds-infecgdo. A administracéo de celecoxibe, um inibidor de COX-2,
foi capaz de diminuir a dor e o edema plantar, sem induzir por sua vez, alteragdes
significativas nos titulos virais nos diversos tecidos avaliados. Animais CCR2" ou
tratados com antagonista de CCR2, apresentaram diminuigdo na hipernocicepgao
indicando um papel importante no inicio e manutengao da dor. De forma geral este
trabalho explora alguns mecanismos que poderiam estar associados a dor persistente
observada na infeccdo pelo CHIKV, com dados que podem acrescentar a literatura
existente de forma a contribuir para o entendimento da patogénese associada ao
CHIKV e consequentemente propor novas oportunidades terapéuticas para o

tratamento da dor nessa importante doenga humana.

Palavras-Chave: Chikungunya virus; arbovirus; inflamagéao; dor.



ABSTRACT

Chikungunya virus (CHIKV), an arbovirus of the Togaviridae family, is the etiologic
agent of Chikungunya fever (CF). CF is a disease with persistent joint pain as its main
characteristic in humans. The mechanisms and mediators involved in the genesis and
persistence of pain during this disease are still poorly understood. The aim of the
present study was to explore mechanisms potentially involved in the genesis and
maintenance of persistent pain caused by CHIKV infection using a murine model that
mimics many aspects of the disease in humans. Following infection, joint
hypernociception was observed extending up to 21 days, and was associated with
plantar pad edema in the early post-infection times. Immunophenotyping of the plantar
pad of infected animals revealed an increase in neutrophils on the first day post-
infection that was replaced by macrophages on the seventh day. Also, the presence
of viral RNA, but not viable virus, was observed in the dorsal root ganglion (DRG) on
the first day post-infection. However, intrathecal injection of CHIKV was not able to
potentiate hypernociception, and treatment with the antiviral sofosbuvir, either
intrathecally or systemically, only partially and similarly reduced acute pain (3dpi), but
not late pain (7dpi onward) induced by infection. Increased numbers of leukocytes in
the DRG, including inflammatory monocytes, were associated with elevated levels of
inflammatory cytokines including CCL2, TNF, and CXCLA1, as well as the enzyme COX-
2, at early and late post-infection times. Administration of celecoxib, a COX-2 inhibitor,
was able to decrease pain and plantar edema, without inducing, in turn, significant
changes in viral titers in the various tissues evaluated. CCR2" or CCR2 antagonist
treated animals showed a decrease in hypernociception indicating an important role in
pain initiation and maintenance. Overall, this work explores some mechanisms that
could be associated with persistent pain observed in CHIKV infection, with data that
may add to the existing literature in order to contribute to the understanding of the
pathogenesis associated with CHIKV and consequently propose new therapeutic

opportunities for the treatment of pain in this important human disease.

Keywords: Chikungunya virus; arboviruses; inflammation; pain.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1. Epidemiologia e transmissao do virus chikungunya

O primeiro relato do virus Chikungunya (CHIKV) data de 1952, na Tanzania,
onde ocorreu um surto de uma doenga com sintomas que incluiam febre alta e
poliartralgia altamente debilitante. A populagcdo local nomeou a doenga de
‘chikungunya”, palavra de origem do dialeto Africano Makonde, cujo significado €&
derivado da expressdo “aquele que se curva’ e se refere a postura inclinada de
individuos acometidos pela doenga (Burt et al., 2017). Este surto foi seguido por novas
epidemias ainda no territério africano, bem como em varios paises no mundo. Em
2004, um surto no Kenya resultou em quase meio milhdo de casos da doenga e na
disseminagdo do virus para regides proximas, como as ilhas de Comoros e La
Reunion em 2005 (Renault et al., 2007). Um dos maiores relatos da doenga ocorreu
na india, em 2005, onde 1,4 milhdes de pessoas foram infectadas (Burt et al., 2017).
Em 2013, foram confirmados os primeiros casos da infeccdo pelo CHIKV nas
Américas, na ilha de St. Martin, seguido por casos no Caribe e na América Latina no
ano de 2015. Até 2020 o virus foi reportado em 42 paises, incluindo territérios no
Caribe, América Central e América do Norte (Wahid et al., 2017) (Figura 1).

No Brasil, o primeiro caso autoctone de infeccao pelo CHIKV foi descrito em
2014 no Amapa. Desde entdo o CHIKV se expandiu pelo territério nacional. Em 2015
foram confirmados 13.236 casos da doenca, a maioria ocorrendo na regiao nordeste,
incluindo estados como Pernambuco, Bahia, Alagoas, Ceara e Maranhao (Ministério
da Saude, 2015). Segundo o Ministério da Saude, em 2016 foram registrados 271.824
casos provaveis de CHIKF no Brasil, sendo que 151.318 foram confirmados, e destes
casos 196 resultaram em o6bito. Em 2017 foram registrados mais de 185 mil casos
provaveis e até dezembro de 2018 foram registrados 84.294 casos provaveis, sendo
que mais de 76% foram confirmados (Ministério da Saude, 2018). Ainda em 2019
foram notificados 132.205 casos provaveis (taxa de incidéncia de 62,9 casos por 100

mil habitantes) no pais (Ministério da Saude, 2019). Dados recentes, de janeiro a
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dezembro de 2022, mostram um aumento de 30,8% em numero de casos registrados,
quando comparado ao ano de 2019, e um aumento de 78% quando comparado com
o ano de 2021 (Ministério da Saude, 2022).

Figura 1: Paises onde casos de chikungunya foram reportados, até outubro de 2020.
Fonte: Adaptado de www.cdc.gov.

- Transmissdo local atual ou anterior do virus chikungunya

A transmisséo do virus chikungunya € causada pela picada da fémea de um
mosquito infectado, principalmente os mosquitos do género Aedes (Zeller et al., 2016),
através de dois ciclos distintos, o silvatico e urbano. Durante o ciclo enzodético ou
silvatico, comum principalmente na Africa em areas de florestas ou savanas, o virus é
transmitido por varias espécies do Aedes (A. africanus, A. cordellieri, A. furcicdcfer-
taylori, A. luteocephalus, entre outros) a primatas ndo humanos (macacos), os quais
se apresentam como reservatério primario do virus (Ng, 2017). Ao adentrar em
ambientes selvagens, o homem pode ser infectado dando inicio ao ciclo urbano. A
transmissao do virus em ambientes urbanos envolve duas espécies de mosquitos do
género Aedes, 0 A. aegypti e o A. albopictus, que quando infectados podem transmitir

o virus ao homem (Zeller et al., 2016).


http://www.cdc.gov/
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1.2. Estrutura e organizagao da particula viral

O Chikungunya virus € um arbovirus do género Alphavirus pertencente a familia
Togaviridae do reino Riboviria. O virion, envelopado e com estrutura icosaédrica,
apresenta cerca de 70nm de didametro e € composto por unidades repetidas de
glicoproteinas transmembrana (E1 e E2), a proteina do capsideo e uma bicamada
lipidica. O genoma é de acido ribonucleico (RNA) de fita simples com polaridade
positiva, com aproximadamente 12 Kb e duas janelas abertas de leitura, que codificam
duas poliproteinas, que quando clivadas dao origem a quatro proteinas nao estruturais
(nsP1-4) e cinco proteinas estruturais (C, E3, E2, 6K e E1) (Burt et al., 2017; Hakim &
Aman, 2022). A figura abaixo (Figura 2) mostra uma representagéo esquematica da

estrutura da particula viral.
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Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura conformacional e gendmica do CHIKV.
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). As proteinas E1 e E2 formam triades de
glicoproteinas, em forma de espigas, ancoradas a membrana que cobrem a superficie viral.

Fonte: Adaptado de Swiss Institute of Bioinformatics, viralZone, 2017.

O ciclo de multiplicacdo do CHIKV (Figura 3) tem inicio apos sua inoculagao

intradérmica pela picada da fémea do mosquito vetor e sua adsor¢céo na célula alvo



21

pelo processo de endocitose mediada por receptor. Os receptores envolvidos na
internalizagcdo do virus incluem: O CD209 ou DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific
Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), o CLEC4M (C-type lectin
domain family 4 member M), a laminina e algumas integrinas (Hakim & Aman, 2022;
Hoornweg et al., 2016) além da molécula de adesao celular Mxra8 que foi descrita
recentemente como um mediador de entrada para varios alfavirus artritogénicos
(Zhang et al.,, 2018). Apés a endocitose, a proteina do envelope viral sofre
modificagdes conformacionais, devido ao ambiente acido do endossoma, permitindo
a liberagao do genoma viral no citoplasma da célula. Em sequencia, dois precursores
de proteinas néo estruturais (nsPs) sédo traduzidos a partir do RNA mensageiro
(mRNA) viral e a clivagem destes precursores resulta nas proteinas ndo estruturais
(nsP1-nsP4). As fungdes destas proteinas incluem: (1) nsP1 participa na sintese da
fita negativa do RNA viral; (2) nsP2 exibe atividades de RNA helicase, RNA trifosfatase
e proteinase e esta envolvida no desligamento da transcricdo na célula hospedeira;
(3) nsP3 faz parte da unidade replicase e (4) nsP4 € a RNA polimerase viral. Juntas
estas proteinas formam o complexo de multiplicagdo viral, que sintetiza um
intermediario de RNA de cadeia negativa. Este RNA de cadeia negativaserve como
modelo para a sintese de RNA subgendémicos (26S) e genémicos (49S). O RNA
subgendmico desempenha um importante papel na expressdo do precursor da
poliproteina C-pE2-6K-E1. Apds formagdo da poliproteina, ocorre a liberagdo do
capsideo (C) e as glicoproteinas pE2 e E1 sdo formadas e exportadas para a
membrana plasmatica, onde a pE2 é clivada em E2 e E3, estas proteinas estédo
envolvidas na ligagéo ao receptor e dobramento adequado de pE2, respectivamente.
A montagem do virion acontece pela ligagédo do nucleocapsideo viral ao RNA viral e
associacgao as glicoproteinas de envelope associadas a membrana (Hakim & Aman,
2022). Novas particulas virais entdo, deixam a célula através do processo de
brotamento pela membrana celular onde os virions adquirem o envelope de bicamada

lipidica contendo as glicoproteinas E1 e E2 (Solignat et al., 2009).
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Figura 3: Ciclo de multiplicagdo do virus Chikungunya.

Por meio do processo de endocitose mediada por receptor, o CHIKV adsorve na célula alvo. Em
seguida, o ambiente &cido no interior do endossoma desencadeia a fusdo do envelope viral com a
membrana endosomal, levando a liberagdo do genoma viral no citoplasma. Esse, por sua vez, &
traduzido em proteinas virais n&o estruturais (nsP1-4). Apés o processamento, o complexo de proteinas
nao estruturais forma a replicase viral, a qual catalisa a sintese de uma cadeia de RNA de sentido
negativo que serve de 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, entédo, 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.

Fonte: Adaptado de Abdelnabi et al., 2015.

1.3. A doencga causada pelo virus chikungunya

A doencga causada pelo CHIKV em humanos, Febre Chikungunya (FC), € uma
doenca febril exantematica aguda com sinais e sintomas similares aos relatados para
outras arboviroses de importancia médica, a exemplo da dengue, zika e a febre
amarela. Os principais sintomas observados envolvem febre alta de inicio agudo,
dores articulares e musculares, cefaleia, nausea, fadiga e exantema generalizado,
sendo que a principal manifestagao clinica que a difere das outras arboviroses séao
dores fortes e persistentes nas articulagdes, as quais estdo associadas a uma elevada
taxa de morbidade tendo como consequéncia a reducdo da produtividade e da

qualidade de vida dos individuos acometidos (Hakim & Aman, 2022). A infec¢ao por
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CHIKV ¢é sintomatica na maioria das pessoas infectadas, sendo que as taxas de
assintomaticos podem ir de 3 a 30%, variando entre os diferentes surtos epidémicos
descritos, podendo produzir um espectro variavel de manifestacdes clinicas, incluindo
formas mais leves e condigdes graves e incapacitantes (Cunha & Trinta, 2017). O
periodo de incubacéo pode variar de 1 a 12 dias com média de 2 a 7 dias e fases

aguda, subaguda e crbnica, podem ser observadas na doenga associada ao virus.

A fase aguda tem inicio logo apés o periodo de incubagdo e tem duragéo de
até quatorze dias (Burt et al., 2017). Febre alta (>39°C), calafrios, cefaleia, nausea,
vémito, fadiga, erupgdes cutaneas eritematosas e maculopapulares, dor nas costas,
mialgia e poliartralgia simétrica com inchago e dor nas pequenas articulagdes das
maos e pés, conforme demonstrado na figura 4, sdo sintomas que podem ser
apresentados na fase aguda (Figura 4), sendo que a intensidade e duragéo da doencga
estdo associadas a carga viral e presenca de linfocitopenia. Durante a viremia, a
quantidade de virus pode chegar a 10° copias do genoma viral por mL de sangue e o
fim da viremia normalmente ocorre de 5 a 7 dias apds o inicio dos sintomas. Apds o
inicio da febre, podem ocorrer mialgias e artralgias intensas. Esses sintomas podem
ser graves e incapacitantes, causando morbidade. A poliartralgia, que tem sido
descrita em mais de 90% dos pacientes com chikungunya na fase aguda, € um
sintoma chave para o diagndstico diferencial com um valor preditivo positivo superior
a 80% (Ministério da saude, 2017).

