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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Infeccdo pelo virus Zika de cultura de explantes e células primarias de

placenta humana associada a terapia antiviral
LAUANA RIBAS TORRES

RESUMO

Em 2015, houve um surto da febre do Zika no Brasil e de nascimento de natimorto/bebés com
microcefalia e outras desordens neurolégicas de mées que foram acometidas pela infeccao, levando
a associacédo entre ZIKV e sindrome congénita. N&do esta claro como o virus alcanca o feto, mas a
placenta representa uma importante rota de transmissdo, desde que o virus foi detectado em
placentas de mulheres infectadas e de infeccBes experimentais in vivo e in vitro. Além desta lacuna
no conhecimento da transmisséo, ainda ndo existe tratamento profilatico e/ou terapéutico especifico
para pacientes e, em especial para gestantes infectadas. Desta forma, o objetivo do trabalho foi
implementar o cultivo primario de explantes e células de placenta humana a termo, a fim de
investigar a susceptibilidade e o perfil de infeccdo pelo ZIKV ex vivo, e utilizar este modelo
experimental para investigar, no contexto de reposicionamento de drogas, a atividade antiviral do
farmaco Nitazoxanida (NTZ). Para isto, foi utilizada a membrana fetal e vilosidade coribnica,
marcadas por anticorpos caracteristicos para fenotipagem de células placentarias, como a
citogqueratina-7 (CK-7) em células epiteliais e vimentina que exclui este tipo celular. Foi observado
gue os explantes em cultivo apresentaram integridade morfolégica, estrutural e fendtipo
caracteristicos. A membrana e vilosidade coribnica foram susceptiveis a infec¢édo, sendo que nas
vilosidades a infeccdo ocorreu somente em células vimentina+. O isolamento das células da
membrana fetal revelou maior rendimento e viabilidade das células amnidticas comparada as
coridnicas. As células amnitticas mantém sua homogeneidade morfologica e fenotipica CK-7+ em
98% da cultura, enquanto, as coridnicas apresentam uma cultura mista variando de 72% a 28% de
células CK-7+, de acordo com o rendimento de sua obtencao, podendo atingir 100% de vimentina+
ao longo do cultivo. O isolamento das células das vilosidades coribnicas foi realizado a partir de
explantes que se reorganizaram em esferoides formados por cerca de 30% de células CK-7+ e 60%
vimentina+, embora em perfis diferentes, as células proliferativas que formaram a monocamada
foram susceptiveis a infeccao, esses resultados necessitam ser melhor explorados. Quando células
aminidticas e coridnicas vimentina+ e CK+ foram infectadas com baixa multiplicidade de infec¢éo
(MOI 1) em diferentes tempos, os resultados demonstraram que amnion CK-7+ foram mais
susceptiveis. Empregando alta carga viral (MOl 10 e 20) na cinética de infeccdo de células
coribnicas foram observados elevados percentuais de infeccdo tempo-dependente (17% a 80%),
porém, quando comparada a infecgdo com MOI 20 por 48h de células coridnicas vimentina + e CK-
7+ 0s percentuais alcancados foram cerca de 56% e 77%, respectivamente, demonstrando que
células CK+ foram mais susceptiveis a infeccdo. A andlise por Microscopia Eletrénica de
Transmisséo das células coribnicas ndo infectadas demonstrou preservacao ultraestrutural. No
entanto, a infec¢do destas células levou a importantes alteragdes ultraestruturais, especialmente
alargamento e formacao de estruturas de membrana no reticulo endoplasmatico, com presenca de
particulas virais. Importantemente, foi determinada a atividade antiviral do farmaco Nitazoxanida
sobre culturas de células coridnicas CK+ infectadas com alta carga viral (MOI 20) por 48h, avaliando
reducdo de células infectadas por deteccdo antigénica, reducéo do efeito citopatico por ensaio de
plague e reducdo de carga viral por RT-gPCR. Foi observado que a concentragcédo de 50 pg/mL do
farmaco levou a reducéo de 79% de células infectadas, 100% do efeito citopético e cerca de 93%
do numero de coépias de RNA viral/mL no sobrenadante das culturas tratadas. Com o
desenvolvimento deste trabalho, reforcamos que este modelo experimental representa uma
excelente ferramenta para explorar aspectos bioldgicos da transmissdo congénita pelo ZIKV e
identificar moléculas antivirais, incluindo reposicionamento de drogas, especialmente para o
tratamento de gestantes infectadas.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ
Infection of primary human placental cells and explants by ZIKV associated

with antiviral therapy
LAUANA RIBAS TORRES
ABSTRACT

In 2015, there was an outbreak of Zika fever in Brazil and birth of stillbirth / infants with
microcephaly and other neurological disorders of mothers who were affected by the infection,
leading to the association between ZIKV and congenital syndrome. It is unclear how the virus
reaches the fetus, but the placenta represents an important route of transmission since the
virus was detected in placentas of infected women and experimental infections in vivo and in
vitro. Besides this lack of knowledge of the transmission, there is still no specific prophylactic
and / or therapeutic treatment for patients and, especially for infected pregnant women. In
order to investigate the susceptibility and profile of infection by ZIKV ex vivo, and to use this
experimental model to investigate, in the context of repositioning of drugs, the antiviral activity
of the drug Nitazoxanide (NTZ). For this, the fetal membrane and chorionic villi were used,
marked by antibodies characteristic for phenotyping of placental cells, such as cytokeratin-7
(CK-7) in epithelial cells and vimentin that excludes this cell type. It did observed that the
explants in culture showed characteristic morphological, structural and phenotypic integrity.
Chorionic membrane and villi were susceptible to infection, but the infection in the villi only
occurred in vimentin+ cells. Isolation of fetal membrane cells revealed higher yield and viability
of amniotic cells compared to chorionic. Amniotic cells maintain their morphological and
phenotypic CK-7+ homogeneity in 98% of the culture, while the chorionic cultures show a
mixed culture ranging from 72% to 28% of CK-7+ cells, according to their yield, reaching 100%
vimentin+ throughout the culture. Isolation of chorionic villus cells was performed from explants
that reorganized into spheroids formed by about 30% CK-7+ cells and 60% vimentin+,
although in different profiles, the proliferative cells that formed the monolayer were susceptible
to infection, these results need to be better explored. When aminiotic and chorionic vimentin+
and CK+ cells were infected with low multiplicity of infection (MOI 1) at different times, the
results demonstrated that amnion CK-7+ were more susceptible. Using a high viral load (MOI
10 and 20) in infection kinetics of chorionic cells, high percentages of time-dependent infection
were observed (17% to 80%), however, when compared to infection with MOI 20 for 48h of
vimentin+ and CK-7+ chorionic cells the percentages reached were about 56% and 77%,
respectively, demonstrating that CK+ cells were more susceptible to infection. Transmission
Electron Microscopy analysis of uninfected chorionic cells demonstrated ultrastructural
preservation. However, infection of these cells led to important ultrastructural changes,
especially enlargement and formation of membrane structures in the endoplasmic reticulum,
with the presence of viral particles. Importantly, antiviral activity of the drug NTZ was
determined on cultures of CK+ chorionic cells infected with high viral load (MOI 20) for 48h,
evaluating reduction of infected cells by antigenic detection, reduction of cytopathic effect by
plague assay and reduction of viral load by RT-gPCR. It did observed that the concentration
of 50 pg/mL of the drug led to the reduction of 79% of infected cells, 100% of the cytopathic
effect and about 93% of the number of viral RNA copies / ml in the supernatant of the treated
cultures. With the development of this study, we reinforce that this experimental model
represents an excellent tool to explore biological aspects of congenital transmission by ZIKV
and to identify antiviral molecules, including drug repositioning, especially for the treatment of
infected pregnant women.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ag - Antigeno

C - Proteina do capsideo

C6/36 - Célula de mosquito Ae. Albopictus clone 6 passagem 36
CMC - carboximetilcelulose

