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RESUMO

O virus Chikungunya é um alfavirus capaz de infectar fémeas do mosquito da espécie Aedes aegypy e
serem transmitidos ao homem através do mesmo. Os pacientes infectados com Chikungunya
desenvolvem um quadro de artralgia que pode se agravar, tornando-se persistente por meses e
promovendo fortes dores musculo esqueléticas que, em alguns casos, pode gerar uma incapacidade
permanente, impedindo o paciente de desempenhar sua atividade laboral, o que resulta em um
problema socioecondmico importante. Portanto, € importante elucidar os efeitos patogénicos causados
por estes agentes infecciosos nas articulagGes, bem como desenvolver um modelo animal especifico
para estudos de artralgias causadas por arbovirus. O objetivo do estudo foi avaliar os achados
radiograficos articulares de camundongos infectados com Chikungunya. O experimento utilizou
camundongos A129WT, com sete e vinte e trés dias de idade, os quais foram inoculados com as cepas
virais cultivadas em laboratério pela via footpad, mimetizando a picada do mosquito vetor. Durante o
experimento os animais foram avaliados quanto a sinais clinicos e comportamentais sugestivos de
artropatia. A eutandsia dos animais foi feita cinco dias apos a infec¢@o para os animais em fase aguda
e vinte e cinco dias ap0ds a infeccdo para os grupos em fase crdnica, logo apés serem radiografados.
Observou-se que ndo houve diferenca entre as radiografias dos animais infectados e dos animais do
grupo controle, ou seja, nenhum dos animais apresentou sinais radiograficos sugestivos de doenca

articular.

Palavras-chave: Arbovirus. Alfavirus. Artralgia. Artrite Cronica. Infecgéo Viral.



ABSTRACT

Chikungunya virus is an alphavirus able to infect females of the Aedes aegypy species and to
be transmitted to humans through the same mosquito. Infected patients with Chikungunya develop
arthralgia, which may worsen and turn into a persistent condition for months, causing acute
musculoskeletal pains. This disability may become permanent, preventing the patient from performing
his or her professional activities, which results in a significant socioeconomic problem. Therefore, it is
important to elucidate the pathogenic effects caused by these infectious agents in articulations, as well
as develop a specific animal model for studies on arthralgia resulting from arboviruses. The objective of
this study is to evaluate the radiographic articulation findings of mice infected with Chikungunya. This
experiment used two groups of mice A129WT, with seven and twenty-three days of age. The mice were
inoculated with the virus strains cultivated in laboratory via footpad, mimicking the vector mosquito's
sting. During the experiment, the animals were evaluated regarding clinical and behavioral signs related
to arthropathy. The animals’ euthanasia was performed five days after the infection of the animals in the
acute phase and twenty-five days after the infection in the chronic phase, immediately after they had
been radiographed. There was no difference between the radiographs of the animals infected and the
ones of the animals in the control group; in other words, none of the animals showed radiographic signs

suggesting articulation diseases.

Keywords: Arboviruses. Alphaviruses. Arthralgia. Chronic Arthritis. Viral Infection.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses representam um potencial desafio para a Saude Publica em
muitos aspectos. O virus Chikungunya (CHIKV) é um alfavirus assim como os virus
da Dengue e da Zika, cuja presenca no Brasil e em outros paises das Américas
causam risco a populacdo em geral, uma vez que todos os individuos parecem ser
susceptiveis e que ndo existem métodos profilaticos ou terapéuticos eficazes, tais
como vacina ou antiviral (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; FURUYA-KANAMORI
et al., 2016; SERRA et al., 2016; PETERSEN; POWERS, 2016).

Acosta-Ampudia et al. (2018) destacaram que os fatores associados a surtos
de arbovirus incluem: (1) modificacdo do ecossistema pelo homem, tais como
agricultura, crescimento populacional, urbanizacdo, migracdo e desmatamento; (2)
adaptacdo do virus a diferentes vetores por meio de mutacdes genéticas; (3)
resisténcia de vetores a inseticidas e resisténcia de patdégenos a medicamentos; e por
fim, (4) mudancas climaticas desencadeando a disseminagdo de vetores dentro de
uma nova regido geogréfica onde as células de defesa da populacdo sdo NAIVE,
induzindo surtos epidémicos.

Assim como outros arbovirus, o CHIKV é capaz de infectar fémeas da espécie
Aedes aegypy e ser retransmitido através das mesmas, razao pela qual é possivel
ocorrer a co-transmissao destes virus, ou seja, pode ser que um mesmo vetor realize
a transmissdo de CHIKV simultaneamente com outros tipos virais, tais como o virus
da dengue (DENV), uma vez que o vetor se encontra amplamente distribuido nas
cidades brasileiras (FURUYA-KANAMORI et al., 2016; SERRA et al., 2016). Apesar
da letalidade do CHIKV ser considerada baixa, trata-se de uma doenca debilitante,
cujas formas febris sdo pouco estudadas, e que podem causar doencas articulares
severas, aspectos estes que demandam maior atencdo (CHEN et al., 2014;
FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; MOTA et al., 2015).

