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RESUMO

LIANNA BARBOSA LOURES

INVE§TIGACAO DA RESPOSTA ANTIOXIDANTE NO MUSCULO
ESQUELETICO E DO IMPACTO DO TRATAMENTO COM MONOMETIL
FUMARATO (MMF) NA INFECCAO POR ALFAVIRUS ARTRITOGENICOS

Orientador(a): Iranaia Assuncdo Miranda

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para

obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Os virus Chikungunya (CHIKV) e Mayaro (MAYYV), sdo virus envelopados
pertencentes a familia Togaviridae, do género Alfavirus e classificados como artritogénicos. A
infeccdo por esses virus esta associada a uma doenca febril marcada por um quadro de dores
musculares e articulares intensas, que podem persistir por longos periodos, comprometendo a
qualidade de vida dos individuos acometidos. Nosso grupo demonstrou que a infeccao por esses
virus em camundongos jovens resulta em leséo e perda cronica de massa muscular esquelética
associada a inducéo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). O aumento de ROS
esta associado a um desequilibrio do estado redox, ocasionando o estresse oxidativo. Além
disso, foi observado que a infeccdo de mioblastos e miotubos in vitro resulta em elevada
producdo de ROS. No contexto de estresse oxidativo, ha a necessidade da ativacdo de vias de
acao antioxidante, que irdo reduzir as ROS, fazendo com que o organismo volte ao equilibrio.
A via NRF2 (fator nuclear derivado de eritroide 2) desempenha papel na regulacdo da resposta
antioxidante, ao ser ativada, a NRF2 induz a expressao de enzimas antioxidantes que mitigam
0s danos celulares e promovem a recuperacdo do tecido celular. Visando investigar se a
infeccdo por Alfavirus artritogénicos promove a inducdo da resposta antioxidante no musculo,
de camundongos SV129 selvagens com 11 dias de nascimento foram infectados por via
subcutanea com CHIKV e MAYV. As expressdes dos genes associados a resposta antioxidante
no musculo esquelético foram avaliadas por gPCR quantitativo, incluindo as enzimas GPX,
HO-1, HIF-1alfa, GSR, GCL e NADPH. Embora a infec¢do pelo CHIKV induza uma leséo
muscular aguda associada a producdo de ROS, ndo observamos 0 aumento na expressao das
enzimas antioxidantes em 4 e 8 dias apds a infeccdo (dpi). Em contraste, para 0 MAYYV,
observou-se uma indugéo da resposta antioxidante somente apds a reducao da carga viral em 8
dpi, com o aumento na expressdo de GCL, GPX, HO-1, HIF-1 alfa, GSR e GCL. Buscando
investigar o impacto da ativagéo das vias antioxidante na infeccdo de células musculares, nos
utilizamos mioblastos e miotubos da linhagem C2C12 tratadas ou ndo com Monometil
Fumarato (MMF), um agonista de NRF2. Inicialmente, realizamos ensaios de toxicidade do
MMF em mioblasto e miotubos. E observamos que a concentragéo de 50 uM era a mais segura
para os testes em C2C12 Em seguida, o efeito do MMF foi avaliado em ceélulas C2C12
infectadas com CHIKV e MAYV. NO6s observamos que tanto o pré-tratamento, quanto o
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tratamento pds-adsorcdo diminuiu a morte celular, preservando a sua estrutura, sem alterar a
replicacéo viral. Nosso dados indicam que o estresse oxidativo podem contribuir para a morte
de células musculares e que o tratamento com MMF, pode conferir protecdo as células C2C12,
mostrando que essa € uma potencial via celular protetora na infeccdo por Alfavirus
artritogéncios.

Palavras-chave: Resposta Antioxidante, Chikungunya, Mayaro, Alfavirus Artritogénicos
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ABSTRACT

LIANNA BARBOSA LOURES

INVESTIGATION OF THE ANTIOXIDANT RESPONSE IN SKELETAL MUSCLE
AND THE IMPACT OF TREATMENT WITH MONOMETHYL FUMARATE (MMF)
ON ASTHRITOGENIC ALPHAVIRUS INFECTION.

Orientado(a): Iranaia Assuncdo Miranda

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

The Chikungunya (CHIKV) and Mayaro (MAYYV) viruses are enveloped viruses
belonging to the Togaviridae family, of the Alfavirus genus and classified as arthritogenic.
Infection with these viruses is associated with a febrile illness marked by intense muscle and
joint pain, which can persist for long periods, compromising the quality of life of affected
individuals. Our group has demonstrated that infection with these viruses in young mice results
in injury and chronic loss of skeletal muscle mass associated with the induction of reactive
oxygen species (ROS) production. The increase in ROS is associated with an imbalance in the
redox state, causing oxidative stress. Furthermore, it has been observed that infection of
myoblasts and myotubes in vitro results in elevated ROS production. In the context of oxidative
stress, there is a need to activate antioxidant action pathways, which will reduce ROS, bringing
the body back into balance. The NRF2 (nuclear factor erythroid-derived factor 2) pathway plays
a role in regulating the antioxidant response. When activated, NRF2 induces the expression of
antioxidant enzymes that mitigate cellular damage and promote cellular tissue recovery.
Aiming to investigate whether infection with arthritogenic Alphaviruses promotes the induction
of the antioxidant response in muscle, wild-type SV129 mice at 11 days of birth were
subcutaneously infected with CHIKV and MAYYV. The expressions of genes associated with
the antioxidant response in skeletal muscle were evaluated by quantitative gPCR, including the
enzymes GPX, HO-1, HIF-lalpha, GSR, GCL and NADPH. Although CHIKV infection
induces acute muscle injury associated with ROS production, we did not observe an increase in
the expression of antioxidant enzymes at 4 and 8 days post-infection (dpi). In contrast, for
MAYYV, an induction of the antioxidant response was observed only after reducing the viral
load at 8 dpi, with an increase in the expression of GCL, GPX, HO-1, HIF-1 alpha, GSR and
GCL. Seeking to investigate the impact of the activation of antioxidant pathways on the
infection of muscle cells, we used myoblasts and myotubes of the C2C12 lineage treated or not
with Monomethyl Fumarate (MMF), an NRF2 agonist. Initially, we performed MMF toxicity
assays in myoblasts and myotubes. And we observed that the concentration of 50 uM was the
safest for testing in C2C12. Next, the effect of MMF was evaluated in C2C12 cells infected
with CHIKV and MAY'V. We observed that both pre-treatment and post-adsorption treatment
decreased cell death, preserving its structure, without altering viral replication. Our data
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indicate that oxidative stress can contribute to the death of muscle cells and that treatment with
MMF can provide protection to C2C12 cells, showing that this is a potential protective cellular
pathway in arthritogenic Alphavirus infection.

Key-word: Antioxidant Response, Chikungunya, Mayaro, Arthritogenic Alphaviruses



Xiv

RESUMO PARA LEIGOS

LIANNA BARBOSA LOURES

INVESTIGAQAO DA RESPOSTA ANTIOXIDANTE NO MUSCULO
ESQUELETICO E DO IMPACTO DO TRATAMENTO COM MONOMETIL
FUMARATO (MMF) NA INFECCAOS POR ALFAVIRUS ARTRITOGENICOS

Orientador (a): Iranaia Assuncdo Miranda

Resumo para leigos da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios
para obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia
e aprovacdo no RCS Trabalho de Concluséao de Curso.

Os virus Chikungunya (CHIKV) e Mayaro (MAYYV) sdo virus que podem causar febre,
dores fortes nos musculos e articulagdes, que muitas das vezes duram por longos periodos e
afetam a qualidade de vida das pessoas infectadas, podendo ainda essas dores evoluirem para
condicBes cronicas. Pesquisas feitas em camundongos demonstram que esses virus causam
danos nos musculos, como perda de massa muscular, devido a producdo exagerada de espécies
reativas de oxigénio (ROS), que sd@o moléculas toxicas que prejudicam as funcdes das células.
Esse processo € conhecido como estresse oxidativo, e € um dos mecanismos pelos quais esses
virus comprometem o tecido muscular. Para proteger as células desses danos, o corpo utiliza
mecanismos antioxidantes. Esses mecanismos ativam enzimas capazes de reduzir os efeitos das
ROS minimizando os danos celulares e ajudando na recuperacdo dos tecidos lesionados.
Querendo investigar a ativacdo das enzimas antioxidantes durante a infeccdo pelo CHIKV e
MAYYV, foram feitos experimentos em camundongos que demonstraram que, embora o CHIKV
ndo promova a ativagdo da defesa antioxidante, o MAYV consegue induzir essa resposta
antioxidante somente tardiamente. Visando compreender a influéncia da resposta antioxidante
na infecgdo pelo CHIKV e MAYYV, foram feitos estudos em células musculares. Essas células
foram tratadas com um composto nomeado de Monometil fumarato (MMF), que ativa a
expressao das enzimas antioxidantes. Os testes determinaram que a concentracdo segura para
uso desse composto nas células € de 50 uM. E ainda os resultados mostraram que o MMF
protege células musculares contra os danos causados pela infeccdo, sem a alteracdo na
guantidade de particulas virais. Esses resultados sdo promissores, pois sugerem que 0 MMF
pode ser uma ferramenta importante no desenvolvimento de tratamentos focados em reduzir os
danos fisicos causados por infec¢es com os CHIKV e MAY'V, melhorando a qualidade de vida
dos pacientes afetados.
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1. INTRODUCAO
1.1. Os Alfavirus

Os virus do género Alphavirus constituem um amplo grupo de virus pertencentes a
familia Togoviridae. Esse género compreende mais de 30 espécies conhecidas, a maioria das
quais sdo transmitidas por diferentes espécies de mosquito vetores encontrados nas regies

tropicais e subtropicais (Chen, et al., 2018).