CMV - Citomegalovirus

DMEM - meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco

DMSO - Dimetil sulféxido

DNA - Acido desoxirribonucleico

E - Proteina do envelope

EC - Efeito Citopatico

EDTA - Acido Etilenodiamino Tetra-acético

FC - Fator de Correcéao

Fig. - Figura

h - hora

HBSS - Hanks’ Balanced Salt Solution

HCV - Virus da Hepatite C (do inglés: Hepatites C virus)

HEPES - Acido Etanosulfénico 4-2 Hidroxietil Piperazina-1

HIV - Virus da Imunodeficiéncia Adquirida (do inglés: Human immuno deficiency virus)
HHV - Virus herpes humano (do inglés:Human herpes virus)

ECso - concentracdo efetiva em reduzir 50% de células infectadas
IFN- Interferon

IFN- a- Interferon-alfa

IL- Interleucina

S| - indice de Seletividade (do inglés: Selectivity Index)

kDa - KiloDalton

L-15 - meio de cultura Leibowitz

LDso - dose letal que induz perda de viabilidade em 50% das células tratadas.
M - Proteina de membrana

MOI - Multiplicidade de Infecgéo

mRNA - Acido Ribonucléico mensageiro

MTT - Metil TiazolilTetrazdlio
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1. INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) foi descoberto em 1947 no continente Africano em Uganda,
desde entdo tem provocado infecgdes humanas esporadicas na Africa e Asia (Dick e
cols., 1952; Hayes, 2009). Em 2015, ganhou relevancia quando foi associado no Brasil
a ocorréncia de casos de microcefalia e outras alteracdes do sistema nervoso central
de natimortos/neonatos nascidos de maes que foram acometidas pela infec¢éo (Sarno
e cols., 2016; Brasil e cols., 2016). Em novembro de 2015 foi detectado o RNA viral
em amostras de liquido amniético de duas mulheres gravidas do estado da Paraiba,
cujos bebes foram diagnosticados com microcefalia (Calvet e cols., 2016). No mesmo
més o Ministério da Saude no Brasil estabeleceu a relacdo entre o aumento da
ocorréncia da microcefalia e infec¢do pelo ZIKV, através da detec¢do do genoma viral
em amostras de sangue e tecido de recém-nascidos no estado do Para (MS, 2015;
Martines e cols., 2016).

A fisiopatologia da transmissdo congénita estd pouco elucidada, mesmo
considerando o envolvimento de fatores virais, e imunes e genéticos do hospedeiro,
ainda nao se conhece o mecanismo pelo qual o virus alcanca o embrido/feto de
gestantes infectadas. E possivel que a infeccéo fetal ocorra pela passagem do virus
por espacos criados por lesdes e/ou inflamacdo que podem quebrar a barreira
placentaria (Baurakiades e cols., 2011; Kim e cols., 2015). Outra hip6tese é que o
virus alcance o feto através da infeccao de células que formam a barrreira placentaria
(Tabata e cols., 2016; Noronha e cols., 2016). Desta forma, estudos como 0 nosso
gue abordem a interacdo do ZIKV com células de placenta humana s&o de extrema
relevancia.

Além disso, apesar da infeccao pelo ZIKV representar atualmente um grave
problema de saude publica, ainda néo existe tratamento profilatico e/ou terapéutico
especifico para esta infec¢do. Neste sentido, o reposicionamento de farmacos pode
representar uma maneira mais rapida de se obter um medicamento eficaz durante
surtos epidémicos do ZIKV, especialmente aqueles classificados nas categorias A e
B pela FDA (food and drug admnistration), liberados para administracdo em gestantes,

como o Nitazoxanida (Cao et al., 2017).



1.1. Febre do ZIKA

1.1.1 Virus zika (ZIKV)

O virus Zika pertence ao género Flavivivirus da familia Flaviviridae. A particula viral
dos Flavivirus é constiuida por um envelope lipidico envolvido por proteinas
estruturais de superficie denominadas: envelope (E), membrana (prM/M) e capsideo
(C) (Simmons e cols., 2012; Green e cols., 2013; Ginier e cols., 2016) (Figura 1.1). A
proteina E é de suma importancia para ligacéo do virus a receptores glicoprotéicos da
membrana celular do hospedeiro no processo de internalizacdo. Além disso, possui
varios determinantes antigénicos, que a torna um alvo efetivo da resposta imune
protetora do hospedeiro (Rodenhuis-Zybert e cols., 2010).

O genoma viral € composto por um acido ribonucléico de fita simples, com
polaridade positiva (ssRNA+) e aproximadamente 10.862 nucleotideos (nt),
flanqueada por duas regibes nao traduzidas, 5 e 3° UTR (do inglés: untranslated
region). Possui na sua extremidade 5 uma estrutura CAP para reconhecimento de
ribossomos. Foi relatado que essas regifes nédo traduzidas estdo relacionadas a
replicacédo viral pela regulacéo da sintese de RNA e traducéo da poliproteina (Kuhn e
cols., 2002; Chen & Hamer, 2016). A porcdo N terminal do genoma codifica as
proteinas estruturais E e prM, enquanto que o restante do genoma codifica as
proteinas ndo estruturais (NS) NS1, NS2A-B, NS3, NS4A-B e NS5, que estdo
envolvidas no processo de replicacdo viral e regulacdo da resposta imune; Co-fator
da NS3; inibicdo da resposta antiviral do hospedeiro e RNA polimerase dependente
de RNA, respectivamente (Singhe cols., 2016; Charrel, 2016) (Figura 1.1).

A febre do Zika é uma arbovirose infecciosa, causada pelo ZIKV. E transmitida aos
seres humanos principalmente através da picada de mosquitos do género Aedes,
especialmente o Ae. aegypti em regides tropicais, sendo este 0 mesmo agente
transmissor do virus dengue, Chikungunya e febre amarela (WHO, 2017). Atualmente
tem sido descrito outras formas de transmissdo como a sexual e vertical (Dortenzio e
cols., 2016; Bin Cao, 2017).
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Figura 1.1: Estrutura genémica do virus Zika. O zika possui um RNA de cadeia
simples de sentido positivo (ssRNA+) que sera traduzido em uma Unica poliproteina
com 3 genes que codificam proteinas estruturais (C, M, E) e 7 nado estruturais, cujas
fungdes estdo em destaque. Modificado de Singh e cols., 2016.



O ciclo de replicagdo do ZIKV, até atualmente descrito, ndo difere dos demais
membros do género Flavivirus. Foi demonstrado que a adsorc¢éo viral é mediada por
receptores como TAM que compreendem uma familia Unica de receptores tirosina
quinases (AXL do inglés receptor tyrosine kinase) e (Tyro3 do inglés protein tyrosine
kinase), DC-SIGN (do inglés Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin), TIM-1 e TIM-4 (do inglés T-cell immunoglobulin and mucin
domain protein 1-4) (Hamel e Cols., 2015). Os alvos primarios da infec¢cdo séo
principalmente fibroblastos, queratinécitos e células dendriticas, o que correlaciona
com a transmissao vetorial através da picada do mosquito (Hamel e cols., 2015). Os
virus entram na célula hospedeira por endocitose mediada por Clatrina (Van der
Schaare cols., 2007). Apds a internalizacdo, a particula viral € envolvida pelo
endossomo, e devido ao ambiente &cido deste compartimento ocorre a trimerizacao
irreversivel da proteina E acarretando na fusdo da membrana viral com a membrana
do endossomo tardio (Harrison, 2008). Dessa forma, o genoma viral € liberado no
citoplasma, para replicacdo do RNA, traducéo e clivagem da poliproteina e montagem
no reticulo endoplasmatico, para posterior maturacdo no complexo de Golgi e
liberacé@o da particula viral madura ou Virion no meio extracelular (Lindenbach & Rice,
2007) (Figura 1.2).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2646114/#R147
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2646114/#R147
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Figura 1.2: Caminho de replicagao do ZIKV: a replicacdo de RNA ocorre dentro de
esférulas em cisternas no RE que protegem o dsRNA de iniciar uma resposta imune celular
(Etapa 1). Os virus sdo montados em cisternas de RE dilatadas préoximas ao sitio de
replicagdo de RNA viral (Etapa 2). Em vesiculas de transporte, os virus traficam para o
Golgi, onde a proteina prM de ZIKV é clivada pela furina, resultando na maturagao do virion
(Etapa 3). Virions traficam de vesiculas derivadas do Golgi para a membrana plasmatica,
saindo da célula por exocitose (Passo 4). Figura original de Rossignol e cols., 2017.