Figura 4: Lesodes articulares de paciente infectada com CHIKV.

Lesdes articulares com edema de paciente com chikungunya, evolugdo da mesma paciente nos dias
A) 1 e B) 5 p6s infecgao.

Fonte: Adaptado de Ministério da Saude, 2021.
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Apés a fase aguda, cerca de 30% das pessoas evoluem com dores articulares
persistentes com duragao de até trés meses, fase subaguda (Burt et al., 2017). Apds
o terceiro més, se ndo ocorre remissao dos sintomas, € considerado uma fase cronica,

sendo que esta pode prolongar-se por alguns meses a varios anos (Burt et al., 2017).

Sintomas considerados atipicos podem ocorrer em cerca de 0,3% dos casos,
envolvendo sintomas associados a complicagcdes dos sistemas cardiovascular, renal,
respiratorio, gastrointestinal, hepatico e adrenal, além de complicagbes associadas ao
sistema nervoso central. Um estudo epidemioldgico na llha da La Reunion durante os
anos de 2005 a 2006 mostrou que dentro dos casos atipicos, cerca de 24,1% dos
adultos apresentaram neurologia anormal, com uma estimativa de que
aproximadamente 0,1% das infeccbes por CHIKV desenvolveram doenca
neurologica. Foi observado que as complicagdes graves do CHIKV geralmente
surgem em pacientes com comorbidades e pessoas acima de 65 anos. Atualmente
nao ha tratamento antiviral eficaz e, portanto, o tratamento de CHIK é de suporte e
sintomatico sendo utilizado principalmente para controle da febre e dor (Vairo et al.,
2019).

14. Imunopatogénese associada a infecgao pelo chikungunya virus

ApOs a inoculagédo, o virus realiza um ciclo de multiplicagao inicial no interior
dos fibroblastos dérmicos e entdo se dissemina pela corrente sanguinea, atingindo
diversos tecidos, como o figado, musculos, articulagdes, bago e cérebro (Figura 5)
(Cunha & Trinta, 2017; Rohatgi et al., 2014). Diversos tipos celulares apresentam
susceptibilidade a infecgdo pelo CHIKV incluindo: fibroblastos, células epiteliais,
endoteliais e células progenitoras do musculo esquelético ou células satélites, assim
como neurdnios e células da glia. Fibroblastos e macréfagos da pele foram
identificados como sendo células alvo primarias da infecgdo pelo CHIKV durante a
fase de inoculagcédo intradérmica (Sourisseau et al., 2007). A fase de inoculag&o
intradérmica € seguida pela fase de multiplicagdo linfatica, nesta fase ocorrem
migragao de células infectadas para os ganglios linfaticos drenantes e disseminagao

na corrente sanguinea (fase de viremia), com posterior disseminacao para érgaos de
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infeccao secundaria, envolvendo tipos celulares como os hepatécitos, as células
musculares esqueléticas e as células articulares (Hussain et al., 2016; Schwameis et
al., 2016).
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Figura 5: Disseminagao do virus Chikungunya no hospedeiro.

A infecgéo pelo CHIKV tem inicio pela picada da fémea de um mosquito infectado que inocula o virus
na derme do hospedeiro (1). Entdo, ocorre uma replicagéo inicial do virus no interior de fibroblastos
dérmicos e células residentes (2). A picada do mosquito também pode levar a inoculagao direta do virus
na circulagdo sanguinea (3). O virus se dissemina para os ganglios linfaticos (4) e, entao, é liberado
para a circulagao sanguinea (5). Finalmente, ocorre a disseminagao do virus para os érgaos periféricos,
como figado, bago, musculo, bem como para o cérebro e articulagdes (6).

Fonte: Adaptado de Caglioti et al., 2013.

A viremia que ocorre na fase aguda da doenga é acompanhada pelos niveis
elevados de diversos mediadores inflamatorios no soro dos pacientes a exemplo das
citocinas IL-1B, IL-6 e o Fator de Necrose Tumoral (TNF). Essas citocinas pirogénicas
contribuem para a febre presente na fase aguda da doenca (Hoarau et al., 2010).
Apesar de estes mediadores estarem presente em grande parte das pessoas
sintomaticas, estudos demonstraram que diferentes coortes de pacientes exibem
padrées de mediadores inflamatorios distintos, sugerindo que os niveis basais desses
mediadores diferem entre as populagdes. Utilizando diferentes coortes de pacientes
uma metanalise comparativa demonstrou que as citocinas proé- inflamatdrias, incluindo
IL-2, IL-2R, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IFN-a e IFN-B; citocinas anti-
inflamatédrias tais como o IL-1RA, a IL-4 e a IL-10; as quimiocinas CXCL10, CCL2,
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CXCL9, CCL3, CCL4; os fatores de crescimento fator estimulador de coldnias de
granulécitos e macrofagos (GM-CSF) e o Fator de Crescimento de Fibroblastos
Basico (FGF) seriam uma possivel assinatura da infeccdo pelo CHIKV (Ng, 2017,
Teng et al., 2015). Outras altera¢des que podem ser detectadas incluem elevagao das
enzimas hepaticas ALT e AST (Ministério da Saude, 2017).

A diminuicdo de carga viral durante a fase aguda é acompanhada pela
diminui¢cao da resposta inflamatoéria 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 apods a
infeccao na articulacdo de pacientes que desenvolveram sintomatologia persistente,
0 que sugere uma associagao entre uma ativagao sustentada da resposta imune e o
estabelecimento de manifestagdes clinicas persistentes (Dupuis-Maguiraga et al.,
2012). Chow e colaboradores (Chow et al., 2011) estudaram o perfil de mediadores
inflamatorios durante diferentes fases da doenca (aguda, de recuperacéo e crbnica) e
mostraram que durante a fase de recuperacao no inicio, ocorre produgao de citocinas
e quimiocinas, como por exemplo IL-4, CCL11, CXCL9, CCL3, HGF, bFGF e G-CSF.
Enquanto para a fase de recuperagao tardia foi observado principalmente a secrecao
do Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) e da quimiocina CCL5. Pacientes que se
recuperaram completamente da infeccdo pelo CHIKV apresentaram niveis elevados
de CCL11 (quimiocina que pode bloquear a atividade de CCL2) e HGF (responsavel
por suprimir a producao de CCL2) durante a fase de recuperagdo. Uma vez que os
pacientes recuperados apresentam baixos niveis de CCL2 durante a fase de
recuperacao, sugere-se que a inibicdo da atividade dos macréfagos esta associada a
remissdo da doenca. Essa hipotese foi reforcada por um estudo que demonstrou que
a inibicao do influxo de macrofagos nas articulagées de camundongos infectados pelo
CHIKV protegeu os animais do desenvolvimento da doenga grave (Chen et al., 2015).
Estes dados foram corroborados por pesquisas clinicas que demostraram que
pacientes com sintomas persistentes continham baixos niveis de CCL11 e HGF,
enquanto apresentavam altos niveis de GM-CSF (associado a ativacdo de

macrofagos) na fase de recuperagao (Dupuis-Maguiraga et al., 2012).

Os macrofagos, no contexto da FC podem desempenhar um papel dual no

desenvolvimento da doenga. Sao células essenciais para o controle da carga viral e
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resolucdo da inflamacdo em tempos tardios, porém tem sido associadas ao
desenvolvimento da fase crbnica da doenca. O receptor de quimiocinas CC tipo 2
(CCR2) e seus ligantes, as quimiocinas CCL2 e CCL7 estado intimamente associados
ao recrutamento e fungdo de mondcitos. O receptor CCR2 é majoritariamente
expresso em mondécitos e macrofagos enquanto quimiocinas como CCL2 podem ser
liberadas por uma grande variedade de células, em resposta a estimulos. A
quimiocina CCL2, assim como seu receptor (CCR2), esta expressa em quantidades
elevadas em casos de artrite causada por Chikungunya e alguns trabalhos indicam
que podem estar relacionados ao desenvolvimento da forma crénica da doenca. Em
modelos onde foi feito a inibicdo da CCL2 utilizando o farmaco Bindarit em
camundongos infectados com o Alphavirus Ross River (RRV) ou CHIKV, houve
melhora significativa do quadro da doenga, com diminuicdo de danos nos tecidos e
menor recrutamento de células inflamatérias no sitio da lesao (Chen et al., 2015; Rulli
et al., 2011). No entanto, em estudos para caracterizar o papel do CCR2 na artrite
induzida por CHIKV, a auséncia do receptor CCR2 causou uma artrite mais grave,
prolongada e erosiva em camundongos CCR2”, com substituicdo do infiltrado de
monadcitos/macréfagos, observado em camundongos selvagens (WT), por infiltrado de
neutréfilos. Estes dados foram associados a baixos niveis de IL-10 em animais CCR2-
l-, sugerindo baixa atividade de macrofagos M2 (Poo, Rudd, et al., 2014), indicando
que o receptor pode estar relacionado ao desenvolvimento de artrite, mas também

desempenha papel importante na resolug¢ao da inflamagao.

1.5. Sistema nervoso periférico e interagao neuroimune

A dor é definida como um dos quatro sinais cardinais da inflamagéo.
Evolutivamente, a dor aguda desempenha um papel importante uma vez que permite
a preservagao do tecido frente a um estimulo nocivo (Pinho-Ribeiro et al., 2017). O
estimulo nervoso que resulta em uma sensacdo dolorosa, tem inicio quando
nociceptores, neurbnios somatossensitivos, sdo estimulados. Os nociceptores sao
encontrados na pele, coérnea, ossos, musculos, articulagdes, trato geniturinario e
tecidos viscerais profundos e sua ativacado ocorre através da detecgao de estimulos

por sensores, que podem incluir canais idnicos ou receptores acoplados a proteina G.
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Os estimulos normalmente sao estimulos inflamatdrios, como citocinas e quimiocinas,
alteracdes de temperaturas (calor ou frio) ou lesdo mecanica. Ao sentir esses
estimulos, potenciais de agdo sdo gerados nos terminais nociceptores que s&o
transduzidos para o corno dorsal da medula espinhal e retransmitidos para o cérebro
para serem processados e percebidos como dor. O sistema nervoso, responsivo a
estimulos de dor, é dividido anatomicamente em Sistema Nervoso Central (encéfalo e
medula espinhal) e Sistema Nervoso Periférico (nervos e ganglios nervosos que
conectam o sistema nervoso central aos 6rgdos do corpo). A condugao do estimulo
nocivo a partir do sistema nervoso periférico (SNP) até o sistema nervoso central
(SNC) comeca com a estimulacao periférica, passando pelos ganglios da raiz dorsal
(DRG) e chegando a medula espinhal, por onde tem acesso aos centros superiores

de processamento (Baral et al., 2019).

O Sistema Nervoso Periférico (SNP) é constituido de nervos, ganglios e
terminacdes nervosas e sua funcéao é facilitar a comunicacao entre o SNC e a periferia
(6rgaos internos e externos, como trato gastrointestinal, pele, coragédo, érgéos
secretores e musculos). O SNP é funcionalmente dividido em sistema nervoso
autébnomo (SNA) e sistema nervoso somatico (SNS), que podem ser subdivididos em
simpatico e parassimpatico para o SNA, e sensoriais e motoras para o SNS. Enquanto
o SNA é responsavel por fungdes involuntarias associadas a células cardiacas, lisas
e glandulares, o SNS é responsavel por controle de musculo esquelético e
processamento de sensagdes somaticas, incluindo a dor. Terminais nervosos
periféricos nociceptores possuem receptores e canais i6nicos que detectam
mediadores moleculares liberados durante um estimulo doloroso (Figura 6), apds a
ativacao por esses mediadores, potenciais de agcdo sao transduzidos para corpos
celulares nociceptores dentro dos ganglios da raiz dorsal (DRG) e retransmitidos para
a medula espinhal e o cérebro para serem processados como dor (Pinho-Ribeiro et
al., 2017). Os DRG séo estruturas importantes na transdug¢do e modulagéo sensorial,
incluindo a transmissao da dor. O DRG pode ser considerado um alargamento da raiz
dorsal contendo corpos celulares de neurdnios sensoriais primarios (Esposito et al.,
2019). Em cada DRG podem ser encontrados cerca de 15.000 neurdnios, de natureza
pseudounipolar, e cerca de 8x esse numero para células satélites gliais, que fornecem
suporte estrutural e metabdlico necessario para a funcao dos neurdnios. As células

gliais contidas no DRG criam unidades funcionais fisicamente isoladas para cada
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corpo celular de neurénio sensorial presente ali. Um unico axénio se projeta do corpo
celular no DRG e se bifurca em uma jungdo em T, com uma porgao central do axdnio
se estendendo até o SNC e a outra porgéo se estendendo para a periferia. Os axénios
desses neurdnios sao agrupados em nervos que contém nociceptores AR, Ad e fibras
C (Liu et al., 2021). As fibras AR e Ad sdo mielinizadas e tém uma alta velocidade de
transducdo do sinal nociceptivo agudo e transmitem sinais de estimulos de
temperatura, mecanico e quimico. As fibras C sao amielinizadas, possuem um
diametro menor e possuem uma conducdo de sinal mais lenta, esses nociceptores
respondem a estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos. As terminagdes
nervosas livres das fibras Ad-f e fibras C constituem a regido sensorial dos

nociceptores (Krames, 2014).