A particula dos Alfavirus é formada com genoma de RNA de fita simples e sentido
positivo (+ssRNA) com cerca de 12 quilobases de comprimento sendo revestidos por um
capsideo e um envelope (Mendes, Kuhn, 2018). O genoma apresenta em suas extremidades
uma regido CAP 5’ e uma cauda poli(A) 3’. Além disso, o genoma possui dois dominios: um
dominio ndo estrutural que codifica as proteinas ndo estruturais (nsP) na por¢ao 5’ terminal, e
um dominio estrutural que codifica as proteinas estruturais na por¢do 3’ terminal (Azar,
Campos, et al., 2020).

Os membros do género Alphavirus podem ser divididos em dois grupos de acordo com
sua relacdo genética e manifestacdo clinica (Kim, Diamond, 2022). Os Alphavirus encefélicos,
como o Virus da Encefalite Equina Venezuelana (VEEV), Virus da Encefalite Equina de
Ocidental (WEEV) e o Virus da Encefalite Equina de Oriental (EEEV), em que a infeccédo
resulta em manifestacdes neuroldgicas potencialmente fatais (Mostafavi, Eranga Abeyratne, et
al., 2019). E os Alphavirus artritogénicos, em que a infeccdo € marcada por fortes dores
musculares e articulares incapacitantes, como o0s virus Chikungunya (CHIKV), virus o’nyong-
nyong (ONNV), virus Ross River (RRV), virus Barmah Forest (BFV), virus Mayaro (MAY'V),
virus Sindbis (SINV) e virus Semliki Forest (SFV) (Kim, Diamond, 2022; Mostafavi, Eranga
Abeyratne, et al., 2019).

1.2. O virus Chikungunya
O virus Chikungunya (CHIKYV) foi isolado pela primeira vez na Tanzania, na Africa,
em 1952. Posteriormente a sua identificacio, foram relatados diversos surtos pela Africa e Asia
entre 1960 e 1980 com uma reducdo no numero de surtos/casos até 2004. Em 2004, se inicia
um novo grande surto que ocorreu na ilha Lamu, Quénia, onde 70% da ilha foi infectada. A
epidemia entéo se espalhou para outras ilhas, como Comores, La Réunion nas Saicheles, Ilhas

Mauricio, Madagascar e Mayotte, tendo relatos de casos graves, (Zeller, Bortel, et al., 2016).
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J& foram isoladas 4 linhagens distintas de CHIKV pelo mundo sendo elas a linhagem
Asiatica, a ECSA (linhagem enzootica da Africa Oriental, Central e do Sul), a IOL (linhagem
epidémica do Oceano Indico) e a linhagem do Oeste Africano, tendo as duas primeiras delas
circulando no Brasil (Chen, Plante, et al., 2021). Uma analise genética do gendtipo ECSA
identificou uma mutagdo no residuo 226 de glicoproteina de fusdo de membrana E1 do virus
em 2005, o que levou ao aumento das taxas de replicagdo viral no vetor. Essa mutagédo
possibilitou ao virus uma maior distribuicdo geografica, uma disseminacdo mais eficiente pelo
Ae. albopictus e uma ampla transmissdo, tendo casos relatados na Europa, Asia e Africa (Zeller,
Bortel, et al., 2016; Suchowiecki, Reid, et al., 2021).

Nas Américas o primeiro caso foi relatado em dezembro de 2013, em um conjunto de
casos clinicos com inicio de doenca febril que levou a identificacdo de mais de 1,2 milhdo de
casos autdctones de CHIKYV reportados a Organizacao Pan-Americana da Salde no periodo de
2013 a 2014 (Zeller, Bortel, et al., 2016; Mostafavi, Eranga Abeyratne, et al., 2019).
Atualmente ha transmissdo local de CHIKV em diversos paises do mundo, atingindo
principalmente regides tropicais e subtropicais (Freppel, Silva et al., 2024). Epidemias recentes
tém sido facilitadas por mutacdes nas glicoproteinas de envelope o que resulta em uma melhor
adaptacdo do CHIKYV a transmissao pelo A. albopictus, que sobrevive a locais mais frios como
as regides temperadas do globo (Zeller, Bortel, et al., 2016; Fernanda, et al, 2019)

O principal vetor do CHIKV é o Aedes aegypti, também sendo transmitido pelo Ae.
Albopictus, que sdo mosquitos bem adaptados a todas as condi¢Bes do Brasil, vivendo
disseminadamente por todo o pais. Além dos dois mosquitos Aedes, ndo se sabe se outras
espécies de Culicidae, que também sdo de areas urbanas, sdo capazes de transmitir o CHIKV
(Costa-da-Silva, loshino, et al., 2017).

1.3. O virus Mayaro
O MAYYV foi isolado pela primeira vez de cinco trabalhadores no condado de Mayaro em
Trinidad, no Caribe, em 1954, e tem mantido sua circulacdo restrita a regides da América
Central e do Sul ja sendo responsavel por surtos esporadicos na Bolivia, Peru, Brasil,
Venezuela, Equador e Guiana francesa (Mourdo, Bastos, et al., 2011; Auguste, Liria, et al.,
2015; Acosta-Ampudia, Monsalve, et al., 2018; Fernanda, et al, 2019; Diagne, Bengue, et al.,
2020; Wei, Tom, 2024). Além dos surtos esporadicos pela Ameérica do Sul, individuos nativos

da Amazonia tém maior soroprevaléncia da infec¢do pelo MAYV do que individuos de outras
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areas (lzurieta, Macaluso, et al., 2011). Atualmente 0 MAYV ¢é responsavel por epidemias na
Bolivia, no Peru e no Brasil e em viajantes na América do Norte e Europa (Esposito & Fonseca,
2017; Fernanda, et al, 2019).

No Brasil o primeiro caso reportado foi em 1955 em trabalhadores rurais em Belém do
Para (Fernanda, et al, 2019). Desde entdo varios surtos de febre do Mayaro foram relatados em
diferentes estados brasileiros, como no Pard em 1977 e 2007-2008; no Amazonas, em 1998-
1999 e 2007-2008, e no Mato Grosso, em 2011-2012, sendo predominantemente em
trabalhadores ou moradores de areas rurais, além de casos em viajantes reportado em S&o Paulo
(Cavalheiro, Silva, et al., 2016; Ganjian, Riviere-Cinnamond, 2020). E além desses casos
identificados durante os surtos ou identificados por sorologia ha casos de MAYV que podem
passar despercebidos ou serem diagnosticados erroneamente como Dengue ou Chikungunya,
devido a proximidade dos sintomas a outras arboviroses e o fato de os testes de diagndstico néo
serem amplamente distribuidos (Ganjian, Riviere-Cinnamond, 2020).

O aumento da expansdo demogréafica, da exploracao de florestas e mudancas climaticas,
assim como a migracdo humana tem facilitam a disseminacdo do MAYV, a cada ano ha um
aumento na deteccdo de casos de infecgdo pelo MAYYV em areas urbanas, ja sendo detectado
em areas urbanas do Para, Mato grosso e Goias (Pereira, Carvalho, et al., 2020). Apesar de 0s
vetores e hospedeiros do MAYYV restringirem a maioria dos surtos a areas rurais, ha fatores que
sugerem a possibilidade da urbanizacdo do MAYV, a recorréncia de casos em areas proximas
a cidades em que ha o Ae. aegypti de forma endémica e a disseminagdo por viajantes doentes
(Acosta-Ampudia, Monsalve, et al., 2018).

