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RESUMO

O virus Chikungunya (CHIKV) causa uma doenca artritogénica e demonstra tropismo
por fibroblastos sinoviais (FLS), células que contribuem para a inflamacéo, dor e
degradacéo da cartilagem e osso. Considerando a auséncia de medicamentos ou
vacinas especificas para o CHIKV, o direcionamento de FLS como alvo para
tratamento pode compor uma abordagem terapéutica promissora. A anexina Al
(ANXA1l) é uma proteina com potentes efeitos pro-resolutivos e analgésicos,
atuando no reestabelecimento da funcionalidade tecidual. Portanto, este trabalho
objetiva explorar os componentes da articulacao tibiofemoral durante a infeccdo pelo
CHIKV e avaliar o impacto da ANXAL sob esse ambiente. Para isso, foram utilizados
camundongos C57BL/6 (selvagens) ou BALB/c (selvagens e deficientes para
ANXA1) com 4 semanas, infectados com inéculo de 10° PFU de CHIKV na pata. Os
grupos de animais C57BL/6 foram tratados com Ac2-26 (150 pg/camundongo via i.p.
ou 10 pM/camundongo via i.a.) e o tecido sinovial tibiofemoral de animais C57BL/6
foi coletado para inicio de cultura primaria de FLS. No 3° dia pds-infeccdo (d.p.i.),
camundongos BALB/c deficientes para ANXAl e infectados demonstraram
hiperplasia mais severa no tecido sinovial tibiofemoral em relagdo a camundongos
infectados BALB/c do tipo selvagem, conforme indicado por escores
histopatolégicos. Em camundongos C57BL/6 infectados, houve um aumento em
quantidade da subpopulacéo de FLS CD90-FAP+ no tecido sinovial, embora todas
as populacdes de FLS analisadas apresentarem aumento na expressao de RANKL
apos a infeccdo. Em contraste, animais infectados e tratados com Ac2-26 por via
i.p., iniciado uma hora antes da infec¢do até o 6° d.p.i., tiveram uma reducdo do
namero de FLS, bem como menor expressdo de RANKL, perfil semelhante ao de
animais nao infectados. Quanto ao tratamento com Ac2-26 por via i.a., recebido 3
horas pos-infeccdo (h.p.i.) e no 3° d.p.i.,, foi possivel identificar menor resposta
nociceptiva até o 3° d.p.i. para animais tratados, em relagdo a animais néo tratados.
Por fim, a infecg&o in vitro de FLS promoveu um aumento da citocina IL-6 detectada
em sobrenadante, bem como uma diminuicédo de viabilidade celular, ao passo que o
tratamento in vitro com o peptideo Ac2-26 foi capaz de diminuir os niveis da citocina
em 12 e 48 h.p.i.,, em relacdo a pocos infectados e néo tratados. Em conclusao, o
estudo destaca que FLS séo ativados durante a infecgdo pelo CHIKV in vivo e in

vitro e que a ANXAL e 0 Ac2-26 sao capazes de controlar essa atividade, sugerindo



uma alternativa para o controle da inflamacéo e da disfuncéo tecidual causada pelo
CHIKV.

Palavras-chave: Virus Chikungunya, fibroblastos, artrite, ligante RANK, anexinas.



ABSTRACT

Chikungunya virus (CHIKV) causes an arthritogenic disease and exhibits a tropism
for synovial fibroblastos (FLS), which are cells that contribute to the development of
inflammatory arthritis, leading to pain and promoting the degradation of cartilage and
bone. Considering the absence of CHIKV-specific drugs or vaccines, targeting
synovial fibroblasts may be considered a therapeutic approach. Annexin A1 (ANXA1)
IS a protein with potent pro-resolving and analgesic effects, acting to reestablish
tissue functionality. Hence, this work aims to explore the tibiofemoral joint during
CHIKV infection and to assess the potential impact of ANXAL on this process. To
achieve this, C57BL/6 (wild-type) or BALB/c (wild-type and ANXA1-deficient) mice at
4 weeks of age were infected with an inoculum of 10° PFU of CHIKYV in the paw. The
C57BL/6 animal groups were treated with Ac2-26 (150 pg/mouse via i.p. or 10
pHM/mouse via i.a.), and the tibiofemoral synovial tissue from C57BL/6 animals was
collected to initiate primary culture of FLS. On the 3rd day post-infection (d.p.i.),
ANXA1l-deficient BALB/c mice infected with CHIKV exhibited more severe
hyperplasia in the tibiofemoral synovial tissue compared to wild-type BALB/c infected
mice, as indicated by histopathological scores. In infected C57BL/6 mice, there was
an increase in the CD90-FAP+ FLS subpopulation in the synovial tissue, although all
FLS populations analyzed showed increased RANKL expression after infection. In
contrast, infected animals treated with Ac2-26 via i.p., initiated one hour before
infection until the 6th d.p.i.,, had a reduction in the number of FLS as well as lower
RANKL expression, resembling the profile of uninfected animals. Regarding
treatment with Ac2-26 via i.a., administered at 3 hours post-infection (h.p.i.) and on
the 3rd d.p.i., it was possible to identify a reduced nociceptive response until the 3rd
d.p.i. in treated animals compared to untreated ones. Lastly, in vitro infection of FLS
led to an increase in the cytokine IL-6 detected in the supernatant, as well as a
decrease in cell viability, whereas in vitro treatment with the Ac2-26 peptide was able
to decrease cytokine levels at 12 and 48 h.p.i. compared to infected and untreated
wells. In conclusion, this study highlights that FLS are activated during CHIKV
infection both in vivo and in vitro, and ANXAL1 and Ac2-26 can control this activity,
suggesting an alternative approach for controlling inflammation and tissue
dysfunction caused by CHIKV.



Keywords: Chikungunya virus, fibroblasts, arthritis, RANK ligand, annexins.
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1. INTRODUCAO

Os virus sao microrganismos que desempenham um papel significativo na
histéria da saude publica global. Esses organismos acelulares replicam-se
exclusivamente no interior de células hospedeiras e, além de demonstrarem fungées
significativas no contexto ecolégico e evolutivo, podem provocar prejuizos a saude
do hospedeiro. Um dos exemplos mais recentes e impactantes reflete a infeccao
pelo virus SARS-CoV-2, que resultou na pandemia de COVID-19, marcada por mais
de seis milhdes de mortes, grandes impactos no sistema de saude, aspectos

socioeconémicos e na qualidade de vida de individuos infectados (WHO, 2023).

Os arbovirus representam um grupo diverso de virus transmitidos por vetores
artropodes, que provocam grande impacto na morbidade e mortalidade da
populacdo humana. As principais familias virais deste grupo, que causam doencas
humanas, incluem Togaviridae (género Alphavirus) e Flaviviridae (género Flavivirus),
formadas por virus envelopados e de RNA em fita simples e sentido positivo,
representados, por exemplo, pelo Chikungunya virus (CHIKV) e Degue virus (DENV)
respectivamente. Nas Ultimas décadas a emergéncia desses virus vém sendo
expressiva, destacando a importancia e também os desafios que permeiam o
controle de transmissao, tratamento e compreensao da fisiopatologia associadas ao
processo infeccioso (Young, 2018).

1.1. Chikungunya virus

A familia Togaviridae € composta por dois géneros, Alphavirus e Rubivirus. Os
Alphavirus assumem uma posicéo de destaque entre os patdgenos transmitidos por
artropodes, constituindo um grupo de significativa relevancia médica. Esses agentes
virais podem ser categorizados de forma abrangente de acordo com suas
caracteristicas patogénicas. Encontramos Alphavirus de natureza artritogénica, tais
como o CHIKV, o Mayaro virus (MAYV) e o O'nyong'nyong virus (ONNV), os quais
sdo associados a inducéo de sintomas articulares. Em contraste, ha Alphavirus de
carater encefalitico, exemplificados pelo Virus da Encefalite Equina Venezuelana
(VEEV) e o Virus da Encefalite Equina do Oeste (WEEV), que se correlacionam com
a ocorréncia de encefalite em individuos afetados (Powers et al., 2001).
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O CHIKV detém posicdo de destaque como Alphavirus mais amplamente
disseminado entre os seres humanos, com transmissdo através da picada de
mosquitos fémeas do género Aedes, além de ser considerado para inclusdo em
2018 na lista restrita da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destinada a
pesquisas prioritarias e desenvolvimento, a qual notavelmente incluiu o coronavirus
pandémico (WHO, 2018).

1.1.1. Estrutura e organizacao

Com um diametro de 65 nm, o CHIKV exibe uma estrutura de particula viral
esférica. Trata-se de um virus de RNA fita simples de sentido positivo, cujo material
genético € encapsulado pelo capsideo viral e circundado por uma membrana
originada da célula hospedeira. Nessa membrana, estdo acomodadas as proteinas
do envelope viral, que constituem a camada externa glicoproteica em simetria
icosaédrica, como evidenciado na Figura 1. Tal organizacdo exibe uma elevada
simetria e eficiéncia, sendo propicia para o empacotamento do material genético,
além de facilitar interagcbes com células hospedeiras (Voss et al., 2010;

Bartholomeeusen et al., 2023).

Figura 1. Estrutura conformacional do CHIKV.

(A) Forma tridimensional do virion. (B) Reconstrugéo por microscopia crioeletrdnica de alta resolugéo
do CHIKV, destacando organizagdo do capsideo e bicamada lipidica, além de localizacdo do RNA e
glicoproteinas de superficie em estrutura prevista. Adaptado de Weaver & Lecuit, 2015.

O RNA gendmico (gRNA), com um tamanho de aproximadamente 12kb,
apresenta duas sequéncias de leitura aberta. Essas sequéncias codificam duas

poliproteinas que, apos serem clivadas, resultam na formacdo de proteinas nao
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estruturais (nsP1-4) e proteinas estruturais (C-E3-E2-6K/TF-E1), que estdo

envolvidas com os ciclos de multiplicacdo viral, esquematizado na Figura 2 (Schwartz

& Albert, 2010).
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Figura 2. Ciclo de replicacéao viral.

Resumo esquematico de etapas de replicagdo do CHIKV, com indicacdo numérica das fases de
replicacéo gendmica. Adaptado de Bartholomeeusen et al., 2023.

Para a multiplicacdo viral, o CHIKV faz uso de processos de endocitose
mediada por clatrina, apos interacdo com moléculas presentes na membrana do
hospedeiro, como integrinas, receptores fosfatidilserina (TIM1/TIM4/AXL), DC-SIGN
(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) e
MXRAS8 (Kim et al., 2022). Essa molécula de adesdo, MXRAS8, tem sido reconhecida
como um mediador de entrada para diversos Alphavirus artritogénicos emergentes.
Além disso, é expressa em larga escala, desempenhando um papel crucial no apoio
a infeccdo em varios tipos celulares, incluindo fibroblastos sinoviais, osteoblastos,
condrécitos e células musculares esqueléticas (Zhang et al.,, 2018; Basore et al.,
2019).

Seguido a endocitose, o ambiente acido do endossoma desencadeia
mudancas conformacionais no envelope viral, que levam a exposicdo da proteina

E1l, mediadora da fusdo de membranas entre virus e célula hospedeira
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(Bartholomeeusen et al., 2023). Assim, com essa fusdo, o gRNA é liberado no
citoplasma celular hospedeiro e passa por traducdo de sequéncias de nsP1-4, que
formam o complexo de replicagdo. Essas nsPs desempenham papéis especificos:
nsP1 esta envolvida na sintese da fita negativa do RNA viral; nsP2 exibe atividades
como RNA helicase, RNA trifosfatase e proteinase, enquanto também participa do
desligamento da transcricdo na célula hospedeira; nsP3 faz parte da unidade
replicase; e nsP4 assume a fungdo de RNA polimerase viral (Bartholomeeusen et
al., 2023; Schwartz & Albert, 2010). Em sequéncia, ocorre a translocacdo do
complexo de replicacdo formado para a membrana plasmatica do hospedeiro, dando
origem as esférulas de replicacdo. Nestes compartimentos, as nsPs atuam na
producdo de gRNA e RNAs subgendémicos (SgRNA), posteriormente liberados no
citosol. O RNA subgenémico, de modo geral, orienta a expressdo da poliproteina
estrutural, que dara origem apos clivagem a proteina E1, a qual demonstra o papel
de fusdo de membranas, a proteina E2 com funcédo de ligacdo a receptores, E3 que
evita a liberacdo e ligacdo prematura durante a montagem do virus, e a proteina
6K/TF, que funciona como um canal ibnico no reticulo endoplasmatico, para
estimular a liberacdo eficiente das particulas virais (Yaw et al., 2022;
Bartholomeeusen et al., 2023). A partir de clivagem autoproteolitica o capsideo é
formado, enquanto que as proteinas de envelope sdo processadas na membrana do
reticulo endoplasmatico e subsequentemente amadurecem no complexo de Golgi.
Por fim, a montagem viral € induzida pela ligacdo do capsideo a sequéncias
especificas do gRNA, o que promove o recrutamento das glicoproteinas de
envelope, que se organizam e passam a compor a particula viral, liberada da
membrana celular pelo processo de brotamento (Yaw et al., 2022; Bartholomeeusen
et al., 2023; Schwartz & Albert, 2010).

1.1.2. Ciclos de transmissao

O CHIKV é transmitido a humanos através da picada de mosquitos infectados
do género Aedes. Durante o repasto sanguineo, a fémea do mosquito ingere o virus,
o qual, entdo, infecta diversas partes do inseto, incluindo as glandulas salivares.
Posteriormente, durante um subsequente repasto sanguineo, o virus € introduzido
na pele do hospedeiro, o que resulta na sua infeccdo e sustentagcdo do ciclo de
replicacdo viral (Bartholomeeusen et al.,, 2023). Essa fase de infeccdo vetorial

denota um estagio extrinseco do ciclo infeccioso, durante o qual o agente viral é
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adquirido pelo inseto vetor e é subsequente a incubacéo do virus em um hospedeiro

vertebrado, o que caracteriza a fase intrinseca do processo (Stelitano et al., 2019).

A transmisséao viral pode ser categorizada em dois padrdes distintos, um ciclo
enzodtico e outro ciclo urbano. No ciclo enzodtico, também chamado de ciclo
silvatico, mosquitos que habitam regides florestais desempenham um papel
essencial. Eles predominantemente transmitem o virus para primatas ndo humanos,
gue servem como reservatérios do CHIKV e, ocasionalmente, também podem
infectar hospedeiros humanos. Por outro lado, o ciclo urbano é caracterizado por
espécies de mosquitos adaptadas a areas urbanas, onde ocorre a transmissédo do
virus para os seres humanos (Azar et al., 2020). A transmissao mais frequente esta
ligada a populacdes de mosquitos Aedes aegypti, que ocorrem principalmente em
areas periurbanas ou urbanas, em ciclos urbanos. No entanto, ao longo das ultimas
décadas, o mosquito Aedes albopictus, originalmente considerado zoofilico e de
habitat silvestre, tem ganhado destaque como vetor do CHIKV, desempenhando um
papel crescente na sua transmissdo (Kolimenakis et al., 2021). Ademais,
transmisséo vertical também pode ser identificada durante a infec¢do pelo CHIKV,
com risco de ocorréncia de 215%, aumentada quando a infecgao acontece durante o
periodo intraparto (Contopoulos-loannidis et al., 2018; Bartholomeeusen et al.,
2023).

1.1.3. Epidemiologia

O surgimento de surtos urbanos de febre Chikungunya decorreu-se de
eventos de spillover, nos quais a infeccdo se propagou para humanos a partir de
ciclos de transmissdo enzooética na Africa (Weaver & Lecuit, 2015). Em 1952,
durante um surto ocorrido na atual Tanzania, houve o isolamento do CHIKV a partir
do soro de um paciente infectado, marcando o primeiro registro desse virus (Ross,
1956). O termo "chikungunya" foi entdo originado como um descritivo linguistico,
originario da populacdo Makonde, usado para caracterizar a doenca e traduzivel
como "doenga que causa dobra nas articulagbes" (Ross, 1956). Surtos de febre
Chikungunya foram posteriormente identificados na Asia durante as décadas de
1950 e 1960, explicado por eventos de globalizacdo, mudancas climaticas favoraveis
a propagacdo do vetor, maior urbanizacdo e mutacfes adaptativas virais. Hoje, o

CHIKV apresenta uma distribuicdo para além dos trépicos e neotropicos, sendo
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relatado em mais de 60 paises na Africa, Asia, Europa e Américas, como indicado

na Figura 3 (Weaver & Lecuit, 2015).