Os terminais sensitivos dos nociceptores possuem diversos receptores, que
sao sensiveis as mais diversas moléculas, incluindo receptores para citocinas,
lipideos, proteases e fatores de crescimento (Figura 6) (Pinho-Ribeiro et al., 2017).
Esses receptores quando ativados levam a sensibilizagdo direta ou vao mediar
cascatas de sinalizacado que levam a sensibilizagdo neuronal via canais idbnicos como
TRPV1, TRPA1, Nav1.7, Nav1.8 e Nav1.9 (White et al., 2007; Wood et al., 2004). A
Prostaglandina E2 (PGEZ2), uma molécula frequentemente relacionada a indugao de
dor inflamatoria, sensibiliza os neurénios nociceptores via receptores neuronais EP1-
EP4 que vao atuar nos canais de ions proximais, a PGE2 também pode levar a
hiperalgesia persistente via PKA e ativacdo de NF-kB mediada por PKC em neurdnios
no DRG (Souza et al., 2015). A primeira citocina descrita com papel hiperalgésico foi
a IL-1B, que induz a produgdo de prostaglandinas mas além disso sensibiliza os
neurdnios nociceptores via fosforilacdo dos canais de sédio Nav1.8, levando ao
aumento da geragao de potencial de agao e resultando em hiperalgesia mecanica e
térmica (Binshtok et al., 2008; Ferreira et al., 1988). Além disso, IL-1b atua via ativagcéo
de IL-1R1 em neurdnios nociceptores que levam a um aumento de expressdo do
TRPV1 e, consequentemente, aumento de sensibilidade a dor (Ebbinghaus et al.,
2012). Outras citocinas como IL-6 e TNF também tem mecanismos de indug¢ao de dor
bem descritos, por levar a produgdo de prostaglandinas ou pela agédo direta nos
nociceptores. A IL-6 se liga ao receptor gp130 expresso nos nociceptores e leva ao
aumento de expressao de TRPV1 e TRPA1, enquanto a sensibilizacdo via TNF é

dependente do receptor TNFR1. Receptores como IL-17AR também sdo amplamente
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expressos por neurénios nociceptores induzindo um rapido aumento da excitabilidade
neuronal via IL-17, além disso a IL-5 também pode sensibilizar os neurdnios

nociceptores que expressam os receptores IL-5 (Figura 6) (Pinho-Ribeiro et al., 2017).
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Figura 6: Mediadores imunes que induzem sensibilizagao periférica via receptores nos
neurdnios nociceptores.

Durante uma les&o ou estimulo inflamatério células residentes ou recrutadas véo liberar mediadores
moleculares que podem agir via receptores especificos em terminais periféricos de neurdnios
sensoriais levando a sensibilizagao e dor. Citocinas, lipidios e fatores especificos vao levar a ativagao
direta ou a modulagdo de canais i6bnicos como Nav1.7, Nav1.8, Nav1.9, TRPV1 e TRPA1. Na
degranulacdo, os mastocitos liberam Interleucina 5 (IL-5), serotonina (5-HT), histamina e fator de
crescimento nervoso (NGF) que atuam sobre IL-5R, 5-HT2, receptor de histamina 2 (H2), TrkA. Os
neurdnios nociceptores também sao sensibilizados pelo TNF, IL-1b, e IL-6 produzidos por mastdcitos,
macréfagos e neutréfilos. A ativacdo do TNFR1 leva a fosforilagdo dos canais Nav1.9. A ativagao do
receptor IL-1R1 aumenta a expressao de TRPV1 pelos nociceptores, enquanto a IL-6 liga o0 gp130 nos
nociceptores e isto aumenta a expressdo do TRPV1 e TRPA1. A PGE2 liberada por macréfagos e
outras células imunes inatas também sensibiliza os neurdnios nociceptores através dos receptores
EP1-4. As células Th17 e células ydT também podem sensibilizar os neurbnios nociceptores através
da liberagéo de IL-17A e da sinalizagdo neuronal de IL-17RA.

Fonte: Adaptado de Pinho-Ribeiro et al., 2017.

Além das interagbes neuroimunes que ocorrem no local da les&o, as células
imunes também podem interagir com os corpos celulares dos neurdnios nociceptores

dentro dos DRGs para levar a dor. Um pequeno numero de células imunes inatas e

adaptativas reside nos DRGs e ha evidéncias de que seu numero aumenta em
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condi¢des de dor crénica. Em modelos de dor neuropatica induzida pela ligadura do
nervo ciatico € demonstrado um aumento no numero de macroéfagos, mondcitos,
neutroéfilos e células T no DRG (Liu et al., 2014). A presenca de células inflamatérias
nesse tecido, provavelmente, esta relacionada a uma liberagdo prolongada de
citocinas excitatorias e consequentemente uma dor prolongada, mesmo apds a
resolucao da lesao original. As células gliais também respondem a les&o de um nervo
periférico multiplicando e liberando mediadores inflamatorios. A axotomia periférica
causa aumento da expressao de fatores neurotréficos nas células gliais satélites ao
redor dos corpos celulares dos neurénios sensoriais no DRG, essas moléculas no
DRG podem levar a uma alodinia mecanica persistente e podem causar dor
neuropatica apos lesdo do nervo periférico. A PGE2 também é produzida e secretada
pelas células gliais, que cercam os neurénios DRG, em resposta a fractalcina
(CX3CL1), uma quimiocina liberada pelos neurdnios do DRG em um estado inflamado
(Milligan & Watkins, 2009).

Além disso, ja foi demonstrado que o tratamento de células neuronais com
quimiocinas aumenta a sensibilidade do potencial receptor transitorio vaniloide 1
(TRPV1), um canal ibnico que é critico para a percepgao da dor (Jiang et al., 2020).
Consequentemente, durante a inflamacgao, a ativagao dos receptores de quimiocinas
nos neurdnios contribui para a hiperalgesia ao sensibilizar o TRPV1 através das vias
de sinalizagdo mediadas pela proteina G (Jiang et al., 2020; Pinho-Ribeiro et al.,
2017). Os receptores de quimiocinas sdo expressos por varios tipos celulares além
dos leucdcitos, como exemplos células endoteliais vasculares e células do sistema
nervoso. A expressao dos receptores de quimiocinas ja foi descrita em células
microgliais, astrécitos, oligodendrdcitos e neurdnios, incluindo neurénios sensoriais
periféricos, além de neurdnios do SNC. Esses receptores participam de condi¢oes
inflamatodrias e neurodegenerativas do SNC, bem como do desenvolvimento do
cérebro e das atividades sinapticas (Tran & Miller, 2003; White et al., 2005).

De forma geral, os principais mediadores inflamatérios descritos como
participantes do processo de desenvolvimento e manutengcdo da dor neuropatica
estdo as citocinas TNF, IL-1B e IFN. Ainda, existem evidéncias de que a ativagao de
células da glia pelos mediadores CCL2 e CCL5, quimiocinas com importante

participacdo no processo de infecgcao pelo CHIKV, pode estar relacionada com o
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desenvolvimento da dor neuropatica (Abbadie et al., 2003; Kiguchi et al., 2010;
Milligan & Watkins, 2009). Varios trabalhos demonstram uma regulagao positiva
dessas quimiocinas, incluindo CCL2, CCL5 e CXCL1, em modelos de doencas
neuroinflamatdrias ou de leséo direta do nervo periférico (Cui et al., 2020; Zhu et al.,
2014). As evidencias indicam uma sensibilizagao direta dos neurdnios periféricos, uma
vez que os receptores para estas quimiocinas sao expressos em ceélulas neuronais
(Komiya et al., 2020; Ma et al., 2020). Além disso, alguns modelos descrevem uma
regulagéo positiva, sustentada de CCR2 no DRG de animais em modelo de les&o no
nervo ciatico (Abbadie et al., 2003). Curiosamente, camundongos deficientes para o
receptor de quimiocina CCR2 nao desenvolvem alodinia mecanica em um modelo de
dor neuropatica, mesmo a sensibilidade a dor permanecendo normal nestes animais
na auséncia do dano ao nervo (Abbadie et al., 2003), sugerindo um papel importante
deste sistema. Diversos estudos recentes ainda mostram uma modulacao direta de
varias classes de neurdnios no sistema nervoso periférico e central por quimiocinas,
como a CCL2 (Ma et al., 2020; Watson et al., 2020).

De forma geral, sabe-se que a maioria dos mediadores inflamatérios
conhecidos que podem de alguma forma se ligar a nociceptores no sistema nervoso
periférico causa algum tipo de sensibilizagdo e dor (Matsuda et al., 2019), sugerindo
um papel cada vez maior da inflamagdo em comunicagdo com o sistema nervoso e

como participando de processos dolorosos de diversos tipos.

1.6. Dor associada a infecgao por virus artritogénicos

A dor articular prolongada é o principal sinal patognomdnico de pacientes
crénicos da doencga causada pelo CHIKV, que podem ter dores articulares por meses
ou anos apos a fase aguda da doenca (Burt et al., 2017) e mesmo 70 anos apos a
descricdo do primeiro caso de CHIKV, a artrite persistente causada pelo virus
permanece sem uma descrigao clara do seu mecanismo. Além disso, os tratamentos
para dores crOnicas sao inespecificos e muitas vezes ineficazes devido a
complexidade desta manifestacdo. Os tratamentos farmacoldgicos convencionais

usados para controlar a artrite dolorosa crénica incluem paracetamol, anti-
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inflamatorios nao esterdides (AINEs) orais ou tépicos, opioides e corticosterdides
intra-articulares (Kidd et al., 2007). Medicamentos antirreumaticos modificadores da
doenga (DMARDSs), como metotrexato ou anticorpos monoclonais anti-TNF, também
sao usados para tratar as dores articulares. Embora a terapia com DMARD diminua a
dor por preservar os tecidos articulares, uma grande propor¢ao de pacientes ainda
relata a sensacao de dor (Abbasi et al., 2019). Consequentemente, novas opgdes de
tratamento farmacologico s&o necessarias para controlar a dor em pacientes com

artrite inflamatoria.

A artrite causada pelo CHIKV é descrita como similar em muitos aspectos a
artrite reumatoide. Um estudo de base populacional discute que disturbios reumaticos
preexistentes podem estar associados a dor persistente causada por CHIKV (Gerardin
et al., 2011), porém um estudo prospectivo realizado na ilha de La Reunion mostrou
que apenas 2,8% dos pacientes com a dor crénica associada a infecgdo possuiam

uma doenga articular preexistente (Schilte et al., 2013).

Em outras doencas artriticas virais, como por exemplo causada por RRV
(Soden et al., 2000), adenovirus entre outros, foram identificados a persisténcia de
virus, antigenos virais e/ou acidos nucleicos virais nas articulagdes afetadas (Suhrbier
& Mahalingam, 2009). Esses achados sugerem que artropatias virais podem estar
associadas a replicagdo, persisténcia ou presenga do patdogeno ou do seu material
genético, causando inflamacgao persistente e consequentemente as manifestagdes
reumaticas. Para o CHIKV, em um estudo prospectivo envolvendo 9 pacientes com
sintomas crénicos da doenca, na Ilha de La Reunion, foi observado que apenas um
paciente apresentava antigenos virais (RNA e proteinas) em macréfagos sinoviais
perivasculares 18 meses apo6s a infecgdo (Hoarau et al., 2010). De maneira
interessante, um estudo em modelo animal, com macacos, forneceu evidéncias de um
papel importante para macrofagos neste sentido. No estudo foi observado um alto
indice de infiltracdo de macréfagos/células mononucleares em 6érgéos linfoides e
presenca em grandes quantidades de antigeno CHIKV e vRNA foram detectados
nessas células por periodos prolongados (até 3 meses poés infecgao), indicando que
0os macrofagos poderiam estar servindo como reservatério do virus e assim
desempenhando um papel importante no desenvolvimento de sintomas crénicos da

doenca (Labadie et al., 2010). Porém essa relagao ainda nao foi estabelecida, uma
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vez que em estudos em humanos ou camundongos nao foi possivel isolar o virus
infeccioso de tecidos ou soro e os mecanismos pelo qual essa possivel persisténcia
do antigeno poderia acontecer também n&o foram esclarecidos (Poo, Rudd, et al.,
2014).
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2. JUSTIFICATIVA

O virus chikungunya é considerado um importante problema de saude publica
no Brasil. O virus induz uma doenca que € associada a alta morbidade onde
aproximadamente 30% dos individuos acometidos desenvolvem sequelas de carater
subagudo ou crénico. A artralgia persistente associada ao CHIKV desempenha um
relevante impacto socioecondmico devido a reducéo da produtividade da populagao
trabalhadora, queda da qualidade de vida dos individuos acometidos e grande impacto

econdmico aos érgaos publicos de saude.

Varios estudos vém sendo feitos na tentativa de entender a patologia associada
a infecgao pelo CHIKV, porém muitos aspectos associados a dor persistente ainda
permanecem por serem elucidados. A gravidade da doengca de forma geral
eventualmente é associada a presenca de virus ou uma resposta imune exacerbada,
associada principalmente a presenca de macrofagos, componentes que podem ser
importantes moduladores do sistema nervoso. Neste trabalho buscamos entender
estes aspectos associados a infecgao pelo CHIKV com um direcionamento para um
componente do sistema nervoso periférico, o DRG, na tentativa de entender os

mecanismos associados a dor persistente causada pelo CHIKV.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Avaliar o papel do virus e macrofagos inflamatérios na manutengédo de um
ambiente inflamatério no DRG e seu impacto na génese e manutengcdo da

hipernocicepc¢ao induzida pelo CHIKV.