O principal vetor do MAYYV sdo as fémeas pertencentes ao género Haemagogus, porém
ja foram isoladas particulas virais de mosquitos de outros géneros, como Culex, Mansonia,
Aedes, Psorophora e Sabethes (Acosta-Ampudia, Monsalve, et al., 2018). Estudos de vigilancia
demonstraram a circulacdo e dispersdo do MAY'V para areas ndo relatadas anteriormente, bem
como a deteccdo de infecgdes humanas em ambientes urbanos, facilitando a transmissao por
vetores urbanos, como o Ae. aegypti que é amplamente distribuido por todo o mundo
(Andreolla, Borges, et al, 2022). O MAYYV apresenta diferentes vertebrados como hospedeiros
na natureza, ja tendo sido detectado em primatas ndo humanos, roedores, passaros e pequenos

mamiferos, que fazem parte do ciclo silvestre do MAYYV (Thoisy, Gardon, et al., 2003).
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1.4.  Manifestagdes clinicas induzidas pelos alfavirus artritogénicos

A infeccdo pelos Alfavirus artritogénicos apresenta um periodo de incubacéo de 1 a 12
dias com periodo curto de viremia, porém com grande producdo de particulas virais
(Suchowiecki, Reid, et al., 2021). Apds esse periodo de incubagdo se inicia a fase aguda com
sintomas como febre, dor de cabeca, erupc¢do cutanea, mialgia, poliartralgia e poliartrite, tendo
as taxas de sintomaticos variando de 72-97% para CHIKV e 64-80% para 0 MAYV (Levi,
Vignuzzi, 2019; Baxter, Heise, 2020) (Figura 1). A artralgia e a mialgia sdo as principais
manifestacdes clinicas, podendo ocorrer em 85-100% das pessoas sintomaticas (Santiago,
Halsey, et al., 2015; Goupil, Mores, 2016; Levi, Vignuzzi, 2019). Também j& foi relatado que
o CHIKV, mesmo que em menor proporcdo, pode levar a um quadro com alteracGes
neuroldgicas, como encefalites e cardiacas, como miocardite, potencialmente letais
(Economopoulou, Dominguez, et al., 2008; Mohite, Fernandez, 2015). Além disso, pode estar
relacionado a morte de pacientes idosos, com comorbidades e neonatos, tendo a taxa de
mortalidade de 0,01-0,1% (Simon, Javelle, et al., 2015; Dorléans, Hoen, et al., 2018). Tontura
e coceira podem ser sintomas da infeccdo pelo MAYV, e complicacBes mais graves, como
miocardite, manifestacbes hemorragicas e neuroldgicas, sdo raras (Acosta-Ampudia, Monsalve,
et al., 2018; Diagne, Bengue, et al., 2020; Wei, Tom, et al., 2024).
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Figura 1: Os sintomas e sinais clinicos da infeccdo por MAYV e CHIKV . Os sintomas agudos estdo em
negrito. Dor e inchaco nas articulagbes sdo os sintomas mais comuns. A maioria dos sintomas é compartilhada,
com excec¢do da conjuntivite, que é associada ao CHIKV, mas ndo ao MAYV (Wei, Tom, et al., 2024).

Estudos anteriores mostraram que cerca de 60% dos pacientes infectados pelo CHIKV e
50% pelo MAYYV chegam a se recuperar e tém a resolucdo da doenca. Porém, os restantes
manifestam sintomas de forma persistente, por até 3 meses, e podem evoluir para uma fase
crbnica, onde as manifestacdes podem persistir por meses e até mesmo anos (Santiago, Halsey,
et al., 2015; Ng, Amaral, et al., 2024). A fase cronica da infeccdo por Alfavirus artritogénicos
é caracterizada pela persisténcia dos sintomas de dor muscular, artrite e artralgia incapacitantes.
As manifestacfes que também costumam se apresentar sdo a fadiga, inchago articular,
poliartrite e poliartralgia, atingindo qualquer articulagdo do corpo (Dupuis-Maguiraga, Noret,
et al., 2012; Acosta-Ampudia, Monsalve, et al., 2018; Ng, Amaral, et al., 2024), sendo as
articulacGes das méos, joelhos, punho, tornozelo, pé, cotovelo e ombro as mais afetadas (Wei,
Tom, et al., 2024).
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A fase crbnica ndo tem fatores Gnicos que ditam quais pacientes infectados irdo evoluir a
ela, porém a idade do paciente, acima de 45 anos, a carga viral durante a fase aguda e a resposta
imunologica gerada pelo individuo sdo grandes influéncias para o desenvolvimento dos
sintomas cronicos (Zaid, Gérardin, et al., 2017; Pathak, Mohan, et al., 2019). Apesar da baixa
mortalidade, a cronicidade dos sintomas incapacitantes impacta de forma muito significativa na
vida dos individuos acometidos, 0 que ressalta a necessidade de estratégias diagndsticas e

terapéuticas novas, objetivando mitigar os efeitos debilitantes da doenca.

1.5.  Patogénese dos alfavirus artritogénicos.

Apo6s a inoculacdo viral na derme, pela picada do mosquito vetor, os alfavirus
infectam principalmente fibroblastos, mas também ha& evidéncias de replicacdo em
queratindcitos e células imunes residentes, como macréfagos e células dendriticas (Cavalcante,
Pereira, et al., 2022). Essa replicacdo leva a producdo de mediadores inflamatérios que alteram
a permeabilidade capilar e atraem células para o local. Os neutr6filos sdo umas das primeiras
células a serem recrutadas, liberando espécies reativas de oxigénio (ROS) e formando
armadilhas extracelulares de neutrofilo (NETSs), com o fim de diminuir e capturar as particulas
virais de forma imediata ap0s a infeccdo (Suchowiecki, Reid, et al., 2021; Freppel, Silva, et al.,
2024). Apds a replicacdo local o virus se dissemina pela via linfatica e corrente sanguinea,
facilitando a chegada aos tecidos articulares e musculares (Diagne, Bengue, et al., 2020;
Freppel, Silva, et al., 2024).

A inducdo de IFN tipo | (IFNo/B) é considerada uma das principais respostas para 0
controle da infeccdo por alfavirus artritogénicos. O IFN-a, bem como outras citocinas e
qguimiocinas sao liberadas durante a infeccdo (Mostafavi, Eranga Abeyratne, et al., 2019). Esses
mediadores sdo detectados em altos n”"iveis no plasma de pacientes com infeccdo aguda e
cronica pelo CHIKV e MAYV.

Estudos longitudinais avaliando individuos infectados pelo CHIKV e MAYV
demonstram que ha uma robusta e persistente resposta pré-inflamatoria sistémica e musculo
articular, marcada pelo aumento de 1L-6, MCP-1, IL-7, IL-8, IL-15, G-CSF, IFN-y, VEGF,
TNF-a ¢ CCL2 no soro na fase aguda, com manutencéo dos niveis elevados de IL-1 B, IL-5,
IL-17, IFN-y e TNF, na fase cronica (Ng, Chow, et al., 2009; Horau et al, 2010; Wauquier,
Becquart, et al., 2010; Hawman et al. 2019; Santiago et al. 2019; Chirathaworn, Chansaenroj,
et al., 2020; Freppel, Silva, et al., 2024).
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Anélise de biopsias de musculos de pacientes demonstram que a dor muscular a na fase
aguda e cronica estd associada a infiltrado inflamatorio, areas de atrofia, necrose, com a
presenca de areas de fibrose na fase cronica (Ozden, Huerre et al. 2007). Entretanto, existem
muitas lacunas na compreensdao dos mecanismos de exacerbacdo da resposta imune,

principalmente em casos de persisténcia da inflamag&o articular e muscular.

Estudos in vitro e em modelos murinos, demostraram que as células do mdsculo
esquelético sdo suscetiveis e permissivas a infec¢do por estes virus, bem como as que compdem
0s 0ss0s e articulagdes (Sane et al., 2012; Lim et al., 2018; Bengue et al., 2019; Matusali et al.,
2019, Figueiredo et al., 2019). IL-6 e TNF-a nos estagios iniciais foram relacionados a dor em
modelos animais infectados pelo MAYV (Santos, Dias, et al., 2019). Ainda, o aumento dos
niveis de IL-6, TNF-a, IL-1 ¢ ROS foram associados a inducdo de atrofia muscular crénica
em modelo experimental de lesdo grave pelo CHUKV e MAYYV (Oliveira, Figueiredo, et al,
2024).

Embora os mecanismos que levam um paciente ao desenvolvimento dessa fase ainda nao
sejam completamente compreendidos, ha hipoteses de que fatores como a resposta imunolégica
do hospedeiro, a presenca de antigenos virais nos tecidos e a carga viral podem desempenhar
um papel importante nesse processo (Mostafavi, Eranga Abeyratne, et al., 2019). Ainda, outros
trabalhos ja demonstraram que o masculo esquelético também é um sitio de persisténcia viral,
0 que pode estar associado manutencdo da resposta inflamatdria (Soden et al., 2000; Ozden et
al., 2007; Labadie et al., 2010; Hoarau et al., 2010; Messaoudi et al., 2013; Young et al., 2019).
Além disso, 0 RNA viral também é encontrado em células musculares, como mioblastos e
fibroblasto de forma persistente em humanos, bem como em modelos experimentais (Young,
Locke, et al., 2019). Desta forma, estes dados indicam a importancia do musculo esquelético
na patogénese da doenca causada por alfavirus artritogénicos, além do comprometimento do

tecido muscular pés-infeccao.