Do ponto de vista filogenético podem ser identificadas trés linhagens distintas
do CHIKV correspondentes as suas respectivas origens geogréficas: oeste africana
(WA), leste-centro-sul africana (ECSA) e asiatica. Em 2004-2006, a partir de surtos
de grande magnitude da cepa ECSA, particularmente em La Réunion, decorrentes
de seu alcance as ilhas do Oceano indico, houve a emergéncia da linhagem do
Oceano indico (IOL), que subsequentemente se propagou para Asia e Europa
Mediterranea (de Lima Cavalcanti et al., 2022). Nas Américas, em dezembro de
2013, pequenos surtos da infeccdo causados pelo CHIKV foram documentados.
Esses surtos foram desencadeados pela propagacdo da linhagem asiatica do virus
até o Caribe, a partir do qual se disseminou afetando paises no continente sul-
americano. Como resultado, em 2015 wuma estimativa apontou para
aproximadamente um milhdo de casos de infeccdo pelo CHIKV no continente, além
de transmissao autéctone confirmada em mais de 50 territorios. (de Oliveira, E. C. et
al., 2021).

O Brasil foi o primeiro pais das Américas no qual a linhagem ECSA foi
relatada e hoje é a cepa mais prevalente no local (Bartholomeeusen et al., 2023).
Além disso, no territdrio os surtos de CHIKV foram agravados pela circulagcéo
concomitante de outros arbovirus, como Dengue virus (DENV) e Zika virus (ZIKV),
guando muitos pacientes apresentaram infec¢ao dupla (Weaver & Lecuit, 2015). De
acordo com o ministério da saude brasileiro, nos trés primeiros meses de 2023 o0s
casos de febre Chikungunya mais do que dobraram em relacdo ao mesmo periodo
de 2022 e o numero de casos provaveis em 2023 ja ultrapassou o limite maximo
esperado, o que foi considerado uma série historica de casos da doenca (Ministério
da saude, 2023).
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Figura 3. Distribuicdo global do CHIKV.

Dados referentes ao ano de 2022, que destacam paises nos quais ja foram identificados casos de
infeccdo pelo CHIKV em azul e, em vermelho, marcada a llha La Reunion, local do grande surto de
febre Chikungunya em 2005-2006. Adaptado de Lima Cavalcanti et al., 2022.

1.1.4. Febre Chikungunya

A infeccéo causada pelo CHIKV exibe uma consideravel variabilidade em sua
apresentacao clinica. Cerca de 30% dos individuos infectados podem permanecer
assintomaticos, enquanto outros desenvolvem sintomatologia caracteristica da febre
Chikungunya. Semelhante ao padréo observado em outras doencas transmitidas por
arbovirus, a febre Chikungunya demonstra uma ampla variacdo quanto a gravidade
fisiopatolégica. Isso se traduz na possibilidade de manifestacdes clinicas desde
formas leves e autolimitadas, até casos mais severos e debilitantes, que podem
perdurar por periodos prolongados, como ilustrado na Figura 4 (Cunha & Trinta et al.,
2017; Bartholomeeusen et al., 2023).



19

Sintomas agudos

) Slr!orrasl:rér icos

Sintomas neurcidgicos (30-45%)

=50%

Sintomas oculares (25%) «————— Conjuntiva e retina

Ginglics Infdicos

Sangue periférica’endotého

Febym (85%) R —

Erupciio atinea & manfestagies atiineas (42%)

Maigia (52%) Muacu esueiico

Ntodagdes inchadas edor artrica (92%) A ArtioilanS

Figura 4. Sintomas da febre Chikungunya.

Esquema sintetiza sintomas apresentados durante infeccdo sintomética aguda e crénica pelo CHIKV.
Durante fase aguda diversos sitios podem ser acometidos, sendo majoritarios quadros febris, dores
articulares e manifestacfes cuténeas, enquanto que em fase cronica 0s sintomas concentram-se na
esfera das articulagBes. Adaptado de Bartholomeeusen et al., 2023.

Apos um periodo de incubacdo que varia de 3 a 7 dias, durante a fase aguda
da doenca, os pacientes predominantemente apresentam febre alta, artralgia e
erupcdo cutanea, que constituem a triade clinica caracteristica da febre
Chikungunya (Bartholomeeusen et al., 2023). Outros sintomas correlacionados
incluem cefaleia, fadiga, ndusea, vémito, complicac6es gastrointestinais, miocardite,
fotofobia e uveite. Além disso, sdo observadas manifestacdes neurologicas, tais
como encefalopatia, associadas a casos mais graves da doenca, o que demanda
internacdo em unidades de terapia intensiva e, em alguns casos, resulta em o6bito
(Amaral et al., 2023; Bartholomeeusen et al., 2023; Thérese Couderc & Marc Lecuit,
2020).

Aléem disso, os sintomas apresentados podem exibir semelhancas com

agueles associados a dengue classica. Observam-se ainda semelhancas quanto a
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trombocitopenia, linfopenia e hipocalcemia entre essas arboviroses, porém de forma
menos severa no contexto da febre Chikungunya. O fator que exerce uma alta
sugestdo em direcdo ao diagnéstico de CHIKV é a presenca de artralgia intensa,
frequentemente manifestada em simetria nas articulagdes distais (Burt et al., 2017;
Bartholomeeusen et al., 2023). Quando os sintomas artritogénicos persistem por
mais de trés meses € caracterizada a fase crénica da doenca. No que se refere a
imunopatogénese e as manifestagfes clinicas, essa artrite cronica decorrente da
infeccdo pelo CHIKV é frequentemente comparada a artrite reumatoide. A sua
ocorréncia depende da idade do paciente e do genoétipo do CHIKV, além de fatores
como quadros de osteoartrite subjacentes, associados a um maior risco de
desenvolvimento de fase crénica (Amaral et al.,, 2023; Bartholomeeusen et al.,

2023).

Embora a taxa de mortalidade seja reduzida, aproximando-se de 0,1%, e mais
de metade dos pacientes relatarem a resolucdo dos sintomas dentro de um més
apos a infeccdo, € Iimportante destacar que o0s sintomas apresentados,
principalmente em fase cronica da doenca, tém impacto significativo na qualidade de
vida dos individuos afetados, o que reflete em consequéncias socioecondmicas
relevantes (Marimoutou et al.,, 2015; Amaral et al., 2023; Bartholomeeusen et al.,
2023).

1.1.5. Patogénese

Com o estabelecimento da infeccdo, o CHIKV atinge células residentes da
derme e inicia ciclos de replicacdo até que alcance a corrente sanguinea ou se
dissemine através de células migratérias infectadas, pela linfa, dando inicio a
eventos da patogénese viral, exemplificados na Figura 5 (Thérese Couderc & Marc
Lecuit, 2020).
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Figura 5. Imunopatogénese do CHIKV.

A partir da circulacdo viral e consequente producéo de mediadores pré-inflamatérios, manifestam-se
sintomas agudos. A partir do 14° d.p.i., na auséncia de virus circulante detectavel, podem ser
identificados sintomas crénicos artritogénicos, indicados por marcadores como GM-CSF e IL-6.
Adaptado de Bartholomeeusen et al., 2023.

Nesse contexto, o tropismo viral exerce uma influéncia direta na patogénese,
refletindo na sintomatologia e na duracdo da infeccdo. Na pele, por exemplo, as
primeiras células alvo de infeccdo compreendem os fibroblastos dérmicos,
queratindcitos, melandcitos, células endoteliais, além das células de Langerhans e
células dendriticas. Acredita-se, que a infeccdo dessas células residentes culmina
na manifestacdo de erupcdes cutaneas maculopapulares, caracteristicas da fase
aguda da febre Chikungunya (Matusali et al., 2019; NG, L. F. P., 2017).

Com a disseminacdo do CHIKV através do sistema sanguineo e linfatico,
novos sitios de afinidade viral sdo atingidos, incluindo células do figado, baco,
endoteliais e mondcitos no sangue periférico. Essas células tém sido identificadas
como os principais locais periféricos de replicacdo viral, desempenhando um papel
crucial na elevada viremia, que geralmente é resolvida apés oito dias desde o inicio
de sintomas (Labadie et al., 2010).

Nesse estdgio de alta viremia, ha o inicio da producdo de anticorpos
neutralizantes. Inicialmente, sdo produzidos anticorpos da classe IgM, que podem

ser detectaveis por um periodo de algumas semanas a meses. Posteriormente,
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ocorre a producdo de anticorpos da classe IgG, que mostra niveis crescentes ao
longo do tempo até estabilizacdo e, uma vez formados, podem conferir imunidade de
longa duracdo contra infec¢des futuras juntamente com os linfécitos de memoria
(Lum & Ng, 2015; Bartholomeeusen et al., 2023).

Esses mecanismos desempenham um papel sequencial e coordenado com a
progressdo dos eventos da imunidade inata. Semelhante a outros Alphavirus, o
CHIKV desempenha um papel importante na inducdo da producédo de interferons
tipo I, como o IFN-a e o IFN-B, e também é sensivel a acdo desses mediadores
(Thérese Couderc & Marc Lecuit, 2020). Além disso, em fase aguda da infeccéo é
caracteristico alta producdo de IL-6, proteina quimiotatica de monécitos 1 (MCP-
1/CCL2) e CXCL10, sendo a alta presenca de IFN-q, IL-6 e CXCL10 associada a
maior incidéncia de poliartrite em fase cronica. Uma andlise comparativa por
metandlise revelou uma ampla gama de biomarcadores que compdem uma
assinatura genérica da infeccdo em fase aguda, sendo eles citocinas proé-
inflamatérias (IFN-a, IFN-B, IL-2, IL-2R, IL-6, IL-7, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18),
citocinas anti-inflamatorias (IL-1RA, IL-4, IL-10), quimiocinas (CXCL10, CCL2,
CXCL9, CCL3, CCL4) e fatores de crescimento (fator estimulador de colonias de
granuldcitos e macrofagos - GM-CSF; fator de crescimento de fibroblastos - FGF)
(NG, L. F. P., 2017). Dentre esses biomarcadores, IL-1B, IL-6 e o fator de necrose
tumoral (TNF) contribuem para a inducéo da febre que é frequentemente observada
em pacientes infectados, devido a sua caracteristica pirogénica. Além disso,
prostaglandinas séo altamente expressas por fibroblastos infectados, o que pode
contribuir com a sensibilizacdo e ativagcdo nociceptora articular durante a patologia,
principalmente em combinacdo a acéo de IL-1B, IL-6 e TNF no local (NG, L. F. P.,
2017).

A enzima Arginase 1 (Argl), produzida por macrofagos, por exemplo, também
é implicada na resposta a febre Chikungunya, associada a lesbes
musculoesqueléticas observadas durante a infeccdo, contribuindo assim para a
complexidade da resposta inflamatoria associada a doenca. Estudos sugerem uma
correlacdo positiva entre a presenca de Argl e a carga viral do paciente, bem como
a gravidade da doenca, indicado pela delecdo da proteina reduzir carga viral e

melhora de lesdo (Stoermer et al., 2012).
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No contexto do sistema imune adaptativo, os linfécitos B desempenham papel
na formacdo da memaria imunoldgica e na eliminacao sistémica do virus. As células
T CD8+ sdo mais proeminentes nas fases iniciais da doenca, enquanto as células T
CD4+ entram em acéo posteriormente para auxiliar na resposta humoral (Wauquier
et al., 2011). Vale ressaltar, que as células T CD4+ e CD8+ foram significativamente
detectadas na sindvia de pacientes que apresentaram inflamacédo cronica apés
infeccdo pelo CHIKV, indicando possivel envolvimento nesse contexto (Hoarau et
al., 2010). Além disso, a deplecdo de células T CD4+ demonstra menor edema
plantar e dano tecidual em camundongos, em relacdo a animais WT e nocautes para
células T CD8+ durante infeccdo pelo CHIKV (Teo et al.,, 2013). Por fim, é
demonstrado papel de células T reguladoras no controle do dano articular durante
infeccdo pelo CHIKV, por sua participacdo contra ativacdo excessiva de células T
CD4+, de modo a diminuir o acumulo dessas células em lesdes musculoesqueléticas

de camundongos infectados (Lee et al. 2015).

Quanto a fase crbnica da doenca, a citocina IL-6 e o fator GM-CSF emergem
como principais marcadores associados a persisténcia das artralgias, por vezes
correlacionada a um aumento em IL-17 (Amaral et al., 2023; Chen et al., 2022; Chow
et al., 2011; Bartholomeeusen et al.,, 2023). Tal fenbmeno pode ser atribuido a
ativacdo do Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa-B (RANKL) e a
simultanea inibicdo da osteoprotegerina (OPG), levando a quadros de perda éssea,
uma vez sendo associada participacdo da citocina IL-6 como inibidora de OPG e
estimulante da expressdo de RANKL, com consequente génese de osteoclastos
(Phuklia et al., 2013; Noret et al., 2012; ). Além disso, GM-CSF emerge na
manutencdo da sobrevida de neutrdéfilos, influenciando ativamente na progresséo
inflamatéria da doenca e, portanto, na progressdo a quadros crbnicos

(Bartholomeeusen et al., 2023; Srivastava et al., 2020).

Ademais, a persisténcia de proteinas e RNA viral em macrofagos e
fibroblastos sinoviais, mesmo na auséncia de niveis detectaveis de virus circulante,
pode desempenhar um papel fundamental na manutencéo da reatividade imune nas
articulagbes ao longo da fase cronica da doenca (Young et al., 2019; Hoarau et al.,
2010). Em casos de resolucédo da doenca, foi observado um aumento nos niveis de
citocinas com propriedades anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF-B, além da

presenca de um perfil de ativagdo M2 em macréfagos. Esses fatores em conjunto
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criam um ambiente favoravel para a promocéao do reparo tecidual, contribuindo para

a recuperacao do hospedeiro (Srivastava et al., 2020).

1.1.6. Diagnéstico, tratamentos e prevencao

Um diagndstico definitivo de febre Chikungunya demanda muitas vezes o uso
de testes diagnosticos, aléem da andlise de manifestacdes clinicas, pela semelhanca
sintomatologica com outras arboviroses (Bartholomeeusen et al., 2023). Durante a
fase aguda de infecgéo, pode ser empregado teste molecular para deteccao de RNA
viral no soro ou plasma, por PCR de transcricdo reversa, que proporciona um
resultado de alta especificidade e sensibilidade. Ademais, também durante a fase
aguda, é viavel realizar testes para identificar a presenca de virus viavel, por meio
de técnicas de cultura, sendo de alta especificidade e com possibilidade de
caracterizacdo do microrganismo isolado. Ambos testes demandam equipamentos e
instalacBes especializadas, além de limitacbes quanto ao valor e, em relacdo ao
teste em cultura, quanto ao tempo necessario para obter resultados definitivos

(Natrajan, Rojas & Waggoner, 2019; Bartholomeeusen et al., 2023).

A infeccdo pelo CHIKV também pode ser diagnosticada indiretamente por
testes soroldgicos, apos o pico de viremia, como por testes rapidos para dosagem
de anticorpos das classes IgM e IgG. E importante destacar, no entanto, que ao
empregar esse metodo, € necessario ter cautela devido a possibilidade de reacdes
cruzadas de anticorpos com outros Alphavirus, o que pode gerar resultados falsos
positivos (Moreira, Dittrich & Siqueira, 2022; Stelitano et al., 2019). De acordo com a
OMS, é recomendado uso de testes tanto para identificacdo viral, quanto
soroldgicos, durante a primeira semana desde o inicio de sintomas relacionados a
febre Chikungunya (WHO, 2016).

No que diz respeito ao tratamento da febre Chikungunya, os esforgos
concentram-se principalmente no controle e manejo dos sintomas de acordo com o
estagio da doenca em que o paciente se encontra. Para formas leves e agudas da
doenca, o tratamento inclui repouso, fluidoterapia e uso de analgésicos (Antunes et
al.,2016; Simon et al., 2015).

A primeira abordagem para o controle da dor envolve a combinacdo de
diferentes tipos de analgésicos. Isso inclui analgésicos de nivel 1, como
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paracetamol, analgésicos de nivel 2, como a codeina e o tramadol, e anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINES), como ibuprofeno, diclofenaco, aceclofenaco e
naproxeno. Em situagbes em que a dor persiste ou é imediatamente intensa,
especialmente apdés uma manifestacdo grave da infeccao, analgésicos de nivel 3
sdo empregados, esses compreendem opioides mais potentes. Ademais,
antidepressivos triciclicos e anticonvulsivantes, como pregabalina e gabapentina,
sdo prescritos em caso de dor neuropatica (Webb et al., 2022; Bartholomeeusen et
al., 2023).