1.1.2 Epidemiologia

O ZIKV foi identificado pela primeira vez em 1947 na floresta ZIKA em Uganda,
isolado de macacos Rhesus (macaca mullata) sentinela. Em 1948 foi isolado
novamente de um “pool” de mosquitos Aedes africanus na mesma floresta (Dick e
Cols.,1952; Chan e cols., 2016) (Figura 1.3).

Os primeiros casos de infeccdo humana foram evidenciados na década de 50
através da detecgdo de anticorpos neutralizantes no soro de indios residentes da
Africa (Kokernot e cols., 1965), india e sudeste da Asia (Smithburn e cols., 1954;
Lagoa, 1967). Em 2007, ocorreu o primeiro surto em humanos na Asia (Duffy e cols.,
2009). Posteriormente, ocorreram infeccdes subsequentes pela Camboja, Filipinas e
Tailandia (Cao-Lormeau e cols., 2014). No ano de 2013, na Polinésia Francesa
ocorreram 0S primeiros casos graves da doenca com complicacdes neurolégicas, e
interessantemente esse surto foi concomitante ao surto provocado pelos sorotipos 1
e 3 do dengue (Cao-Lormeau e cols., 2014, 2016). Na ilha de Pascoa, préximo ao
Continente Americano, foi relatado 51 casos com a cepa da Polinésia Francesa no
ano de 2014 (Roth e cols., 2014; Lesser e cols., 2016) (Figura 1.4). No final do ano de
2014, o ZIKV se espalhou amplamente, atingindo mais de 50 paise pelas Américas
(Desai € cols., 2017; Fauci & Morens, 2016) (Figura 1.4).

Em 2015, no Brasil, ocorreu um surto de infeccado pelo ZIKV, Juntamente com a
ocorréncia de bebés com microcefalia (Brasil e cols., 2015). A incidéncia de ambos os
casos alertou as autoridades de saude sobre uma associacdo potencial entre a
infeccdo por ZIKV e microcefalia (Weaver e cols., 2016). Diante do alto numero de
casos, a OMS declarou Emergéncia de Saude Publica Internacional (ESPII) para ZIKA
e casos de microcefalia em 1° de fevereiro de 2016 (Lesser e cols., 2016). Os
primeiros casos confirmados da infeccdo foram reportados em abril de 2015 e
segundo dados do Ministério da Saude, até dezembro de 2016 foram notificados
215.319 casos da doenca no pais (Brasil, 2017) e 2.975 casos de microcefalia
associados ao ZIKV apenas no ano de 2015 (Ritter e cols., 2017; Brasil, 2016; Portal
saude, 2016; Singh e cols., 2016) Em novembro de 2016, embora 322 novos casos
de microcefalia tenham sido registrados no pais até maio de 2017, o Comité de
Emergéncia (CE) sobre zika e microcefalia convocado pela Diretora-Geral da OMS
considerou que o virus zika e suas consequéncias associadas continuam a ser um

desafio de saude publica que exige uma acao intensa, mas que ja ndo representa uma
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ESPII tal como definida no Regulamento Sanitario Internacional. Muitos aspectos
desta doenca e com sequéncias associadas ainda devem ser compreendidos (Figura
1.3).
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Figura 1.3: Linha do tempo de ocorréncia de surtos epidemiolégicos global de infecciao pelo virus
Zika.
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1.1.3 Manifestacdes clinicas e Patogénese

A patogénese do ZIKV ainda ndo esta bem estabelecida, cerca de 80% dos
individuos infectados ndo apresentam sintomas (Ritter e cols., 2017), no entanto,
alguns individuos podem manifestar sinais clinicos indiferenciados e autolimitante,
como: febre baixa, leves dores articulares, conjuntivite e exantema maculopapular que
duram aproximadamente 7dias. Porém, casos graves como sindrome de Guillan-
barré, Mielite aguda e doencas autoimunes, ja foram relatados (Cao-Lormeu e cols.,
2016; Mecharles e cols., 2016). Na fase de viremia, que compreende 0s primeiros dias
apos o aparecimento dos sintomas, € recomendado o isolamento do doente para
evitar picadas de mosquitos e infeccao de outras pessoas (WHO, 2017).

Segundo as recomendacdes do Ministério da Saude, o tratamento dos sintomas
brandos com paracetamol deve se indicado para dor e febre. Além disso, o uso de
antialérgico é indicado para tratar as erup¢des cutaneas. Assim como na dengue, o
tratamento com &cido acetilsalicidico e anti-inflamatorios nédo esteroidais é
desaconselhado devido ao risco aumentado de hemorragias (Atif Me cols., 2016;
CDC, 2016).

Até o ano de 2015, a febre do Zika sé apresentava como forma grave da doenca a
Sindrome de Guillan-barré. No entanto, ocorreu no Brasil um surto de Zika afetando
mulheres gravidas, cujos bebés nascidos vivos ou natimortos apresentavam
microcefalia; malformacéo congénita classificada como reducao da circunferéncia do
cranio e cérebro do feto, acarretando em incapacidade congnitiva, sensorial e motora
da crianca (Rodrigues, 2016; Tang., 2016; Zanluca e cols., 2015) (Figura 1.5).

Desde entdo, varios estudos confirmaram a associacdo da infeccdo por ZIKV e
microcefalia e o atual termo utilizado para os casos de transmissdo vertical é a
Sindrome da Zika Congénita (Costa e cols., 2016; Donald e cols., 2018). De fato,
estudos tem cada vez mais demostrado que ZIKV tem tropismos por células
progenitoras neurais humanas. Além de infectar e produzir alta taxa de replicacéo, o
ZIKV induzir apoptose e impede a diferenciacdo neuronal. Esses mecanismos

induzidos pela infec¢ao contribuem para a microcefalia (Li e Cols., 2016; Tang., 2016).



Bebé com tamanho tipicode Bebé com microcefalia Bebé com microcefalia
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Figura 1.5: Microcefalia: criangas com Microcefalia Moderada ou Grave associada a infecgéo
pelo Virus Zika, em comparagdo com um recém-nascido normal. Modificado de Petersen e
cols., 2016.

1.1.3.1 Transmissao Congénita do ZIKV

A infeccdo pelo ZIKV durante a gravidez esta associada a graves defeitos
congénitos, no entanto, as vias de transmisséo entre a mée e o feto ainda nédo estao
totalmente esclarecidas (Tabata e cols., 2016). A transmissao transplacentaria em
humanos pode ser favorecida por apresentar uma placenta hemocorial, representada
pelo estreito contato entre os tecidos fetal e materno (Parolini e cols., 2008; Kumpe &
Manoussaka, 2012). Isto aumenta a possibilidade de uma mae infectada propagar
agentes patolégicos para o feto, tanto por transferéncia hematogénica quanto por
infeccdo de células uterinas e placentarias (El Costa e cols., 2016).