O aparecimento de artralgia € comum nos pacientes infectados por alfavirus, e
€ caracterizada por uma dor persistente nas articulagdes dos joelhos, tornozelos,
pulsos, dedos e cotovelos, podendo levar a incapacitacdo do individuo a partir do
desenvolvimento de um quadro grave de poliartrite crénica (FIGUEIREDO, 2006;
HONORIO et al., 2015). Essa afecc¢éo pode ser diagnosticada por meio de radiografia,
sendo este um exame diagnostico relativamente barato e de disponibilidade

praticamente universal (MOTA et al., 2012).



Embora este seja um fato conhecido, existem poucas pesquisas descritas na
literatura utilizando modelos animais que auxiliem especificamente no estudo e
entendimento destas doencgas articulares. Isto ocorre, pois, camundongos
imunossuprimidos tém sido o modelo de escolha para estudo da Chikungunya, uma
vez que estes ndao possuem o receptor IFNa/B, tornando-os incapazes de responder
ao IFN tipo I. Condicao esta, que tem feito com que estes camundongos sejam usados
para caracterizar a infec¢éo por estes virus (DOWALL et al., 2016; ROSSI et al., 2016),
no entanto, devido a auséncia de resposta imunoldgica, estes animais ndo sobrevivem
a infeccdo por tempo suficiente para desenvolver a forma crénica da doenca
(DOWALL et al., 2016).

Sendo assim, é de extrema relevancia identificar um modelo animal que seja
capaz de desenvolver um quadro de artrite cronica, decorrente da infeccdo pelo
CHIKV, para que possamos compreender melhor a patogenia articular oriunda da
doenca, tanto em seu estagio agudo quanto crénico. Portanto, o objetivo com este
trabalho foi verificar se a espécie estudada é capaz de desenvolver um quadro clinico
de artrite e se os achados radiograficos articulares sdo compativeis ou ndo com o

guadro da doenca.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Arboviroses

As infec¢des virais sdo uma causa bem reconhecida de artralgia aguda e artrite.
O diagnostico pode ser dificil de confirmar, mas deve ser considerado em todos o0s
pacientes que apresentarem sintomas poliarticulares de inicio agudo. Dentre os
diversos agentes causadores desta patologia estdo os virus transmitidos por
artrépodes (arbovirus), e destes, dois géneros principais estdo associados a artrite
aguda: alfavirus e flavivirus (MARKS; MARKS, 2016).

As arboviroses, dentre elas os alfavirus, ressurgiram de forma mais marcante
neste século, e sao transmitidas em areas urbanas ou periurbanas por mosquitos
Aedes spp. Todas sao transmitidas em ciclos zoondéticos envolvendo primatas néo
humanos e mosquitos arboricolas, e entraram em ciclos de humano para humano
envolvendo transmissao urbana pelo Aedes aegypti e, em alguns casos, A. albopictus.
O A. aegypti € eficiente pois é altamente suscetivel a esses virus, alimenta-se
preferencialmente de sangue de seres humanos, € ativo durante o dia, e muitas vezes
pica varias pessoas em um curto periodo. Além disso, 0 aumento das viagens
internacionais e a globalizac&o aceleram a introducdo dos arbovirus em novas areas
e explica sua expansao geografica (WILDER-SMITH, 2017).

De acordo com um estudo realizado por Chaves et al. (2018), da Fiocruz Minas,
€ possivel que um mosquito esteja coinfectado com dois tipos distintos de arboviroses,
de tal forma que uma pessoa pode ser infectada com ambas a partir da picada de um
anico mosquito. Destaca-se que a coinfeccdo por mais de um arbovirus tera
implicacdes epidemiolégicas importantes, e que infec¢cdes mistas nos seres humanos
poderdo acarretar sintomas ainda mais complexos.

Lima-Camara (2016) afirmou que a recente entrada de novos arbovirus,
associado ao surgimento de casos de coinfec¢cdo com outras arboviroses € um desafio
para a Saude Publica, tornando o diagndstico clinico e até mesmo o tratamento
desses pacientes um desafio ainda maior. Isto porque alguns testes sorolégicos
utilizados para deteccdo desses arbovirus em hospedeiros vertebrados podem
apresentar reacdes cruzadas, dificultando o diagndstico acurado. Dessa forma,
destacou a necessidade de uma investigacdo ativa e continua acerca dos sintomas,

e de sorologias especificas dos vetores, dos agentes etioldgicos e dos fatores



ambientais e sociais que podem estar associados as epidemias e ao surgimento de
NOVOS Ccasos.