3.1.1. Objetivos especificos

1) Avaliar parametros clinicos e inflamatorios na pata, linfonodo e sangue de

camundongos C57BL/6 infectados pelo CHIKYV;

2) Avaliar a presenga, e impacto na hipenocicepgao, de virus ou RNA viral no DRG

em camundongos C57BL/6 infectados pelo CHIKV;

3) Avaliar o perfil e presenga de leucécitos e citocinas no DRG em tempos iniciais e

tardios em camundongos C57BL/6 infectados pelo CHIKV;

4) Avaliar o impacto da inibicdo farmacologica de COX-2 na hipernocicepcdao em
camundongos C57BL/6 infectados pelo CHIKV;

5) Avaliar o impacto da delegcdo genética ou farmacologica do receptor CCR2 na
hipernocicepg¢ao e resposta inflamatéria em camundongos C57BL/6 infectados
pelo CHIKV.
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4. METODOLOGIA
4.1. Estratégia experimental

Para os experimentos in vivo foram utilizados camundongos da linhagem
C57BL/6 de quatro semanas, infectados por via subcutanea (intraplantar) com o
indculo de 1x108 PFU de virus diluidos em 50ul de PBS. Camundongos WT ou
deficientes para o receptor CCR2 (CCR2”) foram infectados no tempo 0 e
eutanasiados nos tempos 1, 7 ou 14 dias pés-infecgdo (p.i.) para coleta de amostras.
Para as medidas de hipernocicep¢ao e edema os animais foram acompanhados por
28 dias ou até o fim da hipernocicepgao (Figura 7). Estes parametros foram definidos
previamente durante a padronizacdo do modelo de infecgao pelo CHIKV (MOREIRA,
T. P., etal., 2022).
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Figura 7: Esquema representativo dos experimentos in vivo.

Camundongos WT ou deficientes para o receptor CCR2 (CCR2") foram infectados por via intraplantar
com 1x108 PFU de CHIKV. Os animais foram eutanasiados nos dias 1, 7 ou 14 pés-infecgao (p.i.), para
obtencdo de amostras (pata, sangue, linfonodo e DRG) ou acompanhados até o 28° dia p.i. para
medidas de edema e hipernocicepgao.
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4.2. Animais

Neste trabalho foram utilizados camundongos do tipo “selvagem” (WT) da
linhagem C57BL/6 com quatro semanas de idade adquiridos do Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo Horizonte, Minas Gerais.
Além disso, foram utilizados camundongos deficientes para o receptor de quimiocina
CCR2 (CCR27), os quais foram adquiridos do Biotério de Imunofarmacologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Os animais foram mantidos no
biotério do Laboratério de Imunofarmacologia do ICB/UFMG sob condigbes
controladas de temperatura (28°C a 30°C), umidade (50%), ventilagdo, ciclos de
iluminacéao claro e escuro de 12 horas, ragao e agua sem restricdes de acordo com o
protocolo de numero 78/2018 aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizagdo de
Animais (CEUA) da UFMG.

4.3. Virus

Neste trabalho foi utilizado uma linhagem de virus chikungunya asiatica isolada
de uma amostra clinica de um paciente virémico que foi gentiimente cedida pelo Prof.
Mauricio Lacerda Nogueira da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto —
FAMERP, sob numero de acesso BHI3762/H 804917.

4.4. Cirurgia e injegéao intratecal

Com os animais anestesiados foi feita uma perfusao utilizando BPS. Para a
perfusao foi feita uma abertura no abdémen do animal para exposigao do figado e
caixa toracica, que deve ser aberta para exposigao do coragao. Uma agulha, presa a
ponta da bomba de perfusao, foi inserida na camara ventricular esquerda do animal e
no atrio direito foi feito um corte. O sangue deve sair pelo atrio direito e o figado é

utilizado como um controle, a medida que ele vai perdendo lentamente sua tonalidade
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avermelhada. Apds 5 minutos de uma perfusao bem sucedida, o aparelho de perfuséo

foi retirado, a pele do animal removida na parte dorsal.

Para a cirurgia, os musculos das coxas s&o retirados cuidadosamente para
expor o nervo ciatico. Uma vez exposto, as ramificacbes em direcdo a medula espinhal
sao cuidadosamente expostas. Musculos e tecido mole sao retirados do entorno da
coluna vertebral e uma vez que a coluna esta exposta é feita uma remocao do arco
vertebral (laminectomia) do segmento lombar para expor a medula espinal e os DRGs.
Neste ponto as ramificacbes do ciatico sdao importantes para “pescar’ os DRGs
puxando-os cuidadosamente pelo nervo. Os DRGs sdao entdo coletados e

armazenados para as analises.

Para injecdo intratecal os camundongos foram anestesiados com
administracao continua de Isofurano durante o procedimento. O pelo da regido lombar
das costas foi retirado e o processo L6, mais proeminente, foi localizado para detectar
o local de injegao. Uma agulha de 30G foi inserida cuidadosamente entre o sulco das
vértebras L5 e L6 e um movimento de cauda indica uma entrada bem sucedida da
agulha no espaco intradural (Njoo et al., 2014). Os volumes de inje¢ao utilizados neste
trabalho foram de 10-20 ul.

4.5. Tratamentos

451. Sofosbuvir

Os animais C57B/6 machos com quatro semanas de idade foram tratados com
o antiviral Sofosbuvir por via oral, 20 mg/kg em um volume de 80 ul, uma hora antes
da infecgao e diariamente durante 7 dias conforme descrito por Ferreira et al. (Ferreira
et al., 2019). O grupo controle foi tratado com PBS 5% de DMSO. Para o tratamento
intratecal foi utilizado uma dose unica de 10uM em 10ul com o tratamento uma hora

antes da infecgao, o grupo controle recebeu 10uL intratecal de PBS 5% de DMSO.
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Figura 8: Esquema representativo dos experimentos in vivo — Tratamento com Sofosbuvir.
Camundongos C57BL/6 foram tratados com sofosbuvir uma hora antes da infecgdo com 10uM via
intratecal ou 20 mg/kg por via oral. O tratamento por via oral foi feito durante 7 dias, todos os dias,
enquanto o tratamento intratecal foi feito em dose Unica. Apds uma hora de tratamento, os animais
foram infectados por via intraplantar com 1x10°% PFU de CHIKV. Os animais foram entdo acompanhados
até o 28° dia p.i. para medidas de edema e hipernocicepg¢ao.

45.2. Celecoxibe

Os animais C57B/6 machos com quatro semanas de idade foram tratados com
o Celecoxibe (15 mg/kg, i.p. 1 vez ao dia). Os camundongos foram tratados nos dias
0, 1 e 2 da infeccao e a hipernocicepcéao foi avaliada a partir do 1° até o 28° dia da
infeccdo. Outro grupo de animais foi tratado por via intratecal (5 ug/10ul) em dose

Unica.

4.5.3. Antagonista de ccr2

Os animais C57B/6 machos com quatro semanas de idade foram tratados com
um antagonista especifico de CCR2 (RS504393 - Tocris). Os animais foram tratados

em dose unica por via intratecal, com 25 ug/20uL, imediatamente antes da infecgéo.
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4.6. Propagacao e concentragéo do virus

O CHIKV foi propagado em células C6/36 (Aedes albopictus clone C6/36)
provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) sob numero 0343
mantidas em estufa incubadora de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD), com
atmosfera umidificada a 37°C na presenga de meio de cultivo Leibowitz L- 15
suplementado com 1,5% HEPES, 1% antibiéticos, 1% L-Glutamina, 1% aminoacidos

nao 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 concentracgao viral (Vivacell 100 centrifugal
concentrator — Sartorius, Alemanha) e as particulas virais foram concentradas pelo
auxilio de centrifugacao (2000g por 10 min). O volume que ultrapassou a membrana
foi descartado e o 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
formagao de placas em células permissivas da linhagem VERO, como descrito no Item
4.5.

4.7. Determinacgéo 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
titulagao viral por ensaio de formagao de placas de lise como descrito por BAER &
KEHN-HALL, 2014.

Células da linhagem VERO (células derivadas de rim do macaco verde africano
- Cercopithecus aethiops) provenientes do BCRJ sob numero 0245 crescidas em meio
RPMI 1X, suplementado com 1,5% HEPES, 1% antibidticos, 1% L-Glutamina, 1%
aminoacidos nao essenciais, 10% Soro Fetal Bovino. As células sao tripsinizadas,

homogeneizadas e plaqueadas, em placas de 12 pogos, a uma densidade de 5x10°
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células/pogo. As placas séo incubadas em uma estufa a 37°C com atmosfera de 5%
de CO? por cerca de 24 horas, quando seus pogos devem apresentar uma

monocamada de células com confluéncia de 85 a 90%.

Os estoques virais e as amostras de plasma obtidas dos camundongos
infectados foram diluidos serialmente em meio RPMI enquanto amostras de baco,
figado, coxim plantar, musculo quadriceps e joelho 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) ou DRG foram maceradas entre laminas
estéreis e diluidas em 500 uL de meio RPMI. A cada pogo de uma placa foi adicionado
400 pL (para placa de 6 pogos) ou 300 L (para placa de 12 pogos) de cada uma das
diluigdes (102 a 10”) de uma dada amostra (tecido) ou diluigdes de (102 a 10*) para
o plasma. O controle de células € um pog¢o nao inoculado, ao qual é acrescentado
apenas o meio RPMI com antibiéticos na auséncia de SFB nos mesmos volumes. As
placas foram incubadas por um periodo de uma hora a 37°C (periodo de adsorgao
viral) durante o qual foram 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¢cdo, o meio foi retirado dos pocgos e
desprezado, e as células lavadas com meio RPMI. Em seguida, foi adicionado meio
DMEM contendo 1.6% de carboximetilcelulose, antibidticos e 2% de SFB. As placas
foram incubadas a 37°C por quatro dias, periodo no qual os efeitos citopaticos podem
ser observados ao microscoépio invertido. Apds este periodo, as mesmas foram fixadas
com formol tamponado a 10% por no minimo 30 minutos e, posteriormente, coradas
com solugédo 1% p/v de cristal violeta em H20 deionizada, para a determinagdo do
titulo das amostras, os quais foram expressos em PFU/g ou PFU/mL (Unidades

Formadoras de Placa).

4.1. Analise por RT-PCR

A reacao de RT-PCR foi realizada para a determinacéo de carga viral no DRG,
além dos marcadores TRPV1, COX-2, CXCL1, CCL2, IL-1B e TNF, cujos primes estao
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descritos na tabela abaixo (Tabela 1). As amostras foram submetidas a extracdo de
RNA e, subsequentemente, a sintese de cDNA utilizando Random primers (Promega,
EUA) e SuperScript Reverse Transcriptase Ill (Thermo Fisher Scientific, EUA) de
acordo com as especificagdes do fabricante. A reagcao de amplificacao foi realizada
no termociclador 7500 Fast usando o fluoréforo SYBR Green (Thermo Fisher
Scientific, EUA) e iniciadores especificos (obtido da Integrated DNA Technologies

(IDT, EUA)) e demais marcadores avaliados.

Tabela 1: Sequéncias de primers utilizados.

Alvos Sequéncia dos primers
GAPDH F - ACGGCCGCATCTTCTTGTGCA
R - CGCCCAAATCCGTTCACACCG
CCL2 F - 5'-TAA AAA CCT GGA TCG GAA CCA AA-3'
R -5-GCA TTA GCT TCA GAT TTACGG GT- 3'
CXCLA F - TGTCCCCAAGTAACGGAGAAA
R - TGTCAGAAGCCAGCGTTCAC
COX-2 F - AGAAGGAAATGGCTGCAGAA
R - GCTCGGCTTCCAGTATTGAG
TRPV1 F -CTGTGAGGGCGTCAAGCGCA
R - TCCGGCTGGGTGCTATGCCT
IL1B F — TGCAGGTCATTTAACCAAGTGG
R - TGGGTATTGCTTGGGATCCA
TNE F — CCCTCACACTCAGATCATCTTCT

R — GCTACGACGTGGGCTACAG

4.2. Medida da hipernocicepcéo articular inflamatéria

A avaliagdo de hipernocicepcdao, ou medida de dor em animais de
experimentacao, foi realizada por teste de medida de presséao eletrénica de acordo
com a metodologia proposta originalmente por CUNHA e colaboradores (2004), com
algumas modificagdes. A hipernocicepgéao foi avaliada em diferentes tempos (1, 3, 7,
14, 21 e 28 dias) por um periodo de até 28 dias apds infec¢do com o CHIKV. Para
este teste os camundongos sao colocados em caixas de acrilico sobre uma tela de

suporte metalica pelo periodo de 15 a 30 minutos (periodo de adaptagdo). Neste
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experimento foi utilizado um medidor de pressado eletrbnico que visa avaliar a
transmissao 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 forga perpendicular aplicada na area central da superficie plantar induz a flexao
da articulacdo do joelho seguido da resposta de retirada da pata pelo animal. A
intensidade da pressao é automaticamente gravada pelo sensor, em gramas, e 0s
valores para a resposta foram obtidos apés trés medidas, antes e apos a infeccéo de

cada animal individualmente (Cunha et al., 2004).