Desta forma, diferentes rotas de transmisséo transplacentaria do ZIKV ao feto tém
sido descritas. Tabata e colaboradores (2016) em um estudo envolvendo células e
explantes de placenta humana demonstraram duas possiveis rotas de transmissao: a
paraplacental, onde a infecgcdo de células deciduais uterinas se propaga para a
membrana coribnica, atravessa esta barreira e alcanca o feto. E a placental, nesse
caso, 0 sangue materno contendo particulas infecciosas banha a placenta infectando

as células locais para alcancar os vasos fetais.
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Quick e colaboradores (2016) levantaram a hipotese de que macréfagos de
placenta humana (Células Hofbauer) quando infectados poderiam desempenhar um
papel chave na transmissdo do virus ao feto, uma vez que em seu estudo o ZIKV
infectou e replicou nas células de hofbauer de placenta humana. Sendo assim, esse
tipo celular que possui potencial migratorio pode transferir o virus para células da
placenta, bem como para os capilares fetais.

Véarios estudos reforcam que a infeccdo placentaria durante o periodo
gestacional possui uma relagdo com os casos de microcefalia. Malkar e colaboradores
(2016) demonstraram que foi detectada microcefalia com calcificacdo no cérebro fetal
e placenta materna no ultimo trimestre através de exame de ultrassonografia, essa
mae apresentou sintomas de ZIKA no primeiro trimestre da gestacdo. Martinés e
colaboradores (2016) detectaram RNA e proteina viral em tecido cerebral fetal e
placenta de mée infectada. Juntos esses dados reforcam a necessidade de estudos
com o modelo de infeccdo pelo ZIKV de células de placenta humana, para um melhor
entendimento dos fatores celulares, neste 6rgdo, que influenciam para o sucesso da

infeccdo e possivel descoberta de potenciais alvos de intervencéo.

1.2. Placenta Humana

1.2.1 Formacéo da Placenta Humana

A placenta € um anexo embrionario temporario que estabelece a interface materno-
fetal através de trocas fisiologicas, sem que haja o contato direto entre a circulacao
materna e fetal. Este 6rgdo € formado no inicio do periodo gestacional, mais
precisamente na segunda semana do desenvolvimento humano apés o processo de
implantacdo embrionaria. O processo de nidacdo, ou seja, fixagdo do embrido no
endométrio (mucosa que reveste a parede do Utero internamente) possui algumas
etapas especificas. A primeira delas denominada hatching (ecloséo), ocorre a saida
do blastocisto por ruptura ou degeneracdo da zona pellcida provocado por acéo de
proteases liberadas de células trofoblasticas. Além disso, outras etapas e processos
criticos ocorrem, como: aposicao do blastocisto no endométrio, adesao do trofoblasto
ao epitélio endometrial seguida de invasao da lamina basal e estromal (Padro, 2012;
Fitzgerald e cols., 2008) (Figura 1.6).

O preparo fisiolégico do endométrio para o processo de implantacao é regulado

pela liberagdo dos hormdonios estradiol e progesterona, além de outros biomarcadores,
11



pois estes influenciam ativamente na adesdo de moléculas na superficie endometrial
que facilitam a implantacdo do blastocisto (Blackburn, 2003) (Figura 1.6). Apds o
ancoramento do blastocisto no epitélio uterino, ocorre a fusdo e diferenciacdo das
células trofoblasticas, originando uma camada externa de células multinucleadas néao
mitéticas denominadas sinciciotrofoblastos e internamente um grupo de células
permanecem individualizadas e mononucleadas, altamente proliferativas, o0s
citotrofoblastos (CTBs) (Frost & Moore, 2010) (Figura 1.6).

Blastocisto Eclosdo do Aposigdo do Adesdo do Invasdo do Implantagdo
flutuante livre blastocisto blastocisto blastocisto blastocisto completa

K o0 0 e 1 [ 6 ) ) L3 o £330 O 0 I A2

BL: Blastocisto

ZP: Zona pelucia

LE: Lumen epitelial do endométrio
CT: Citotrofoblasto

LIF: Fator inibitério de Leucemia
P: Pinopode

EG: Epitélio glandular

ST: Sinciciotrofoblasto

IL-1: Interleucina-1

Figura 1.6: Implantacdo do Blastocisto: 1-Blastocisto livre no Utero cercado por zona
pelacida. 2-Blastocisto eclodindo da zona pellcida. 3-Aposi¢cdo gradual de blastocisto ao
endométrio, delineado por dois biomarcadores importantes para aceptividade endometrial,
Pinopodes e LIF. 4-O blastocisto adere ao endométrio e produz o préprio LIF e eleva o0 nUmero
de Pinopodes na superficie endometrial, ocorre diferenciacdo de citotrofoblasto em
sinciciotrofoblasto. 5-sinciciotrofoblasto invade o epitélio luminal, secreta citocinas como IL-1,
gue por sua vez estimula a expressao de LIF no endométrio. 6- A implantacao esta completa,
a partir deste momento se inicia o processo de diferenciacéo para formacéo do embrido e os

anexos embrionarios. Adaptado de Fitzgerald e cols, 2008.
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A partir da multiplicagcdo desses tipos celulares, as vilosidades coridnicas da
placenta sao formadas (Blackburn, 2003; Sadler, 2016). Os citotrofoblastos (CTBS)
proliferativos diferenciam em trofoblasto extraviloso (TEVS) e migram para utero na
decidua basal fazendo o processo de remodelamento das artérias uterinas (Figura
1.8), assegurando o fluxo sanguineo para o espaco interviloso (EL Costa e cols., 2016;
Smith, 2000). O passo seguinte é o processo de placentacdo, ou seja, a instauracao
vascular final, e em torno do quarto més de gestacao sua estrutura hemocorial esta

totalmente estabelecida (Marostica, 2011) (Figura 1.7).

Vilosidades Decidua materna

— =
Remodelamento Vascular

Figura 1.7: Instauragdo do sistema vascular maternofetal na placenta humana. PV-vaso
placentario; pF-fibroblastos placentarios; vCTB-citotrofoblasto viloso; S-sincicio; eCTB-
citotrofoblasto endovascular; CCT-trofoblasto de coluna celular; iICTB-citotrofoblasto
intersticial; UNK-célula NK uterina; GC-célula gigante; DF-fibroblastos deciduais; SA-artéria
espiral; SMC-célula de musculo liso e EC- célula endotelial. Modificado de Knoéfler &
Pollheimer., 2013.
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1.2.2 Estrutura e Funcgédo da Placenta Humana

A placenta a termo € discoide e possui entre 15 e 20 cm de diametro,
aproximadamente 3 cm espessura e pesa entre 500g e 600g. No momento ou apés o
parto, ela se desprende e é expelida da cavidade uterina. A superficie materna da
placenta a termo é facilmente reconhecida, uma vez que possui os cotilédones, que
sdo regides salientes separadas por septos da decidua e recobertas por uma fina
camada decidual (Figura 1.8B). Ja a superficie fetal é encoberta na placa coribnica
pela membrana fetal (Gmniom e cérion). E possivel observar também artérias, veias e

vasos coribnicos que se dirigem ao corddo umbilical (Sadler, 2016) (Figura 1.8A).

Cordao umbilical

Cotilédone

Decidua basal
removida

Placa coridnica

Vasos coridnicos

Chorion

Figura 1.8: Placenta a termo. A- face fetal presenca de corddo umbilical e @mnion cobrindo
a placa coribnica, B- Face materna com presenca de cotilédones e C- Membrana fetal
separada mecanicamente em corion e amnion.
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1.2.2.1 Vilosidades Coribnicas

A placenta é um 6rgdo altamente vascularizado de suma importancia para o
desenvolvimento embrionario. Com relacdo a sua anatomia, a placenta a termo é
composta pela placa coridnica e placa basal que circundam o espaco interviloso, como
cobertura e parte inferior, respectivamente. Entre essas duas regides, estdao as
principais estruturas relacionada a funcionalidade da placenta, as vilosidades
coribnicas. Esses arcaboucos ramificados sdo amplamente distribuidos em todo
espaco interviloso, onde estao presentes os vasos fetais. No espaco interviloso as
vilosidades coridnicas sdo banhadas pelo sangue materno, onde ocorrem as trocas
materno-fetais (Benitschke & Kaufmann, 2000; Gudee cols., 2004) (Figura 1.9). O
sangue materno entra neste espaco vindo das artérias espirais localizadas no
endométrio uterino e retorna pelas veias endometriais da decidua basal. O sangue
oxigenado rico em nutrientes é capturado pela veia e/ou vénula nas vilosidades e
transportado para o feto através da Unica veia umbilical, enquanto o sangue fetal
pouco oxigenado e rico em excretas é liberado por duas artérias umbilicais nas artérias
e arteriolas presentes nas vilosidades coridnicas, de onde passa para o espaco
interviloso e sé&o captados pelas veias endometriais (Blackburn, 2003) (Figura 1.9).
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Figura 1.9: Estrutura anatémica e circulagdo uteroplacentéria. Note como ocorre a
circulacdo placentaria fetal e materna, o transporte de sangue pelas artérias e veias
umbilicais. Moore e cols., 2012.