1.6.  Estresse oxidativo e resposta antioxidante

O estresse oxidativo (EO) é caracterizado pelo desequilibrio entre a producéo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a capacidade antioxidante do organismo, que pode resultar em
danos aos sistemas bioldgicos. Os anions superoxido (02-), peroxido de hidrogénio (H202) e
radicais hidroxila (OH-) sdo os representantes mais comuns das ROS (Forman, Zhang, 2021;
Jaganjac, M., Milkovic, et al., 2022). As ROS sdo ligadas a diversos mecanismos celulares,
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sendo produzidos em processos fisioldgicos normais, como no metabolismo mitocondrial
durante a fosforilacdo oxidativa, ou por estimulos externos como a radia¢do ultravioleta e
infeccdes (Jaganjac, M., Milkovic, et al., 2022). O equilibrio entre a producdo de ROS e as
defesas antioxidantes devem ser bem controlados visando manter a integridade celular e evitar
0 EO. Essa producdo de ROS é controlada pela defesa antioxidante que protege as células de
eventuais danos, ela é composta principalmente por sistemas enziméaticos e ndo enzimaticos,
incluindo enzimas antioxidantes como Superoxido dismutase (SOD), Glutationa peroxidase
(GPX) e Heme-oxigenase (HO-1), sendo controlados principalmente pela via NRF2 (fator

nuclear eritroide 2) (Camini, Silva, et al., 2017; Jaganjac, M., Milkovic, et al., 2022)

Em condicdes de homeostase, hd o equilibrio na producdo de ROS e na producdo da
defesa antioxidante, porém em condicdes patoldgicas, pode haver a inducdo da expressdo de
ROS o que quebraria o equilibrio, podendo resultar em danos celulares e piora na patologia
(Sadasivam, Kim, et al., 2022). As moléculas de ROS podem ser geradas como parte da resposta
imune do hospedeiro para combater a infeccdo e/ou inflamacéo, sendo produzidas por diversos
tipos celulares e utilizadas como mensageiros na sinalizacdao celular (Figura 2.) (Caminia,
Caetano, et al., 2017). Em estudos sobre o cancer de diversos 6rgdo, do Alzheimer de doencas
hepéticas e de infec¢des virais o EO foi relatado como uma de suas patogéneses e que pode
agravar a patologia (Caminia, Caetano, et al., 2017; Jelic, Mandic, et al., 2019; Bai, Guo, et al.,
2022; Sadasivam, Kim, et al., 2022; Oliveira, Figueiredo, et al, 2024).
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Figura 2. Representacdo esquemdtica do estresse oxidativo induzido por estimulos intracelulares e
extracelulares. Fontes extracelulares de ROS incluem fatores ambientais como radiacdo e xenobioticos. ROS
intracelulares sdo gerados principalmente nas mitocondrias, bem como em outras organelas como o peroxissomo
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e o reticulo endoplasmaético, e, além disso, por algumas enzimas metabolicas. A produgéo excessiva de ROS pode
levar a apoptose celular, autofagia, peroxidacéo lipidica e danos ao DNA (Hong, Boiti, et al., 2024)

1.6.1. Papel em infecgdes virais

As ROS desempenham um papel importante na manutencdo de processos celulares e
sinalizacdo fisiologica, sendo particularmente relevantes durante as infeccbes virais.
Inicialmente, os ROS séo produzidos como parte da resposta imune inata, principalmente por
neutrdfilos ativados, que utilizam explosdes oxidativas para destruir virus e células infectadas.
Esses mecanismos contribuem para a ativagdo da resposta antiviral, mas a medida que a
replicacdo viral é progressiva, a producdo exacerbada de ROS pode levar ao desequilibrio redox

e ao desenvolvimento de EO (Caminia, Caetano, et al., 2017).

Estudos demonstraram que diversas infec¢des virais induzem a producéo de ROS. Por
exemplo, o CHIKV e 0 MAYYV que induzem a producdo de ROS em células da linhagem de
Hepatocito Humanos (HepG2) e no tecido muscular em modelo murino, causando estresse
oxidativo (Caminia, Caetano, et al., 2017; Caetano, Camini, et al., 2019; Oliveira, Figueiredo,
et al, 2024). De forma semelhante, o virus da dengue estimula a produ¢do de ROS em células
epiteliais, contribuindo para o dano (Khan, Kar, et al., 2021). J& o virus Zika induz ROS em
tanto em células HepG2 quanto em células U87-MG (linhagem de células de glioblastoma
humano) (Almeida, Ferraz, et al., 2020).

Em infeccdo por Alfavirus artritogénicos, como o CHIKV e MAYYV, a combinacéo entre
a replicacdo viral, a ativacdo de mediadores inflamatérios e a inducéo de ROS esta associada a
lesGes teciduais e perda de massa muscular. Esses fatores resultam em atrofia muscular aguda
e crbnica, sendo este Ultimo estagio mais debilitante dessa infeccdo (Figura 3.) (Oliveira,
Figueiredo, et al, 2024). Por outro lado, alguns virus, como o Epstein-Barr, regulam niveis de
producdo de ROS. Essa estratégia permite evitar a morte celular precoce, promovendo uma
replicacdo viral mais persistente, o que ilustra como o virus pode manipular o equilibrio redox

em beneficio proprio (Sausen, Bhutta, et al., 2021).

A complexidade do impacto das ROS nas infecgOes virais ressalta a necessidade de
estratégias terapéuticas, como o uso de antioxidantes, que podem mitigar os danos ao
hospedeiro. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para explorar como diferentes virus
modulam as vias oxidativas e para identificar instrucoes especificas que equilibrem a defesa

antiviral e a protecdo dos tecidos do hospedeiro
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Figura 3. Representacdo esquematica do possivel mecanismo envolvido na atrofia muscular
esquelética precoce e tardia induzida por alfavirus artritogénico. 1 Em condic6es fisioldgicas, o crescimento
das fibras musculares esqueléticas (SkM) em camundongos jovens ao longo da vida é determinado pelo aumento
individual das fibras musculares e pelo ganho de massa, onde a taxa de sintese de proteinas € maior do que a de
degradacdo. 2- A geracdo de novas fibras por miogénese ocorre principalmente ap6s lesdo, com ativagéo de células
satélites que estavam em repouso. 3-8 O alfavirus artritogénico se replica nas fibras musculares esqueléticas,
resultando em destruigdo das fibras, recrutamento de células imunoldgicas e producéo de mediadores inflamatorios
na fase inicial da infecgdo. 9-10 A degradacédo de proteinas induzida pela inflamacéo ocorre através do sistema
UPS (proteassoma ubiquitina) com ativacgao das proteinas MuRF1 e Atrogin-1, levando a atrofia aguda do mdsculo
esquelético. 11-12 O tratamento com IFX (infliximabe) ou MMF (monometilfumarato) reduz a degradacdo de
proteinas e a atrofia, corroborando o envolvimento dessas vias na atrofia induzida pelos virus MAYYV e CHIKV.
13 A atrofia do masculo esquelético persiste na fase tardia da infecgdo. 14 Apesar da diminui¢do dos niveis de
TNF, IFNy e IL-6, bem como da expressao de atroginas, 15-17 quimiocinas, mediadores como IL-10, TGFp e
RNA genbmico viral ainda so detectados, indicando uma depuracéao viral incompleta. 18 A ativagdo imune de
longo prazo resulta na reducgdo da area de sec¢do transversal (CSA) do musculo por um mecanismo independente
do sistema UPS: —bloqueio/inibicéo; + regulacdo positiva; ?perguntas abertas

1.6.2. Terapias baseadas na ativacéo de NRF2

O NRF2, um fator de transcricao central para a defesa antioxidante, e da manutencéo da
homeostase redox celular. Ele desempenha um papel critico na defesa contra o EO, na
toxicidade ambiental e na inflamagéo cronica. Em condigdes de EO, NRF2 é liberado de sua
interacdo com a proteina KEAPL (proteina 1 associada & ECH semelhante a Kelch), transloca
para o nucleo e ativa a expressao de genes que codificam enzimas antioxidantes, como SOD e
outros. Essas enzimas neutralizam ROS, protegendo as células contra danos ao DNA, proteinas
e lipidios (Kasai, Shimizu, et al, 2020).
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No contexto de infec¢Bes virais, como as causadas pelos CHIKV e MAYV, ha um
aumento significativo na producdo de ROS, que traz tanto para ativacdo da resposta imune
quanto para lesGes teciduais, especialmente em musculos. Estudos indicam que estratégias
terapéuticas que modulam a via antioxidante regulada pelo NRF2 podem ter um papel
promissor no controle da replicacdo viral e na redugdo dos danos induzidos por Alfavirus
artritogénicos. A ativagdo do NRF2 n&o apenas mostrou diminuir o dano oxidativo causado
pela infeccdo, mas também pode mitigar a inflamacao crénica associada a persisténcia viral e

ao desenvolvimento da fase cronica (Foo, Bellot, et al., 2022; Oliveira, Figueiredo, et al, 2024).