4.3. Medida do edema plantar

Com a utilizagdo de um paquimetro, foi realizada a medida do edema plantar
apos a infecgdo pelo CHIKV. As medidas foram realizadas previamente a injecéo
intraplantar do virus, para obtencao dos niveis basais de cada animal, e diariamente
até o término do experimento. A medida do volume da pata foi realizada sempre duas
vezes pelo mesmo operador e a média destes valores foi utilizada para a computagao
dos dados. O aumento no volume da pata foi expresso como média ou A do volume
da pata (mm?). Para controle do experimento, foram utilizados camundongos que

receberam injecao via ipl. contendo apenas PBS.

4.4. Determinagéo dos niveis de citocinas e quimiocinas

As quimiocinas CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 e CXCL1 ou citocinas IL13 ou TNF
foram quantificadas no coxim plantar ou no plasma sanguineo. Para isso, fragmentos
do coxim plantar foram homogeneizados em solugcdo de PBS contendo inibidor de
proteases (0,1'mM phenylmethilsulfonyl fluoride; 0,1mM benzethonium chloride; 10mM
EDTA e 20 Kl aprotinina A) e 0,05% Tween 20, na proporgao de 0,1g de tecido para
cada mL de solugao; foi utilizado um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 -
Fisher Scientific Pennsylvania, USA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
3000g por 10 minutos a 4°C (Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA, USA) e os
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sobrenadantes recolhidos e estocados em microtubos (Tubo 3810, eppendorf do
Brasil) a -20 °C, para analise. Amostras de sangue foram processadas para obtengao
do plasma, amostras tratadas com heparina foram centrifugadas e o sobrenadante foi

coletado e armazenado para uso.

As amostras foram analisadas na diluigdo de 1:3 em PBS contendo 0,1% de
albumina bovina, como previamente padronizado em nosso laboratorio. Foram
utilizados kits de anticorpos (R&D Systems, EUA), seguindo o protocolo recomendado
pelo fabricante. Todos os ensaios serdo realizados em placas de 96 pogos (C96
MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, EUA).

Para a realizagcao do ensaio, os anticorpos de captura foram diluidos em PBS
(pH 7,4), sendo que a sensibilizagdo foi feita durante 18h a 4°C. A reagéo 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 pogos e
incubados por 18h. Os pocos foram entdo lavados e o anticorpo de detecgao
adicionado pelo periodo de 2h. A reacao foi detectada pela incubagdo com
streptavidina conjugada com peroxidase (HRP-Streptavidin Pharmingem — 1:4000) e
revelada com OPD (o-phenylenediamine dihidrocloride — Sigma-Aldrich, EUA). Apés
30 minutos, a reagao foi interrompida com a adicdo de 50uL de H2SO4. A leitura foi
feita em espectrofotdmetro de placa (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do

Brasil) em comprimento de onda de 492nm.

4.5. Avaliacao do perfil de receptores e tipos celulares

A expressao dos receptores de superficie CCR2, CX3CR1, F4/80, CD11b,
CD45, Ly6C e IBA-1 e MHCIlI em mondécitos ou macréfagos, além de Ly6G, CD19,
CD69, CD3, CD4, CD8 e CD11c para neutrdfilos, linfécitos e células dendriticas
durante a infeccado pelo CHIKV foi avaliada através de citometria de fluxo. Foram
retirados para citometria linfonodo popliteo, pata e DRG nos tempos de 1, 7 e 14 dias
apos infecgédo. As amostras de linfonodo foram coletadas e homogeneizados usando

maceradores de vidro temperado. As células da pata ou DRG foram obtidas por
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digestao enzimatica do tecido (1mg/mL de colagenase IV - Worthington, Lakewood,
NJ) a 37°C durante 1 h. As células previamente contadas em camara de Newbauer,
foram plaqueadas em placa de 96 pocos para marcacdao com anticorpos monoclonais

conjugados a fluorocromos.

Os anticorpos anti cada marcador avaliado foram utilizados além de controles
de isotipo das empresas BD Pharmigen TM, eBiosciences e Biolegend. As amostras
foram incubadas com os anticorpos por 30 minutos, seguida de lavagem com PBS-
BSA 1%, incubagdo com estreptavidina conjugada a PE-Cy7 por 30 minutos, outra
lavagem e fixacdo em formaldeido 4% v/v. As células marcadas com anticorpos foram
adquiridas no citbmetro FACSCanto Il e analisadas no software FlowJo (Tree Star).
As estratégias de gate utilizadas para analise estdo especificadas abaixo (Figuras 9,
10, 11 e 12).
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Figura 9: Estratégia de gate para avaliagao de leucécitos no coxim plantar.

Primeiramente foram feitos gates para células totais e single cell. A seguir os leucécitos foram
selecionados a partir da marcagéo de CD11b e CD45 seguido de Ly6G para selegcdo de neutrofilos.
CD11b seguido de F4/80 para macrofagos e CD3 seguido de CD4 ou CD8 para selegéo de linfécitos.
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Primeiramente foram feitos gates para células totais e single cell. A seguir os leucécitos foram
selecionados a partir da marcagao de CD3 positivo ou negativo. A partir de CD3 positivo foram
utilizados os marcadores CD4 ou CD8 para linfocitos, seguido de CD69. A partir de CD3 negativo foram
utilizados os marcadores CD11c e MHCII para fagocitos mononucleares. Além disso foi utilizado o
marcador B220 a partir de single cell para avaliacao de linfécito B.
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Figura 11: Estratégia de gate para avaliagao de leucécitos no DRG - I.
Primeiramente foram feitos gates para células totais e single cell. A seguir foram selecionados os
marcadores IBA1, CD3/CD8 ou CD3/CD4 para linfocitos T, ou CD19 com CD3 negativo para células B.
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Figura 12: Estratégia de gate para avaliagao de leucécitos no DRG - Il.
Primeiramente foram feitos gates para células totais e single cell. A seguir os leucécitos foram
selecionados a partir de células CD45" seguido dos marcadores CX3CR1, F4/80, CCR2 ou Ly6¢/CCR2.

4.6. Deteccéo indireta de neutréfilos (MPO)

O acumulo de neutrdfilos na pata 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, 100 mg do tecido foi homogeneizado em 2 mL de
tampao (pH 4,7) (0,1M NaCl; 0,02M NaPO4; 0,015M NaEDTA), utilizando-se um
homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 - — Fisher Scientific International,
EUA). Apés centrifugagao a 3000 g, por 10 min, a 4 °C (Centrifuga BR4 — Jouan,
EUA), o sobrenadante foi desprezado e o precipitado submetido a lise osmatica pela
adicao de NaCl 0,2 % gelada (para 100 mg de tecido, 1,5 mL de solugéo) seguido
(ap6s 30 segundos) da adicao de igual volume de solugao contendo NaCl 1,6 % e
glicose 5 % gelada. Apos nova centrifugacéo, o precipitado foi ressuspendido em
tampdo Na3PO4 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de hexadeciltrimetilamdnio
(HTAB) 0,5 % p/v e re-homogeneizado. Aliquotas de 1 mL da suspensao foram

transferidas para microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) de 1,5 mL e submetidas
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a trés ciclos de congelamento e descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido.
Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 min a 3000 g e os

sobrenadantes coletados.

A atividade da mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada através
de leitura em espectrofotometro (450 nm) usando tetramethylbenzidine (1.6 mM) e
H202 (0.5 mM) para a medicao das alteracbes da densidade o6ptica (OD). Os

resultados foram expressos como unidade de absorbéancia (ABS).

4.7. Andlise histopatoldgica

O membro inferior direito dos camundongos, contendo pata e tornozelo foi
coletado ao longo da cinética da infecgao e fixado em formol 10 %v/v por no minimo
2 dias. Em seguida, os tecidos permaneceram em uma solugdo de EDTA 10 %pl/v,
durante aproximadamente 40 dias, com troca da solugao a cada 3 dias, para a sua
desmineralizagdo. 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: Intensidade de infiltrado inflamatdrio, hiperemia e
perda da arquitetura tecidual em uma escala de 0-7 como descrito por Queiroz-Junior

e colaboradores (2011).

4.8. Analise estatistica

Os resultados sédo apresentados como a média * erro padréao meédio (EPM) por
grupo de animais. Os resultados foram analisados estatisticamente utilizando o teste
t ndo paramétrico (MAN-WHITNEY) ou a analise de variédncia a um critério (ANOVA
ONE-WAY ou TWO-WAY), seguido de comparag¢des multiplas de Newman- Keuls.
Para a realizacdo de todas as analises, foi utilizado o software GraphPad PRISM

(GraphPad Software, EUA). Niveis de significancia estabelecidos em p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. A infeccao pelo CHIKV induz alteragao de parametros clinicos e inflamatorios

5.1.1. A infec¢cdo pelo CHIKV induz hipernocicep¢ao e edema de pata em
camundongos C57BL/6

Como previamente demonstrado pelo nosso grupo (Moreira et al., 2022), e
reproduzido neste trabalho, a infeccdo por CHIKV induziu uma hipernocicepg¢ao que
pode ser observada a partir do dia 1 pds-infecgao (p.i.) até o dia 21 p.i., ndo sendo
mais observadas diferengas significativas no dia 28 p.i. (Figura 13 A). Além disso,

observamos aumento significativo de edema plantar nos dias 1 e 7 p.i. (Figura 13 B).
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Figura 13: A infec¢cao subcutinea pelo CHIKV em camundongos induz hipernocicepg¢ao
mecénica e edema plantar.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x10® PFU de CHIKV e as analises de: (A) hipernocicepgéo, através de von frey eletronico, e (B)
edema de pata, pela utilizagdo de um paquimetro, foram realizadas. Os resultados sao apresentados
como a forga (g) necessaria para induzir a flexao dorsal da articulagéao tibiotarsal, seguida pela retirada
da pata ou em mm? para edema de pata. MOCK= no infectado. n= 5, ****p<0,0001, **p<0,01 Vs
MOCK, teste 2way ANOVA.
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5.1.2. A infecgao por CHIKV induz aumento de leucdcitos na pata e linfonodo

Para entender o perfil celular apés a infecgao por CHIKV, realizamos citometria
de fluxo nas patas de animais 1 e 7 dias apds a infeccdo. Nossos resultados
demonstram um aumento significativo em porcentagem de neutréfilos no dia 1 p.i.,
sem diferengas no dia 7 p.i. (Figura 14 A). Por outro lado, a porcentagem de
macrofagos foi observada aumentada apenas no dia 7 p.i. (Figura 14 B). A
porcentagem de linfécitos T CD4 também estava aumentada no dia 7 p.i. (Figura 14

C), assim como os linfécitos T CD8 (Figura 14 D).
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Figura 14: Caracterizagcao do perfil celular local (coxim plantar) apés a infecgdo pelo CHIKV.
Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x108 PFU de CHIKYV, a pata foi retirada nos dias 1 e 7 p.i. € a imunofenotipagem por analises de



52

citometria de fluxo foram realizadas. Foram analisados (A) neutrdéfilos, (B) macrofagos, (C) linfocitos
TCD4, e (D) linfécitos TCD8. Os resultados sdo apresentados em porcentagem (%) por células totais.
MOCK= nao infectado. n= 5, ****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01 Vs MOCK, teste one-way ANOVA.

Em seguida, foi realizada avaliacao do perfil de leucdcitos no linfonodo popliteo
drenante (ipsilateral) de animais infectados com CHIKV com 1 e 7 dias p.i.. Para

linfécitos do tipo TCD4 foi observado uma diminuigdo no dia 7 p.i. (Figura 15 A), além
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de um aumento em porcentagem de células CD4 CD69*, no primeiro dia pds infecgéo
(Figura 15 B). Uma diminui¢cao na porcentagem de células TCD8 nos tempos de 1 e
7 dias pos infeccdo (Figura 15 C) foi observada, sem alteragao significativa na
expressdao do marcador CD69" nessas células (Figura 15 D). Foi observado um
aumento de células dendriticas expressando o MHCII* no dia 1 p.i. (Figura 15 E), com
aumento de MFI (Median Fluorescence Intensity) para MHCII nestas células (Figura
15 F). Ainda observamos um aumento significativo de células B no dia 7 pés infecgao
(Figura 15 G).

Figura 15: Caracterizagao do perfil de leucécitos no linfonodo popliteo drenante apds a infecgao
pelo CHIKV.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcuténea
com 1x108 PFU de CHIKV e o linfonodo popliteo foi retirado nos dias 1 e 7 p.i. para analises de
citometria de fluxo. Foram analisados linfocitos TCD4 (A), linfécitos TCD4 CD69+ (B), linfocitos TCD8
(C) e TCD8 CD69+ (D), além de células dendriticas (E) e MHCII (F) e linfécitos B (G). Os resultados
sdo apresentados em porcentagem (%) por células totais ou MFI. MOCK= ndo infectado. n= 5,
****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01 Vs MOCK, teste one-way ANOVA.
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5.1.3. Ainfecg¢ao por CHIKV induz aumento de citocinas na pata e sangue

Em seguida, avaliamos a produgéao de citocinas/quimiocinas no coxim plantar
destes animais. Foi possivel observar um aumento da concentragao de IL-13 no coxim
plantar de animais infectados pelo CHIKV nos tempos de 1 dia p.i. quando comparado
ao seu controle nao infectado, nao havendo mais diferenga significativa no dia 7 pos
infeccao (Figura 16 A), enquanto para TNF ndo foram observadas diferencas
significativas em nenhum dos tempos avaliados, quando comparado ao seu controle
(Figura 16 B).