Em casos graves de febre Chikungunya durante a fase aguda, que se
caracterizam pela ocorréncia de manifestacbes atipicas no sistema cardiaco,
neurologico e respiratério, o cuidado e tratamento dos pacientes frequentemente
exige hospitalizacdo em unidades de terapia intensiva. Nesse cenério, € empregado
um protocolo de tratamento de suporte voltado para a gestéo de faléncia multipla de
orgaos (Webb et al., 2022). Ja na fase cronica da doenca, a abordagem terapéutica
concentra-se principalmente na utilizagcdo de corticosteroides, como a prednisona,
juntamente com agentes antirreumaticos, tais como metotrexato e sulfassalazina,
visando o controle dos sintomas articulares (Bartholomeeusen et al., 2023). Além
disso, ha uma indicacdo crescente do uso de inibidores de TNF como parte do
protocolo terapéutico (Bartholomeeusen et al.,, 2023). Por fim, é importante
considerar a necessidade de cuidados abrangentes visando a reabilitacdo fisica e
psicolégica (Antunes et al., 2016; Webb et al., 2022).

Ademais, novas abordagens terapéuticas para a febre Chikungunya estéo
sendo investigadas. Dentre elas, tem destaque uma terapia de anticorpos
direcionada ao receptor Mxra8, cujo objetivo € neutralizar a entrada do virus nas
células hospedeiras e, assim, limitar sua replicacdo e disseminacdo (Song et al.,
2019). Outra abordagem em desenvolvimento engloba a aplicacdo do farmaco
Fingolimod®, que se insere na categoria de moduladores dos receptores de
esfingosina-1-fosfato (S1P) e apresenta como mecanismo de acdo uma diminui¢cao
da migracdo das células do sistema imune, demonstrando, assim, potencial de

atenuacao da inflamacgéao e do comprometimento articular (Teo et al., 2017).

Quanto a prevencado da febre Chikungunya, sado implementadas estratégias

direcionadas ao controle do vetor, incluindo a eliminacdo de criadouros de agua
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parada e a aplicacdo de métodos quimicos para limitar a populacdo de mosquitos.
Adicionalmente, a adocdo de medidas para evitar a picada do mosquito também se
mostra eficaz. Essas medidas englobam a utilizacdo de repelentes, a minimizagao
da exposicdo da pele, bem como instalacdo de telas e mosquiteiros em ambientes

situados em areas endémicas (Barrera, 2022; WHO, 2022).

Recentemente tém surgido estratégias de controle genético do vetor, que
envolvem, por exemplo, uso de RNA de interferéncia presente em armadilhas de
contencdo do mosquito, com o objetivo de silenciamento de alguns de seus genes
essenciais. Além disso, a liberagdo de mosquitos geneticamente modificados
também é explorada. Estes mosquitos sdo projetados para produzir apenas fémeas
estéreis, 0 que reduz significativamente a reproducao da populacédo. Outra estratégia
€ a liberacdo de mosquitos previamente infectados pela bactéria do género
Wolbachia, o que demonstra efeito na diminuicdo da capacidade de replicacéo e

transmissao do virus pelo vetor (Wang et al., 2021; Aliota et al., 2016).

Esforcos também sao colocados para contencdo da doenca por meio do
desenvolvimento de vacinas. Atualmente, a vacina que se encontra em estagio mais
avancado de desenvolvimento para o CHIKV é a VLA1553, ja com a terceira fase de
estudo clinico concluido e aplicagdo de licenca ao FDA iniciada. Esta vacina é
administrada em dose Unica e baseada em microrganismo atenuado. No entanto, &
importante destacar que a VLA1553 apresenta algumas limitacdes, tais como a
ocorréncia potencial de artralgia transitoria e febre apos a administracdo, bem como
a impossibilidade de utilizagdo durante a gestacdo e por individuos
imunocomprometidos (Wressnigg et al.,2020; Roques et al., 2022).

Outra candidata a vacina contra a febre Chikungunya € a PXVX0317, que
possui vantagens significativas. Essa vacina € baseada em "virus-like particles “, o
gue permite que ela seja segura para uso em gestantes e individuos com
imunossupressao. Além disso, a PXVX0317 é termoestavel, o que simplifica a
distribuicAo e armazenamento, além de demandar uma dose para imunizacao
completa. A desvantagem associada a essa vacina, que se encontra em fase trés de
estudo clinico, € a necessidade de associacdo a adjuvante (Goo et al., 2016). Esses
avancos sao cruciais no desenvolvimento de estratégias de vacinacdo eficazes e

abrangentes para combater a disseminacao do CHIKV.
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1.2. Fibroblastos sinoviais
Fibroblastos sédo células residentes teciduais, que contribuem com a
patogénese de uma variedade de doencas inflamatorias, como a febre Chikungunya.
Quando presentes na arquitetura de articulacbes sinoviais, essas células se
distribuem ao longo da membrana sinovial e assumem papel fundamental na
manutencdo da homeostase articular, bem como durante processos artritogénicos
(Wu et al., 2021).

A membrana sinovial, destacada na Figura 6, esta localizada dentro da
camada interna da capsula articular e revela-se como uma estrutura altamente
especializada, caracterizada por uma camada intima, que consiste em duas a trés
células de espessura, composta por macrofagos (sinoviécitos tipo A) e fibroblastos
sinoviais (sinoviocitos tipo B). Além disso, a membrana apresenta uma camada
subintima, composta por uma matriz tecidual adiposa e uma rede de vasos
sanguineos, na qual macrofagos e fibroblastos estdo dispostos de maneira menos
densa em comparacdo com a organizacgao celular observada na camada intima (Wu
et al., 2021, Filer, 2013).

intima

Subintima

‘ macréfago =@ fibroblasto

® ) célula endotelial . proteinas da MEC

Figura 6. Arquitetura articular saudavel.

Organizacéo celular da membrana sinovial em camadas especificas, além de componentes dsseos e
de cartilagem integros. Adaptado de Filer, 2013.
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1.2.1. Morfologia e subpopulactes

Fibroblastos sinoviais (FLS) sdo células de origem mesenquimal,
caracterizados por sua morfologia fusiforme com longos e finos processos
citoplasmaticos. Apresentam o citoplasma basofilico com extensa rede de reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocéndrias e um complexo de Golgi bem desenvolvido,
evidenciando sua atividade secretora ativa. Além disso, a estrutura nuclear exibe
uma forma oval e de tamanho consideravel, frequentemente contendo um ou dois
nucléolos (Konttinen et al., 1988; Croft et al., 2019).

Essas células podem ser classificadas em subpopulacdes especificas
segundo variacdes na expressado de marcadores de superficie, 0 que, por sua vez,
estd intimamente ligado as suas caracteristicas funcionais. Estes marcadores
compreendem a proteina de ativacdo de fibroblastos (FAP) e o cluster de
diferenciagcdo 90 (CD90), reconhecido também como Thy-1. FAP é uma serina
protease de superficie celular tipo Il, que desempenha um papel essencial na
degradacéo da matriz extracelular (MEC), participando, assim, de eventos de reparo
e remodelacéo tecidual (Bauer et al., 2022). Além disso, a expressao elevada de
FAP por parte de FLS tem sido frequentemente vinculada a cenarios clinicos de
artrite reumatoide e osteoartrite (Bauer et al., 2022; Pap et al., 2020; Filer, 2013).
CD90, em contraste, é uma glicoproteina de adeséo, cujas funcdes associam-se a
sintese e liberacdo de fatores de crescimento, citocinas e componentes da matriz

extracelular (Kisselbach et al., 2009).

Através desses marcadores é possivel identificar uma subpopulacédo de FLS
FAP+ e CD90-, presentes na camada intima da membrana sinovial e de carater mais
ativo e destrutivo, os quais desempenham um papel crucial na erosdo 0ssea e na
deterioragdo da cartilagem em condigbes patoldgicas. Na camada subintima, por
sua vez, encontram-se FLS da subpopulagdo FAP+ e CD90+, fendtipo intermediario,
envolvidos principalmente na manutencéo e persisténcia de processos inflamatérios,
além de fibroblastos FAP- e CD90+, cujas funcdes relacionam-se a processos de
cicatrizacéo (Pap et al., 2020; Croft et al., 2019; Chellini et al., 2018).

O fendtipo e a funcdo dos FLS podem sofrer modificagcbes mediante o contato
direto com outras células, mediadores hormonais e componentes da matriz

extracelular (MEC). Essa modificacdo pode ser evidenciada, por exemplo, pelo
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contraste de funcionalidades que os FLS assumem em homeostase e durante

processos inflamatérios e de reparo (Konttinen et al., 1988; Croft et al., 2019).

1.2.2. Funcgéao

Durante a homeostase, FLS tém um papel ativo na producdo de componentes
importantes do liquido sinovial, como o acido hialurénico e a lubricina. Além disso,
eles contribuem para a construcdo da MEC, produzindo fibronectina, colagenos,
tenascina, proteoglicanos, laminina, e secretando enzimas como proteases e
metaloproteinases de matriz, que remodelam e mantém a integridade da MEC
(Nygaard et al., 2020). Sob condi¢des artritogénicas, os FLS adquirem um carater
altamente proliferativo, levando ao aumento da espessura da camada intima da
membrana sinovial, além de exibirem um perfil invasivo, que contribui para a
progressdo da destruicdo tecidual adjacente. Ademais, produzem e secretam
enzimas, como colagenases e catepsinas, que promovem um desequilibrio na MEC
e estimulam a migracdo de células imune e degradacao de 0sso e cartilagem (Wu et
al., 2021; Mizoguchi et al., 2018). Além disso, os fibroblastos passam a produzir e
secretar RANKL, que estimula a diferenciacéo e ativacao de osteoclastos, e DKK-1,
que inibe a funcdo anabolica de osteoblastos, dificultando o processo de reparo
0sseo (Komatsu & Takayanagi, 2022; Diarra et al., 2007). De forma mais detalhada,
no que diz respeito aos mecanismos subjacentes a sinalizagcdo de RANKL, o ligante
interage com seu receptor, RANK, 0 que por sua vez ativa vias de sinalizacao
intracelular ligada aos fatores NF-kB e AP-1. Isso culmina na amplificacdo de
NFATc1, um regulador essencial para a diferenciacao e formacao dos osteoclastos,
principalmente a partir de um desequilibrio nos niveis de osteoprotegerina, molécula
que inibe a interagdo RANK-RANKL (Komatsu & Takayanagi, 2022; Filer, 2013).

No que diz respeito a geracdo de mediadores inflamatérios, os FLS produzem
citocinas proé-inflamatérias, como IL-6, e desempenham um papel no recrutamento
de células imunes, como neutrdfilos, mondcitos e linfécitos, ao produzir e liberar
guimocinas como CXCL1, CXCL5, CXCL8, CXCL10, CCL2 e CCL5. Além disso, 0s
FLS pertubam processos apoptéticos, prolongando a sobrevida das células
inflamatorias, através da liberacéo de fatores como IFN-aq, IL-6 e GM-CSF, enquanto
também expressam molécula de adesdo VCAM-1. Essas acles interferem nos

mecanismos resolutivos da inflama¢do e compdem o ambiente artritogénico classico,
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como demonstrado na Figura 7 (Nygaard et al., 2020; Mizoguchi et al., 2018; Filer,
2013).
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Figura 7. Ampla funcionalidade de FLS.

Essas células apresentam, além de fungBes classicas de manutencdo de composi¢cdo do liquido
sinovial e MEC, uma participacdo ativa no contexto artritogénico através da modulacdo da
inflamacéo, influenciando diretamente no desfecho da doenca. Adaptado de Nygaard et al., 2020.

Essas modificacbes fenotipicas de FLS resultam em uma ativacdo permanente,
através de alteracdes epigenéticas, mantidas mesmo na auséncia de estimulos
inflamatoérios continuos, o que contribui para a continuacdo do processo
fisiopatoldgico e viabiliza o avanco das condi¢des patologicas até estagios crénicos
(Pap et al., 2020; Nygaard et al., 2020).
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1.3. Controle da inflamacéo

Como um evento iniciado rapidamente em consequéncia da ativacdo da
imunidade inata, a inflamagdo € um processo associado a alteracdes de vasos
sanguineos que favorecem o recrutamento celular e a chegada de elementos
soltveis no tecido, fatores que permitem a neutralizacédo e eliminacao de estimulos
danosos ao organismo. Além disso, a resposta inflamatéria é importante para a
remocdo de ceélulas danificadas e estimula a restauracdo do tecido lesado,
promovendo a manutencdo da arquitetura e da funcdo teciduais. Porém, a
inflamacéo precisa ser muito bem regulada para que ela prépria ndo cause danos
teciduais locais ou sistémicos, como visto em doencas autoimunes e infecciosas,
principalmente em quadros de hiperinflamacdo ou inflamag&o persistente/cronica.
Este equilibrio entre intensidade, durabilidade e efetividade da resposta inflamatéria
esta associado diretamente com a eliminacédo dos estimulos iniciais que a causaram
e por mecanismos ativados que levam ao seu proprio fim, como 0s eventos

envolvidos na resolucao da inflamacao (Souza et al., 2013).

A resolucdo do processo inflamatério € um evento ativo e fundamental para o
retorno das funcdes teciduais. Seus principios basicos estdo associados com a
eliminacao de células previamente recrutadas e acumuladas no tecido, como através
de apoptose, principalmente de células polimorfonucleares. O engolfamento de
células apoptéticas por macrofagos, fenbmeno conhecido como eferocitose, €
fundamental para a remocéao de debris celulares, mas também promove a troca de
perfil de mediadores pré-inflamatérios para mediadores pro-resolutivos por estes
macrofagos (Fullerton & Derek, 2016). Além disso, células mononucleares séo
recrutadas nesta etapa, as quais amplificam a producdo de mediadores anti-
inflamatorios e pro-resolutivos, que otimizam o processo de término da inflamacéo,
com promocao do reparo tecidual. Deste modo, para o controle da inflamagéo, em
contraste com perspectivas terapéuticas anti-inflamatérias classicas, que se
concentram na inibicdo de sintese de mediadores pro-inflamatérios ou no
antagonismo de seus receptores, a farmacologia por mediadores pro-resolutivos
volta-se para a reprogramacao celular através da ativacao de vias ou de receptores
associados aos mecanismos de resolucdo da inflamacdo. Ultrapassando algumas
das limitagBes apresentadas por medicamentos anti-inflamatorios, como potencial

risco de imunossupressédo, dano tecidual colateral em 6rgédos especificos, como o
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figado, e inducéo da producéo de autoanticorpos, a farmacologia de resolucdo esta
associada com alteracGes duradouras por regulacéo epigenética e transcricional, de
modo que a imunossupressdo seja evitada e a célula preserve a capacidade de
responder a demais sinais danosos (Perretti & Jesmond, 2022). Portanto, a
exploracdo terapéutica desses mediadores resolutivos se delineia como uma
perspectiva valiosa na busca por estratégias farmacoldgicas inovadoras, visando
mitigar as manifestacbes patoldgicas associadas a inflamacdo de maneira eficaz e
com menor propensdo a efeitos adversos. Dentre os mediadores explorados na
farmacologia de pro-resolutivos encontram-se, dentre outras, as lipoxinas,

resolvinas, melanocortinas e anexinas (Perretti et al., 2017).

1.3.1. Anexina Al

Representando cerca de 2% do total de proteinas celulares, as anexinas estdo
distribuidas entre os eucariotos em categorias: grupo A em vertebrados; grupo B em
invertebrados; grupo C em fungos e organismos unicelulares; grupo D em plantas; e,
finalmente, grupo E em protistas. Essas proteinas tém a capacidade de se associar
a fosfolipidios de maneira dependente a célcio, desempenhando fungdes cruciais na
regulacdo e organizacado estrutural celular. Além disso, apesar de apresentarem
porcdes bem conservadas entre si, as anexinas diferem-se entre si em pelo menos
duas propriedades: a concentracdo de calcio necesséaria para a ligacdo aos
fosfolipidios e a afinidade para os diferentes tipos de fosfolipidios (Han et al., 2020;
Moss & Morgan, 2004).

O grupo A consiste em um conjunto de 12 proteinas (Anexina A1-All e Anexina
Al13) com uma ampla presenca em tecidos humanos. Inicialmente referida como
lipocortina, a Anexina A1 (ANXAL1) teve seu primeiro registro documentado em 1979
por Flower e Blackwell (Flower e Blackwell, 1979). Esta proteina desempenha um
papel notorio em processos fundamentais, tais como apoptose, diferenciacéo celular

e modulacédo de respostas inflamatorias (Kelly et al., 2022).

1.3.2. Estrutura e localizac&o
A proteina ANXA1 demonstra em condi¢gdes homeostaticas uma expressao
constitutiva preferencial em células do sistema imune inato, notadamente em

neutréfilos e macrofagos, enquanto sua expressdo em células do sistema imune
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adaptativo € comparativamente restrita, manifestando niveis discretos de expressao
em linfocitos T e linfécitos B. Em geral, também esta presente no citosol de células
epiteliais pulmonares, mesangiais renais e de fibroblastos (Resende et al., 2023;
Han et al., 2020; Kelly et al., 2022).