Sendo assim medicamentos como 0 Monometil Fumarato (MMF), Bardoxolona metil
(BM) e Sulfarofano (SFN) sdo medicamentos que modulam as vias antioxidantes por meio da
NRF2 e tem sido explorado por suas propriedades antioxidantes (Timpani, Rybalka, 2020;

Pang, Jiang, et al., 2021; Kaiser, Baniasadi, et al., 2021).

O MMF é um éster simples do acido fumarico, utilizado no tratamento da esclerose
maultipla, conhecido por seu efeito antioxidante e imunomodulador. Ao ativar a Nrf2, o MMF
promove a expressdo de genes que neutralizam as ROS, além de inibir o fator nuclear kappa B
(NF-kB), responsével por exacerbar a inflamacéo, e ativar o receptor acido hidroxicarboxilico
2 (HCAR?2), que modula a resposta imunoldgica local, e a infiltracdo, adesdo e quimiotaxia de
células imunoldgicas (Figura 4.) (Timpani, Rybalka, 2020).
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Figura 4. Esquema das vias ativadas pelo Monometil fumarato (MMF). Sabe-se que 0 MMF tem seus efeitos
anti-inflamatdrios, antioxidantes e imunomoduladores através da ativacdo do fator nuclear eritréide 2 (NRF2), que
se liga a ARE (elemento de resposta antioxidante) no nlcleo para ativar a transcri¢do de enzimas antioxidantes,
como Superoxido desmutase 1 (SOD1), NAD(P)H quinona oxidorredutase (NQOL) e heme oxigenasse 1 (HO-1).
Ambos medeiam os efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e citoprotetores. As produgdes dessas enzimas
também podem levar a inibicdo do NF-kB (Fator nuclear kappa B) e 0 MMF também tem efeito direto sobre a
inibicdo do NF-kB. Por fim os efeitos imunomoduladores sdo mediados pela HCAR2, que modula as células
inflamatérios para anti-inflamatérias também inibindo o NF-«B. (Gill, Kolson, 2013 — Adaptado)

Em estudos anteriores do nosso grupo do laboratério foi possivel a observacdo que a
infeccdo pelo CHIKV e MAYV em modelo experimental resulta em perda crénica de massa
muscular esquelética associada a induc¢do da producdo de ROS. E que esse efeito pode ser

revertido a partir da ativacdo de um ambiente antioxidante através do pré-tratamento com o

composto Monometil Fumarato (MMF), um agonista da via NRF2. (Figura 5.) (Oliveira,
Figueiredo, et al, 2024).

Figura 5. Reducdo do infiltrado inflamatério e da lesdo nas fibras musculares causadas pelo CHIKV
e MAYYV 8dpi com o tratamento do MMF. Analise histoldgica do gastrocnémio esquerdo corado com H&E
(barras de escala de figuras = 100 um) (Oliveira, Figueiredo, et al, 2024).
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2. JUSTIFICATIVA

O desbalanco entre producdo de ROS e a resposta antioxidante do organismo resulta em
estresse oxidativo, uma condicdo associada a danos celulares e lesdes exacerbadas. Durante
infecgBes virais, incluindo aquelas causadas por Alfavirus como CHIKV e MAYYV, as ROS
desempenham um papel duplo: atuam na defesa inicial contra o virus, mas, em excesso, causa
a pela exacerbacéo da patogénese e das lesbes teciduais (Sadasivam, Kim, et al., 2022; Oliveira,
Figueiredo, et al, 2024). A ativacdo da via antioxidante regulada pela NRF2 tem sido proposta
como uma abordagem terapéutica promissora. A NRF2, um fator de transcri¢gdo que regula a
expressao de enzimas antioxidantes e ajuda a restaurar o equilibrio redox pode levar a protecédo
de células do hospedeiro, reduzir a gravidade dos sintomas e limitar o impacto do EO durante
infecces virais (Foo, Bellot, et al., 2022). Além disso, estudos indicam que a ativacao da via
NRF pode ter impacto na replicacdo viral e na modulagdo do microambiente inflamatorio
(Camini, Silva, et al., 2017; Jaganjac, M., Milkovic, et al., 2022; Oliveira, Figueiredo, et al,
2024).

Pesquisas recentes do grupo mostraram que a replicacdo de CHIKV e MAYYV no
musculo esquelético resulta em inflamacéo, necrose e atrofia persistente das fibras musculares,
associada ao aumento da expressdo de Murf-1 e Atrogin (enzimas associadas a degradacdo
proteica via ubiquitina-proteassoma) e persisténcia viral. A atrofia muscular tem sido
parcialmente reduzida pelo blogueio de mediadores inflamatérios, como o TNF, diminuindo a
intensidade no agravamento das lesdes (Oliveira, Figueiredo, et al, 2024). Além disso, no
estudo também foi mostrado que o tratamento com o0 MMF em modelos celulares foi eficaz
guando administrada antes da infec¢do, promovendo protecdo celular e reducdo dos danos
oxidativos. Esses resultados reforcam o potencial do tratamento preventivo baseado no uso do
MMF para mitigar os impactos da infec¢do por alfavirus, tanto nas fases agudas quanto pos-

agudas (Oliveira, Figueiredo, et al, 2024).

Diante disso, uma investigacdo de moduladores da resposta antioxidante € crucial para
a compreensao do impacto do EO na patogénese das infeccBes por CHIKV e MAYV. Além
disso, essa estratégia pode ser aplicavel a outros virus, contribuindo para o desenvolvimento de
tratamentos comuns e mais eficazes contra doencas virais. O presente estudo busca ndo apenas
identificar terapias eficazes para os alfavirus artritogénicos, mas também ampliar o
entendimento sobre o papel das vias antioxidantes durante o curso da infec¢do. Essa abordagem
pode ajudar a conter os danos celulares, reduzir complicagfes a longo prazo e melhorar o

manejo clinico de pacientes infectados por CHIKV e MAYV.
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3. OBJETIVOS
3.1.  Objetivo Geral
Investigar a ativacdo da resposta antioxidante no musculo e avaliar o impacto do

tratamento com o Monometil fumarato (MMF) nas infeccGes pelos virus Chikungunya e o virus
Mayaro.

3.2.  Objetivos especificos

- Investigar se a infec¢do por alfavirus artritogénicos promove a inducdo da resposta

antioxidante no muasculo de camundongos infectados.

- Investigar o impacto do tratamento com MMF sobre a sobrevivéncia de mioblastos e

miotubos murinos infectadas com CHIKV e MAYV.

- Avaliar o impacto do tratamento com MMF sobre a replicacdo do CHIKV e MAYV em

células musculares esqueléticas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1.  Modelo experimental in vivo

A fim de avaliar a ativacdo das vias de resposta antioxidante durante a infecgdo por
Alfavirus in vivo, camundongos selvagens (WT) SV129 jovens, com aproximadamente 12 dias
de vida e peso médio de 6g, foram infectados com CHIKV e MAYYV, subcutaneamente na
almofada da pata traseira esquerda com 10° PFU, com volume total de 20puL. Como controle,
o0s animais foram inoculados com o mesmo volume de meio de cultura de células nédo infectadas
(Mock). Cada grupo experimental foi alojado junto a mae ndo infectada, em gaiolas de
polipropileno com livre acesso a ragdo e agua. Os animais foram acompanhados diariamente, e
receberam pontuacGes de acordo com a sintomatologia que cada um apresentava, € 0 peso e a
area da pata (determinada pela largura-altura da regido onde houve a infeccdo com auxilio de
um paquimetro digital) também foram medidos. Os animais foram eutanasiados em 4 dpi e 8
dpi, as amostras de tecido (musculos, figado, coracdo, joelhos, patas, baco, cérebro, sangue)

foram coletadas e armazenadas a -80°C até serem processadas.

4.2.  Comité de ética para analise experimental in vivo

Todos os procedimentos experimentais realizados in vivo neste trabalho estéo de acordo
com as regulamentacdes vigentes sobre a ética e experimentacdo animal e foram aprovados
pelo Comité de Etica em Utilizacdo Animal da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
protocolo n°118/24.