Teich, Arinelli, Fahham (2017) ressaltaram que o0s impactos econOmicos e
sociais das arboviroses para o Brasil sdo consideraveis, pois além do quadro clinico
negativo para o paciente, 0s custos totais relacionados ao manejo do vetor, tratamento
dos doentes, entre outros, representaram, juntos, aproximadamente 2% do orcamento
previsto para a saude, em 2016. Embora a maioria dos pacientes apresentam
recuperacdo completa ap0s a fase aguda da doenca, h& registros de que alguns
sintomas podem se prolongar, interferindo nas atividades laborais, podendo inclusive
culminar em incapacidades permanentes. Nestes casos, 0 impacto socioecondmico é
preocupante, com prejuizos em torno de R$431 milhdes s6 em 2016, devido a perda
de produtividade por consequéncia das arboviroses.

2.1.1 Alfavirus

O género alfavirus foi descrito no International Committee of Taxonomy of
Viruses (ICTV) como sendo um virus RNA, geralmente transmitido por mosquitos
(MARKS; MARKS, 2016). O periodo de incubacéo de todos os alfavirus varia de 3 a
15 dias e as epidemias sdo bem reconhecidas. Zaid et al. (2020) descreveram que 0S
ciclos naturais dos alfavirus sdo mantidos por meio de mosquitos vetores e
hospedeiros vertebrados, os quais podem ser humanos, primatas ndo humanos,
equideos, passaros e roedores, bem como anfibios e répteis.

Sao considerados alfavirus, o virus do Rio Ross, virus da Floresta Barmah,
virus O'nyong-nyong, grupo do virus Sindbis, MAYV e CHIKYV, os quais, geralmente,
sao geograficamente restritos e causam infec¢cdes com sintomas articulares bastante
predominantes (TIWARI; BERGMAN, 2021). No entanto, ainda que a distribui¢édo
geografica seja restringida por hospedeiros e reservatorios de vetores, os surtos de
CHIKV mostram o potencial de os alfavirus se espalharem substancialmente. Além
disso, apds o isolamento e identificacdo de arbovirus artritogénicos na década de
1950, incluindo CHIKYV, virus O'nyong-nyong na Africa e virus Mayaro na América do
Sul, surtos ciclicos e recorrentes permitiram a expansao geografica desses virus e
seus vetores. Destaca-se que 0s mosquitos Aedes spp foram identificados como os

principais vetores de transmissdo dos alfavirus artritogénicos. Dentre eles Aedes



aegypti e Aedes albopictus, bem como mosquitos Hemagogus spp, tém demonstrado
capacidade de transmitir CHIKV (ZAID et al., 2020).

Infecgbes humanas com alfavirus raramente foram fatais, porém as
manifestacdes clinicas variam de doenca febril leve com erupgéo cutadnea a doenca
artritica grave e debilitante, podendo evoluir para uma doenca cronica, capaz de se
prolongar por até 12 meses (ZAID et al., 2020). Plante et al. (2015) afirmaram que nao
h& vacina ou tratamento aprovado para os alfavirus atualmente, e que os pacientes
recebem apenas tratamento suporte e drogas anti-inflamatérias ndo esteroides

visando aliviar parte da dor artralgica e o inchaco nas articulacées.

2.1.1.1 Virus Chikungunya

O CHIKV é um patogeno transmitido por mosquitos, principalmente pelo Aedes
aegypti, responsavel por causar a febre chikungunya. Pertencente ao género alfavirus
da familia Togaviridae, foi isolado pela primeira vez em 1952 na Africa, no entanto, foi
a partir de 2005 que a doenca passou a ser mais estudada, devido as epidemias
devastadoras dentro e ao redor do Oceano indico. O ciclo de transmiss&o do virus
requer infeccdo de mosquitos fémeas apds picar um hospedeiro vertebrado
suscetivel, seguido de um periodo de incubacéo extrinseca para posterior transmissao
a outro hospedeiro vertebrado durante alimentacdo subsequente (THIBERVILLE et
al., 2013).

As manifestacdes clinicas observadas em pacientes com febre de chikungunya
sdo bastante variaveis devido a capacidade de reproducdo do virus em diferentes
tecidos corporais, que vao do tegumento até o sistema nervoso central, passando pelo
musculo cardiaco, articulagdes, figado, entre outros. O quadro clinico classico
consiste em febre alta, exantema e artralgia, afetando principalmente as pequenas e
grandes articulagcbes, podendo evoluir para uma fase subaguda com intensificagao
das artralgias. Ja os casos clinicos atipicos incluem alteracdes neurolégicas,
cardiacas, renais e oculares, sendo mais frequentes em individuos acima de 65 anos
e com comorbidades (AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOQOS, 2015).

Pacientes infectados com o CHIKV, podem desenvolver artrite e em casos
cronicos, essa pode se comportar de forma semelhante a artrite reumatoide (AR). Nas
articulagbes acometidas a inflamacéo 0ssea desencadeia a ativacdo da reabsor¢ao

0ssea mediada por osteoclasto (OC) e inibe a formacdo 6ssea pelos osteoblastos
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(OBs), levando a perda Ossea periarticular em ossos adjacentes as articulacdes
inflamadas e a erosdes Osseas focais, podendo, ao longo do tempo, se tornar
sistémica e afetar o esqueleto apendicular e axial, aumentando o risco de fraturas.
Dessa forma, surgem lesdes radioluscentes, sugestivas de erosbes dsseas, em
pacientes com CHIKV (CHEN, 2014; WALSH; GRAVALLESE, 2010). Thiberville et al.
(2013) relataram que, apd6s o periodo de incubacdo, a maioria dos pacientes
infectados sofre de poliartralgia e mialgia impactando na qualidade de vida, sendo
que, apdés o estdgio agudo, alguns pacientes tiveram recidiva caracterizada por

artralgia persistente e dores musculoesqueléticas.