Localizado na regido cromossomica humana 9ql12-g21.2, o gene ANXAl
codifica uma proteina de 346 aminoacidos, com um peso molecular de 37
quilodaltons (kDa), cuja expressao € estimulada por glicocorticoides endégenos ou
exogenos (Liu et al., 2014). Essa proteina & constituida por uma porcao central
proxima a extremidade C-terminal, altamente conservada entre as anexinas, e uma
cauda na extremidade N-terminal, exclusiva para cada membro da familia. Na regido
central da proteina podem ser identificadas quatro repeticbes homologas
constituidas por a-hélices. Estas repeticdes incluem sitios de ligacdo ao célcio que
interagem com a membrana fosfolipidica adjacente. A por¢cao N-terminal da proteina,
também sensivel a presenca de calcio, é inicialmente encontrada em proximidade a
terceira repeticdo do dominio central. No entanto, a medida que a concentracdo de
ions calcio aumenta essa por¢ao é liberada, resultando na exposicdo dos sitios de
ligagdo ionicos. Essa interagdo induz a formagdo de uma regido hidrofobica de
interacdo com a membrana celular, a qual desempenha um papel crucial na
externalizacdo e funcionalidade da proteina (Donnelly & Moss, 1998; Han et al.,
2020). Além disso, peptideos sintéticos que mimetizam a ac¢do da ANXALl séo
derivados dessa porcdo N-terminal, como, por exemplo, a molécula Ac2-26
destacada na Figura 8. Esse peptideo € constituido pelos 26 aminoacidos da cauda
N-terminal da ANXAL1 associados a um grupo acetil, que confere estabilidade, e,
assim como a proteina, demonstra funcéo biologica resolutiva (Resende et al., 2023;
Sugimoto et al., 2016). Ademais, é valido pontuar que durante processos
inflamatorios a ANXAL1 pode ser clivada em um peptideo de 33 kDa pela enzima
proteinase-3 ou acdo de elastases neutrofilicas, sendo essa isoforma inativa
(Sugimoto et al., 2016).
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Figura 8. ANXA1 e Ac2-26.

Estrutura da proteina ANXA1, composta por regido conservada proxima a porgao C-terminal, formada
por quatro regides em repeticdo, e por¢do N-terminal funcional, cuja sequéncia de residuos 2-26
compreende o peptideo ativo Ac2-26. Adaptado de Kelly et al., 2022,

1.3.3. Interagdo com receptor e cascata de sinalizacéo

A fim de desempenhar suas funcdes bioldgicas, a proteina ANXAL necessita
ser translocada do citosol para o meio extracelular, um processo que é executado
através de mecanismos intrinsecos a cada célula. Esse processo pode envolver
fosforilagdo de residuo de serina na por¢cdo N-terminal da proteina (serina-27),
inducéo da atividade do transportador ABC ou fusdo de granulos contendo ANXA1
com a membrana plasmatica. Dessa forma, apds a ativacdo celular e subsequente
externalizacdo, a ANXAL tem a capacidade de interagir com seus receptores por
vias autdcrinas, paracrinas ou justacrinas (Han et al., 2020; Perretti & D’Acquisto,
2009).

A ANXALl estabelece interacdes principalmente com receptores de formil
peptideos 2 (FPR2), os quais pertencem a classe de receptores acoplados a
proteina G e participam de processos de quimiotaxia e ativacdo celular por sua
ampla variedade de ligantes, muitas vezes competitivos & ANXAL, como a lipoxina
A4 e a proteina amiléide sérica A. A expressao desses receptores é observada em
diversos tipos celulares, como neutrdéfilos, macrofagos, mondcitos, células epiteliais
e endoteliais (Kelly et al., 2022; Perretti & D’Acquisto, 2009). Por meio da interacao a
esse receptor, a ANXA1l desencadeia uma sequéncia de eventos de sinalizacao
intracelular. Esse processo envolve a ativacdo da proteina Gs, que

subsequentemente ativa efetores celulares, incluindo enzimas como a adenilil
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ciclase e a fosfolipase. Essas enzimas iniciam cascatas de sinalizacao intracelulares,
resultando na formacdo de segundos mensageiros como o célcio e o cAMP. Esses
segundos mensageiros, por sua vez, desempenham um papel crucial orquestrando

respostas celulares especificas (Kelly et al., 2022).

1.3.4. Funcodes

A funcionalidade da ANXA1, demonstrada na Figura 9, reside principalmente
na sua capacidade de interagdo as membranas celulares de modo reversivel e
regulado, como por modificagbes pds-traducionais, além de interagcbes em sua
porcao ativa N-terminal, através de reacdes de glicosilacédo e clivagem, por exemplo
(Han et al., 2020).
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Figura 9. Ac8es pro-resolutivas da ANXAL.

A proteina apresenta ampla participacdo em eventos de controle inflamatério e estimulo resolutivo,
atuando sob diferentes tipos celulares. Adaptado de Perretti et al., 2017.

Um grande papel atribuido & ANXAl1 é a sua capacidade de modular
processos inflamatorios. Essa funcdo pode ser executada por regulacdo enzimatica,
por exemplo através da inibicdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2), o que evita a
formacdo de mediadores pro-inflamatorios derivados do acido araquidénico.
Também demonstra acdo de inibicdo das enzimas 6xido nitrico sintase (iINOS) e
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ciclo-oxigenase-2 (COX-2) através da inducdo de liberacdo de IL-10, fator anti-
inflamatorio (Parente & Solito, 2004; Ferlazzo et al., 2003). Além disso, no contexto
do processo inflamatério, a ANXAL1l, bem como o peptideo Ac2-26, medeia a
interacdo entre leucdcitos e células endoteliais. Essa funcdo visa alcancar um
equilibrio na transmigracdo de leucdcitos através da inibicdo da atividade de
moléculas de adesdo, como de integrinas, ou até mesmo por ativacdo de ERK1/2,
que aumenta o nivel de calcio intracelular e, consequentemente, diminui a adeséo e
migracao leucocitaria (Hayhoe et al., 2006; Solito et al.,, 2000). Essa regulacéo
também se manifesta no controle da migracdo de neutrdfilos através da
dessensibilizacdo do receptor FPR, que, ap0s ser sensibilizado por peptideos
bacterianos, direcionaria a célula para o sitio de infeccdo. Assim, a proteina € capaz
de regular os niveis de extravasamento celular, contribuindo com a manuten¢éo da
integridade vascular e intensidade de infiltrado durante o processo inflamatorio
(Belvedere et al., 2014).

Outra funcéo notavel da ANXAL e do peptideo Ac2-26 inclui seu efeito pro-
apoptoético sobre neutréfilos. Esse efeito estd relacionado a inibicdo de vias de
sobrevivéncia, associadas as proteinas Mcl-1, ERK1/2 e NF-kB, e ativacdo de vias
de morte celular Bax e caspase-3 (Vago et al.,, 2012). Uma célula destinada a
apoptose apresenta marcadores extracelulares especificos, como fosfatidilserinas,
gue permitem o0 seu reconhecimento e remocao pelos macréfagos. Associando-se a
essas marcacgoes, a ANXAL presente em neutréfilos apoptoticos é translocada para
a membrana dessas células, otimizando o processo de recrutamento. De modo
interessante e relacionado, macrofagos liberam ANXA1l de modo a opsonizar
neutroéfilos apoptéticos adjacentes e, consequentemente, aumentar sua captacao por
fagécitos (Sugimoto et al., 2016; Poon et al., 2014). O papel dessas moléculas
também se estende a promocdo do recrutamento de mondcitos nao flogisticos da
circulacdo sanguinea, via producdo de quimiocinas, como CCL2, facilitando a
limpeza eficaz do tecido em processo inflamatério (Sugimoto et al., 2016). Esses
fatores em conjunto alinham-se a um aumento nos processos de eferocitose e na
reprogramacdo de macréfagos para um perfil resolutivo (M2), que leva a reducéo
dos niveis de citocinas proé-inflamatérias no tecido, IL-1, IL-6, TNF, como em um

ambiente de condroprotecdo, além de resultar em um aumento na liberacdo de
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citocinas anti-inflamatorias, como IL-10 e TGF- B (Perretti et al., 2017; Sugimoto et
al., 2016).

Por fim, a ANXAl ainda exerce influéncia sobre processos celulares
relacionados a diferenciacdo e proliferacdo, especialmente em linfécitos T,
alcancado, por exemplo, através da interacdo com o receptor FPR1, que por sua vez
modula as vias de sinalizacdo ERK-MAPK e aumenta a atividade de receptores TCR

(Kelly et al., 2022).

Deste modo, é evidente a contribuicdo da ANXA1 e do peptideo Ac2-26 para
além das funcdes anti-inflamatodrias, atuando fundamentalmente em eventos
essenciais de resolucdo da inflamacao. Essa funcionalidade torna essa molécula de
interesse em um amplo espectro de doencas inflamatoérias, que incluem a febre

Chikungunya.

1.3.5. Participagao da ANXA1 em doengas artritogénicas

A capacidade da ANXAl e do Ac2-26 em modular vias de sinalizagao
inflamatoria, reduzir a migracdo de leucdécitos, promover a remocao de células
apoptoticas, além de estimular eventos de eferocitose e reprogramacdo de
macréfagos, converge para a criagdo de um microambiente propicio a resolucdo de
processos inflamatorios, como os articulares. Frequentemente, o tratamento de
doencas artritogénicas resulta em episddios de resisténcia e efeitos colaterais
significativos, ressaltando a urgéncia na busca de abordagens terapéuticas
inovadoras, como pelo uso de ANXA1l e seus derivados ativos (Ramamoorthy &
Cidlowski, 2016; Kelly et al., 2022).

No contexto de um modelo de artrite reumatoide em camundongos, foi
observado que a ANXA1 e o Ac2-26 tém uma influéncia inibitéria sobre a adeséo e
exsudacdo de neutrdfilos. Essa influéncia ocorre através da interacdo dessas
moléculas com receptores tirosina-carboxi-terminal presentes nas células
inflamatorias. Além disso, verificou-se que a expressdao aumentada da ANXAl
induzida experimentalmente esta associada a uma reversdao dos sintomas

observados no modelo de artrite em ratos (Haridas et al., 2019; Mei et al., 2017).

Em modelos de artrite induzida por antigeno em camundongos nocaute para

ANXA1, foi observado uma resposta inflamatéria exacerbada na articulacéo,
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associada ao aumento da expressdo de mRNA sinovial de IL-1B, TNF, IL-6, danos
mais severos na cartilagem, além de reducédo significativa quanto a eficacia anti-
antritogénica do glicocorticoide dexametasona (Yang et al., 2004; Patel et al., 2012,
Yang, Morand & Leech, 2013; Perretti et al., 2017).

Outro estudo demonstra que glicocorticoides, como prednisolona e
dexametasona, tém o efeito de aumentar a expressdao de ANXALl em fibroblastos
sinoviais. Esse aumento na expressao de ANXAL resulta na inibicdo da atividade do
fator de transcricdo NF-kB e na redugao da expressdo de citocinas pro-inflamatorias,
0 que consequentemente reduz a inflamacdo nas articulagbes nesse modelo
experimental (Morand et al., 2006; Wang et al., 2011). No entanto, em contrapartida,
observou-se que o efeito da ANXALl em células T, no mesmo modelo de artrite
induzida por coladgeno, resultou em um aumento da inflamacao articular associado a

uma elevada liberacéo de IFN-y por células T do tipo Thl (D’Acquisto et al., 2007).

No que diz respeito a modelos de osteoartrite, observou-se uma inclinagao
para a diminuicdo da presenca de ANXAL na cartilagem de individuos que sofrem da
doenca em comparacao a cartilagem de individuos controle, indicando participacao
da proteina na fisiopatologia da doenca (Jeremiasse et al., 2020; Guo et al., 2008).
Ademais, em modelos experimentais de gota, foi observado que a ANXAL, através
do peptideo Ac2-26, desencadeou um aumento na apoptose de neutrofilos,
acelerando processos resolutivos, além de demonstrar influéncia sob a ativacdo de
inflamassoma, presente na imunopatologia gotosa (Galvao et al., 2017; Galvao et
al., 2020).

J4 quanto ao cenério infeccioso, durante o desenvolvimento da artrite
causada pelo virus Chikungunya, € observado que individuos infectados exibem
uma reducao nos niveis séricos de ANXAL1 em comparacdo com pessoas saudaveis
(Puttamallesh et al., 2013). Além disso, uma relagdo causal pode emergir da
constatacdo de que a administracdo de glicocorticoides revela eficacia no
gerenciamento de sintomas clinicos cronicos associados a febre Chikungunya, o que
pode ser atribuido a influéncia da ANXAL, uma vez que sua producdo é induzida
como resposta a cascata de sinalizacao dos glicocorticoides (Yang et al., 2004; Patel
et al., 2012). Além disso, em modelo murino de infeccdo pelo CHIKV a

administracdo de Ac2-26 revelou-se eficaz na modulacdo da resposta inflamatoria,
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pela reducdo no acumulo neutrofilico e de mediadores pré-inflamatérios na pata,
atenuacdo de edema plantar e hipernocicepcéo, evidenciando potencial terapéutico
da ANXAL no contexto de infeccdo pelo CHIKV (de Aradjo et al., 2022).

Considerando que a gravidade do processo inflamatorio esta relacionada ao
desfecho da doenca causada pelo CHIKV, a gestdo dos eventos resolutivos pode
desempenhar um papel central na prevencdo de quadros cronicos da doenca
(Srivastava et al., 2020). Ao explorar a caracterizacdo dos fibroblastos sinoviais, é
notdrio que a presenca positiva de FAP e CD90 proporciona um perfil celular que
perpetua a producao constante de citocinas e quimiocinas em nivel local, retardando
assim a resolucdo da inflamacdo (Croft et al., 2019). Portanto, caracterizar o
ambiente articular durante a infeccdo pelo CHIKV ¢é imprescindivel para
compreensao da perpetuagdo do processo inflamatorio e, por conseguinte, desfecho
da doenca. Além disso, a perspectiva de direcionar esses fibroblastos sinoviais pela
proteina ANXAL1 poderia mitigar o aumento de quadros crbénicos da doenca e,
consequentemente, promover a resolucdo dos sintomas artritogénicos, reduzindo a
necessidade de tratamentos anti-inflamatérios continuos e promovendo melhoras

significativas na qualidade de vida de individuos afetados.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

Investigar o perfil celular e de mediadores presentes na articulagéao tibiofemoral

durante infeccdo pelo virus Chikungunya e o efeito do pré-resolutivo Ac2-26 sob

esse ambiente articular.

2.2.0Objetivos especificos

1.

Avaliar a relevancia da ANXALl sob a articulagcdo tibiofemoral durante a
infeccao pelo CHIKV em animais nocaute para a proteina,;

Investigar a influéncia do peptideo Ac2-26 em administracdo sistémica e intra-
articular frente a hipernocicepcao induzida pela infeccao do CHIKV;
Determinar o perfil celular de FLS presentes no tecido sinovial da articulacao
tibiofemoral durante infeccado pelo CHIKV e avaliar a atividade destas células
apos o tratamento com Ac2-26;

Investigar o efeito do peptideo Ac2-26 em administracdo sistémica e intra-
articular sob a presenca de mediadores imunes no coxim plantar de animais
infectados pelo CHIKV;

Padronizar infeccdo pelo CHIKV em cultura primaria de FLS derivados da
membrana sinovial da articulacéo tibiofemoral de camundongos;

Caracterizar carga viral e o nivel da citocina IL-6 em cultura primaria de FLS
infectada pelo CHIKV e tratada com diferentes concentracdes de Ac2-26.
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3. METODOS

3.1Animais

Foram utilizados camundongos tipo “selvagem” (Wild type - WT), machos, das
linhagens C57BL/6 e BALB/c com quatro a cinco semanas de idade, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo
Horizonte, além de camundongos deficientes para ANXA1l (background BALB/c)
machos e fémeas, com quatro a cinco semanas de idade, provenientes do Biotério
do Departamento de Bioguimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
UFMG. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polipropileno, em estantes
com filtros de entrada e saida de ar, condi¢cBes controladas de temperatura (28 °C) e
luz (ciclo claro/escuro de 12/12h), com livre acesso a agua e racdo. Todos 0s
procedimentos descritos neste estudo foram previamente aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (protocolos CEUA 135/2019 e
229/2021).

3.2Virus

Foi empregada experimentalmente uma linhagem asiatica do CHIKV (genotipo
ECSA — cepa BHI3762 / H804917) isolada de uma amostra clinica de um paciente
virémico, gentilmente cedida pelo prof. Mauricio Lacerda Nogueira da Faculdade de
Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP.