No tocante a funcionalidade da placenta humana, como descrito anteriormente,
este 6rgdo é de suma importancia para o0 sucesso gestacional, tendo em vista a
variedade de trocas, producao e atividades de diversas moléculas de sinalizacao
transplacentaria necessarias para o desenvolvimento embrionario e fetal. Podendo
considerar como principais as fungbes de: transporte; metabolismo; protecdo e
enddcrina (Brolio e cols., 2010).

A placenta atua na transferéncia de gases respiratorios materno-fetal, gracas a alta
permeabilidade das membranas placentarias, especificamente das vilosidades. Dessa

forma, a difusdo do oxigénio ocorre de forma répida e eficaz do sangue materno para
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o fetal, bem como o diéxido de carbono do sangue fetal para o maternal. Além disso,
a eficiéncia desta troca gasosa também esta relacionada ao fato da hemoglobina fetal
ter maior afinidade ao oxigénio e menor afinidade ao diéxido de carbono em relacéo
a hemoglobina materna (Gude, 2004).

A importancia do transporte e metabolismo de carboidratos através da placenta
esta diretamente relacionada a necessidade fetal ao consumo de energia, sendo a
glicose o principal hidrato de carbono transportado pela placenta por difuséo facilitada,
auxiliada por proteinas como, as transportadoras de glicose (GLUTS) presentes nas
membranas das vilosidades coridnicas. Este processo de absorcdo e conversao da
glicose em outros substratos € regulado pelos sinciciotrofoblastos (llisley, 2000;
Osmond e cols., 2001; Bauman e cols., 2002).

Diversas vitaminas, ions inorganicos, agua e minerais também s&o transferidos ao
feto através da placenta, no entanto, por mecanismos distintos. A agua depende da
pressdo hidrostatica e osmdética para sua transferéncia (Stulc,1997). J4 as vitaminas
sao transferidas do sangue materno para o fetal por associacdo muitas vezes a
proteinas, como por exemplo, o ferro que se associa a transferrina, o que também
vale para alguns minerais (Cariappa e cols., 2003). O transporte de ions € um pouco
mais complexo, porém na placenta sistemas de transporte ativo como Na/K ATPase,
Ca ATPase, entre outros sdo responsaveis por esse tipo de transferéncia (Sibley e
Cols., 2002).

A placenta também possui fungdes endocrinas importantes, pois produz
horménios, citocinas e fatores de crescimento que sdo essénciais para a regulacéo
da interface maternofetal, bem como, expressdo de enzimas envolvidas nho
metabolismo hormonal. Dentre os principais hormonios placentarios, o mais explorado
€ a gonotrofina coribnica humana (hCG), produzido pelo sinciciotrofoblasto e fornecido
na circulacdo maternofetal, podendo ser detectado no soro materno de 6 a 8 dias apés
a implantacédo e alcancando o pico em 60 a 90 dias de gestagdo quando inicia o
periodo de declinio, por isso institui a base dos testes de gravidez (Malassine &
Cronier, 2002). A hCG é uma glicoproteina com a principal funcédo de manter o corpo
lateo para garantir a producdo de progesterona até a placenta ser formada, além da
participagcédo na estimulacdo da fusao de citotrofoblasto e diferenciacéo funcional do
trofoblasto viloso, que também é modulado por estradiol e glicocorticoide (Malassine
& Cronier, 2002). Ademais, ela regula a sintese de testosterona pelas células de
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Leydig fetais, desempenhando um papel importante no desenvolvimento do feto
(Molina, 2014).

Também ha outros hormdnios protéicos importantes, como o lactogénio
placentario humano (hPL) que é sintetizado pelo sinciotrofoblasto e liberado na
circulacado materna e fetal. No feto o hPL participa da modulac&o do desenvolvimento
através da estimulo a producéo de IGF, insulina, além dos hormdnios adrenocorticais
e o surfactante pulmonar (Molina, 2014). J& o horménio do crescimento humano (hGH)
durante a gestacéo é expresso predominantemente na placenta e nao é liberado para
o feto, por isso, acredita-se que este nao tenha relacdo direta sobre o crescimento
fetal. Na mae, participa na producéo de outras substancias, além de disponibilizar para
o feto maiores concentracdes de glicose e aminoacidos (Handwerger & Freemark,
2000). A placenta humana também tem por funcdo a producdo de horménios

esteroides como estrégeno e progesterona.

1.2.2.2 Membranas Fetais

7

A membrana amnidtica humana ou amnion € a superficie mais interna da
membrana fetal, esta constituiu a cavidade amnioética, que envolve o feto em
desenvolvimento e é preenchida pelo liquido amniético (Figura 1.10). Esta face
membranar, possui de 0,02 a 0,5 mm de espessura e € formada por 5 camadas. A
primeira, constituida por uma monocamada de células epiteliais linearizadas sob a
lamina basal, além disso, possui uma regido avascular denominada “estroma”. Essa
regido estromal é composta por uma camada compacta rica em colageno, uma
camada de células mesenquimais amnidticas finalizada por uma camada esponjosa.
(Malhotra & Jain, 2014; Bourne, 1960; Ramuta & Kreft, 2018) (Figura 1.10).

A superficie da membrana em contato com o Utero materno € denominada
membrana coriénica ou corion e possui além de células coribnicas, uma camada de
mesoderma com regides mesodérmicas e trofoblasticas (Romero e Cols., 2006)
(Figura 1.10).
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Figura 1.10: Anatomia da membrana amniocoridnica humana. As superficies da
membrana sdo compostas pelo amnion (fetal) e corion (materna). A regido mais interna é
constituida por células mesenquimais amniéticas e coribnica dividas por tecido esponjoso.

Modificado de Heckmann e cols., 2016.

A membrana amniocoribnica se rompe durante o processo de trabalho de parto
devido as contracfes uterinas, se tratando de um parto a termo. Quando a mesma é
rompida antes do periodo final da gestacéo, isso acarreta em um parto prematuro,
este fato € considerado um fator de risco importante no que diz respeito a morbidade
e mortalidade neonatal (Uchide e Cols., 2016). De fato, além da protecéo fisica, esta
membrana possui diversas outras funcdes desejaveis para um bom desenvolvimento
fetal como, sintese de fatores de crescimento e citocinas; transporte de 4gua e solutos;
manutencdo de pH; além de formar limites entre o espaco fetal e ambiente decidual
materno, formando uma barreira defensiva contra microorganismos patogénicos e
outros agentes teratogénicos (Grossman & Dennis,1987).