2.2 Fisiopatologia da Artrite Viral

Tiwari e Bergman (2021) destacaram que na maioria dos pacientes com artrite
viral, 0s mecanismos de acdo sao pouco compreendidos e que 0s virus podem iniciar
sintomas articulares por vias diferentes. As quais incluem invasdo direta da
articulagcéo, formacgéo de complexos imunes e modulagao imune causando inflamagao
cronica. Segundo Assuncao-Miranda, Cruz-Oliveira e Poian (2013), a gravidade da
doenca e a persisténcia dos sintomas estdo associadas a extensao da replicacédo do
virus e a presenca de mediadores inflamatérios no plasma de pacientes.

Os virus apresentam predilecao pela sindvia articular, podendo recrutar células
inflamatorias para as articulacdes e resultar na inducao da cascata de inflamacao. Em
casos relacionados aos alfavirus, acredita-se que os macréfagos infectados na sindvia
sejam responsaveis por grande parte da patologia e inflamacao através da liberacao
de citocinas pro-inflamatérias e metaloproteinases de matriz. Os quais podem
transferir ainda mais esses virus para as células residentes, como os fibroblastos
sinoviais, que, por sua vez, continuam o ciclo de inflamacgéo (TIWARI; BERGMAN,
2021). Assuncéao-Miranda, Cruz-Oliveira e Poian (2013) comentaram que algumas
citocinas secretadas durante a infeccéo por alfavirus sdo as mesmas associadas a
progressdo da artrite reumatoide (AR), embora a inflamacdo nesta ultima seja
associada a um processo autoimune, o que nao foi comprovado na artrite induzida por
alfavirus.

A Figura 1 ilustra um modelo de patogénese para artrite/miosite induzida por
alfavirus. Apos a inoculacéo, através da picada de um mosquito infectado, na pele, os

alfavirus se disseminam no organismo hospedeiro pela corrente sanguinea. Figado,
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baco, musculo e linfonodos sdo locais de replicacdo primaria, permitindo uma
disseminacao eficiente do virus. As células de Langherans facilitam a entrega do virus
aos linfonodos. A via do interferon (IFN) é ativada precocemente, mas os alfavirus
desenvolveram varios mecanismos para inibir essa resposta antiviral. A fase aguda
da doenca envolve a replicacdo do virus seguida de uma resposta inflamatoria nos
tecidos-alvo, caracterizada por uma extensa infiltragcdo de linfocitos, células NK,
neutrofilos e macréfagos, sendo este Ultimo o principal componente. O aumento dos
niveis de varias citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias no local da infec¢do e no
plasma esta associado a miosite e artralgia/artrite. Além disso, a secrecdo de
metaloproteinases (MMP) no tecido articular pode contribuir para o dano articular. A
persisténcia dos sintomas pode estar relacionada a persisténcia do virus ou de seus
produtos nas células-alvo com o subsequente acumulo de mediadores inflamatorios
como IL-6 e GM-CSF (ASSUNCAO-MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA; POIAN, 2013).

Figura 1 — Patogénese da artrite/miosite induzida por alfavirus
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Fonte: Adaptado de Assuncdo-Miranda, Cruz-Oliveira e Poian (2013).

2.3 Modelo Murino A129

Camundongos da linhagem A129 INF -/- tém sido utilizados, tanto para

pesquisar a patogenia da infec¢cdo quanto para realizar testes vacinais, uma vez que
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esses animais nao possuem o receptor para IFN-a / B (interferon tipo 1) e, portanto,
sao mais susceptiveis ao desenvolvimento da infeccdo, muitas vezes letal (Campos
et al., 2020; Tun et al., 2020; Zhang et al., 2019). Para Dowall et al. (2017), os modelos
de camundongos selvagens deficientes na via do interferon s&o excelentes modelos
para estudos virais pela sua capacidade de desenvolver o fenétipo da doenca. Os
animais A129 desafiados com alfavirus apresentaram rapida perda de peso a partir
do terceiro dia pos-desafio, aumento gradual da temperatura corporal até o quarto dia
seguido de uma rapida diminuicdo, bem como manifestaram sinais clinicos proprios
da doenca no quinto dia, os quais foram aumentando até que os desfechos humanos
fossem atingidos no sexto dia pés-desafio (DOWALL et al., 2016).