O virus foi propagado em células de mosquitos 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) de
atmosfera umidificada a 37°C, em meio de cultivo Leibowitz L-15 (Thermo Fisher
Scientific) suplementado com 1,5% HEPES, 1% antibidticos, 1% L-Glutamina, 1%
aminoacidos ndo essenciais, 2% Soro Fetal Bovino (SFB) por cinco a sete dias.
Posteriormente, foi coletado sobrenadante dessa cultura de células C6/36 infectadas
pelo CHIKV, centrifugado (600 g / 10 min) e, entdo, adicionado em uma coluna de
concentracdo viral (Vivacell 100 centrifugal concentrator — Sartorius, Alemanha). A
partir de centrifugagéo (2000 g / 10 min), o volume que ultrapassou a membrana da
coluna foi descartado e o sobrenadante remanescente no concentrador foi

aliquotado e armazenado em freezer -80 °C.
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O titulo viral do estoque foi determinado através do ensaio de formacédo de
placas de lise em células permissivas da linhagem VERO CCL81 (BCRJ 0245),
derivadas de fibroblastos de rim de macaco verde africano — Cercopithecus
aethiops. Essas células foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5 % de
CO,, em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) suplementado com 1,5 %
HEPES, 1 % antibi6ticos, 1 % L-Glutamina, 1 % aminoacidos ndo essenciais e 10 %
SFB, em seguida foram tripsinizadas e plaqueadas em placas de 6 ou 12 pogos
contendo 1x10° células/poco ou 5x10° células/poco, respectivamente. Quando 0s
pocos alcancaram uma monocamada com confluéncia de 85 a 90 %, foi adicionado
400 uL (para placa de 6 pocos) ou 300 pL (para placa de 12 pocos) do estoque viral
diluido serialmente em meio RPMI (102 a 107) e adicionado apenas meio RPMI em
pocos controle ndo inoculados. Apéds 1 h em estufa a 37°C com atmosfera de 5 % de
CO,, periodo de adsorcéao viral pela célula hospedeira, os pocos foram lavados com
meio RPMI e finalmente adicionado meio Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) suplementado com 1,6 % de carboximetilcelulose, 1 % antibiéticos
e 2 % de SFB. As placas foram, entdo, incubadas por quatro dias em estufa a 37°C
com atmosfera de 5 % de CO; e posteriormente fixadas com formol tamponado a
10% por no minimo 30 minutos. Por fim, as placas foram coradas com solugédo 1%
p/v de cristal violeta em agua deionizada e o titulo viral avaliado e expresso em

unidades formadoras de placa (PFU) por mililitro (mL) (Baer & Kehn-Hall, 2014).

3.3Farmaco

Empregamos em estratégia terapéutica o peptideo Ac2-26, que contém a porcéo
N-terminal ativa da ANXAL1 (NEP-New England Peptide, lote #PR7467). O peptideo
foi inicialmente eluido em dimetilsulféxido (DMSO) 2 % e, em seguida, em solucéo

salina estéril para administracao.

Em estratégia de tratamento por administracédo sistémica, foi aplicada dose de
150 pg por animal em um volume de 100 uL, por via intraperitoneal (i.p.), conforme
previamente estabelecido em trabalho prévio do laboratério (Galvao et al., 2017; de
Aravjo et al., 2022). Ja em estratégia de tratamento por administracdo local, foi
aplicada dose de 10 puM por animal em um volume de 10 pL, por via intra-articular

(i.a.) na articulacéo tibiofemoral.
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3.4Modelo experimental in vivo

A infeccdo dos camundongos foi realizada por via intradérmica (i.d.) na pata
direita traseira, com um inéculo de 10° PFU de CHIKV em volume de 50 pL,
padronizado em trabalho prévio publicado do grupo (Moreira et al.,, 2022). Os
camundongos controle receberam o mesmo volume por via i.d. na pata direita

traseira de solucao salina.

Os camundongos WT da linhagem BALB/c e camundongos deficientes para
ANXA1 (background BALB/c) foram infectados pelo CHIKV e eutanasiados no
terceiro e sétimo dia pos-infeccao (d.p.i.), quando o tecido da articulacao tibiofemoral
direito foi coletado para preparacdo de laminas e analise histopatologica. O
experimento foi conduzido para investigar uma possivel influéncia direta da ANXA1
sobre a articulacdo tibiofemoral durante a infecgdo pelo CHIKV. A Figura 10 ilustra

esse desenho experimental.
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Wild type ou i CHIKV
AnxAI/-

105PFU/camundongo
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Infecgao Eutanasia Eutanasia
| | | | | | | | i
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Figura 10. Delineamento experimental.

Camundongos selvagem e nocaute para ANXA1, machos e fémeas, com 4 semanas de idade, foram
infectados por via i.d. com indculo de 10° PFU de CHIKV em volume de 50 pL, enquanto que
camundongos controle negativo, Mock, receberam solucdo salina em mesmo volume e via. Os
animais foram eutanasiados no 3° e 7° d.p.i. e a articulagéo tibiofemoral coletada para processamento
histopatolégico.

Para os camundongos WT da linhagem C57BL/6, com a infeccéo no dia zero,
foram implementadas estratégias terapéuticas adequadas, tanto de tratamento por
via de administracdo sistémica, quanto local, até a eutanasia realizada no 7° d.p.i..
Essas estratégias foram aplicadas para a compreensédo dos efeitos terapéuticos do
peptideo Ac2-26 no contexto da infec¢cdo pelo CHIKV.
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A estratégia de tratamento por via de administracdo sistémica consistiu na
aplicacdo de uma primeira dose de Ac2-26 aproximadamente 1 h antes da infeccao,
seguida de doses diarias até o 6° d.p.i.. Ja para a estratégia de tratamento por via de
administracdo local, a primeira dose de Ac2-26 foi aplicada 3 h apos a infeccao,
seguida de uma segunda dose no 3° d.p.i.. Os animais passaram por avaliacdo da
hipernocicepcdo mecanica e coleta de tecido do coxim plantar direito traseiro para
ensaio ELISA. Além disso, apds a eutandsia de animais que receberam o tratamento
com Ac2-26 por via de administracdo i.p., foram coletadas amostras de tecido
sinovial da articulacdo tibiofemoral direita para analise por citometria de fluxo. A
Figura 11 resume de forma didatica os esquemas terapéuticos em cada uma das vias

de administracao testadas.



45

A - Infecgdo pelo
ol % ‘é:?‘g_ . _Tratamento
106 PFU/camundongo TEEE ST com Ac2-26
Wild type via intradérmica
AT Infecgio A P AN A A AN Eutanasia
[ [ | | | [ | | | dias
12h 0 1 2 3 4 5 6 7
"=
Nocicepgdo Citometria de fluxo ELISA
B - Membrana sinovial - Coxim plantar
Wild type
Infecgio & e Eutandsia
[ I l | l | I g
0 3h 1 2 3 4 5 6 7 dias

=

ELISA
- Coxim plantar

Nocicepgao

Figura 11. Estratégia experimental de tratamento da infec¢éo pelo CHIKV com peptideo Ac2-26.

Camundongos selvagem C57BL/6, machos com 4 semanas de idade, foram infectados por via i.d.
com inéculo de 10° PFU de CHIKV em volume de 50 pL, enquanto que camundongos controle
negativo, Mock, receberam solucéo salina em mesmo volume e via. (A) Tratamento com Ac2-26 por
via de administracdo sistémica (i.p.), aplicado diariamente (150 pg/camundongo) desde 1 h prévia a
infeccdo. No 7° d.p.i. 0s animais passaram por avaliagdo nociceptiva, em seguida foram eutanasiados
e coletado tecido sinovial, coxim plantar e articulacéo tibiofemoral para experimentos especificos. (B)
Tratamento com Ac2-26 por via de administragdo local (i.a.), aplicado 3 h pés-infecgédo e no 3° d.p.i..
No 1°, 3° e 7° d.p.i. 0s animais passaram por avaliagdo nociceptiva e no (ltimo ponto temporal foram
eutanasiados e coletado coxim plantar para ensaio ELISA.

3.5Hipernocicepg¢do mecanica

Para aferir hipernocicepcdo foi utilizado um analgesimetro digital Von Frey
(INSIGTH Instruments, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) capaz de avaliar a sensibilidade
do animal ao estimulo mecéanico.

Primeiro os camundongos foram acondicionados em caixas de contencao sobre
uma tela metélica de sustentacdo, por 30 a 40 min, até que seu comportamento
exploratorio tenha diminuido consideravelmente. Apos esse periodo de adaptacédo é
iniciado o teste, que consiste na aplicacdo de uma ponteira romba na superficie
plantar da pata posterior direita do camundongo, até que seja induzida a flexdo da

articulagéo do seu joelho e ocorra uma resposta de retirada de pata. A intensidade
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da forca aplicada sob a pata é registrada pelo analgesimetro Von Frey, de modo que
guanto mais alto for esse valor recordado, maior foi a forca necessaria para
promover o movimento de retirada de pata do camundongo, indicando que ele néo
sente dor, ja o registro de valores baixos de limiar de retirada de pata indicam
hipernocicepcdo. Para cada camundongo foram obtidos trés valores de limiar de
retirada de pata e o resultado da avaliacdo foi expresso como a média desses

registros em forca (g) (Sachs et al., 2011; Cunha et al., 2005).

3.6 Citometria de fluxo

Conforme tempo estabelecido na cinética de infeccdo, o tecido sinovial da
articulacdo tibiofemoral dos camundongos foi coletado apds eutanasia dos
camundongos e incubado por 1 h a 37 °C e agitagdo constante em 100 pyL de 10 mg
/ mL de colagenase VIl (Sigma-Aldrich) em meio DMEM, para digestdo enzimética
do tecido. As células foram, entéo, isoladas com auxilio de um filtro Cell Strainer
70um, em seguida foram centrifugadas (2000 rpm / 10 min / 4 °C) e o sobrenadante
descartado. O pellet foi ressuspendido em 100 pl de Phosphate-Buffered Saline
(PBS) 1X / BSA 1 %, sendo 10 pL dessa suspensao diluido em Turk para contagem
do numero de células totais por amostra em camara de Newbauer e 90 pL

plagueado em placa de 96 pocos.

Para a preparacdo das células para marcacdo, inicialmente a placa foi
centrifugada (1600 rpm / 10 min / 4 °C), sobrenadante descartado e, entdo, foi
bloqueada com Fc-block 10 uL / pogo por 30 min ao abrigo da luz e temperatura a 4
°C. Em sequéncia, a placa foi lavada com 100 uL de PBS 1X / BSA 1% por poco,
centrifugada (1600 rpm / 10 min / 4 °C), sobrenadante descartado e adicionado mix
de anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos para marcagao de
subpopulacdes de fibroblastos sinoviais (10 uL / pogo), conforme descrito: anti-CD90
em APC; anti-FAP em V421; anti-RANKL em PE; anti-CD45 em FITC. Todos os
anticorpos usados foram adquiridos da BD Biosciences e preparados seguindo

recomendacdes do fabricante.

Adicionado mix, a placa foi incubada por 30 min ao abrigo da luz e temperatura a
4 °C, lavada com 100 pL de PBS 1X / BSA 1 % por pogo, centrifugada (1600 rpm /
10 min / 4 °C), sobrenadante descartado e fixada por 30 min com 100 pL / poco de

paraformaldeido 2 % em PBS 1X. Por fim, a placa foi novamente centrifugada (1600
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rom / 10 min / 4 °C), sobrenadante descartado, adicionado 200 pL / poco de PBS 1X
/| BSA 1 % para ressuspensdo das células e, entdo, passagem dessas amostras
para tubos de fundo redondo especificos para citbmetro. A leitura foi realizada em
um citbmetro de fluxo (FACScanto Il, BD Biosciences, USA) no dia seguinte a
marcacao e os dados adquiridos foram avaliados no programa FlowJo v10.7.1 (Tree

Star Company).

3.7ELISA

Foram quantificados os niveis da quimiocina CCL2 no coxim plantar posterior
direito dos animais e niveis da citocina IL-6 também do coxim e em sobrenadante de
cultura primaria de FLS, através de ensaios ELISA. ApdOs coleta, utilizando um
homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 — Fisher Scientific Pennsylvania, USA),
as amostras de coxim foram homogeneizadas em solugcéo de PBS contendo inibidor
de proteases (0,1 mM phenylmethilsulfonyl fluoride; 0,1 mM benzethonium chloride;
10 mM EDTA, 20 KI aprotinina A) na propor¢ao de 2 mL de solucao para cada 0,1 g
de tecido. Em sequéncia, o homogenato obtido passou por centrifugacao (10.000
rpm / 15 min / 4 °C) e o sobrenadante resultante foi coletado e diluido (1:3) em PBS

1X / BSA 1%. O sobrenadante de cultura ndo necessita de processamento prévio.

Foram utilizados kits de anticorpos (R&D Systems, EUA) e seguido o protocolo
recomendado pelo fabricante. Assim, inicialmente placas de 96 pocos (C96
MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, EUA) foram sensibilizadas com
100 uL / pogo dos anticorpos de captura, eluidos em PBS, para a citocina ou
guimiocina especifica. Em seguida, as placas foram acomodadas ao abrigo da luz,
em temperatura de 4° C, até o dia posterior. As placas entdo foram lavadas com
Wash Buffer (0,05 % Tween 20 em PBS) e blogueadas por 1 h em temperatura
ambiente com 300 pL / pogo de solugdo PBS 1X/ BSA 1 %, culminando no bloqueio
de sitios livres. Apés essa 1 h, as placas foram novamente lavadas com Wash Buffer
e, entdo, foram adicionados anticorpos de cada curva padréo diluidos em PBS 1X /
BSA 1 %, conforme recomendacdes do fabricante, além de ser pipetado as
amostras devidamente diluidas, ambos em volume de 100 pyL / poco.
Posteriormente, as placas foram acomodadas ao abrigo da luz, em temperatura
ambiente, por 2 h e em sequéncia adicionado os anticorpos especificos de deteccao

(100 uL / pogo), conjugados a biotina, e eluidos em PBS 1X / BSA 1 %. As placas
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ficaram incubadas sob agitacdo leve, ao abrigo da luz, em temperatura ambiente por
2 h, com posterior lavagem utilizando Wash Buffer e final deteccdo com
estreptavidina (100 uL / pogo) conjugada a peroxidase (HRP-Streptavidin
Pharmingem — 1:200), revelada utilizando OPD (o-phenylenediamine dihidrocloride —
Sigma-Aldrich, EUA) eluido em tampéo fosfato citrato de sédio 0,4 M (100 uL /
poco). Apds 30 minutos a reacao foi interrompida com a adicdo de 50 uL de H,SO4 1
M e as placas foram lidas em um comprimento de onda de 490 nandmetros (nm) por

um espectrofotometro Spectramax Plus 384 (Molecular Devices).

Os resultados foram expressos como picograma (pg) de citocina ou quimiocina
por mL de tecido, calculados com base na equacdo da reta de regressao linear da

curva padréo respectiva.

3.8 Analise histopatoldgica

Conforme tempo estabelecido na cinética de infec¢do, a regido da articulacao
tibiofemoral dos camundongos eutanasiados foi coletada e, entéo, fixada em formol
4 % v/v por 48 h, momento em que foram transferidas para solucdo de EDTA 14 %
p/v. Essa solugdo foi trocada a cada trés dias e as amostras mantidas por
aproximadamente 30 dias para a desmineralizacdo oOssea. 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 (Costa et al., 2015).

Foi entdo executada analise histopatoldgica por sistema de escore seguindo 0s
parametros: gravidade da hiperplasia sinovial (0: sem alteragbes; 1: hiperplasia
focal; 2: hiperplasia extensa; 3: hiperplasia generalizada), intensidade de infiltrado
inflamatorio (0: ausente; 1: leve; 2: moderado; 3: intenso; 4: generalizado) e grau de
reabsorcdo 6ssea (0: sem alteracfes; 1. escassas lacunas de reabsorgdo; 2: area

significativa de perda 0ssea/cartilagem).

Em seguida, as laminas foram fotografadas utilizando um microscépio Motic (Carl
Zeiss, Gottingen, Alemanha) adaptado a uma camera digital (PowerShot A620,
Canon, Toquio, Japao) para a obtencdo de imagens representativas. Essas imagens
foram feitas em aumento menor de 10x ou no aumento maior de 40x, com escalas

que variaram de 200 micrémetros (um) a 50 pm nos respectivos aumentos.
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3.9Cultura priméaria de FLS

No ambiente de fluxo laminar procedeu-se a coleta do tecido sinovial da
articulagéo tibiofemoral de camundongos WT da linhagem C57BL/6. Todo o
processo de disseccao foi realizado com instrumentos constantemente embebidos
em alcool 70 %, garantindo um controle rigoroso contra possiveis contaminacdes. As
amostras coletadas foram, entdo, acondicionadas em tubos estéreis contendo 500
pL de colagenase VIl em meio DMEM (10 mg / mL), sendo em seguida incubadas
por 1 h a 37 °C, em agitacdo constante. Ao término do periodo de incubacdo, os
tubos foram vortexados para liberacdo das células, centrifugados (1200 rpm / 10 min
/ 4 °C) e o sobrenadante descartado. O pellet resultante foi ressuspenso em 7 mL de
meio DMEM suplementado com 20 % de SFB e 1 % de penicilina, e, entdo,
transferido para uma garrafa de cultivo celular T25 com tampa ventilada. Essa
garrafa foi mantida em uma estufa de cultura umidificada (37 °C / 5 % CO,) e
guando a confluéncia de suas células atingiu valores entre 80 % e 100 %, elas foram

tripsinizadas e transferidas para uma nova garrafa.