Observamos aumento nas concentragdes de CCL2, CCL3 e CCL5 nos dias 1 e 7 pi

(Figura 16 C, D, F). Houve um aumento significativo da concentragdo de CCL4 1 dia

p.i. (Figura 16 E).
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Figura 16: A infeccao pelo CHIKV induz a um aumento de citocinas e quimiocinas local.
Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcuténea
com 1x108 PFU de CHIKV. Niveis de IL-18 (A), TNF (B), CCL2 (C), CCL3 (D), CCL4 (E) e CCL5 (F)
foram quantificadas por ELISA no coxim plantar. Os resultados sao apresentados como pg por 100mg
de tecido. MOCK= ndo infectado. n= 5, ****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01 Vs MOCK, teste one-way
ANOVA.
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Nosso proximo passo foi avaliar a concentragao de citocinas circulantes. De
maneira interessante, ndo observamos aumento significativo na concentragao de IL-
1B (Figura 17 A), ou TNF (Figura 17 B), no plasma de animais infectados com CHIKV
nos tempos avaliados. Entretanto, foi observado um aumento na concentragdo de

CCL2 circulante 1 dia p6s infecgao (Figura 17 C).
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Figura 17: A infecgao pelo CHIKV induz um aumento de CCL2 no plasma, sem alteragédo nos
niveis das citocinas IL-18 ou TNF.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x108 PFU de CHIKV. Niveis de IL-1B (A), TNF (B) ou CCL2 (C) foram quantificadas por ELISA
no plasma. Os resultados sdo apresentados como pg por ml. MOCK= nao infectado. n= 5, *p<0,05 Vs
MOCK, teste one-way ANOVA.

Em conjunto com os dados ja publicados pelo nosso grupo (Moreira et al.,

2022), os dados apresentados nesta se¢gao complementam a caracterizagao sistémica
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da doenga no nosso modelo apds infecgao pelo CHIKV. De forma geral, observamos
que a inflamacéo sistémica persiste apenas na fase aguda da doenca com 1 ou 7 dias
pos infecgao, retornando aos niveis basais no dia 14. Uma vez que a hipernocicepc¢ao
foi observada por periodos tardios (até 21 dias pds infec¢ao), os dados do modelo ja
publicados ou descritos até aqui, ndo explicam por completo este fendtipo de
persisténcia observado. Assim, nosso proximo passo foi avaliar e caracterizar os
possiveis componente imunoinflamatorios do sistema nervoso periférico no ganglio da

raiz dorsal (DRG) destes animais infectados pelo CHIKV.

5.2. A presencga de virus no DRG nao parece ser um fator determinante para a

manutencao da hipernocicepgao

Inicialmente avaliamos a preseng¢a do virus nos DRGs associados ao nervo
ciatico. Através de ensaio de recuperacgao viral viavel, titulagdo viral, ndo foram
recuperados virus viaveis no DRG nos tempos de 1, 3 ou 7 dias p6s infeccao (dados
ndao mostrados). Em seguida, avaliamos a presenga do genoma viral por meio da
quantificacdo do RNA viral neste tecido. Nossos resultados demonstram que no
primeiro dia pos infecgéo foi possivel observar uma quantidade significativa de RNA
viral, recuperado por RT PCR no DRG, indicando a presenca de componentes virais

neste tecido (Figura 18). Ndo observamos RNA viral nos demais tempos avaliados.
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Figura 18: Recuperagao de RNA viral no DRG com 1 dia p6s infecgao.
Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x108 PFU de CHIKV e o DRG foi retirado para analises por RT-PCR. A presenga de RNA viral foi

avaliada e os resultados sdo expressos através da conversao, utilizando uma curva padréo, para LOG
PFU. n=3-4 animais.

Para entender se a presenca do RNA viral no DRG poderia contribuir com a
hipernocicepcao persistente observada apos infecgao pelo CHIKV, nosso proximo
passo foi avaliar o efeito da infecgao intratecal com o CHIKV na hipernocicepgao
mecanica e compara-lo com a infecgdo subcutinea. A infecgado intratecal induziu
hipernocicepg¢do a partir do primeiro dia p.i. quando comparado aos animais nao
infectados. Porém de forma interessante, a hipernocicepgéo induzida pela injegao
intratecal foi menor quando comparado ao grupo infectado por via subcutanea (Figura
19).
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Figura 19: A infeccgdo por via intratecal pelo CHIKV induz hipernocicepgdo mecanica em menor
magnitude se comparado a infecgao subcutanea.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via intratecal com
2x10° PFU de CHIKV e analises de hipernocicepgéo foram realizadas através de von frey eletrénico
(A). Os resultados sédo apresentados como a forga (g) necessaria para induzir a flexdo dorsal da
articulagao tibiotarsal, seguida pela retirada da pata. MOCK= n&o infectado, CHIKV i.p. = infecgéo
intraplantar, CHIKV i.t. = infecgdo intratecal. n= 5, ****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01 Vs MOCK, teste
2way ANOVA.

Nosso proximo objetivo foi avaliar se o tratamento com um antiviral seria capaz
de inibir o efeito nociceptivo induzido pela infecgao por CHIKV. Para isso foi realizado
tratamento por via sistémica ou intratecal com um antiviral, o sofosbuvir, com efeito ja
demonstrado para CHIKV (Ferreira et al., 2019). O tratamento com o antiviral
Sofosbuvir foi realizado por via sistémica (oral) por 7 dias, ou por via intratecal, em
dose unica, e a hipernocicepgao (Figura 20 A) e edema (Figura 20 B) foram avaliados.
Os animais infectados pelo CHIKV e tratados com o veiculo apresentaram
hipernocicepcgao persistente até o dia 14 p.i.. O tratamento com Sofosbuvir por ambas
as vias inibiu na hipernocicepgao apenas com 3 dias pi (Figura 20 A). Para as medidas
de edema de pata, foi observado um aumento de edema nos dias 1 e 7 p.i. para o

grupo de animais infectados e ndo foram observadas alteragdes significativas quando
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0os grupos tratados foram comparados ao grupo infectado e tratado com veiculo
(Figura 20 B).
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Figura 20: Tratamento com antiviral por via sistémica ou intratecal reverte parcialmente a
hipernocicep¢ao induzida pelo CHIKV no 3dpi..

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x10% PFU de CHIKV e em seguida foram tratados com Sofosbovir na dose de 20 mg/kg/80ul por
via sistémica ou 10uM/10ul por via intratecal. Analises de hipernocicepgéo foram realizadas através de
von frey eletrénico (A), além de edema de pata (B). Os resultados sao apresentados como a forga (g)
necessaria para induzir a flexado dorsal da articulagao tibiotarsal, seguida pela retirada da pata ou em
mm? para edema de pata. MOCK= n&o infectado. n= 5, ****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01, *p<0,05
Vs MOCK, # Vs CHIKV, teste 2way ANOVA.

A partir deste grupo de resultados podemos concluir que a presenga de virus
no DRG parece nao ser o fator determinante para o desenvolvimento e manutengao
da hipernocicepcao induzida pelo CHIKV. Assim, resolvemos avaliar os possiveis

aspectos imunoinflamatoérios no DRG apés infecgéo por via subcutanea pelo CHIKV.
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5.3. A resposta imunoinflamatéria no DRG é determinante para a génese e

manutencao da hipernocicepg¢ao apoés infecgcédo pelo CHIKV

5.3.1. Apds infeccdo pelo chikv é observado um aumento e persisténcia de

leucédcitos no DRG

A seguir foram feitas analises de perfil inflamatério no DRG de animais
infectados. Primeiramente imunofenotipamos os leucécitos no DRG através de
citometria de fluxo. Nao foram observadas diferengas significativas para linfocitos do
tipo TCD4* (Figura 21 A) ou TCD8* (Figura 21 B). Para células B (CD19) foram
observados aumento nos tempos de 1 e 14 dias pos infecgdo (Figura 21 C). Quando
avaliado o marcador F4/80 para os macréfagos residentes nao foi observado
alteracdes significativas (Figura 21 D), enquanto para CX3CR1 foi observado um

aumento no 7° dia pods infecgao (Figura 21 E).
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Figura 21: Perfil de Leucécitos no DRG de camundongos infectados pelo CHIKV.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x108 PFU de CHIKV e os DRG foram retirados para andlises por citometria de fluxo. Foram
avaliados marcadores para células CD4+ (A), CD8+ (B), CD19+ (C), F4/80+ (D) ou CX3CR1 (E). Os
dados sdo expressos como porcentagem (%) de células. MOCK= n&o infectado. n= 5, **p<0,01, *p<0,05
Vs MOCK, teste one-way ANOVA.

Uma vez que foi observado a presenga de CCL2 no sangue e pata de animais
infectados e dada a importancia de mondécitos e macréfagos, ja descrito na literatura,
no desenvolvimento da doenga causada pelo CHIKV, resolvemos aprofundar as
analises nos macrofagos, avaliando marcadores como IBA1 ou CCR2, que indicam
atividade pro-inflamatéria destas células. O aumento de IBA-1 € observado no dia 1
p.i. através do aumento de MFI observado no esquema representativo (Figura 22 A)
ou pelo grafico (Figura 22 B). O aumento de CCR2 é observado para células totais
(Figura 22 C) ou macrofagos F4/80 (Figura 22 D), no DRG, no dia 1 p.i.. Avaliamos
ainda os marcadores Ly6C e CCR2 em configuragdes high/low e foi observado um
aumento de células CCR2" no primeiro dia pds infeccdo (Figura 22 E), além de

aumento de células Ly6C" em tempos tardios, 7 e 14 p.i. (Figura 22 F).
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Figura 22: Perfil de macréfagos no DRG apés infecgdo por CHIKV.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x10® PFU de CHIKV e os DRG foram retirados para andlises por citometria de fluxo. Foram
avaliados marcadores para células IBA+ (A) e (B), CCR2+ (B), F4/80+CCR2+ (C), além de células
Ly6C°“CCR2" (D) e Ly6C" CCR2°" (E). Os dados s&o expressos como porcentagem (%) de células
ou MFI. MOCK= nao infectado. n= 5, ****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01, *p<0,05 Vs MOCK, teste
one-way ANOVA.

Uma vez demonstrado que ha aumento de marcadores associados a células
inflamatdrias no DRG, nosso préximo passo foi avaliar a expressao de citocinas como
CCL2, CXCLA1, IL1B, TNF, do canal ibnico TRPV1 e de COX-2 no DRG.

Foi observado um aumento de CCL2 em todos os tempos pés infecgao
avaliados, 1, 7 e 14 dias p.i. (Figura 23 A), além de um aumento de CXCL1 no dia 1
p.i. (Figura 23 B). Para IL13 ndo foram observadas alterag¢des significativas (Figura 23
C), porém foi observado um aumento de TNF no dia 14 p.i. (Figura 23 D). N&o foi
observada diferenga significativa na expressdo de TRPV1 em nenhum dos tempos
avaliados (Figura 23 E). De maneira interessante, observamos aumento de COX-2 no

dia 1 p.i. mas ndo no dia 7 pi (Figura 23 F).
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Figura 23: Apods infecgao por CHIKV é observado aumento das citocinas inflamatérias CCL2,
CXCL-1 e TNF além da enzima COX-2 e no DRG.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x108 PFU de CHIKV e os DRG foram retirados para analises por RT PCR. Foram avaliadas as
citocinas CCL2 (A) IL1B (B), TNF (C) ou o canal ibnico TRPV1 (D). MOCK= ndo infectado. n= 5,
****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01, *p<0,05 Vs MOCK, teste one-way ANOVA.

5.3.2. A enzima COX-2 tem um importante impacto na génese da

hipernocicepgao induzida por CHIKV.

Uma vez demonstrado o aumento de COX-2 no DRG em fases iniciais da
infeccdo, decidimos avaliar se a inibicdo dessa enzima estava associada a
hipernocicep¢ao induzida pela infecgao por CHIKV. Inicialmente, animais infectados
com CHIKV receberam o tratamento por via intraperitoneal com celecoxibe, um
inibidor especifico de COX-2. Com o tratamento com celecoxibe foi observado uma
diminuicdo na hipernocicepg¢ao induzida por CHIKV (Figura 24 A), além de uma
diminuicdo no edema no dia 7 p.i. quando comparado ao grupo de animais infectados

e tratados com veiculo (Figura 24 B).
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Figura 24: A hipernocicepgédo é parcialmente reduzida apés o tratamento com um inibidor

especifico de COX-2.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x108 PFU de CHIKV e tratados por via intraperitoneal com Celecoxibe (15mg/kg, i.p. 1 vez ao
dia). uma hora antes da infec¢do e durante 3 dias consecutivos. Analises de hipernocicepgao foram
realizadas através de von frey eletrénico (A), além de edema de pata (B). MOCK= nao infectado. n= 5,
****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01, *p<0,05 Vs MOCK, # Vs CHIKV, teste one-way ANOVA.