Isso ocorre pois a fase aguda da infeccdo promove a ativagdo da imunidade
inata, com intensa producdo de citocinas pré-inflamatorias, dentre elas IFN-a / B,
visando combater a propagacéo, replicacdo e disseminacao viral (VENUGOPALAN,
GHORPADE, CHOPRA, 2014), razdo pela qual camundongos com a via IFN tipo |
totalmente inativada sé@o incapazes de se defender da doenga e desenvolvem uma
infecgao grave, com tropismo tecidual correspondente aos sintomas observados em
humanos, ou seja, o CHIKV pode ser recuperado dos musculos esqueléticos,
articulacbes e pele (COUDERC et al., 2009). E importante compreender que a
resposta imune do hospedeiro e, em especial, a producdo de IFN, é desencadeada
pela ativacdo de receptores denominados receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs), os quais tém um papel essencial no inicio da imunidade inata pois detectam
patdgenos invasores através do reconhecimento de padrdes moleculares associados
a patogenos (PAMPs), os quais podem ser glicoproteinas de superficie, RNA de fita
simples (ssRNA) ou RNA de fita dupla (dsRNA) e DNA CpG néao metilado (SCHILTE
C., etal., 2010).

Camundongos A129, embora ndo tenham um sistema imunolégico totalmente
competente, uma vez que sao deficientes em IFN-a / 3, podem ser adequados para
avaliar terapéuticas antivirais e vacinas (PLANTE et al., 2015). Além disso, uma vez
gue os modelos animais precisam ser consistentes e capazes de se reproduzir em
laboratério, com o minimo de alteracdes necessérias para replicar a doenca natural,
0 camundongo A129 em conjunto com cepas naturais continua sendo um modelo
valioso para o estudo da infeccdo (DOWALL et al., 2017).

No que se refere a modelos de camundongos do tipo selvagem (WT), Couderc

et al. (2009) demonstram que 0s neonatos sdo suscetiveis ao CHIKV e que a
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gravidade da doenca neonatal é dependente da idade. E importante destacar que os
alfavirus sdo capazes de se replicar em 0ssos de camundongos e promover perda
O0ssea com uma fisiopatologia semelhante a que ocorre em pacientes humanos.
Imagens obtidas a partir de tomografia microcomputadorizada permitiram identificar a
reabsorcdo 0ssea anormalmente alta que contribui para erosdes articulares e perda
0ssea sistémica, ambos presentes na AR, como ja havia sido citado (CHEN, 2014;
CHEN, 2015).

2.4 Diagnostico Radiografico de Doenca Articular

Mota et al. (2012) afirmaram que a radiologia convencional, seja ela analdgica
ou digital, € o exame de triagem da artrite reumatoide, sendo indispensavel para todos
0S pacientes uma vez que as alteracdes radiograficas fazem parte dos critérios
diagnésticos da doenca. Vale ressaltar que a modalidade digital apresenta inUmeras
vantagens em relacdo a analdgica, dentre elas reducédo do custo com suprimentos
descartaveis e eliminagdo da manutencédo da cAmara escura, otimizacao de contraste
e latitude de exposicdo, possibilidade de pos-processamento de imagem, devido a
capacidade de ajustar a escuridao e o contraste da imagem apds a exposi¢cao, melhor
acessibilidade a imagem e armazenamento consolidado e portabilidade aprimorada
facilitando a consulta (THRALL, 2019, p. 29).

Segundo Thrall (2019, p.403), a maioria dos sinais radiograficos de doenca
articular sdo inespecificos e incluem: aumento do volume sinovial, compressao do
coxim gorduroso infrapatelar, alteracdo na espessura do espaco articular, diminui¢éo
ou aumento da radiopacidade do osso subcondral, formacdo de cisto 6Osseo
subcondral, alteracdo da radiopacidade do osso pericondral, proliferacdo Ossea
pericondral, mineralizacdo de tecido mole articular, corpos calcificados intra-
articulares, deslocamento ou incongruéncia da articulagdo, malformagédo da
articulacéao e gas intra-articular.

A Figura 2 ilustra algumas das alteracdes que podem ser encontradas numa
articulacdo doente em comparacdo com uma articulagdo saudavel de cées. Além
disso, ressalta-se que a doenca articular progressiva pode apresentar sinais distintos
qgquando avaliada em estagios diferentes. Portanto, conhecer a fisiopatologia da
doenca e correlacionar com os achados radiograficos das articulagcées € primordial

para o diagnostico de doencas articulares.
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Figura 2 — llustracdo comparando as alteracdes radiograficas de doenca articular com uma
articulacdo saudavel.
3 -{,.}.."‘ oy

A

A % B

A - Sinais radiogréaficos de doenga articular em céo, observar o aumento da massa sinovial (1),
ostedfito pericondral (2) e formacéo de entesdfito (3), que séo alteragdes radiogréficas comuns. J4 a
erosao da superficie 6ssea subcondral (4) e fragmento mineralizado livre na articulacdo (5) sdo menos
comuns, enquanto o aumento da opacidade Ossea subcondral (6) e a formagdo de cisto Gsseo
subcondral (7) séo sinais de doenga articular crdnica. B - Articula¢cdo normal. Fonte: Thrall (2019).