Para obtencdo de uma cultura pura de FLS, o processo de tripsinizacao foi
realizado durante as primeiras passagens por um periodo de exposicdo maximo de
5 min. Esse procedimento foi cuidadosamente planejado para permitir que o0s
macrofagos sinoviais permanecessem aderidos a garrafa de cultura, enquanto que
as células de interesse pudessem ser transferidas para uma nova garrafa. Essa

abordagem nos proporcionou uma cultura homogénea de FLS.

Com a cultura estabelecida, as garrafas T75 com confluéncia acima de 80 %
foram submetidas a tripsinizacdo. As células tripsinizadas foram entdo plaqueadas
em placas de 24 pocos, com cada poco contendo 1x10° células em 300 pL de meio
DMEM suplementado com 7% de SFB. Ap6s 48 h do plagueamento as células ja se
dispunham aderidas em uma monocamada com confluéncia de 85 a 90 % por poco

e foi iniciado a experimentacao.

3.10 Modelo experimental in vitro

Para padronizacdo da infec¢do pelo CHIKV da cultura priméaria de FLS murinos,
essas células ja plagueadas foram incubadas com o virus em trés diferentes
multiplicidades de infeccdo (MOI), sendo elas de 0,01; 0,1 e 1, em volume de 300 pL

por poco de meio DMEM. Apds 1 h de adsorcao viral o sobrenadante foi removido e
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entdo adicionado 300 puL de novo meio DMEM. Pocos controle negativo ndo foram
incubados com o virus, receberam apenas 300 pL de meio DMEM em todas as
etapas experimentais. As placas foram mantidas em uma estufa de cultura

umidificada (37 °C / 5 % CO,) durante todo o periodo de experimentacao.

O sobrenadante dos pocos foi coletado em trés momentos distintos: 12 h, 24 h e
48 h poés-infeccdo, com o proposito de realizar o ensaio ELISA para detectar a
citocina IL-6. Adicionalmente, a viabilidade celular dos pocos foi avaliada por meio

do ensaio MTT.

Apos padronizacéo da infeccao, foi avaliada a resposta celular de FLS a infecgéo
pelo CHIKV na presenca de Ac2-26. Para isso, foram utilizadas concentragdes de 10
UM e 50 uM do peptideo em 300 pL / poco de meio DMEM. O desenho experimental
foi centralizado na infeccdo das células plagueadas pelo CHIKV em MOI de 0,1,
apos periodo de adsorcéo viral de 1 h o conteido das placas foi desprezado e
adicionado 300 pL / poco do peptideo nas concentracdes determinadas em meio
DMEM. Pocos controle negativo, nao infectados, e pogos controle positivo,
infectados néo tratados, receberam apenas 300 pL de meio DMEM. As placas foram
mantidas em uma estufa de cultura umidificada (37 °C / 5% CO,) durante todo o

periodo de experimentacao.

Novamente o sobrenadante dos pocgos foi coletado em trés momentos distintos:
12 h, 24 h e 48 h pés-infeccdo, com o propoésito de realizar ensaio ELISA para
deteccdo dos niveis da citocina IL-6. ApOs coleta de sobrenadante, foi determinada

carga viral da cultura de FLS através de técnica de RT-qPCR.

3.11 Ensaio MTT

Para avaliacéo da viabilidade celular foi executado ensaio colorimétrico com base
na reducdo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) e
consequente formacdo de cristais de formazan roxo por células metabolicamente

ativas.

Logo ap6s coleta de sobrenadante das placas, foram pipetados 90 puL de meio
DMEM por poco, seguido de 10 pL de reagente MTT por poco, para que, entdo, as
placas fossem incubadas em estufa de cultura umidificada (37 °C /5 % CO,) por 1 h

e 30 min. Em seguida, foi descartado sobrenadante, adicionado 100 uL de DMSO
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por poco e homogeneizado para leitura em comprimento de onda de 490 nm em

espectrofotdmetro Spectramax Plus 384 (Molecular Devices).

A absorbancia obtida é diretamente proporcional a viabilidade celular, a qual é
calculada comparando as absorbancias das monocamadas, tanto tratadas, quanto
nao tratadas, em relacdo a média das absorbéancias registradas nos poc¢os controle.
Dessa forma, os valores plotados representam a porcentagem de viabilidade celular

em relacdo aos pocos controle de cada ensaio.

3.12 Analise por RT-qgPCR

Para determinacdo da carga viral de CHIKV na cultura primaria desenvolvida,
inicialmente as amostras de FLS foram submetidas a extracdo de RNA por kit
QIlAamp_Viral RNA Mini Kit, seguindo especificacdes do fabricante. Em seguida, a
reacdo de RT-gPCR — one step foi performada e utilizado Kit Molecular ZC D-
TIPAGEM Bio-Manguinhos para deteccdo do CHIKV, através de primer e sondas

fornecidas pelo mesmo.

Apo6s amplificagéo, o numero de copias de CHIKV foi determinado pela leitura de
absorbancia em equipamento Qubit, através da relacdo da absorbancia obtida das
amostras aos valores de absorbancia e numero de cépias obtidas pela curva padrao.
A curva padrdo apresentou seis pontos, diluidos serialmente na fracdo de 1:10,
sendo o ponto inicial correspondente & 4*10*’ nimeros de cépias de virus CHIKV.
Para identificacdo do numero de cdpias em cada ponto da curva padrdo em relagéo

a absorbéancia obtida, foi seguida equacéo:

A
NY opias = ———— X 6,022 x 1023
umero de copias TC X PN 6,0 0

Onde ‘A’ representa a absorbéancia da amostra padréo (ng), ‘TG’ o tamanho do
genoma viral (pb) e ‘PN’ o peso da ligagao nucleotidica no RNA (g / mol), como
previamente estabelecido (BIOSynthesis, 2021).

3.13 Analise estatistica

Foi realizada analise de normalidade dos dados pelo teste Shapiro-Wilk e para
analise estatistica dos ensaios de dados paramétricos foi realizado o teste One-Way
ou Two-Way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey ou Sidak, determinando
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diferencas entre as médias dos grupos avaliados. Quanto aos dados nao
paramétricos, o teste estatistico utilizado foi Kruskal-Wallis, seguido do pds-teste de

Dunn, com analises entre as médias dos grupos avaliados.

Os dados sédo apresentados como média + erro padrao da meédia (SEM) para
cada grupo e todas as andlises estatisticas foram realizadas pelo programa
GraphPad Prism verséo 8 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).

Diferencas foram consideradas estatisticas quando p<0,05 (assinalados com *).
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4. RESULTADOS

4.1.A auséncia de ANXALl provoca maior hiperplasia na camada intima da
membrana sinovial da articulacdo tibiofemoral de animais infectados pelo
CHIKV.

Com objetivo de investigar a possivel influéncia da proteina ANXAl sob o
ambiente articular durante a cinética de infeccdo pelo CHIKV, foram realizadas
analises histopatolégicas em animais nocaute para a proteina. As alteracbes
teciduais foram examinadas por um patologista experiente, de modo cego, e,

posteriormente, foram expressas em escore especifico.

Os animais Mock, tanto WT, quanto ANXALl-/-, demonstraram morfologia
caracteristica de uma articulacdo saudavel, com predominio de tecido adiposo na
camada subintima da membrana sinovial e fibroblastos e macréfagos sinoviais
dispostos em camada Unica na camada intima da membrana sinovial, sendo
ausente infiltrado inflamatério e eventos de reabsor¢cdo 0ssea (Figura 12). JA quanto
aos animais infectados, quando no 3° d.p..,, 0s camundongos ANXAl-/-
demonstraram um perfil de hiperplasia generalizada na camada intima da membrana
sinovial, que contrasta com hiperplasia em menor grau, extensa, em animais WT
(Figura 12). J& no 7° d.p.i., os camundongos ANXA1-/- infectados apresentaram uma
diminuicdo na hiperplasia sinovial em relagdo ao 3° d.p.i, assemelhando-se a
camundongos WT, que demonstraram um grau de hiperplasia em modo focal (Figura
12). Além disso, em ambos os grupos infectados e tempos avaliados néo foi
observado presenca de infiltrado inflamatério e de reabsorcdo 6ssea nos cortes

histolégicos.
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Figura 12. Papel da ANXA1 sob a arquitetura articular sinovial em contexto de infec¢éo pelo
CHIKV.

Camundongos WT e ANXAL-/- da linhagem BALB/c, machos ou fémeas, com idades de 4 semanas,
foram infectados na pata traseira direita pelo CHIKV, em injegao i.d. de 1x106 PFU/50 pL. Os animais
controles nao infectados, Mock, receberam apenas injecdo i.d. de 50 pyL de solugéo salina. Os
camundongos foram eutanasiados no 3° e 7° dia pés-infecgdo e a articulacéo tibiofemoral coletada
para processamento e andlise histopatoldgica. (A) Imagens representativas dos cortes histolégicos
organizadas em prancha. Coloracdo H&E em aumento de 10x com escala de 200 um e aumento de
40x com escala de 50 um. (B) Representacao gréafica do escore histopatolégico referente a alteracdes
no tecido sinovial. Cada grupo experimental foi composto por 2 animais e a avaliacdo estatistica feita
utilizando ANOVA two way e teste Sidak, * p<0.05.
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4.2. Ac2-26 em estratégia de tratamento por administracdo sistémica reduz
parametro inflamatério plantar, apesar de nao reverter quadro de
hipernocicepc¢ao associado a infec¢ao pelo CHIKV.

Sendo demonstrada influéncia da proteina ANXAL sob a fisiopatologia articular

durante infeccéo pelo CHIKV, foi implementada estratégia de tratamento por via de

administracao sistémica (i.p.) utilizando o peptideo mimético Ac2-26.

Em avaliacdo nociceptiva no 7° d.p.i., camundongos do grupo Mock
apresentaram valores altos de limiar mecanico de retirada de pata, indicando
auséncia de hipernocicepcdo (Figura 13A). Em contrapartida, camundongos
infectados, tratados ou ndo, demonstraram valores de limiar relativamente baixo no
mesmo ponto de tempo, indicando presenca de estimulo hipernociceptivo nesses
grupos, o que ndo é controlado pelo tratamento por via de administracdo sistémica
com Ac2-26 (Figura 13A).

Ainda para o 7° d.p.i., com avaliagdo dos niveis de CCL2 no coxim plantar
traseiro direito, foi verificado um aumento expressivo da presenca da quimiocina no
tecido de animais infectados em relacdo ao grupo controle Mock, que mostrou valor
minimo (Figura 13B). Além disso, o tratamento com Ac2-26 em modelo sistémico
promoveu uma diminuigdo na concentracdo de CCL2 tecidual em relacdo aos niveis

da quimiocina presente em camundongos infectados néo tratados (Figura 13B).
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Figura 13. Impacto do tratamento por via de administragdo sistémica com Ac2-26 no modelo
animal de infeccdo pelo CHIKV em processos inflamatorios e nociceptivos.

Camundongos WT da linhagem C57BL/6, machos, com idades de 4 semanas, foram infectados na
pata traseira direita pelo CHIKV, em injecéo i.d. de 1x10° PFU/50 L. Os animais controle negativo
nao infectados, Mock, receberam apenas inje¢do i.d. de 50 yL de solugdo salina. Animais controle
positivo, infectados néo tratados, receberam apenas veiculo do tratamento, enquanto que animais
infectados tratados receberam dose diaria (150 pg/100 pL) de Ac2-26 por via i.p.. No 7° d.p.i. os
camundongos passaram por teste nociceptivo, em seguida foram eutanasiados e o coxim plantar
direito traseiro coletado para processamento e andlise por ensaio ELISA. (A) Valores de limiar
mecanico de retirada de pata obtidos em for¢a (g) pelo desafio com Von Frey eletrénico (B) Nivel da
guimiocina CCL2 no coxim plantar, mensurado através de ensaio ELISA e expresso em pg/mL de
tecido processado. Cada grupo experimental foi composto por 5 animais e a avaliacao estatistica feita
utilizando ANOVA one way e teste de Tukey, * p<0.05.

4.3.Ac2-26 em estratégia de tratamento por via de administracdo sistémica
demonstra participacdo no controle da hiperplasia celular sinovial e
expressao do ligante RANKL por FLS em camundongos infectados pelo
CHIKV.

A fim de caracterizar o ambiente articular tibiofemoral sob eventos da infeccao
pelo CHIKV e modelo de tratamento por via de administracédo sistémica com Ac2-26,
foi executado experimento de citometria de fluxo com um painel desenhado para
identificacdo de subpopulagbes de fibroblastos sinoviais e seu perfil quanto a
expresséo do ligante RANKL no tecido sinovial, quando no 7° d.p.i. pelo CHIKV. A

estratégia de gates desempenhada pode ser visualizada na Figura 14.
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Figura 14. Estratégia de gates.

Painel formado por imagens representativas da estratégia de gates empregada na analise da leitura
de citometria de fluxo de amostras de tecido sinovial tibiofemoral de animais da linhagem C57BL/6
infectados pelo CHIKV na pata direita em injecéo i.d. de 1x106 PFU/50 pL. Foi executado separacao
de singlets (A) e single cells (B), para determinacdo de populagcdo de células em marcagdo para
CD45 (C). Dentro da populacao de células CD45 negativas foram separadas as subpopulacdes de
FLS por marcacdo de CD90 e FAP (D). Por fim, dentro de cada subpopulacdo de FLS determinada,
foi definida a marcacdo positiva pra RANKL (E). Imagens obtidas através do programa FlowJo
v10.7.1 (Tree Star Company).

Em andlise do nimero de células totais, foi identificada hiperplasia sinovial em
animais infectados néo tratados, apontada pelo aumento da subpopulacdo de FLS
CD90-FAP+ em relacdo ao observado para animais do grupo Mock (Figura 15C).
Camundongos infectados e tratados com Ac2-26, entretanto, mostraram populacao
de FLS CD90-FAP+ mais semelhante em namero de células ao encontrado para
animais do grupo Mock, indicando influéncia do tratamento sob eventos de
hiperplasia sinovial (Figura 15C). Ja para as subpopulactes de FLS CD90+FAP+ e
CD90FAP-, apesar da tendéncia leve de aumento de numero de células totais para
animais infectados néo tratados, ndo houve alteracdes significativas entre os grupos
avaliados (Figura 15A-B).

Ja quanto ao perfil de expressdo de RANKL, foi observado um aumento no

namero de células totais positivas para o ligante em todas as subpopula¢cdes de FLS
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analisadas para animais infectados pelo CHIKV e nao tratados, em relacdo a
animais Mock (Figura 15D-F). Além disso, o tratamento com Ac2-26 teve efeito sob a
expressdo de RANKL, indicada pela diminuicdo significativa de células positivas
para o ligante em todas as subpopulagcdes de FLS analisadas de animais infectados
e tratados, em relacdo as mesmas populacdes em animais infectados, mas nao
tratados com Ac2-26 (Figura 15D-F). Em suma, de modo geral o perfil populacional
apresentado pelos camundongos infectados e tratados foi, em numero de células
total, semelhante ao observado para animais Mock (Figura 15D-F).
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Figura 15. Efeito do tratamento com Ac2-26 em modelo de via de administragdo sistémica sob
a hiperplasia celular sinovial e expressdo do ligante RANKL por FLS associado ao modelo
animal de infec¢do por CHIKV.

Camundongos WT da linhagem C57BL/6, machos, com idade de 4 semanas, foram infectados na
pata traseira direita pelo CHIKV, em injecéo i.d. de 1x10° PFU/50 L. Os animais controle negativo
nao infectados, Mock, receberam apenas injecdo i.d. de 50 yL de solugdo salina. Animais controle
positivo, infectados néo tratados, receberam apenas veiculo do tratamento, enquanto que animais
infectados tratados receberam dose diaria (150 ug/100 pL) de Ac2-26 por via i.p.. No 7° d.p.i. os
animais foram eutanasiados e o tecido sinovial tibiofemoral coletado para processamento e analise
por citometria de fluxo. Foram analisadas marcacdes para as subpopula¢des de FLS (A) CD90+FAP;
(B) CD90+FAP-; (C) CD90-FAP+, dentro de células CD45+, além da expressao do ligante RANKL por
cada uma dessas subpopulacdes identificadas (D-F), ambos expressos como ndmero total de células
para cada populacdo especifica. Cada grupo experimental foi composto por 5 animais e a avaliacéo
estatistica feita utilizando ANOVA one way e teste de Tukey, * p<0.05.