Esta membrana também tem sido muito estudada nos Utimos anos, por apresentar
células mesenquimais amnidticas que possuem alta propriedade de pluripoténcia,
com capacidade de se diferenciar nas diferentes linhagens celulares que constituem
as trés camadas germinativas (ectoderma, mesoderma e endoderma). Este fato tem
atraido diversos grupos de pesquisa da area de transplantes de tecidos, por
representar uma fonte promissora de terapia baseada em células tronco, escapando
de questdes éticas, ja que este 6rgao transitorio € descartado apods o parto (Mamede

e cols., 2012; Dua, 2004; Lee & Tseng, 1997; Hassan e cols., 2013).
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1.3 Compostos com Potencial Atividade anti-ZIKV

1.3.1 Reposicionamento de drogas

O reposicionamento de farmacos tem por meta identificar e desenvolver novos usos
para medicamentos existentes. Tem sido uma estratégia muito importante para as
industrias farmacéuticas (Figura 1.11). As industrias investem fortemente no
desenvolvimento de farmacos desde o processo de descoberta de uma molécula
potencial para determinada patologia. No entanto, na grande maioria das vezes ao
final poucas realmente demonstram ser eficazes para 0 uso terapéutico desejado.
Levando em conta que todo esse processo leva aproximadamente 15 anos, e o
retorno financeiro tem sido insatisfatério, com o reposicionamento de farmacos é
possivel otimizar o tempo e aglizar o processo de descoberta de farmacos (Ashburn
& Thor, 2004).

O reposicionamento de farmacos, nada mais é que, a utlizacdo de um
medicamento que foi desenvolvido para a terapia de uma determinada doenca, ser
também, utilizado para terapia de outra patologia. Muitas vantagens podem ser
evidenciadas por essa estratégia, como, as informacdes farmacolégicas e de
producao ja disponivéis, além de toda etapa de seguranca e toxicidade ja verificadas
(Shim & Liu, 2014; Ashburn & Thor, 2004).

Grandes empresas e 6rgaos de saude reconhecidos mundialmente, como National
Institutes of Health (NIH) tem adotado um sistema de bibliotecas de farmacos/drogas
ja aprovadas por empresas reguladoras com a FDA (food and drug admnistration),
com o objetivo de testar milhares de compostos concomitantemente em células de
linhagem. Através de uma triagem automatizada de autorendimento, compostos que
exibem alguma atividade contra o patdgeno em questdo ou alguma acao terapéutica,
€ selecionado e denominado composto Hit, tornando-se candidato terapéutico a

determinada enfermidade (Tjioe, 2015).
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Figura 1.11: Comparagdo dos processos de descoberta de farmacos cléassica e o
reposionamento de farmacos.l- Descoberta de alvos. 2- Descoberta e triagem. 3-
Otmizacdo. 4- Farmacocinética. 5- Desenvolvimento. 6- Registro/regulamentacédo. Adaptado
de Ashburn & Thor, 2004.

1.3.1.1 Antiviral Sobre o ZIKV

A epidemia de ZIKA aqui no Brasil foi desastrosa e nos coloca a frente de uma
necessidade da busca por terapia especifica, principalmente para gestantes
acometidas por essa infec¢ao, a fim de bloquear a transmisséo congénita de ZIKV.

Embora varias vacinas estejam em desenvolvimento com diferentes tecnologias,
nenhuma foi licenciada para prevenir essa doenca, até 0 momento. As medidas de
prevencao, portanto, sdo as mesmas utilizadas para todos os casos de arboviroses
que ndo possuem vacinas disponiveis, a protecdo individual contra picadas de

mosquitos com o uso de repelentes e o controle vetorial (Musso & Gubler, 2016).
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Foi demonstrado em modelos de infeccdo pelo ZIKV, o efeito antiviral da
Cloroquina, droga utilizada na clinica para o tratamento da maléria. Neste estudo o
tratamento de células tronco neural humana, células endoteliais da microvasculatura
cerebral humana, neurosferas de camundongo e células de linhagem Vero com
Cloroquina, reduziu significativamente a infec¢ao nos diferentes tipos celulares, sem
causar citotoxicidade (Delvecchio e cols., 2016).

Recentemente, o Sofosbuvir; Cloroquina; Mefloquina, aprovados pela FDA
demonstraram inibir a replicacdo de ZIKV in vitro e in vivo (Bullard-Feibelmanet e cols.,
2016; Sacramento e cols., 2016; Delvecchio e cols., 2016; Barrows e cols., 2016;
Ferreira e cols., 2017). A atividade anti-ZIKV do Arbidol (umifenovir), um medicamento
antiviral ja utilizado na clinica em varios paises contra o virus da gripe, também poi
demonstrada. Neste estudo, o composto exerceu atividade tanto contra a cepa
Africana quanto a Asiatica em culturas de células de linhagem, células primarias
epiteliais vaginais e cervicais humanas. O Arbidol protegeu as culturas de contra os
efeitos citopaticos causados pela infeccéo viral e seu mecanismo de acao parece ter
ocorrido na etapa de adsorcéo viral, pois sua acao foi mais eficaz quando o tratamento
das células foi realizado antes da inoculacao viral (Fink e cols., 2018).

Li e colaboradores (2017) realizaram um estudo de triagem de compostos, no
contexto de reposiconamento de drogas, onde o alvo de estudo foi 0 complexo NS2-
NS3 de ZIKV. Este complexo de protease desempenha um papel chave no
processamento da poliproteina viral. Neste estudo, a Nitazoxanida demonstou ser um
candidato pontente como inibidor da interacdo NS2-NS3 protease na concentragéo de
4 uM, agindo no processamento da poliproteina e inibindo a replicacéo viral.

Ainda no contexto do reposicionamento de drogas, um estudo com bromocriptina,
mostrou efeitos inibitérios da replicacdo viral do ZIKV in vitro demonstrados por
ensaios de reducao de plaque e efeito citopético. Esse efeito foi demonstrado de 0 a
12h apos infecgéo de culturas de células VERO, sugerindo que seu mecanismo de
acdo ocorre durante eventos apos internalizacdo. Diante desse achado, Chan e
colaboradores (2017) utilizaram um modelo de “doking” para investigar os possiveis
mecanismos de acdo do composto, e a molécula bromocriptina interagiu com sitios
ativos da protease viral NS2B-NS3 do ZIKV demonstrando que sua a¢ao pode ser por
ocupar o sitio ativo e assim inibir a atividade da protease viral. Para fins confirmatorios
0s pesquisadores realizaram um ensaio de inibicdo da protease por fluorescéncia e

de fato a molécula testada inibiu atividade da protease viral (Chan e cols., 2017).
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1.3.1.2 ANNITA® - Nitazoxanida

A Nitazoxanida, o farmaco utilizado no atual estudo, € comercializada no Brasil
como ANNITA®, e rotineiramente utilizado na clinica, principalmente na pediatria para
o tratamento de infec¢Bes helminticas, parasitarias, além das gastroenterites virais
(detalhamento na Bula, anexo 1) (Cabello e cols.,1997; Abaza e cols.,1998; Rossigno
e cols., 2006).

Este medicamento é aprovado pela FDA, 6rgdo americano que regula a producgéo e
venda de medicamentos nos EUA, e no Brasil é aprovado pela ANVISA. A
Nitazoxanida esta na categoria B, que indica a administracdo em gestantes quando o
beneficio de seu uso supera 0s riscos teratogénicos.

Este farmaco (Figura 1.12) apOs administrado por via oral € hidrolisado
imediatamento em seu metabolito ativo, denominado Tizoxanida (Belardo e cols.,

2015). A formula molecular da Nitazoxanida € C12H9N3OsS.

Nitazoxanide
GHE N/zk
H s o,
Tizoxanide Anmt_a‘ 3
nitazoxanida
e 20mg/m|
I I “T“‘ : Via Oral .
g o
H

VENDA 508
PRESCRIGAO MEOICA

NO. I |

Figura 1.12. Estruturas quimicas de nitazoxanida e tizoxanida. Medicamento Annita®, po

para suspenséao oral 20mg/mL.

Embora pouco se saiba da diversidade dos possiveis mecanismos de acdo da
Nitazoxanida e seu metabdlito, alguns estudos demonstraram que este medicamento
age atraves da inibicdo de enzimas essenciais para a vida de protozoarios, bem como

de alguns helmintos, além de inibir proteinas primordias para replicacdo e estrutura

23


https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%A9nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%A9nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre

viral (Rossignol, 2006; Rossignol & El-Gohary, 2006; Korba e cols., 2008; Adagu e
cols., 2002).