4.3.  Anédlise da expressdo de enzimas antioxidantes

A quantificacdo da expressdo de citocinas foi realizada por gPCR em tempo real do
musculo quadriceps dos animais eutanasiados em 4 e 8 dpi. Os tecidos coletados foram
homogeneizados em meio de cultura DMEM na proporgéo 1:2 com homogeneizador de tecido
a 5.000 rpm e o RNA total extraido utilizando o reagente TRIzol® (InvitrogenTM), seguindo
o protocolo de fabricante. O RNA total extraido foi ressuspendido em 20uL agua DEPC e
quantificado em um NanoDrop, utilizando 2 pg de RNA para reacdo de transcricdo reversa,
através do Kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (AppliedBiosystemsTM), seguindo
0 protocolo disponibilizado pelo fabricante. Apds a obtencdo do cDNA das amostras estas
foram submetidas a g°PCR usando Power SYBR Green Master Mix (AppliedBiosystemsTM).
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As reacOes foram realizadas utilizando iniciadores especificos para os seguintes genes
murinos: Gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase (Gapdh) (direto: 5- AGG TCG GTG TGA
ACG GAT TTG - 3'; reverso: 5- TGT AGA CCA TGT AGT TGA GGT CA -3"); Glutationa
peroxidase (GPx) (direto: 5'- GGT GGT GCT CGG TTT CCC GT -3’, reverso: 5'- AAT TGG
GCT CGA ACC CGC CAC -3); Glutationa redutase (GSR) (direto: 5'- GGG ATG CCT ATG
TGA GCC CGG -3, reverso: 5'- TGA CTT CCA CCG TGG GCC GA -3’); Glutamato cinteina
ligase (GCL) (direto: 5'- CGG AGG AAC GAT GTC TGA GT -3, reverso: 5- CTG GGG AAT
GAA GTG ATG GT -3); Fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH)
(direto: 5'- GGC TGC GAG CAA AAT AG -3'; reverso: 5'- TTC TCT GGC CGA TTC AGA
G -3); Gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase (Gapdh) (direto: 5'- TGA CCT CAA CTA CAT
GGT CTA CA -3, reverso: 5'- ACA TCT GGT ACA TCA ACT CCA GT -39; Fator induzido
por Hipdxia-1 alfa (HIF-1 alfa) (direto: 5'- CAC CGATTC GCC ATG GA -3/, reverso: 5'- TTT
CTTTTCGACGTT CAG AAC TCAT -3'); Hemeoxigenase—1 (HO-1) (direto: 5'- GCC GAG
AAT GCT GAG TTC ATG -3, reverso: 5' - TGG TAC AAAG GAA GCC ATC ACC -3Y;
Superoxido dismutase (SOD2) (direto: 5'- AAG GTC GCT TACAGATTG CTG C -3', reverso:
5- AGC GGA ATA AGG CCT GTT GTT -3)).

4.4.  Propagacdo de estoques virais

Para a producdo do estoque de CHIKV e MAYYV, utilizamos a linhagem celular C636,
sdo células isoladas de larva de um mosquito Aedes albopictus (C6/36), elas foram cultivadas
em monocamada com meio de cultura L-15 Medium (Leibovitz) (L-15; Sigma-Aldrich),
suplementada com 10% de SFB (SFB; Gibco®), 1% de aminoacidos essenciais e L-Glutamina
e mantidas em frascos de cultura médios (75cm2) e em incubadora a 28°C. Com 80 — 90% de
confluéncia celular, os frascos de cultura foram infectadas com multiplicidade de infeccéo
(MOI) de 0,1 do respectivo virus em meio L-15 por 1 hora em estufa a 28°C. Ap0s esse periodo
de adsorc¢do, 0 meio é descartado e as células sdo mantidas em meio L-15 com 5% SFB, e 72
horas ap6s a infec¢do (hpi) o sobrenadante das células infectadas é centrifugado a 3000 rpm por
10 minutos. O sobrenadante contendo o virus é entdo coletado e armazenado a -80°C.
Paralelamente, o titulo viral do sobrenadante é determinado por ensaio de formacédo de placas

de lise.

4.5.  Linhagem de células musculares esqueléticas
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Células derivadas de mioblastos murinos (C2C12) (CRL-1772™; linhagem obtida do
American Type Culture Collection — ATCC) foram cultivadas em monocamada com meio de
cultura Dulbecco’s Modified Egle Medium (DMEM; Gibco®) com alta concentracdo de
glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco®), e mantidas em frasco de

cultura médios (75 cm?2) em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO..

Para 0s ensaios mioblastos murinos, células C2C12 foram plaqueadas usando 6 x 10°

células em placas de 48 pocos, e cultivadas em meio DMEM high suplementado com 10%SFB

e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO..

E para a diferenciacdo de mioblastos para miotubos, as células C2C12, foram plaqueadas
usando 1,2 x 108 células em placa 48 pocos, cultivadas em meio DMEM suplementado com

10% de SFB. Apo6s 24 horas de plagueamento, a cultura é mantida em DMEM com
suplementacéo de soro de cavalo (SC; Gibco®) a 2% e sendo 0 meio trocado a cada 3 dias até
a observacdo de uma cultura confluente diferenciada em fibras, aproximadamente 7 dias apds

o inicio da diferenciacéo.

4.6. Replicacéo e tratamento em C2C12

Para os ensaios de tratamento pré-infecgdo, células C2C12 apo6s atingirem confluéncia de
90 a 95% sdo tratadas com 0 MMF solubilizado em Dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich)
a0 uM, 20 uM, 50 uM ou 100 pM. Apds 4h essas células foram infectadas com MOI de 1 de
CHIKV ou MAYYV e colocadas em estufa a 5% de CO. A cultura foi monitorada por cerca de
24h e interrompida devido a baixa viabilidade celular evidenciada por microscopia. Aliquotas
de 25uL sdo coletadas ap6s infeccdo e armazenadas em freezer -80°C, para determinacdo de
particulas formadoras de placas.

Apobs atingirem confluéncia de 90 a 95% as células C2C12 foram infectadas com MOI de
1 de CHIKV ou MAYYV e séo colocadas em estufa a 5% de CO.. Ap6s 1h de adsorcdo viral, 0
meio foi removido, e foi adicionado meio DMEM suplementado de SFB a 2% e com 0 MMF a
0 uM, 20 pM, 50 pM ou 100 pM de MMF. A cultura foi monitorada por cerca de 24h e
interrompida devido a baixa viabilidade celular evidenciada por microscopia. Aliquotas de
25uL foram coletadas apos infeccdo e armazenadas em freezer -80°C, para determinacao de
particulas formadoras de placas.
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4.7.  Quantificacdo viral por ensaio de placa de lise

Os titulos virais dos estoques e das amostras celulares, foram determinados por ensaio de
formacéo de placas de lise em células de rim de macaco verde (VERO) (CCL-81™; linhagem
celular obtida do American Type Culture Collection — ATCC). As amostras de células foram
diluidas em uma dilui¢do seriada em DMEM. Em seguida, cada dilui¢do foi utilizada para
infectar células VERO confluentes, semeadas em monocamada em placas de 24 pogos. Apds
1h e 30 min de adsorcdo, 1 ml de carboximetilcelulose a 1,5% (Sigma-Aldrich) em DMEM
(concentrado em 2x) com 1% de SFB e 1% de antibidtico (Penicilina — Streptomicina), foi
adicionada as células e incubadas a 37°C por 48h. Apoés esse tempo as células foram fixadas
com formaldeido a 10% e as placas de lise foram visualizadas apds coloragdo com cristal violeta
a 1% em etanol a 20%. O titulo foi calculado como unidades formadoras de placa por mi
(PFU/mI).

4.8. Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada através do ensaio colorimétrico de MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio; Life Tecnologies). Esse ensaio tem como
principal funcdo quantificar a atividade metabolica das células, através da reducdo do MTT, por
meio da enzima mitocondrial desidrogenase succinica em cristais de formazan de cor azul
parpura, que se acumulam no citoplasma celular. Esses cristais sdo extraidos e diluidos em

solventes, como o isopropanol acidificado (0.04M) utilizado neste trabalho.

Para isso, as células foram mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO. pelo tempo de
pos infeccdo de cada experimento. Apds esse tempo, o sobrenadante da cultura foi removido e
as células incubadas em 250 puL de meio DMEM acrescido com MTT (0,5mg/mL). As células
foram deixadas em contato com esta solugédo por 1h na estufaa 37°C com 5% de CO. e abrigado

de fontes luminosas.

Apos este periodo de tempo, esse meio com solugdo MTT é removido e os cristais de
formazan foram solubilizados em 200uL de isopropanol com &cido cloridrico. Apoés
homogeneizacdo, foi pipetado 150uL da solucdo resultante em uma placa de 96 pocos. O seu

conteudo foi analisado em espectrofotdmetro em uma leitura de 570nm de comprimentos de
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onda. Em seguida, os dados foram plotados no software GraphPadPrism6®, comparando o
comprimento de onda dos grupos infectados e tratados com a média dos grupos controle.