4.4.Ac2-26 em estratégia de tratamento por via de administracédo local influencia
perfil nociceptivo e inflamatorio de animais infectados pelo CHIKV.
Identificada participacdo da ANXA1 na fisiopatologia articular da infeccédo pelo
CHIKV e observado efeitos do tratamento sistémico com Ac2-26 sob esse ambiente,
foi explorada acdo do peptideo mimético estrategicamente direcionado na
articulagdo dos camundongos, em modelo de tratamento por via de administracao

local intra-articular.
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Durante cinética de infeccdo e tratamento, os camundongos passaram por
avaliacdo nociceptiva no 1°, 3° e 7° d.p.i., além de avaliacao basal pré-infeccdo no
tempo zero. Foram observados valores altos de limiar mecénico de retirada de pata,
crescentes ao longo do tempo, para animais controle negativo, Mock, o que indica
auséncia de estimulo nociceptivo em todos os tempos avaliados para o grupo (Figura
16A). Ja para animais infectados e néo tratados, os valores de limiar sdo baixos em
relacdo ao controle Mock, indicando que esses animais passam por hipernocicepgao
durante todo periodo investigado de infeccdo pelo CHIKV (Figura 16A). Considerando
os animais infectados e tratados, foi observado valores de limiar intermediarios em
relacdo aos controles no 1° e 3° d.p.i., 0 que indica que os camundongos
apresentaram carater nociceptivo, mas de menor intensidade ao observado para
animais infectados que nao receberam o tratamento com Ac2-26 em estratégia de
administracdo local (Figura 16A). Ja no ultimo ponto temporal avaliado, os animais
infectados tratados passaram a demonstrar valores de limiar semelhante aos
daqueles que nado receberam tratamento, sendo associada a hipernocicepgao
caracteristica da infecgao (Figura 16A).

O parametro inflamatorio relacionado ao nivel da citocina IL-6 no coxim plantar
foi avaliado no 7° d.p.i., através de ensaio ELISA. Identificamos um aumento na
concentracdo de IL-6 em animais infectados pelo CHIKV, o que € revertido pelo
tratamento com Ac2-26 em estratégia local (Figura 16B). Esses animais, infectados e
tratados, mostraram niveis semelhantes da citocina em relacdo a animais néo

infectados, Mock (Figura 16B).
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Figura 16. Modulagéo do perfil Inflamatério e nociceptivo por Ac2-26 em modelo de tratamento
por via de administracéo local para animais infectados pelo CHIKV.

Camundongos WT da linhagem C57BL/6, machos, com idade de 4 semanas, foram infectados na
pata traseira direita pelo CHIKV, em injecéo i.d. de 1x10°® PFU/50 ML. Os animais controle negativo
nao infectados, Mock, receberam apenas injecdo i.d. de 50 yL de solugdo salina. Animais controle
positivo, infectados néo tratados, receberam apenas veiculo do tratamento, enquanto que animais
infectados tratados receberam 3 hpds-infec¢do e no 3° d.p.i. Ac2-26 (10 yM /10 L) por via i.a.. No 1°,
3° e 7° d.p.i. o0s camundongos passaram por teste nociceptivo, além da avaliacdo basal no tempo 0, e
foram eutanasiados no 7° d.p.i. para coleta do coxim plantar direito, posterior processamento e
andlise por ensaio ELISA. (A) Valores de limiar mecénico de retirada de pata obtidos em forca (g)
pelo desafio com Von Frey eletrdnico ao longo da cinética de infeccdo. Os grupos infectados foram
considerados significativos em relagdo ao grupo mock quando *p<0.05, j& o grupo infectado tratado
foi considerado significativo em relag&do ao grupo infectado néo tratado quando #p<0.05. (B) Nivel da
citocina IL-6 no coxim plantar, mensurado através de ensaio ELISA e expresso em pg/mL de tecido
processado, * p<0.05. Cada grupo experimental foi composto por 5 animais e a avaliacdo estatistica
feita utilizando ANOVA one way e teste de Tukey.

4.5.Infeccdo de cultura priméria de FLS pelo virus CHIKV tem MOI étimo de 0,1

para resposta inflamatéria e viabilidade celular.

Para investigar parametros intrinsecos de FLS da articulacdo tibiofemoral em
resposta a infeccdo pelo CHIKV, iniciamos uma cultura primaria com células
sinoviais derivadas de camundongos C57BL/6 e, quando pura para a célula de
interesse, padronizamos a infecgdo in vitro por analise de parametro inflamatério e

viabilidade celular.

Através de ensaio ELISA, obtivemos os niveis da citocina IL-6 no sobrenadante
da cultura de FLS infectada por diferentes MOIs de CHIKV. Nos pontos temporais
avaliados, 12 h, 24 h e 48 h pds-infeccao, o grupo controle, o qual néo foi infectado,

mostrou niveis basais da citocina (Figura 17A-C). Para infeccdo em MOI de 0,01, o
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perfil identificado foi semelhante ao observado para pocos controle, com
concentracdo baixa da citocina em ambos os tempos avaliados (Figura 17A-C).
Quanto aos MOI de 0,1 e 1, foi observado relativamente aos pogos controle uma
concentracdo elevada de IL-6 em resposta a infeccdo, de modo que em MOI 1 os
valores foram significativamente superiores ao de 0,1 em todos pontos de tempo

(Figura 17A-C).

Em andlise de viabilidade celular, o ensaio de MTT nao indicou alteracdes entre
0s MOls testados no periodo de 12 h e 24 h pds-infecgdo em relagéo a porcentagem
média obtida para pocos controle nesse mesmo ponto temporal (Figura 17D-E). No
ponto de 24 h poés-infeccdo houve o inicio de uma tendéncia de diminuicdo de
viabilidade celular diretamente proporcional ao aumento do fator MOI, que se tornou
significativa no ponto de 48 h (Figura 17E-F). Nesse tempo poés-infeccdo, pogos
infectados em MOI de 0,01 mantiveram valores de viabilidade celular elevados em
relacdo aos pocos controle ndo infectados (Figura 17F). Entretanto, pocos em MOI
superiores, 0,1 e 1, tiveram uma gqueda semelhante de viabilidade celular no ponto
de 48 h poés-infeccdo, de modo significativo em relacdo ao controle negativo nao
infectado e ao MOI de 0,01 (Figura 17F).

Assim, esses resultados em conjunto indicam o MOI de 0,1 como mais adequado
para infeccdo de FLS pelo CHIKV, por ser o menor MOI avaliado a apresentar
diferencas significativas em relacéo ao controle negativo ndo infectado em ambos os

parametros explorados.
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Figura 17. Dindmica de viabilidade celular e producdo de IL-6 em cultura priméaria de FLS
infectada pelo CHIKV ao longo do tempo.

Foi utilizado, na sétima passagem celular, cultura de FLS derivada da articulacdo tibiofemoral de
camundongos C57BL/6 com 4 semanas de idade. Foram plaqueadas 1x10° células por poco e
utilizado MOI de 0,01; 0,1; 1 de virus CHIKV por poco, em triplicata, enquanto que pog¢os controle
receberam apenas meio DMEM. Apés 1 h do momento de infecgdo, tempo de adsorcdo viral, o
sobrenadante foi removido e entdo adicionado 300 pL de meio DMEM aos pogos. As placas foram
mantidas em condicdo padrdo de estufa de cultura umidificada e 12, 24 e 48 h pos-infeccdo o
sobrenadante foi coletado para ensaio ELISA e, em seguida, as células passaram por desafio de
viabilidade celular. Nivel da citocina IL-6 no sobrenadante celular mensurado através de ensaio
ELISA e expresso em pg/mL no tempo de 12 h (A), 24 h (B) e 48 h (C) pds-infeccdo. A viabilidade
celular foi avaliada por meio de ensaio MTT para os tempos de 12 h (D), 24 h (E) e 48 h (F) e
expressa em porcentagem de viabilidade celular dos pogos infectados em relacdo & média
encontrada para pocos controle em cada tempo avaliado. Cada grupo experimental apresentou-se
em triplicata e a avaliagcdo estatistica feita utilizando ANOVA one way e teste de Tukey para

distribuic6es normais e para dados nao paramétricos (F), foi utilizado teste Kruskal-Wallis, seguido do
pés-teste de Dunn, * p<0.05.

4.6. Modulacéo do tratamento in vitro com Ac2-26 sob a resposta inflamatéria em
FLS infectados pelo CHIKV mostra-se concentracdo e tempo dependentes.
Padronizada infeccéo in vitro de FLS primarios pelo CHIKV com MOI de 0,1,

buscamos avaliar o perfil inflamatorio dessas células em resposta ao tratamento com
Ac2-26 no contexto de infecgao.

O nivel de citocina IL-6 foi mensurado por ensaio ELISA nos pontos temporais
avaliados, 12h e 48 h pos-infeccdo. Para 12 h, identificamos um aumento
significativo da produgéo da citocina em pogos infectados néo tratados, em relagao a
pocos controle ndo infectados (Figura 18A). Em contraste, pocos infectados e

tratados, tanto com 10 puM, quanto com 50 uM de Ac2-26, mostraram niveis
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semelhantes aos dos pocos controle ndo infectados para a citocina pro-inflamatoria
(Figura 18A). J& no periodo de 48 h pds-infeccao, foi mantido altos niveis de IL-6 em
pocos infectados nao tratados em relacdo ao controle negativo, semelhante ao
identificado para pocos infectados e tratados com 10 pM de Ac2-26 (Figura 18B).
Aqueles pocos infectados e tratados com 50 pM de Ac2-26, em contrapartida,
mantiveram carater semelhante ao identificado aos pocos controle negativo nesse
periodo de 48 h pés-infeccdo, caracterizado por baixo nivel da citocina IL-6 (Figura
18B).
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Figura 18. Efeito do tratamento com Ac2-26 nos niveis de IL-6 do sobrenadante celular de
cultura primaria de FLS infectada pelo CHIKV.

Foi utilizado, na oitava passagem celular, cultura de FLS derivada da articulacé@o tibiofemoral de
camundongos C57BL/6 com 4 semanas de idade. Foram plaqueadas 1x10° células por poco e
utilizado MOI de 0,1 de virus CHIKV por poco infectado, em triplicata, enquanto que poc¢os controle
receberam apenas meio DMEM. Apds 1 h do momento de infecgdo, tempo de adsorcéo viral, o
sobrenadante foi removido e entdo adicionado 300 pL de meio DMEM aos pogos controle e infectado
ndo tratado, enquanto que 0s pocos tratados receberam respectivos tratamentos de 10 uM ou 50 puM
de Ac2-26 em 300 pL de meio DEMEM. As placas foram mantidas em condicdo padrdo de estufa de
cultura umidificada e 12 e 48 h pds-infeccéo o sobrenadante foi coletado para ensaio ELISA. O nivel
da citocina IL-6 no sobrenadante celular, mensurado através de ensaio ELISA, foi expresso em pg/mL
no tempo de 12 h (A) e 48 h (B) poOs-infeccéo. Cada grupo experimental apresentou-se em triplicata e
a avaliagdo estatistica feita utilizando ANOVA one way e teste de Tukey, * p<0.05.

4.7.Tratamento in vitro com Ac2-26 em cultura primaria de FLS infectada pelo
CHIKV n&o demonstra interferir na carga viral.

Uma vez demonstrado influéncia do tratamento in vitro com Ac2-26 sob cultura

priméria de FLS infectada pelo CHIKV, quanto a expressdo do mediador IL-6, foi

avaliado a influéncia do mesmo em relacdo a carga viral nos tempos de 12, 24 e 48

h pos-infeccéo.
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O titulo viral, quantificado por meio de RT-gPCR, em ambos os tempos avaliados
ndo demonstrou diferenca significativa para os grupos de células infectadas e
tratadas com Ac2-26 em relacdo ao grupo de células infectadas e nado tratadas
(Figura 19). Além disso, também n&o se observou alteragfes significativas entre os
grupos que receberam diferentes concentracdes de Ac2-26, 10 ou 50 uM, para a

carga viral quantificada em ambos os tempos avaliados (Figura 19).
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Figura 19. Efeito do tratamento com Ac2-26 diretamente sob a infec¢cdo pelo CHIKV em cultura
priméaria de FLS.

Foi utilizado, na oitava passagem celular, cultura de FLS derivada da articulacdo tibiofemoral de
camundongos C57BL/6 com 4 semanas de idade. Foram plaqueadas 1x10° células por poco e
utilizado MOI de 0,1 de virus CHIKV por poco infectado, em triplicata, enquanto que pog¢os controle
receberam apenas meio DMEM. Apds 1 h do momento de infeccdo, tempo de adsorcéo viral, o
sobrenadante foi removido e entdo adicionado 300 pL de meio DMEM aos pogos controle e infectado
néo tratado, enquanto que 0s poc¢os tratados receberam respectivos tratamentos de 10 pM ou 50 pM
de Ac2-26 em 300 pL de meio DEMEM. As placas foram mantidas em condi¢do padrdo de estufa de
cultura umidificada e, ap0s coleta de sobrenadante, os FLS passaram por extracdo de RNA e técnica
de RT-gPCR. O titulo viral identificado foi expresso em nimeros de cépias amplificadas de CHIKV em
escala logaritmica para 12 h (A), 24 h (B) e 48 h (C) pos-infec¢cdo. Cada grupo experimental

apresentou-se em triplicata e a avaliagdo estatistica feita utilizando ANOVA one way e teste de
Tukey.
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5. DISCUSSAO

Ao longo do tempo, o CHIKV exibe uma expansao continua em sua distribuicao
geografica, estabelecendo focos endémicos ao redor do mundo. Esse fenbmeno tem
dado origem a surtos de consideravel impacto socioeconémico e na qualidade de
vida de individuos afetados, especialmente devido a sintomas persistentes de
natureza artritogénica, caracteristicos da doenca. Deste modo, faz-se de grande
importancia aprofundar a compreensdo dos mecanismos subjacentes a infecgéo,
especialmente aqueles que tangem ao ambiente articular, a fim de direcionar de
forma mais eficaz as estratégias terapéuticas e, portanto, mitigar as consequéncias

da doenca.

Através da criacdo de um modelo murino de infeccdo, capaz de reproduzir
manifestacfes sintomatoldgicas associadas a febre chikungunya, foi desenvolvida
uma ferramenta essencial para a investigacdo dessa doenca. Uma das principais
vantagens do modelo utilizado nesse estudo, previamente bem padronizado e
validado em trabalhos do grupo, reside no emprego de camundongos selvagens,
eliminando, assim, vieses associados a necessidade de introduzir modificacBes
geneéticas que os tornariam suscetiveis a infeccao experimental (Moreira et al., 2022;
de Araujo et al., 2022). Ademais, a modulagcédo da infeccédo pelo CHIKV em modelo
murino pela ANXA1L, utilizando o peptideo Ac2-26, foi previamente investigada em
nosso grupo, demonstrando a participacdo da proteina em aspectos resolutivos da
doenca (de Araujo et al., 2022). Entretanto, efeitos diretamente relacionados a
articulacdo e seus componentes ndo foram foco de investigacdo, deixando uma
lacuna de estudo fundamental para compreensdo completa da influéncia da
patologia sob o principal sitio de sintomas cronicos acometido na febre
Chikungunya. Deste modo, a influéncia da ANXA1l diretamente na articulagao
durante infeccdo pelo CHIKV foi demonstrada neste trabalho em analise
histopatoldgica, de modo comparativo entre camundongos selvagens e nocautes
para a proteina. Em modelos de artrite experimental ndo infecciosa, camundongos
deficientes em ANXAL apresentam uma resposta inflamatéria mais prolongada e
intensificada, bem como maior dano articular (Yang et al., 2004; Patel et al., 2012,;
Yang, Morand & Leech, 2013; Perretti et al., 2017). Em concordancia, a auséncia de
ANXA1 enddégena em nosso modelo de infeccdo murino pelo CHIKV culminou em



67

quadro de hiperplasia mais acentuada e persistente da membrana sinovial até o
altimo ponto de tempo avaliado de 7°d.p.i., o qual é relacionado ao pico de
alteracOes teciduais para tecidos previamente elucidados, como a pata (Figura 12).
Além disso, esse resultado indica que a membrana sinovial € uma estrutura ativa
durante a infeccdo pelo CHIKV e a sua caracterizacdo pode trazer novas

perspectivas para o direcionamento de estratégias terapéuticas.