Este agente possui amplo espectro antiviral contra diferentes virus, como os da
gripe A e B, incluindo os Influenza, virus DNA e RNA de familias distintas como o virus
dengue, febre amarela e o virus respiratério sincicial (Rossignol e cols., 2014). Esses
testes foram realizados in vitro e muitos deles ja avancaram para os testes clinicos
indicando um papel potencial para o tratamento de varias viroses (Sleeman e cols.,
2014; Rossignol e Santoro, 2014; Haffizulla e cols., 2014).

A Tizoxanida também tem demonstrado uma boa atividade contra virus da familia
Flaviviridae em ensaios in vitro, utilizando modelo de cultura de células. Por exemplo,
guando essa molécula foi utilizada em experimentos realizados com cultura de células
VERO frente a infeccdo com DENV-2 e YFV, foi observada uma reducéo significativa
do percentual de infeccdo, nas células tratadas quando comparada a células ndo
tratadas (Rossignol e Santoro, 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Implementar o cultivo de explantes e células primarias de placenta humana a termo

ex vivo para avaliacdo da infec¢ao pelo ZIKV e terapia antiviral.

2.2. Objetivos Especificos

1. Sequenciar a cepa ZIKVER do virus ZIKV apds propagacao.

2. Caracterizar morfologica e fenotipicamente os explantes e células primarias de
placenta.

3. Avaliar o perfil de infec¢do e susceptibilidade ao ZIKV nos explantes e células
primarias de placenta.

4. Avaliar o efeito antiviral do farmaco Nitazoxanida em cultura de explantes e células

coribnicas infectadas pelo ZIKV.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Manutencao das linhagens celulares, propagacao e titulacao viral

3.1.1. Linhagem de Célula C6/36 do Mosquito Aedes albopictus

A propagacéo viral foi realizada por passagens em clone C6/36 obtidas do mosquito
Aedes albopictus. As culturas foram mantidas em estufa a 28°C em garrafas de 25cm?
de area de cultura com meio Leibowitz L-15 suplementado com 10% Soro Fetal Bovino
(SFB), 10% triptose fosfato, 100 U/ml penicilina e 100 pg/ml estreptomicina, 2% L-
glutamina, 1% aminoacidos ndo essenciais e 1,5% bicarbonato de sodio. O
procedimento de dissociacao das células foi realizado por tripsina 0,25%, em seguida
as células foram lavadas, centrifugadas a 250g/ 10 min. para quantificacdo em camara
de Neubauer ao microscopio Optico. As células foram congeladas a uma concentracao
de 2x108/ml em meio Leibowitz L-15 contendo 20% SFB e 10%DMSO em tubos de
criopreservacao e armazenados em nitrogénio liquido ou plaqueadas para 0os ensaios

de proucédo de massaviral viral.
3.1.2. Linhagem de Célula Vero de Mamifero Primata ndo humano

As células de linhagem Vero (fibroblasto de rim de macaco verde (Cercopithecus
aethiops)) foram cultivadas em garrafas de 25 ou 75 cm? de area de cultura contendo
meio RPMI 1640 suplementado com 10% SFB, 100 U/ml penicilina e 100
pg/mlestreptomicina, 2% L-glutamina e 1% HEPES. As culturas foram mantidas a
37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO2. O procedimento de dissociacdo das
células foi realizado por solucdo de 0,25% tripsina e 0,025% EDTA por 3 minutos a
37°C e, em seguida as células foram quantificadas em camara de Neubauer ao
microscopio éptico. As células foram congeladas a uma concentragcdo de 2x10%/ml
em meio RPMI 1640 contendo 20% SFB e 10% DMSO em tubos de criopreservagao

e armazenados em nitrogénio liquido ou plaqueadas para os ensaios de Plaque.

3.1.3. Massa Viral
Células C6/36 com 80% de confluéncia foram infectadas com a Multiplicidade de
infeccdo (MOI=razéo do nimero de virus por nimero de células) 0,01 da cepa ZIKVER

por 1h/a 28°C, sob agitacdo a cada 15 min. em meio de cultura Leibowitz L-15
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suplementado com 2% SFB. Apdés o periodo de adsorcdo viral, o inéculo foi
descartado e adicionado 5 ml de meio de cultura Leibowitz L-15 suplementado com
2%SFB. As culturas foram mantidas em estufa a 28°C por 7 dias para
acompanhamento do efeito citopatico. Posteriormente, o sobrenadante das culturas
foi coletado, centrifugado a 250g /10 min. para retirada de restos celulares. Em
seguida, foi congelado a -70°C para posterior titulagcdo por ensaio de Plaque.

3.1.4. Ensaio de unidades formadoras de placas (Plaque)

O virus propagado foi titulado em cultura de células Vero pelo ensaio de Plaque. Em
resumo, as células foram semeadas em placas de 24 pocos na densidade celular de
15 x 10* células/pogo e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2 por
24 horas. ApoOs esse periodo, o meio de cultura foi retirado e as células foram
inoculadas com 100 pl das diferentes diluicées seriadas da massa viral (101 a 10-10)
em meio ndo suplementado de cultura RPMI 1640, em triplicata, seguido de incubacao
durante 1 h/37°C, sob agitagcdo a cada 15 minutos. Em seguida, a cada poco foi
adicionado 1 ml do meio semi-solido RPMI 1640 contendo 3% carboximetilcelulose
(CMC), 10% meio 199 10X, 5% SFB, 5% bicarbonato de sddio e 100 U/mL penicilina
e 100 pg/mL estreptomicina, seguindo a incubacéo a 37°C por 7 dias. Apés, as células
foram fixadas com 3,6% formaldeido overnight e coradas com 0,04% cristal violeta
durante 1lh/temperatura ambiente. O numero de placas de lise foi quantificado para
calculo de unidade formadora de Plague da amostra, e o titulo viral determinado de
acordo com a férmula T = M x ID x FC, onde: (T) titulo expresso em PFU/mL = (M)
média do n° de placas de lise contadas em uma determinada diluicdo x (ID) Inverso
do fator de diluicdo, onde as placas de liseforamcontadas x (FC) fator de corre¢céo do
in6culo para mL (De Madrid &Porterfield, 1969). Os resultados foram expressos como

unidades formadoras de placas (do inglés PFU/mI).

3.2. Virus Zika (ZIKV)

Os estudos foram realizados com a cepa do ZIKV ZIKVBR (Acesso GenBank -
KX212103), cedido pela equipe da Dra. Ana Bispo do laboratorio de Flavivirus
(IOC/FIOCRUZ).
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3.2.1. Sequenciamento Nucleotidico