A radiografia simples é vantajosa pelo seu custo-beneficio e pelo facil acesso
ao exame, no entanto é relativamente insensivel nos estagios iniciais da artrite
(FONSECA, 2020). Em humanos, o comprometimento articular crénico causado por
alfavirus, caracteriza-se pela presenca de oligo ou poliartralgia de intensidade
variavel, geralmente simétrica, predominante em punhos, maos, tornozelos e joelhos,
em associacdo com rigidez matinal e edema articular em humanos (MARQUES et al.,
2017).

Nesta fase da doenca o exame radiografico simples deve ser solicitado tanto
para avaliacdo estrutural inicial, como para acompanhar a progressao da doenca, e
maior parte dos achados radiogréficos, foram verificados em imagens obtidas entre
trés meses e dois anos de doenca, sendo estes: aumento de partes moles,
calcificacbes, erosdes, esclerose subcondral, osteofitos, osteopenia periarticular,
reacao periosteal e reducéo de espaco articular (MARQUES et al., 2017). Destaca-se
ainda que ratos com artrite induzida por adjuvante, eutanasiados 30 dias pos infeccao,
apresentaram edema dos tecidos moles associado a estreitamento dos espacos
articulares, além de reabsorcdo da matriz 60ssea, neoformacdo periosteal e erosao

O0ssea, 0 que implica em destruicdo ¢ssea decorrente da condicdo artritica



15

(EKAMBARAM; PERUMAL; SUBRAMANIAN, 2010; CAl et al., 2006), evidenciando a

ansia do exame radiografico para compreensao das alteracdes articulares.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O experimento com animais foi desenvolvido de acordo com a legislacéo e as
normativas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA),
e conforme a regulamentacido do Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), que aprovou a realizagdo do mesmo em
10 de setembro de 2021, sob o protocolo n° 029/20. Foram utilizados 24 camundongos
A129WT, machos e fémeas, com idade de 7 e 23 dias de vida, pesando de 2 a 10
gramas, obtidos e mantidos pela Rede de Biotérios de Roedores da Universidade
Federal de Uberlandia (REBIR-UFU).

3.2 Desenho Experimental

O experimento utilizou grupos de animais em diferentes faixas etérias, sendo 7
e 23 dias de vida. Cada grupo de mesma faixa etaria foi entdo dividido em 4 grupos e
distribuidos de forma aleatéria, sendo 2 grupos experimentais, contendo 4 animais
cada, um agudo e outro cronico, e 2 grupos controle, contendo 2 animais cada, um
agudo e outro crénico (Quadro 1). Cada grupo foi colocado separadamente em gaiolas

coletivas, com agua e ragao “ad libitum”.

Quadro 1 — Total de animais divididos por grupo experimental, sexo e faixa etaria.

QUANTIDADE DE ANIMAIS POR SEXO E IDADE
PBS - AGUDO CHIKV - AGUDO | PBS - CRONICO [CHIKV - CRONICO SUB TOTAL
M F M F M F M F
w 7 dias 1 1 2 2 1 1 2 2 12
<
O | 23dias 1 1 2 2 1 1 2 2 12
TOTAL DE ANIMAIS 24

Os animais do grupo experimental foram infectados pelo CHIKV, enquanto os
grupos de controle foram inoculados com solucdo PBS, todos pela via footpad,
mimetizando a picada do mosquito vetor. A dose inoculada foi de 20ul para os animais
de 23 dias, sendo 10ul em cada membro pélvico, e 10ul para os animais de 7 dias de
vida, sendo feito apenas no membro pélvico direito. A concentracdo da aliquota viral

foi de 1x10%ml. Feita a inoculacdo, os grupos de animais na fase aguda foram
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eutanasiados 5 dias pos infeccao (dpi) e os grupos na fase crénica com 25 dias pés
infeccéo.

Nos dias que seguiram entre a inoculacdo e a eutanasia os animais foram
observados diariamente quanto as suas condi¢bes fisicas e comportamentais,
buscando por sinais que sugerissem o desenvolvimento de artropatia, tais como: dor,
rubor, aumento de volume e/ou perda de funcdo dos membros afetados. A escala de
graduacdo sugerida foi: 0 (zero) — animais higidos, sem nenhum sinal clinico; 1 (um)
— animais que apresentaram aumento de volume e vermelhidao nas patas; 2 (dois) —
animais que apresentaram todos os sinais do grupo 1, somados a dor; 3 (trés) —
animais que apresentaram todos os sinais do grupo 2, somados a perda de funcao do
membro.

A eutanasia foi realizada por aprofundamento anestésico, seguido de
deslocamento cervical. Para isso, os animais foram inoculados com cetamina na dose
de 300mg/kg + xilazina na dose de 30mg/kg por via intraperitoneal. Apds a auséncia
de reflexo de endireitamento e auséncia de reflexo doloroso ao pingamento coccigeo,
foi realizado o deslocamento cervical. Isso foi feito com auxilio de uma pinca
anatdbmica que foi posicionada na regido cervical, imediatamente posterior ao 0Sso
occipital, a base da cauda foi firmemente segurada com a outra méo e, com apenas
um movimento preciso, a pin¢ga anatdmica foi deslocada cranialmente enquanto a

base da cauda devera manter o animal imével.