5. RESULTADOS
5.1. A infeccdo em modelos de lesdo grave pelo MAYV, mas ndo pelo CHIKV induz o

aumento da expressdo de enzimas antioxidantes no tecido muscular.
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Para investigar a ativagao da resposta antioxidante nas infec¢des pelo CHIKV e MAYV

foi feita a andlise das enzimas antioxidantes por qPCR (Reacdo em cadeia da polimerase em

tempo real). Camundongos SV129 WT infectados pela via subcutdnea com MAYYV e CHIKV

tiveram seus musculos gastrocnémios coletados em 4 dpi, para a analise das enzimas Glutationa

peroxidase (GPX), Heme-oxigenase (HO-1), Glutamato cisteina ligase (GCL), Fosfato de

dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH) e Fator induzido por hipoxia-1 alfa (HIF-1

alfa). A analise da expressdo indica que ao menos em 4 dpi, embora haja lesdo tecidual e

inducdo de ROS neste modelo de estudo, ndo observamos mudancas significativas no nivel de

transcritos dessas enzimas em relagdo aos animais controle (Mock) (Figura 6.).
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Figura 6. A infeccéo pelo MAYV e CHIKYV néo alterou de forma significativa a expresséo de enzimas
antioxidantes no tecido muscular. Camundongos SV129 do tipo selvagem (WT) de 12 dias ap6s 0 nascimento
foram infectados por via subcutanea com MAYYV e CHIKYV ou inoculados com MOCK. O gastrocnemius foi
dissecado em 4 dpi e a expressdo das enzimas GPX, HO-1, GCL, NADPH e HIF-1 alfa foi analisada por PCR em
tempo real. A expressdo foi analisada em relacdo ao MOCK e normalizada pela expressao de actina. A anélise
estatistica para a expressao de enzimas antioxidantes foi realizada por ANOVA de uma via.

Buscando avaliar se ap6s a resolucdo da replicacdo viral no musculo esquelético ha a
ativagdo das enzimas antioxidantes, camundongos infectados tiveram seu mausculo
gastrocnémio coletado e analisado em 8dpi. Podemos sugerir uma expressao dessas enzimas da

via antioxidante somente na infeccdo pelo virus MAYYV (Figura 7.).
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Figura 7. A infeccdo pelo MAYV sugere uma inducdo a expressdo de enzimas antioxidantes no tecido
muscular. Camundongos SV129 WT infectados via subcutanea aos 12 dias de vida com MAYV e CHIKV, foram
eutanasiados e coletados seus musculos em 8 dpi. A analise da expressao das enzimas SOD2, HIF-1 alfa, GSR, HO-1,
NADPH, GCL e GPX foi feita por PCR em tempo real. A expressao foi analisada em relacdo ao Mock e normalizada por
Gapdh. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via (*p < 0,05); (**p < 0,01); (****p < 0,0001).

5.2. O MMF apresentou baixa toxicidade em 50 M em células da linhagem C2C12

A Para a anélise do impacto do Monometil Fumarato (MMF) em células
musculares, primeiramente buscamos encontrar a concentracdo nao toxica do MMF. A
toxicidade tem como objetivo avaliar a viabilidade das células C2C12 em forma de mioblasto
e diferenciadas em miotubos, em tratamento por 24h. Essas células foram cultivadas em placas
de 48 pocos e tratadas com MMF em diferentes concentracdes. Apos o tratamento as células
ficam em estufa por 24h. Sendo assim, foi possivel observar que dentre as diferentes
concentracdes testadas, a de 50uM é a que apresenta menor toxicidade, uma vez que o
tratamento com 50uM de MMF ndo resultou em diminuicao da viabilidade de células C2C12em
relacdo ao vehiculo (Vh), (Figura 8.).
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Figura 8. O tratamento pelo MMF em células C2C12 apresenta menor toxicidade na concentracéo de 50AM.
(A) Células de mioblasto murino tratadas por 24h com MMF. (B) Células de mioblastos murino diferenciadas em
miotubos tratadas por 24h com MMF. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via (*p < 0,05); (**p
< 0,01); (***<p 0,001) (****p < 0,0001).
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5.3. O tratamento com MMF reduz a morte celular de mioblastos e miotubos, sem

alteracéo na replicacéo viral

Para observar o efeito do tratamento com o MMF, células C2C2 diferenciadas em
miotubos foram tratadas 4h antes da infecgdo pelos CHIKV e MAYV. Apds infectadas foram
cultivadas em estufa de CO2 até 20 horas ap0s infeccdo (hpi). Em seguida foi feita a analise da
viabilidade celular da C2C12 por MTT. Foi possivel observar que com o tratamento pré-
infeccdo houve um aumento da atividade mitocondrial com o tratamento no grupo infectado
pelo MAYYV com concentragdes de 50uM e de 100ptM. Podemos observar que ao tratar a célula
C2C12 com o MMF antes da infecgéo, tem uma melhora na viabilidade celular (Figura 9.).
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Figura 9. O impacto do pré tratamento na replicacio de alfavirus em células musculares. Células
C2C12, diferenciadas em miotubos, tratadas 4 horas antes da infeccdo com diferentes concentragdes do composto
MMF, apresentou uma melhora no quadro da infec¢do pelo MAYV. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA
de uma via (*p < 0,05); (**p < 0,01).

Ao visualizar que o tratamento pré-infeccdo melhora a viabilidade celular, buscamos ver
se 0 tratamento pos-infeccdo também funcionaria. Entdo, apds infectar as células C2C12 com
CHIKV e MAYYV, deixar as células em estufa de CO2 pelo tempo de adsorc¢éo viral, e tratar as
células em diferentes concentragcdes do MMF, foi observado que os Miotubos ao serem tratados
somente apos infeccdo ndo mostraram diferencas em relacdo ao grupo Vehiculo (Figura 10). E
qguando tratados Pré e P6s infeccdo também ndo ha melhora na infeccdo pelos alfavirus. Ao
avaliar a replicagéo viral por ensaio de placas de lise ndo vemos uma diferenca na quantidade

de particulas formadoras de placas (PFU) por ml de amostra (Figura 11).
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Figura 10. O tratamento com MMF pés infeccéo e pré e pos infeccdo com diferentes concentracdes
na sobrevivéncia de miotubos. Células C2C12 diferenciadas em miotubos foram tratadas pré adsor¢do e pos
adsorcdo das particulas virais. (A) Viabilidade celular dos miotubos com o tratamento Pos infecgdo com diferentes
concentragdes. (B) Viabilidade celular dos miotubos com tratamento Pré e Pos infec¢do com concentracdo de
50uM. (D) Células C2C12 diferenciadas, Mock ou infectadas tratadas com 50 pM de MMF, imagem em campo
claro. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via (*p < 0,05); (**p < 0,01); (****p < 0,0001).
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Figura 11. Replicagdo viral do sobrenadante das células tratadas com MMF pés infeccéo e pré e pds
infeccdo com diferentes concentracfes na sobrevivéncia de miotubos. (A) Carga viral do sobrenadante das
células infectadas por MAYV e CHIKYV tratados p6s infec¢do e com diferentes concentragdes do MMF (B) Carga
viral do sobrenadante das células infectadas por MAYYV e CHIKYV tratadas Pré e P6s infec¢do com concentracdo
de 50uM do MMF

NoOs também avaliamos o efeito do tratamento em células C2C12 ndo diferenciadas
infectadas por CHIKV e MAYYV, sendo tratadas nos tempos pds adsorcdo e pré-pos adsorgao
viral. Nessas células foram observadas diferencas na infeccdo pelo CHIKV em todas as
concentracdes no tempo de tratamento pds-adsorcao, e parao MAY'V somente em 50uM houve
a melhora na viabilidade celular. E no tratamento pré e pds adsorcéo os dois virus apresentaram
melhora na viabilidade celular em 50puM (Figura 12.). A quantificagdo viral do sobrenadante

ndo mostrou variagdo em nenhum dos dois virus com o tratamento com o MMF (Figura 13.).
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Figura 12. O tratamento com MMF pds infeccdo e preé e pds infeccdo com diferentes concentragdes
na sobrevivéncia de mioblastos. (A) Viabilidade celular dos mioblastos com o tratamento Pos infeccdo com
diferentes concentracdes. (B) Viabilidade celular dos mioblastos com tratamento Pré e Pos infeccdo em diferentes
tempos e com concentragdo de 50uM. (D) Células C2C12 néo diferenciadas, Mock ou infectadas tratadas com
50puM de MMF, imagem em campo claro. A andlise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via (*p < 0,05);
(**p <0,01); (****p < 0,0001).
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Figura 13. Replicaggo viral do sobrenadante dos mioblastos tratados com MMF p6s infecgo e pré
e p6s infeccdo com diferentes concentracdes. (A) Carga viral do sobrenadante das células infectadas por MAYV
e CHIKV tratados pds infeccdo e com diferentes concentracdes do MMF (B) Carga viral do sobrenadante das

células infectadas por MAYV e CHIKYV tratadas Pré e Pds infeccdo com diferentes concentragfes do MMF.
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6. DISCUSSAO

A inducdo da producdo de ROS na infeccao por alfavirus artritogénicos tem sido
demonstrado em diversos modelos experimentais in vitro, com células HepG2 (células tumorais
hepéaticas humanas), J774 (linhagem de macrofagos murinos) e RAW264.7 (linhagem de
macrofagos leucémicos murinos) e células edoteliais (Camini, Caetano, et al., 2017;
Cavalheiro, Silva, et al., 2016; Teles, Souza, et al., 2024). A inducdo de ROS na infec¢édo por
esses virus também foi evidenciada no figado e no madsculo no curso da infeccdo em modelos
in vivo (Caetano, Camini, et al., 2019; Oliveira, Figueiredo, et al, 2024). Esses achados indicam
que os Alfavirus Artritogénicos, como o0 CHIKV e 0 MAYYV, sdo indutores de um desbalanco
no estado redox do organismo infectado. Apesar disso, nossos dados demonstram que as
enzimas antioxidantes ndao sdo induzidas a expressdo durante a fase inicial da infeccdo por
MAYYV e CHIKV. Essa auséncia da ativacdo dessas enzimas pode contribuir para o aumento
de ROS e lesdo tecidual evidenciado neste modelo de infeccdo (Oliveira, Figueiredo, et al,
2024).