Entretanto, ndo houve diferenga na recuperacgéao de virus viavel na pata, joelho,

linfonodo, musculo, bago e figado. Foi observado um aumento de recuperagao viral

apenas no sangue de animais tratados com Celecoxibe, quando comparado ao grupo

controle (Tabela 2).
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Titulagaa (LOG CHIKY PFU)

1dp.i 3dpi 7dpi
i Celecoxbe “Yeic Celecoxibe et Celecoxibe
Pata B0F:032 B8A7:019 B11:038 7F0:042 28:084 273:099
Joelho 795:032 791:017 7)6:089 734017 285286 2.3 :081
Linfonodo poplites B02:0F8 B35:026 376:025 376:025 od i
Musculo FE5:029 GO7:006 22:044 278:0F2 e i
Bago 608:014 5912010 315:031 3164028 g i
Figado 540:015 525:027 220:028 210:023 nd nd
Sangiie AEB+021 566020 254:083 240023 M 1

Tabela 2: O bloqueio farmacolégico de COX-2 induz aumento de titulo viral no sangue sem
alteragao para os demais tecidos avaliados.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x108 PFU de CHIKV e tratados por via intraperitoneal com Celecoxibe (15mg/kg, i.p. 1 vez ao
dia) uma hora antes da infecgao e durante 3 dias consecutivos. Analises de placa de lise e titulagdo
viral foram utilizados para determinar o titulo viral. Veic= Tratado com veiculo e infectado. n= 5, *p<0,05
Vs Veic, Teste t de Student.

A seguir, na intengao de entender se uma inibigao de COX-2 local no DRG seria
capaz de alterar a resposta de dor em animais infectados, realizamos o tratamento
intratecal com celecoxibe (5ug/animal) uma hora antes da infeccdo e a
hipernocicepg¢ao foi avaliada 24 horas depois (Figura 25 A). Com o tratamento
intratecal com celecoxibe € observado uma hipernocicepgao diminuida, quando
comparado ao controle infectado e tratado com o veiculo no primeiro dia p.i. (Figura
25 B).
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Figura 25: O tratamento intratecal com o celecoxibe diminui parcialmente a hipernocicepgao
induzida pelo CHIKV.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x108 PFU de CHIKV e tratados por via intratecal com Celecoxibe (5ug/animal) uma hora antes
da infecgdo em dose unica (A) e foram feitas medidas de hipernocicepgao 24 horas apos a infecgao
(B). MOCK= nao infectado. n=5, ****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01, *p<0,05 Vs MOCK, # Vs CHIKV,
# Vs CHIKV, teste one-way ANOVA.

5.3.3. O receptor CCR2 tem um importante impacto na hipernocicepcéo induzida
por CHIKV

Em seguida, buscamos entender o impacto do receptor CCR2 na doenga
causada pelo CHIKV em nosso modelo. Para isso animais deficientes para o receptor
CCR2 (CCR2') foram infectados com CHIKV e a cinética de hipernocicepgéo
avaliada. Para animais WT foi observado uma hipernocicepcao a partir do primeiro
dia p.i. que é mantida até 21 dias. Ja para o grupo de animais CCR2"- foi observada
uma hipernocicepgao estatisticamente reduzida quando comparada com os animais
WT nos tempos de 1, 7 e 21 dias pi, sendo que no dia 21 os animais ja néo
apresentavam hipernocicepgao quando comparado ao controle néo infectado (Figura
26 A).
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Para avaliar se a inibicdo local de CCR2 no DRG seria capaz de reduzir a
hipernocicepc¢ao, realizamos um tratamento intratecal com um antagonista especifico
de CCR2 (RS504393 - 25ug/20uL). Foi observado que com o tratamento intratecal
com RS504393 os animais apresentam uma hipernocicepgcao diminuida, quando
comparado ao controle infectado que recebeu veiculo, sendo estatisticamente

diferente em todos os tempos avaliados, 1, 3, 7 ou 14 dias p.i. (Figura 26 B).
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Figura 26: A delegado genética ou inibicao farmacolégica de CCR2 esta associada a redugao da
hipernocicepg¢ao causada pelo CHIKV.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x108 PFU de CHIKV e foram acompanhados para analise de hipernocicepgéo por até 28 dias.
Camundongos C57BL/6 foram tratados por via intratecal. Hipernocicepgdo de animais C57BL/6 ou
CCR27 (A), tratamento com RS504393 (B). Os resultados sdo apresentados como a forga (g)
necessaria para induzir a flexao dorsal da articulagao tibiotarsal, seguida pela retirada da pata ou em
mm? para edema de pata. MOCK= n3o infectado. n= 5, ****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01, *p<0,05
Vs MOCK, # Vs CHIKV, # Vs CHIKV, teste one-way ANOVA.

Buscando entender o papel do receptor CCR2 na infecgao por CHIKV, nés
avaliamos o papel desse receptor na modulagao da resposta inflamatoria. Nossos
dados demonstram que enquanto os animais C57B/6 (WT) n&o apresentam aumento
de MPO na pata, os animais CCR27 apresentaram um aumento significativo dessa
peroxidase nos tempos 1 e 14 dias p.i. (Figura 27 A). De maneira interessante ha
alteragdo na cinética de produgéao de CXCL-1, enquanto em animais WT se observou
um aumento significativo dessa quimiocina no dia 1 p.i., em animais CCR2" este
aumento foi observado apenas no dia 7 p.i. (Figura 27 B). Foi observado um aumento

na quimiocina CCL5, nos tempos 1 e 7 pds infeccdo em animais WT, enquanto em
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camundongos CCR2”- 0 aumento de CCL5 foi observado nos dias 7 e 14 pds infecgao
(Figura 27 C).
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Figura 27: A delegao genética de CCR2 causa alteragao nas concentragoes de MPO, CXCL-1 e
CCLS.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x10% PFU de CHIKV. A presenga da enzima mieloperoxidase foi avaliada através de ensaio
enzimatico, os resultados sdo apresentados por niveis de absorbancia (A). Niveis das quimiocinas
CXCL1 (B) ou CCL5 (C) foram avaliados através de ensaio de ELISA em diversos tempos pds infecgao
na pata dos animais e os resultados sdo expressos em pg/100mg de tecido. Quantificagao de virus
viavel foi realizado através da técnica de lise de placa para pata, linfonodo, musculo, bago e sangue
(D). MOCK= nao infectado. n= 5, ****p<0,0001, ***p=0,0001, **p<0,01, *p<0,05 Vs MOCK, # Vs CHIKV,
# Vs CHIKV, teste one-way ANOVA.

As observagdes histologicas demonstraram um pequeno infiltrado celular no
dia 3 p.i. de forma semelhando para animais WT ou CCR2”- com um maximo de dano
tecidual e infiltrado celular no dia 7 p.i., novamente sem diferenga entre os grupos
avaliados. No dia 14 p.i. os animais WT ja apresentam uma diminuigdo consideravel
no dano observado enquanto os animais CCR2” permanecem com um intenso
infiltrado e perda de arquitetura tecidual (Figura 28). Uma andlise grafica
representativa € apresentada utilizando uma pontuagao 0-7 para intensidade de dano
tecidual, para o grafico podemos observar diferengas significativas nos dois grupos
avaliados (WT e CCR27) para o dia 7 p.i.. Para o dia 14 p.i. o grupo WT n&o apresenta
diferenga significativa quando comparado ao controle, enquanto animais CCR2"

continuam com o score aumentado nesse tempo (Figura 28).
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Figura 28: Na auséncia de CCR2 é observado dano tecidual persistente no coxim plantar dos
animais infectados pelo CHIKV.

Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6, foram infectados por via subcutanea
com 1x10% PFU de CHIKV e a pata coletada nos tempos de 3, 7 e 14 dias pos infecgéo, além dos
animais n&o infectados, para analises de histopatologia. A esquerda uma representagéo esquematica
em prancha de cortes histolégicos e a direita representacéo grafica do score analisado. MOCK= néo
infectado. n=3-4 animais.
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Nosso proximo passo foi verificar o papel do receptor CCR2 na recuperagao
viral de CHIKV na pata, linfonodo, musculo, bago e plasma sanguineo, nos tempos de

1, 3, 7 e 14 dias pés infeccéao.

Podemos observar na tabela abaixo que houve recuperacio de titulos virais
nos tempos de 1, 3 e 7 dias pi na pata em animais WT e CCR2’ com diferenga no
primeiro e sétimo dia, sendo que animais CCR2’ apresentaram uma maior
recuperacao viral nestes tempos (Tabela 3). No linfonodo foi recuperado virus nos
tempos 1 e 3 pi sem diferenca entre os animais WT e CCR27. No musculo foi
recuperado virus nos tempos de 1 e 3 dias, sem diferengas significativas entre os
grupos. No bago e plasma nos tempos avaliados para animais WT e CCR2 nao foram
recuperados carga viral significativa através desta técnica (Tabela 3). No tempo de 14
dias p.i. ndo foram recuperadas particulas virais em nenhum dos tecidos avaliados

(dados ndo mostrados).

Titulagdo (LOG CHIKY PFLY
Tdpi Adpi 7dpi
T CCR# T CCRZ+ WT CCRE:
Pata 6564070 7.57:044 738+046 7.35:048 337:062 471:073
Linfonodo popliteo 3542 068 384078 388+017 3312052 nd nd
Musculo 2512071 2662044 2512071 nd nd nd
Baco nd nd nd 213026 nd nd
Sangue nd nd nd nd nd nd

Tabela 3: A delegdo genética de CCR2 induz aumento de virus com 1 e 7 dias pds infecgao.
Camundongos de 3-4 semanas, machos, da linhagem C57BL/6 (WT) ou CCR2", foram infectados por
via subcutanea com 1x108 PFU de CHIKV. Analises de placa de lise e titulagdo viral foram utilizados
para determinar o titulo viral. Quantificagéo de virus viavel foi realizado através da técnica de lise de
placa para pata, linfonodo, musculo, baco e sangue. n= 5, *p<0,05 Vs WT, Teste t de Student.
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6. DISCUSSAO

O virus Chikungunya é considerado endémico no Brasil, abrangendo todo o
territorio nacional. A febre Chikungunya (FC) possui sinais semelhantes aos de outras
arboviroses de importancia clinica, como a dengue, com o diferencial de que o
principal fator patognédmomico associado a FC € uma artralgia debilitante que pode
durar de meses a anos, o que a coloca como uma das arboviroses de maior
importancia clinica do pais. Porém, ainda pouco se sabe sobre os mecanismos
envolvidos na patogénese da artralgia causada pelo CHIKV, sendo necessarios novos
estudos, a fim de elucidar essa interagdo virus-hospedeiro e identificar novos
potenciais alvos terapéuticos para a doenga. Neste trabalho investigamos potenciais
mecanismos associados a génese da dor durante a infecgdo pelo CHIKV, nossos
principais achados foram associados a uma inflamacédo no DRG que persiste mesmo

quando aparentemente a inflamagao sistémica esta resolvida.

Em nosso laboratério padronizamos um modelo murino de infecgao pelo CHIKV
(MOREIRA, T. P. et al.,, 2022). Os resultados demonstraram que a infecgao
intraplantar pelo CHIKV induz hipernocice¢gao mecanica prolongada em camundongos
que mimetiza o que acontece em seres humanos. Com o modelo padronizado, foi
possivel testar diferentes estratagias para entender os mecanismos associados a dor
prolongada. Um dos primeiros parametros avaliados neste trabalho foi a resposta
inflamatéria e para isso observamos que a resposta inflamatéria sistémica é
caracterizada por um infiltrado de neutréfilos que é rapidamente substituido por um
infiltrado de macrofagos, além de uma mudancga de perfil celular no linfonodo com
alteracdo da porcentagem para diversos marcadores de linfocitos e células
dendriticas. Uma caracteristica interessante do modelo € que o recrutamento celular
estd associado ao aumento de quimiocinas, incluindo CCL2, que pode estar
relacionado ao infiltrado de macrofagos nos tecidos. A resposta inflamatéria leva a
dano tecidual caracterizado por um intenso infiltrado de células e perda de arquitetura
tecidual transitoria com pico no sétimo dia e um dano tecidual ja resolvido no dia 14.
De maneira interessante, alteragdes no perfil celular e na producdo de mediadores

inflamatorios tem pico no primeiro dia pds infecgdo e é detectada até o sétimo, ou
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seja, o dano tecidual parece ser secundario a resposta inflamatéria. O virus é
encontrado sistemicamente, incluindo tecidos como bago e figado, porém no sétimo
dia ja ndo é encontrado mais em nenhum tecido, indicando um clearence eficiente das
particulas viaveis. Estes dados estao de acordo com dados da literatura que mostram
uma robusta resposta celular e molecular em resposta a infecgdo, caracterizada
principalmente por infiltrado de mondcitos, produgdo de CCL2 e TNF e virus

encontrado sistemicamente, porém apenas nos tempos iniciais (Gardner et al., 2010).

De maneira interessante e instigante, a resposta inflamatéria induzida pelo
CHIKV é rapida e autoresolutiva (dura cerca de 7 dias). Além disso, a inflamacgao
parece ser eficiente uma vez que a recuperagao de virus em varios tecidos so6 é
observada em tempos iniciais pos infec¢cdo. Dessa maneira, surge a pergunta: se néo
ha mais inflamacédo e se ndo ha mais particula viral detectavel, por que a dor é
persistente? Sabe-se que o DRG é um importante tecido na génese da dor, uma vez
que estimulos periféricos podem gerar alteracbées no ambiente do DRG, resultando
em amplificagdo ou cronificagdo de um sinal doloroso (Esposito et al., 2019). Dessa
forma, o objetivo geral desse trabalho visa entender os mecanismos que ocorrem no

DRG e que contribui para a dor persistente induzida por CHIKV.