3.3 Exame Radiografico

Apbés a eutanasia, os animais foram encaminhados para o Servico de
Radiologia Veterinaria do Hospital Veterinario da UFU para realizacdo das imagens
radiograficas das articulagdes. O aparelho de raios-x utilizado foi o Medicor NEO-
DIAGNOMAX, modelo RS-3, 150kV, 500mA.

Para o exame radiografico, foi definido o foco fino em 100%, a kilovoltagem e
miliamperagem foram calculadas a partir da espessura das articulagdes e os valores
definidos foram: 160mAs, 42mA, 4 segundos e 25kV. As articulagbes radiografadas
foram umerorradioulnar, carpometacarpal, femurotibiopatelar e tibiotarsica e os
animais foram posicionados pela técnica handsfree (com auxilio de esparadrapo)
diretamente no cassete, em decubito lateral e dorsal, para projecdes radiograficas

craniocaudal de membros pélvicos e caudocranial de membros toracicos, bem como
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projecdo mediolateral de cada membro (Figura 3) (THRALL, 2019, p. 334). As
imagens obtidas foram digitalizadas em processadora CR-10x AFGA e posteriormente
foram arquivadas em formato DICOM para analise e descricdo dos achados
radiograficos.

Figura 3 - Posicionamento para realizacéo das imagens radiogréaficas.

A — Decubito dorsal para realizagdo das projecdes caudocranial de membros toracicos e
craniocaudal de membros pélvicos. B — Posicionamento lateral para realizagdo da projecéo
mediolateral direita de membros toracicos e pélvicos. C — Posicionamento lateral para realizagdo da
projecdo mediolateral esquerda de membros toracicos e pélvicos.

3.4 Analise estatistica

Os diagnésticos radiograficos foram avaliados por meio de tabelas de
contingéncia 2x2 (BERQUO, SOUZA, GOTLIEB, 1981), confeccionada a partir dos

calculos de sensibilidade e especificidade dos métodos, sendo:

Sensibilidade: deteccdo dos verdadeiramente positivos.

Sensibilidade: verdadeiros positivos (VP) x100

verdadeiros positivos (VP) + falsos negativos (FN)

Especificidade: deteccdo dos verdadeiramente negativos.

Especificidade: verdadeiros negativos (VN) x100

verdadeiros negativos (VN) + falsos positivos (FP)
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Para a presente pesquisa, foram considerados verdadeiramente positivos 0s
animais que apresentarem alteracbes compativeis com artralgias, e como
verdadeiramente negativos aqueles cujas articulacdes estavam integras, utilizando

como parametro comparativo o grupo controle.
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4 RESULTADOS

Durante todo o experimento, nenhum dos animais, seja grupo controle ou
infectado, apresentou sinais clinicos sugestivos de artrite, ou seja, todos os animais
foram classificados como pertencentes ao grupo O (zero), na escala de sinais clinicos
estipulada. Ou seja, 0s animais ndo apresentaram sinais sugestivos de dor, rubor e
ou edema, assim como nao claudicaram nem manifestaram comportamento de
compensacao de quaisquer dos membros, e dessa forma deambulavam
normalmente.

Radiograficamente, as articulacbes avaliadas foram  articulacéao
umerorradioulnar, carpometacarpal, femurotibiopatelar e tibiotarsica. Observou-se
que tanto os grupos controle quanto os grupos de animais inoculados com o virus,
apresentaram auséncia do aumento de tecidos moles, contorno 6sseo e superficie
articular preservados, bem como presenca da linha de crescimento regular e
inalterada (Figuras 05, 06 e 07). Ou seja, ndo houve diferenca entre as radiografias

dos animais infectados e dos animais que receberam PBS.

Figura 05 — Comparagéo entre grupo controle e infectado cronicos, inoculados aos 23 dias de idade.

A — Imagem radiogréafica para avaliacdo de membros toracicos na projecao caudocranial e
pélvicos na projecdo craniocaudal, em camundongo inoculado com PBS. B — Imagem radiogréafica para
avaliacdo de membros toracicos na projecdo caudocranial e pélvicos na projecao craniocaudal, em
camundongo inoculado com CHIKV.
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Figura 06 — Comparacdao entre grupo controle e infectado crbnicos, inoculados aos 7 dias de idade.

A — Imagem radiografica para avaliacdo de membros toracico e pélvico direito na projecao
mediolateral, em camundongo inoculado com PBS. B — Imagem radiografica para avaliacdo de
membros torécico e pélvico direito na projecdo mediolateral, em camundongo inoculado com CHIKV.

Figura 08 — Grupo infectado crbnico, inoculado aos 23 dias de idade.