Nesse segmento, compondo a membrana sinovial, os FLS sdo células de
participacdo ativa no processo artritogénico das articulagbes sinoviais,
demonstrando perfil modulador do processo inflamatério e de integridade Ossea.
Como evidenciado na literatura, o CHIKV tem capacidade de infeccdo dessas
células, as quais se mantém como reservatorios de proteinas e RNA de origem viral
por um longo periodo de tempo (Young et al.,, 2019; Hoarau et al., 2010). Além
disso, € conhecido que fibroblastos dérmicos contribuem para formacdo de um
ambiente pré-inflamatério em estagios iniciais da infeccéo pelo CHIKV (Ekchariyawat
et al., 2015). Quanto a articulacdo, demonstramos neste trabalho através de
citometria de fluxo, que os FLS séo células que contribuem para hiperplasia sinovial
associada a infeccdo pelo CHIKV, aumentada principalmente pela subpopulacdo
CD90-FAP+. Esses fibroblastos demonstram metabolismo ativo, proliferativo e de
participacdo em processos de acometimento de componentes da articulacao (Pap et
al., 2020; Croft et al., 2019).

RANKL é um ligante relacionado ao dano ésseo e durante infec¢do pelo CHIKV
conseguimos identificar aumento de sua expressdo em todas as subpopulagdes de
FLS analisadas, destacando-se como possivel mecanismo de dano articular tardio
associado ao processo infeccioso. O monitoramento desse perfil celular de FLS
intimamente relacionado ao ligante RANKL por um periodo maior de tempo poés-
infeccdo poderia elucidar melhor sua participacédo e contribuicdo a fase crénica de
acometimento articular da febre Chikungunya, compondo uma nova perspectiva de
interesse. Além disso, é relevante considerar que o acompanhamento da expressao
de OPG pode ser uma estratégia adicional para confirmar a influéncia do ligante
RANKL sobre a articulagdo em um contexto infeccioso, visando identificar um
desequilibrio entre essas duas moléculas diretamente associadas a danos

articulares.
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No que diz respeito a influéncia da ANXA1 nos mecanismos desencadeadores
da artrite, sua contribuicdo é amplamente reconhecida, enquanto seu envolvimento
em infec¢des por arbovirus ainda estad em estégios iniciais de elucidagdo. Existem
evidéncias indicativas de que a ANXALl pode ser negativamente regulada em
resposta ao DENV, ZIKV e também ao CHIKV, manifestando-se através da reducao
da concentracdo sérica dessa proteina em individuos infectados (Costa et al., 2022;
Molas et al, 2020; Puttamallesh et al.,2013; Resende et al., 2023). Em nosso
trabalho, explorando essa relacdo sob a ocular de uso da proteina como uma
estratégia terapéutica para a infeccdo do CHIKV, a ANXAL, com acdo mimetizada
pelo peptideo Ac2-26, demonstrou controlar em administracdo sistémica certo grau
de hiperplasia de FLS, sob a subpopulagdo CD90-FAP+, e ainda reverter o fenétipo
de presenca do ligante RANKL em todas as subpopulac¢des que trabalhamos (Figura
15), demonstrando uma acéo de controle a dano 6sseo. Em conjunto ao trabalho de
Araujo e colaboradores (de Araujo et al., 2022), o qual demonstrou participacdo do
peptideo Ac2-26 na reducdo de parametros inflamatérios de pata e de dano, nosso
trabalho evidencia o importante papel da ANXA1l no controle da progressédo da
fisiopatologia da infeccdo pelo CHIKV. Além disso, em trabalho prévio de nosso
grupo de pesquisa foi identificado, por meio de analise histopatologica, a presenca
de alteracBes inflamatorias articulares no modelo de infeccdo pelo CHIKV,
notavelmente atenuadas na auséncia do receptor TNF (Moreira et al., 2022). No
entanto, vale ressaltar que durante essa avaliacdo néo foi possivel identificar perda
0ssea, 0 que poderia indicar uma limitagdo intrinseca do modelo experimental em
relacdo a deteccdo desse parametro. Essa limitacdo pode ser atribuida a natureza
autolimitante da infecgéo pelo CHIKV no modelo murino, que, em geral, se resolve
em um periodo relativamente curto, dificultando a visualizacdo de manifestacdes de

acometimento ésseo.

Quanto aos parametros inflamatorios articulares em modelo in vivo, pela
dificuldade de deteccdo de mediadores imunes através de ensaio ELISA no tecido
periarticular tibiofemoral, o design de um painel de marcadores imunolégicos para
citometria de fluxo seria uma alternativa de maior precisdo para identificacdo de um
fendtipo associado a infeccdo e tratamento com Ac2-26. Para tecidos de conhecido
impacto intenso da infeccdo pelo CHIKV, avaliamos neste trabalho niveis da

quimiocina CCL2 no coxim plantar de animais que receberam tratamento em
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estratégia de administracao sistémica de Ac2-26 frente a infeccdo pelo CHIKV.
Deste modo, obtivemos indicios de que o peptideo Ac2-26 exerceu influéncia sob a
inflamacéo plantar, diminuindo o nivel da quimiocina em animais tratados, em
relacdo a animais infectados e n&o tratados (Figura 13B). O aumento das
concentracdes teciduais de CCL2 em animais infectados pelo CHIKV €& conhecido,
acompanhado por aumento da vascularizacdo em articulacbes do tornozelo, por
exemplo (Chen et al., 2022; NG, L. F. P., 2017). Como o controle da inflamacé&o tem
impacto direto na evolucdo da doenca causada pelo CHIKV, esse mecanismo de
contencdo de nivel da quimiocina exercido pelo Ac2-26 pode atuar no controle de
manifestacdes graves, pela restricdo no recrutamento de leucécitos e perpetuacao
de eventos inflamatérios. Além disso, trabalho recente na literatura demonstra que o
tratamento com anti-inflamatério bindarit, um inibidor de CCL2, é relacionado a
menores graus de gravidade da doenca causada pelo CHIKV, acentuando
participacdo da quimiocina no processo fisiopatolégico dessa infeccédo (Chen et al.,

2022).

A estratégia de tratamento com Ac2-26 em modelo de administracéo local
também manifestou influéncia no parametro inflamatério, nessa circunstancia, com
diminuicdo em nivel da citocina IL-6 no coxim plantar de animais infectados e
tratados, em relacdo a animais infectados (Figura 16B). Essa citocina € um dos
principais mediadores associados a persisténcia das artralgias em fase cronica da
febre Chikungunya, prolongando a sobrevida de células inflamatérias, atuando no
recrutamento de leucdcitos e estimulo de endotélio, por exemplo (Chow et al., 2011,
Noret et al., 2012; Bartholomeeusen et al., 2023). Além disso, é associada a maior
expressdo de RANKL e inibichio de OPG, contribuindo para quadros de
acometimento 0sseo e dano articular (Phuklia et al., 2013; Noret et al., 2012). Assim,
como para a quimiocina CCL2, o controle dos niveis dos mediadores pro-
inflamatorios pelo tratamento com Ac2-26 faz-se de importancia pra manutencéo da

progressao da febre Chikungunya.

A dindmica de participacdo direta de FLS durante infeccdo pelo CHIKV e
administragdo de Ac2-26 em ambito imune foi melhor explorada neste trabalho a
partir do desenvolvimento de cultura primaria de FLS derivados de animais de
mesma linhagem e idade daqueles utilizados em modelo in vivo. A infeccdo pelo

CHIKV ja é reportada na literatura como um fator que altera expressao e perfil de
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fibroblastos dérmicos humanos em cultura, mas o mesmo ainda nao foi explorado
para FLS murinos (Parashar et al., 2018). Assim, neste trabalho inovamos em
conseguir, a partir da padronizacdo do modelo de infeccao in vitro pelo CHIKV,
observar a expressdo aumentada por FLS murinos para citocina IL-6, quando MOIs
foram superiores a 0,01, em relacdo a pocos de células ndo infectadas (Figura 17A-
C). No periodo de 48 h pés-infeccdo, a concentracdo da citocina excedeu o limite de
deteccdo do ensaio ELISA para o maior valor de MOI investigado, que foi de 1. Isso
sugere uma presenca excessiva da citocina, possivelmente correlacionada a
viabilidade celular encontrada sob essas condi¢cfes (Figura 17C, F). A viabilidade
celular passa a ser afetada em relacdo ao controle negativo para ambos 0s grupos
apenas apoés 24 h pos-infeccao in vitro, sendo o ponto de 48h de grande contraste.
Nesse ponto temporal, pocos infectados em MOI de 0,01 mantiveram valores
proximos aos encontrados para pocos controle, enquanto que os demais MOIs
avaliados (0,1 e 1), apresentaram menor viabilidade celular, correlata a alta
producéo de IL-6 (Figura 17). Assim, foi possivel visualizar que a infecgéo pelo CHIKV
em MOI de 0,01 nado foi eficaz, uma vez que se mostrou préxima de valores
pontuados a pocos nao infectados, tanto para presenca de citocina em
sobrenadante, quanto para viabilidade celular. Além disso, como os MOIs de 0,1 e 1
mostraram-se eficazes quanto a infeccdo frente aos parametros analisados,
optamos por seguir com a selecdo daquele de menor valor, MOI de 01, a fim de

evitar niveis altos de citotoxicidade.

Ainda neste ambito do desenho experimental in vitro, consideramos a
possibilidade de estabelecer uma cultura de FLS primérios derivados de animais
infectados pelo CHIKV e submetidos a eutanasia no 7° d.p.i.. A intencéo era realizar
uma analise comparativa entre o perfil desses FLS e aqueles derivados de animais
nao infectados, por exemplo, no que se refere a produgcdo de citocinas frente a
infeccdo in vitro e a novos estimulos inflamatorios. Contudo, apesar das tentativas
empreendidas, a cultura de tecido sinovial tibiofemoral derivada de animais que
foram previamente infectados ndo obteve sucesso. Inicialmente, algumas células
aderiram a superficie da garrafa de cultura, mas rapidamente se desprenderam,
inviabilizando sua manutencdo e, consequentemente, a realizacdo da
experimentacdo planejada. Uma possivel justificativa para a perda de aderéncia e
viabilidade dessas células pode relacionar-se ao fato de que FLS, em circunstancias
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de infeccdo pelo CHIKV, funcionam como reservatorios de porcdes virais mesmo
apos controle de viremia. Este fato, aliado a permanéncia de perfis de ativacdo por
essas ceélulas mesmo na auséncia do estimulo infeccioso inicial, criam uma
vulnerabilidade celular que pode ter culminado em alteracdes que inviabilizaram sua
adaptacdo a condicdo de cultura (Hoarau et al., 2010; Wu et al., 2021; Nygaard et
al., 2020).

Apos a identificacdo do MOI 6timo, desenvolvemos uma estratégia de tratamento
in vitro com Ac2-26, com o foco na avaliagao da influéncia da ANXA1 na modulagao
do perfil de FLS. Identificamos no periodo de 12 h e 48 h pés-infeccdo um efeito
positivo do tratamento quanto ao controle dos niveis de IL-6 para ambas as
concentracdes de Ac2-26 testadas no tempo de 12 h e apenas na concentracdo de
50 uM no tempo mais tardio analisado (Figura 18A,B). Esses resultados indicam uma
influéncia direta da ANXAL sob os FLS, moldando-os a um perfil de menor atividade
frente a infeccdo pelo CHIKV, principalmente em concentracdes mais altas do

peptideo.

Ademais, estudos que abordem periodos de tempo prolongados pdés-infeccao
podem ser de grande relevancia para a identificacdo de um perfil celular de FLS que
esteja associado aos estados cronicos da febre Chikungunya. Essas células
apresentam potencial de associacao a essa fase da doenca por funcionarem como
reservatorios de por¢des virais por longos periodos apos a infeccéo, além do fato de
manterem alteracdes que apresentam apds sua ativagcdo, mesmo na auséncia do
estimulo inflamatério inicial, como paralelamente sdo mantidos sintomas crénicos da
febre Chikungunya, mesmo na auséncia de virus circulante (Hoarau et al., 2010; Wu
et al., 2021; Nygaard et al., 2020).

Quanto a determinacdo da carga viral na cultura priméaria de FLS tratada com
Ac2-26, os valores que obtivemos para ambos os tempos avaliados foram
semelhantes entre os diferentes grupos, tratados ou ndo, sendo ausentes diferencas
estatisticas. 1sso demonstra que o tratamento com Ac2-26, peptideo que possui
carater de controle inflamatério e estimulo pré-resolutivo, ndo prejudicou a
capacidade celular dos FLS em responder a infeccdo, uma vez que o numero de
copias de CHIKV em células tratadas nao aumentou em relagdo ao observado para

células infectadas e nao tratadas. Além disso, para avaliar uma possivel diminuicao
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guanto ao titulo de CHIKV a partir do tratamento com Ac2-26, seria de maior impacto
um contexto para além da cultura primaria de FLS, uma vez que a montagem de
resposta imune articulada pelo peptideo demandaria uma organizacdo de células
imunes e de mediadores em ambito sistémico. Em trabalho prévio de nosso grupo, o
tratamento com quatro doses diarias de Ac2-26 por via i.p. (150 pg / camundongo)
em animais de linhagem BALB/c ndo demonstrou eficacia no controle do titulo viral
na pata (de Aradjo et al., 2022). Entretanto, em nossos modelos in vivo de
tratamento com Ac2-26, descritos neste trabalho, o titulo tecidual n&o foi
determinado, assim, o uso de técnicas de titulacdo viral por ensaio de formacao de
placas de lise pode ser promissor para identificacdo de um possivel fenétipo de
controle infeccioso. Além disso, um ponto importante relacionado ao experimento in
vitro que performamos € o fato do niumero de copias de CHIKV obtidas para ambos
0S grupos e tempos avaliados ser extremamente alto quando considerado indculo
inicial e o tempo de avaliacdo pos-infeccdo. Assim, faz-se necessario novas analises

para confirmacao dos valores obtidos.

Por fim, quanto as avaliagbes de nocicep¢do em modelo in vivo de infec¢do pelo
CHIKV, em ambas estratégias de administracdo de Ac2-26 ndo houve melhora no
parametro quando no 7° d.p.i. (Figura 13A, Figura 16A). Em contraste, de modo
interessante, na estratégia de tratamento por via de administracdo local os valores
de limiar que obtivemos no 1° e 3° d.p.i. para animais infectados e tratados foram
significativamente menores do que aqueles identificados em animais infectados e
n&o tratados, indicando melhora na condicdo. E importante notar que os valores do
limiar de retirada de pata em animais infectados e nado tratados apresentaram um
aumento significativo no 7° d.p.i., podendo estar associado a uma resolugdo mais
rapida da infeccdo nesses animais ou a condicbes do momento de leitura de
nocicepgdo as quais os animais foram submetidos. Essa variagdo nos valores
dificultou a obtencdo de uma conclusédo definitiva quanto a eficacia do tratamento
local para controle nociceptivo. Em perspectiva, 0 monitoramento até pontos mais
tardios poés-infeccdo para ambas estratégias de tratamento seria uma abordagem
interessante na tentativa de identificar um controle do sintoma crénico da dor em
pontos mais recentes do que o ocorrido espontaneamente para 0 modelo. Além

disso, os mecanismos associados ao desenvolvimento da dor causada pelo CHIKV
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sao pouco discutidos e elucidados, sendo, portanto, essencial sua investigacao para

melhor compreensao da doenca.

6. CONCLUSAO

Em conclusédo, esse trabalho destaca a presenca de hiperplasia sinovial por
aumento da populacdo de FLS em animais infectados pelo CHIKV, células que
demonstraram um perfil ativo e de influéncia sob o acometimento ésseo, como
através da expressdo de RANKL, a qual foi aumentada em todas as subpopulagfes
de FLS avaliadas. Nesse contexto, o tratamento em via de administracéo sistémica
de Ac2-26 foi capaz de reverter essas condi¢cdes, montando um ambiente resolutivo.
Além disso, os niveis de CCL2 e IL-6, mediadores pré-inflamatérios aumentados na
pata durante infeccdo pelo CHIKV, foram controlados respectivamente pela
administragdo em via sistémica e local de Ac2-26. Em modelo in vitro, essa
influéncia sob aspecto imune foi novamente alcancada, com o controle da liberagcéo
de IL-6 por FLS durante infeccédo pelo CHIKV até 48 h pds-infeccdo. Ja no que tange
ao parametro nociceptivo, animais tratados por via de administracéo local com Ac2-
26 demonstraram relativa melhora quando em estagios iniciais da infecgdo pelo

CHIKV até o 7° d.p.i., quando o tratamento deixou de exercer influéncia.

Portanto, de modo geral, é relevante a participacdo de FLS durante infeccéo pelo
CHIKV no ambiente articular tibiofemoral, pela expressao de mediadores imunes e
RANKL, fendtipo o qual pode ser redirecionado pelo carater pro-resolutivo da

ANXA1l nesse contexto tecidual infeccioso, de modo a melhora dos sintomas

causados pela infec¢cdo do CHIKV.
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