De forma interessante alguns trabalhos relatam a presenga de RNA viral nas
articulagdes de pacientes mesmo meses apos infecgdo (Hoarau et al., 2010). Alguns
estudos também detectaram a presenca de IgM especifico de forma persistente em
pacientes apos infecgao pelo CHIKV (Borgherini et al., 2008; Hoarau et al., 2010). Em
um modelo utilizando camundongos o RNA viral também foi detectado em tecidos
associados a articulagao por até 16 semanas (Hawman et al., 2013). No modelo de
infeccao utilizado neste trabalho n&o observamos particulas viaveis de forma
persistente nos tecidos avaliados. Além disso, ndo foram detectadas particulas de
virus viavel no DRG, porém conseguimos detectar a presenga de RNA viral neste

tecido no primeiro dia pés infecgao.

Pelo nosso conhecimento, até entdo, nenhum trabalho havia demonstrado a
presenca do virus no DRG. A nao recuperacao de virus viavel no DRG pode estar
relacionada a limitagdes técnicas como limite de detec¢do associada ao ensaio de

placa de lise e titulacdo viral ou mesmo a dificuldade de processamento do tecido,
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uma vez que o DRG é um tecido pequeno, de outra forma a presenca de RNA viral no
DRG pode estar associada a presenca de antigenos em células inflamatérias. Para
entender o impacto do virus diretamente neste tecido realizamos a injegao do virus
CHIKV de forma intratecal. Diferente do esperado ndao observamos aumento na
hipernocicep¢gdo mecanica, o que indica que uma replicagdo e/ou sensibilizagdo
periférica pode ser necessaria para os mecanismos de dor associados a infegao pelo
CHIKV. Neste sentido uma limitagdo metodoldgica talvez seja o caso, uma vez que o
virus injetado de forma intratecal pode ter gerado uma sensibilizagdo né&o
necessariamente associada a hipernocicepgdo mecanica que era nosso foco neste

momento.

Ainda ndo esta claro se a presenca de RNA viral esta associada a chegada do
virus no tecido por via sistémica ou se células inflamatérias como o macréfago podem
ter carregado antigenos virais para o tecido induzindo um estado inflamatério no DRG.
Uma vez que foi demonstrado para modelos de infeccao pelo CHIKV que macréfagos
e monadcitos inflamatorios podem ser reservatorio de particulas virais, mesmo por
longos periodos pds infecgdo (Labadie et al., 2010). Além disso nossos dados
demonstram aumento de CCR2, um marcador associado a macréfagos inflamatérios
e que normalmente nao é encontrado no DRG em condi¢des basais, alguns estudos
ainda associam o aumento de CCR2 a chegada de mondcitos neste tecido (Zigmond
& Echevarria, 2019). Além da presenca do CCR2, também observamos um aumento

de leucdcitos e alteragao de perfil de macrofagos neste tecido.

Apos a replicagao viral, danos as células e tecidos podem ocorrer diretamente
através da elaboracdo de produtos virais citotoxicos ou indiretamente através da
indugdo de respostas imunes prejudiciais do hospedeiro. Desta forma uma outra
estratégia que utilizamos para avaliar o impacto do virus na hipernocicepgao foi
através do tratamento com um antiviral clinicamente aprovado para o tratamento da
hepatite C e com atividade demonstrada para CHIKV, o Sofosbuvir (Ferreira et al.,
2019). O tratamento com Sofosbuvir ndo foi capaz de diminuir de forma permanente
a dor associada a infeccdo, seja pelo tratamento sistémico ou pelo tratamento
intratecal. Este dado sugere que a replicagao associada ao CHIKV pode nao ser um
fator determinante associado a inducdo de dor persistente. De forma interessante

Lentscher et al., (2020) demonstrou que a restricdo da replicagdo do CHIKV no
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musculo esquelético resultou na diminuicdo da inducéo de IL-1B, IL-6 e TNF em
camundongos, sendo que IL-1p e IL-6 sdo biomarcadores de doenca grave de CHIKV

em humanos (Lentscher et al., 2020).

Como a presenga do virus no DRG néo parece ser uma condigdo necessaria
para a hipernocicepcao prolongada, nosso préximo passo foi caracterizar a resposta
inflamatdria no DRG, gerada apos infeccao pelo CHIKV. Apés lesdo de neurdnios
sensoriais primarios levando a dor neuropatica, mediadores inflamatoérios produzidos
por células de Schwann e células gliais dentro do DRG séo liberados, incluindo
eicosanoides, bradicininas, serotonina, neurotrofinas, citocinas como as interleucinas,
TNF (Sweitzer et al., 2001) e quimiocinas (White et al., 2007). As células gliais
possuem receptores para quimiocinas e citocinas entre outros podendo receber sinais
de outras células e sensibilizar neurénios no DRG (Hanani, 2005), indicando que elas
participam ativamente do processo de transmissao de informagdes dentro do DRG.
Durante inflamagao aguda pode haver liberagao de IL-1B que medeia a indugao de
COX-2, por células no DRG, levando a liberacéo de prostandides, que sensibilizam os
terminais nociceptores periféricos e produzem hipersensibilidade localizada a dor
(Samad et al., 2001). De forma interessante observamos aumento de leucdcitos em

tempos iniciais e tardios (14 dias), e de citocinas como CCL2, TNF e COX-2 no DRG.

COX-2 esta intimamente relacionada com a indugao de dor inflamatdria, uma
vez que induz a produgado de prostaglandinas levando a sensibilizagéo direta dos
neurénios nociceptores. A produgao de COX-2 é induzida principalmente por citocinas
como TNF e IL1B e esta associada a células inflamatérias, como macréfagos e
monadcitos. A presenga de COX-2 no DRG indica a presenga de um ambiente
inflamatdrio nociceptivo. Em nosso estudo ja publicado (Moreira et al., 2022)
demonstramos que animais deficientes para o receptor de TNF ou tratados com
Etanercept, um inibidor de TNF, apresentam uma diminuicdo quase completa da
hipernocicep¢do, quando tratados em tempos iniciais de forma sistémica ou em
tempos tardios com tratamento intratecal. De forma interessante COX-2 foi encontrada
aumentada apenas no dia 1 p.i. enquanto TNF apenas em tempos mais tardios, neste
contexto a COX-2 poderia estar sendo induzida por CCL2 outro componente
inflamatorio que pode levar a produgdo de COX-2 via ligagdo ao receptor CCR2
(Pflucke et al., 2013).
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Outro mediador que tem sido exaustivamente demonstrado como indutor da
ativacdo de COX é a citocina IL1B. Um estudo prévio demonstra que ha ativagao do
inflamassoma NLRP3, que medeia a ativagado de caspase-1 e secrecao de IL1[3, em
células PBMCs isoladas de pacientes infectados com CHIKV, e que o tratamento com
um inibidor de NLRP3 (mcc950) em camundongos diminuiu a inflamacgao, perda 6ssea
e miosite além de diminuir citocinas como CCL2, TNF e IL6 (Chen et al., 2017). No
nosso modelo ha aumento de IL1B na pata 1 dia apds a infecgdo, entretanto nao
detectamos aumento de IL1B no sangue e no DRG, o que sugere que o estimulo para
producdao de COX-2 seja independente da produgcdo de IL1B. Como discutido
anteriormente o TNF tem importante papel nesse sistema, além disso, de maneira
muito interessante demonstramos um aumento de CCL2 no DRG o que esta de acordo
com estudo prévio que demonstra que CCL2 também foi encontrado aumentado no
cérebro de camundongos infectados com CHIKV (Sharma & Jain, 2018). De fato,
Pflucke et al., (2013) demonstra CCL2 como capaz de induzir COX-2.

O papel de CCR2 esta associado a funcdo e recrutamento dos mondcitos,
devido a sua alta expressdo nestas células durante o processo inflamatoério. Além
disso, trabalhos tem sugerido um papel chave para mondécitos/macréfagos tanto no
desenvolvimento de artrite causada por CHIKV quanto na permanéncia do virus no
hospedeiro, 0 que poderia desencadear a resposta crénica (Gardner et al., 2010;
Hoarau et al.,, 2010; Labadie et al., 2010; Morrison et al., 2011). Estudos em
camundongos usando o inibidor de CCL2, bindarit, sugeriram que mondcitos ou
macrofagos sao essenciais durante infecgdes por alfavirus artritogénicos. Foi
observado que a inibigdo de CCL2 através do tratamento com bindarit contribuiu para
a reducao da gravidade da doenga em camundongos infectados pelo virus RRV ou
CHIKV (Chen et al., 2015). De acordo, a doenga musculoesquelética induzida por
CHIKV foi mais grave em camundongos CCR2’ (Poo, Nakaya, et al., 2014), que
mostraram um recrutamento diminuido de mondcitos e aumento no recrutamento de
neutréfilos para tecidos, sugerindo que os mondcitos podem proteger o hospedeiro do
desenvolvimento das formas mais graves da doenca induzida pelo CHIKV. Em
conjunto os dados acima indicam um papel importante dos mondcitos durante a

patogénese de infecgbes artritogénicas por alfavirus.
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Neste trabalho, a auséncia do receptor CCR2 foi associada a um maior
recrutamento de neutréfilos e producdo aumentada de CXCL1, uma quimiocina
importante no recrutamento de neutrofilos. Estes achados estdo associados a um
maior dano histopatoldgico observado nos animais CCR2”- no sitio da infecg&o (coxim
plantar) no dia 14 p.i.. De maneira interessante, no dia 7 p.i, os camundongos CCR2"
l- apresentaram escore de les&o similar ao observado nos camundongos WT, porém
a resolucdo da resposta em camundongos deficientes parece ser mais lenta, pois
enquanto camundongos WT tem escore com retorno ao nivel basal com 14 dias,
camundongos CCR27 permanecem com aumento de escore neste tempo. Estes
achados podem ter relagdo com a deficiéncia no recrutamento de mondécitos nas fases
iniciais da doenca, visto que macréfagos sdo essenciais no processo de resolugao da
inflamacédo (Murray & Wynn, 2011). De acordo com os achados, S. P. Yee e
colaboradores, 2014, utilizando animais CCR2”- em modelo de infecgdo por CHIKV
observaram um perfil semelhante, sem alteragdes na carga viral e com um erosivo
infiltrado de neutrdfilos, que foi associado a artrite prolongada. Apesar da resposta
inflamatdria exacerbada e aparentemente com falhas na resolucao, foi observado, nos
grupos de camundongos CCR2”- uma hipernocicepg¢ao diminuida quando comparado
a grupos de animais WT. Na literatura, pouco se discute sobre os mecanismos
associados a génese da dor causada pelo CHIKV, e o papel dos receptores CCR2"
e suas quimiocinas ligantes na hipernocicepgdo induzida pelo CHIKV ainda
permanece por ser elucidado. Sabe-se que a resposta dolorosa esta direta ou
indiretamente relacionada a resposta inflamatéria, visto que a migracao de leucécitos
associados a inflamagao € responsavel por secretar mediadores que podem levar a
estimulos dolorosos (Baral et al., 2019). Além disso, citocinas pré-inflamatérias que
participam do processo noxico podem ter origem em células imunoldgicas, neuronais
e gliais (microglia e astrécitos), tanto no sistema nervoso periférico quanto no central,
e essas moléculas podem desencadear efeitos como por exemplo hiperexcitabilidade
crénica e alteragdes em nociceptores, além de processamento anormal dos sinais
noxicos e exacerbacdo dos processos de dor (Watkins & Maier, 2002). Algumas
quimiocinas e seus receptores tém sido associadas a este processo, entre elas
CCL2/CCR2. Trabalhos na literatura mostram que o aumento da expresséao de CCL2
ou CCR2 foi relacionado a modelos de dor neuropatica (Wu et al., 2018), dor
inflamatodria e osteoartrite (Harth & Nielson, 2019). No ganglio da raiz dorsal CCL2

pode agir estimulando os neurdnios nociceptivos primarios por processo autocrino
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e/ou paracrino. Além disso, CCL2 sintetizada no ganglio da raiz dorsal é deslocada
para o corno dorsal da medula, onde altera a atividade de neurdnios pds-sinapticos e

células gliais, facilitando a transmissao néxica (Bhangoo et al., 2007).

Em conclusdo, com este trabalho, conseguimos aprofundar no entendimento
da participagdo de alguns componentes envolvidos na génese e manutengao da
hipernocicepcao frente a infecgdo pelo CHIKV. Conseguimos caracterizar uma
resposta inflamatéria prolongada no DRG associada a presengca de RNA viral em
tempos iniciais e com importante participacdo de células CCR2*. A presenca de
resposta inflamatéria no DRG em dias tardios nos leva a acreditar que um estimulo
recorrente neste tecido estaria levando a um nicho inflamatério responsavel por levar
a sensibilizagdo persistente de neurénios sensitivos. A inflamagéao inicial gerada na
extremidade periférica provavelmente é importante no sentido de deflagrar uma
resposta inflamatoéria com sensibilizagdo de nociceptores que seriam intensificados
pela presenca de RNA viral no DRG. De forma geral podemos dizer que a dor causada
pelo CHIKV é complexa e envolve componentes do sistema imune, sensibilizagdo
periférica e atividade inflamatéria no DRG. Neste sentido, este trabalho traz uma
contribuicdo para a literatura de possiveis mecanismos associados a génese e

manutencao da dor causada pela infecgao pelo CHIKV.
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