(o]

A — Imagem radiografica aproximada de membro tor4cico direito na proje¢do mediolateral, em
camundongo inoculado com CHIKV. B - Imagem radiogréfica aproximada de articulagdo
femurotibiopatelar direita na projecdo mediolateral, em camundongo inoculado com CHIKV. C —
Imagem radiografica aproximada de articulagdo metatarsofalangeana direita na projecéo mediolateral,
em camundongo inoculado com CHIKV.
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5 DISCUSSAO

Camundongos sdo modelos animais de grande importancia para estudos de
diversas patologias, incluindo as infec¢des por Chikungunya virus (COUDERC et al.,
2008). No entanto, os modelos testados até o presente momento ndo se mostraram
capazes de desenvolver a fase crénica da infeccdo, uma vez que morrem ainda na
fase aguda da doenca (DOWALL et al.,, 2016), impossibilitando o estudo dos
mecanismos envolvidos na patologia articular cronica causada pela infeccdo pelo
CHIKV (CHOW et al., 2011).

Embora ndo sobrevivam por muitos dias ap0s a infeccdo, uma das espécies
mais utilizadas em pesquisas relacionadas ao CHIKV é o A129 IFN -/-, deficiente no
receptor interferon, por esta razdo, optou-se por utilizar o A129 WT, o qual é
imunocompetente e, portanto, capaz de combater a infecc¢ao viral. Um estudo anterior,
utilizando camundongos C57BL/6 WT fémeas, com 6 semanas de idade, evidenciou
a presenca de infiltrado inflamatdério nas articulagdes, bem como aumento de volume
nos pés dos animais infectados, caracterizando uma artrite aguda (GARDNER et al.,
2010). Em outro experimento realizado com C57BL/6, Chang et al. (2021) observou
gue o0s animais apresentaram inchaco na regido de tarso na fase aguda, recuperando-
se totalmente cerca de 7 dpi. Sendo assim, nossa hipotese era que, por serem
imunocompetentes, os camundongos A129 WT desenvolveriam a doenca, mas nao
morreriam em decorréncia da infeccéo ao serem inoculados com uma carga viral alta,
possibilitando que o quadro evoluisse para uma artrite crénica. Destaca-se que,
embora camundongos C57BL/6 tenham sido bastante citados, em nenhum
experimento a infeccdo decorreu até a fase crbnica, razdo pela qual optamos por
testar uma espécie diferente.

Nos animais infectados esperava-se encontrar sinais radiograficos compativeis
com efuséo sinovial, aumento ou reducdo do espacgo articular, presenca de osteofito
e/ou entesofito, osteolise do osso subcondral, esclerose e/ou aumento de tecidos
moles (THRALL, 2019), tais como ilustrado na Figura 2. No entanto, nenhum destes
sinais foi observado em quaisquer um dos grupos experimentais, resultado este que,
somado a auséncia de sinais clinicos, sugerem que 0s animais nao desenvolveram a
doenca e, portanto, estavam saudaveis.

Um estudo anterior demonstrou que camundongos WT sdo resistentes a

infeccdo e ndo apresentam nenhum sinal de morbidade (COUDERC et al., 2008),
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corroborando com os resultados encontrados em nosso experimento. No entanto, este
mesmo experimento aponta que neonatos WT, inoculados aos 6 dias, se mostraram
susceptiveis, desenvolvendo sinais clinicos graves e evoluindo para o 6bito 12 dpi,
contrariando os resultados encontrados em nosso experimento, uma vez que 0S
neonatos sobreviveram até o final do experimento sem nenhum sintoma clinico.

Para este experimento, o A129WT foi um fator limitante, pois sdo animais
higidos e com um sistema imunolégico que se mostrou eficiente em combater a
infecgcdo pelo CHIKV. Por esta raz&do, os animais ndo desenvolveram a doenga,
impossibilitando a avaliacdo dos achados radiograficos decorrentes desta. Outra
limitacéo do estudo foi a auséncia de andlise histopatoldgica das articulagdes, exame
que poderia confirmar a auséncia de alteracbes articulares e conferir maior
confiabilidade aos resultados clinicos e radiograficos.

Para estudos futuros algumas alternativas podem ser testadas, tais como
ensaios com neonatos ainda mais jovens, cuja imunidade inata ainda € ineficiente, ou
realizar testes com animais A129 IFN -/-, visando estabelecer a menor dose infecciosa
possivel para que os animais desenvolvam a infec¢éo, porém ndo morram num curto
espaco de tempo, permitindo que a doenca siga seu curso e evolua para uma infec¢ao
cronica, tornando possivel a ocorréncia da doenca artritica e sua avaliacao
radiografica. Além disso, é importante que seja realizada a analise histopatolégica das

articulacdes para auxiliar no diagnéstico da artrite e fundamentar melhor o estudo.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se, a partir dos resultados obtidos, que camundongos A129WT nao
desenvolveram sinais clinicos compativeis com infec¢do articular apds inoculagéo
intradérmica do CHIKV e, portanto, ndo foi possivel determinar quais achados

radiograficos poderiam ser visualizados se estes animais apresentassem a doenca.
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