Apenas na fase pos aguda, 0 MAYYV induziu a ativagdo das vias antioxidantes indicada
pelo aumento da expressdo das enzimas HIF-1 alfa, GSR, HO-1, GCL e GPX, sugerindo um
ativacdo tardia desta resposta, o que pode estar associada as diferencas nos mecanismos de
patogenicidade entre CHIKV e MAYYV, e podem refletir na gravidade e persisténcia dos

sintomas em ambas infeccdes, tornando-se alvo para estudos futuros.

O NRF2, um fator de transcricdo central para a defesa antioxidante, regula a expressao
de diversas enzimas protetoras. Em condi¢fes normais, NRF2 ¢ inativo ao se ligar a KEAP1
(proteina 1 associada a ECH semelhante a Kelch) sendo ubiquitinada e degradada pela via
proteassoma. No entanto, sob estresse oxidativo KEAP1 € oxidado, permitindo que a NRF2 se
transloque para o nucleo celular e se ligue a elementos ativos de resposta antioxidante (ARE),
promovendo a expressao de enzimas como GPX, HO-1, GCL, NADPH e HIF-1 alfa. (Kasali,
Shimizu, et al, 2020). Estudos anteriores ja provaram que a modulacdo da NRF2 pode trazer
melhora no quadro de infec¢bes virais. Em infeccbes pelo SARS-CoV-2 a ativacdo
farmacoldgica da NRF2 levou a protecdo celular, a promogéo do fendtipo anti-inflamatorio
durante a ativacdo de macrdfagos, prevenindo a producdo exacerbada de citocinas pro-
inflamatdrias e piroptose, e a inibicdo da propagacéo viral (Cuadrado, Pajares, et al., 2020). O
Bardoxolona metil (BM) inibiu a infeccdo pelo virus da raiva via ativagdo da NRF2,
promovendo uma resposta protetora em células da linhagem Neuro2a (N2a), principal célula-

alvo do virus da raiva. Além desses, o Fumarato de dimetila que tem como metabdlito ativo o
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MMF, inibe a proliferacdo e influéncia na apoptose de células infectadas pelo HTLV-1 (virus
da leucemia de células T humanas tipo 1), além de inibir o NF-xB (fator nuclear Kappa B)
(Sato, Maeta, et al., 2023). E o estudo do nosso laboratorio mostrou que 0 MMF reduz a atrofia
e a replicacdo viral em camundongos infectados por CHIKV e MAYYV ao estabilizar e ativar o
NRF2, induzindo a expressdo de genes de enzimas antioxidantes (Oliveira, Figueiredo, et al,
2024). No presente estudo a falta da resposta antioxidante durante a fase aguda da infecgéo
pelos Alfavirus artritogénicos e consequentemente a manutencdo do desbalango redox pode
estar relacionada a inflamacdo persistente e a manutencdo dos sintomas corroboram essas
evidéncias. Dados in vivo mostram que o estresse oxidativo, além de dificultar a regeneracéao
muscular, amplia a gravidade das infec¢Oes ao inibir ou ndo estimular a resposta antioxidante
natural do hospedeiro. Essa caracteristica exacerba os efeitos deletérios da infecgcdo e impacta

0s niveis do processo de recuperacdo celular (Oliveira, Figueiredo, et al, 2024).

Nesse contexto, o tratamento pelo MMF levando a uma melhora na estrutura muscular de
camundongos em 8 dpi e a reducdo dos niveis dos mediadores do processo de atrofia,
indicam que a inducdo de um ambiente antioxidante pode contribuir para a reducédo dos danos
induzidos pela infeccdo dos Alfavirus artritogénicos (Oliveira, Figueiredo, et al, 2024). Os
achados desse estudo, que demonstram que o tratamento de células musculares com MMF
influéncia na sobrevivéncia de células musculares murinas infectadas, mesmo sem a reducéo
da replicacdo e producdo viral, que corroboram com essa hipotese. Tal protecdo reforca a
importancia de explorar estratégias antioxidantes para mitigar os efeitos da infeccdo sem
depender exclusivamente de agentes antivirais. A auséncia de interferéncia na replicagéo viral
ressalta que seu efeito protetor esta relacionado a modulagéo da resposta celular, e ndo a uma
acao antiviral direta. Esses achados sdo positivos para o entendimento dos mecanismos de
protecdo celular durante infec¢bes por Alfavirus artritogénicos e apontam o MMF como uma

abordagem promissora para atenuar os danos celulares.

Estudos com silimarina, um fitoterapico hepatoprotetor, diminui a producdo de ROS em
células de hepatdcitos humanos infectadas pelo MAYYV. O tratamento com silimarina foi capaz
de diminuir os niveis de malondialdeido (MDA) e de proteina carboxiladas, demonstrando uma
reducdo no estrese oxidativo, e melhorar a sobrevivéncia celular (Camini, Silva, et al., 2018).
Com base nessas evidéncias, fica claro que a producdo de ROS e que o estresse oxidativo
representa importante mecanismo de patogenicidade do MAYYV, a intervencao por abordagens
antioxidantes se mostra potencialmente eficaz. Em outros estudos foi revelado que a producéo

de ROS, além de seu envolvimento na sobrevivéncia celular, pode ser um estimulo para a
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secrecdo de TNF na infeccdo pelo MAYYV em macréfagos (Cavalheiro, Silva, et al., 2016). A
reducdo de ROS por agentes antioxidantes, por exemplo, diminui a producdo de TNF em
macrofagos. Isso evidencia que a producdo de ROS podem também medeia a ativacdo da

inflamacéo durante a infecgdo pelo MAYYV, agravando as lesGes.

Os resultados desse estudo também indicam que abordagens terapéuticas focadas em
mitigar os efeitos secundarios das infeccBes por alfavirus artritogénicos, como o estresse
oxidativo, podem ser importantes para infeccbes que ainda ndo apresentam antivirais
especificos. A capacidade do MMF de criar um ambiente antioxidante sugere que outros
moduladores da via NRF2 também possam ser explorados como alternativas terapéuticas,
ampliando as possibilidades para o manejo clinico de doencas associadas ao estresse oxidativo
e a inflamacéo cronica (Timpani, Rybalka, 2020; Kaiser, Baniasadi, et al., 2021; Pang, Jiang,
et al., 2021). Embora 0 MMF se mostra promissor na reducdo da lesdo celular em infeccdes
por alfavirus artritogénicos, estudos adicionais sdo necessarios para a compreensao completa
de sua acdo durante a infeccdo, investigar os mecanismos de acdo do MMF, explorar condicdes
experimentais que possam potencializar o seu efeito protetor, bem como, avaliar outros
mediadores antioxidantes na resposta ao estresse oxidativo induzido por esses virus e que

possam reduzir os efeitos cronicos da infecgéo.
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7. CONCLUSOES

- A infeccdo pelo CHIKV ou MAYYV, ndo induzem a expressdo de enzimas antioxidantes em
resposta a infeccdo por alfavirus artritogénicos na fase de estabelecimento da infeccdo em

modelo de les&o grave;

- Alinfecdo pelo MAYYV, diferentemente do CHIKV, induz ao aumento da expressao de enzimas

antioxidantes em fases mais tardias da infec¢éo;

- O tratamento com o Monometil fumarato (MMF) mostrou-se seguro para células C2C12 em

concentracgdes de até 50 UM, enquanto as concentraces mais altas foram prejudiciais as células;

- Os diferentes regimes de tratamento com MMF foram eficientes na prevengéo da morte celular
em mioblastos e miotubos infectados por CHIKV ou MAYYV, destacando seu papel protetor

durante a infeccéo;

- O tratamentos com MMF n&o impactam na carga viral in vitro.
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