Extracdo do acido nucléico, amplificacdo, sequenciamento nucleotidico e analise

A extracao do ZIKV-RNA foi realizada utilizando-se o kit comercial “QlAamp Viral RNA
Mini Kit” (QIAGEN, Hilden, Alemanha), de acordo com as instrugdes do fabricante. A
sintese do cDNA e amplicificacdo parcial da regido que codifica para a proteina nao
estrutural NS1 do genoma do Zika virus (RT-PCR) foi realizada, usando as enzimas
SuperScript® 11l One-Step RT-PCR System with Platinum® Taq DNA Polymerase e a
Tag DNA Polimerase (Invitrogen, Inc), respectivamente por meio de uma reacdo de
RT-PCR seguida de semi-nested. Foram utilizados os seguintes primers*: Zk-
PyroF_Zk (5° TGGAAAACATHATGTGGARATCA 3°, 2618-2639) e os reversos Zk-
PyroR1 (5° CGGCTGGRTCACAYTCTARTGAAT 37, 2976-2953-) e 0 Zk PyroR2 (5°
ACTAGTGTGRAADACYCCRAACC 37, 2927-2905), respectivamente, conforme
previamente descrito em Rodrigues, 2017. As reacdes foram submetidas as seguintes
condicbes de termociclagens padronizadas para este estudo e executada no
equipamento 9700 GeneAmp PCR Thermocycler (Applied Biosystem, Foster City,
USA): a primeira fase foi a 50-C durante 30 min seguido pela inativagdo do dominio
da transcriptase reversa a 95°C/2 min, com posterior inicio de 20 ciclos a 95°C por 1
min, 45-C por 1 min, e 68-C por 1 min. Essas condi¢cdes foram repetidas por mais 20
ciclos, agora com uma temperatura de anelamento de 60 -C, seguido por um passo
de alongamento final a 68-C por 5 min. O segundo “round” foi realizado com 20 ciclos
94 -C por 1 min, 57 -C por 45 s e 72 -C 1 min, com extensao final 72 -C por 10 min. A
amplificacéo foi confirmada pela visualizacdo da banda esperada correspondente ao
um tamanho de um de 311 pb em gel de agarose a 1,5% em TAE 1 x. Os produtos de
PCR foram purificados utilizando o kit da Roche (High Pure PCR Product,
http://lifescience.roche.com/) e a quantificacdo foi subestimada através de analise
comparativas dos amplicons com marcador de massa molecular (low DNA Mass,
Invitrogen/Life Technologies). O DNA foi submetido ao seqiienciamento nucleotidico
pelo método de Sanger através da Plataforma de Sequenciamento automatizado de
DNA PDTIS/FIOCRUZ (ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems). As seqiiéncias
nucleotidicas obtidas foram alinhadas, editadas e analisadas por meio dos programas

Bioedit (Hall, 1999) e MEGA7 (Tamura et al., 2007) e as sequencias foram entao
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submetidas ao programa de busca local de identidade nucleotidica BLAST: Basic
Local Alignment Search Tool - NCBI — NIH (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

*

H=A,C, T

R=A, G

Y=C, T

D=A,G, T

3.3. Explantes e Células Primarias de Placenta Humana a Termo

3.3.1. Placenta e explantes

Como critério de inclusdo, foram utilizadas placentas livres de infeccdes e sem
alteracdes genéticas e clinicas, placentas provenientes de gestantes atendidas no
Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Crianca e do Adolescente Fernandes
Figueira (IFF/FIOCRUZ), mediante a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE, anexo 2) (CEP 2.729.444, anexo 3). Os explantes da vilosidade
coribnica e membrana fetal amniocoribnica foram separados da placenta e clivados
em explantes de aproximadamente 3 mm de espessura, que foram cultivados por 24h
— 72h em meio DMEM-F12 com 10% SFB, 2% L-glutamina, 100 U/mL Penicilina e 100
pg/mL de estreptomicina em estufa de COza 37°C. Total de 50 placentas foram
utilizadas para padronizacéo dos protocolos e apenas 5 foram aproveitadas para a

realizagdo dos ensaios experimentais.

3.3.2. Células priméarias da membrana fetal

ApOs a coleta, a membrana fetal amniocoridnica formada pelas membranas corinica
(voltada para o tecido materno) e amniotica (voltada para o tecido fetal) foram
separadas mecanicamente, lavadas 3x em solu¢do HBSS e apds clivagem em varios
fragmentos foram submetidas a dissociacéo enzimatica (0,1% tripsina com 100 pg/mL
de DNAse I) por 20 ou 40 minutos, sob agitacdo a 37°C. A suspensao de células
obtidas foi centrifugada a 250g/ 10 min./4°C e o pellet ressuspenso em meio DMEM-
F12 com 10% de SFB para inativagdo da enzima. O material dissociado foi submetido

a nova centrifugacéo e filtrado em membrana de 100 pm para avaliacdo da viabilidade
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celular pelo teste de exclusdo por azul de Trypan e quantificacdo em camara de

Neubauer, seguida do plaqueamento em garrafas de cultura.

3.3.3. Células priméarias da vilosidade coriénica

Apés a coleta, fragmentos de aproximadamente 2 g da vilosidade coridnica foram
clivados e submetidos a dissociacdo enzimética (tripsina 0,1%) por 10 min. sob
agitacdo a 37°C. Os fragmentos foram cultivados e acompanhados até 20 dias de

cultivo, de acordo com o protocolo de Kolokoltsova e colaboradores (2017).

3.4. Infeccdo e métodos de andlise dos explantes e células priméarias

3.4.1. Infeccao das Culturas Primarias e Explantes

As culturas de células primérias foram infectadas com ZIKV nas multiplicidades de
infeccdo (MOI) 1, 10 e 20 por 2h, e os explantes com 1x10%® PFU/mL por 6h, sob
agitacdo a cada 15 min./ 37°C. Apos os periodos de adsorcéo viral, as culturas e os
explantes foram lavados e mantidos por 24-72 h a 37°C em estufa com atmosfera de
5% CO:a2. Os sobrenadantes foram coletados para o ensaio de plaque e RT-qPCR.

3.4.2. Andlise morfoldgica por Histologia

Os explantes da vilosidade coribnica e membrana fetal amniocoriénica (membrana
amniética e membrana coridnica) ndo infectados foram lavados em tampéo salina
fosfatado (10 mM fosfato de sédio, 0.015 M NaCl, pH 7.4) e fixados em solucdo
Millonig-Rosman (10% de formaldeido em tampéao fosfatado). Os explantes fixados
foram desidratados e embebidos em parafina, seguido de cortes de 3 pm de
espessura e coloracdo de rotina por hematoxilina e eosina (H&E) para analise

estrutural.
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3.4.3. Deteccdo antigénica e analise fenotipica por Imunofluorescéncia

Culturas primarias foram fixadas em 4% paraformaldeido (PFA) e os explantes foram
emblocados em meio de inclusdo OCT para cortes de 3 um por criomicrotomia. Apos
permeabilizacdo com 0.1 % triton-X-100 diluido em PBS por 5-10 minutos, as
amostras foram lavagem e incubadas com a solucdo de bloqueio contendo 3%
albumina de soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich) / 30 min. Em seguida, com anticorpo
monoclonal anti-flavivirus 4G2 para revelagdo da proteina do envelope viral (proteina
E), produzido e fornecido por Biomanguinhos (Latam/Vdtec), diluido em PBS (1:500)
incubado por 60 min/ temperatura ambiente.

Os anticorpos anti-citoqueratina-7 (1:200) e anti-vimentina (1:200) foram
utilizados para fenotipagem por imunomarcacao dos filamentos intermediarios por 60
min/ temperatura ambiente, seguida da incubacdo com o anticorpo secundério IgG
anti-mouse AlexaFluor 488 (1:500) (Invitrogen) por 60 min/ temperatura ambiente.
Apds marcacgdo, as amostras foram incubadas com 10 ug/ml de 4,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (Sigma-Aldrich) por 5 min/ temperatura ambiente, para visualizagédo
do nucleo celular. Finalmente, Idminas ou laminulas foram montadas em 2,5% de 1,4-
diazabiciclo (2,2,2) -octano (DABCO) (Sigma-Aldrich) para evitar a perda de
fluorescéncia e imediatamente examinadas ao fotomicroscépio AxioObserver (Zeiss
INC, Thornwood, NY). Os resultados foram expressos como percentual de células

infectadas.

3.4.4. Analise ultraestrutural e deteccado de particula viral por Microscopia

Eletrédnica de Transmissao (MET)

Células coridnicas primarias foram fixadas em 2,5% Glutaraldeido (Merck Darmstadt,
Alemanha) em 0,1 M tamp&o cacodilato contendo 3,5% de sacarose, pH 7,2 para
microscopia eletrénica de transmissdo. Apos a fixacdo as amostras foram lavadas
duas vezes no 0,1 M tampao cacodilato e pos-fixadas por 30 min. a temperatura
ambiente em 1% tetroxido de 6smio em 0,1M tampéo cacodilato acrescido de 0,8%
ferricianeto de potassio e 2,5 mM CaClz. Apos esta etapa, o material foi lavado em
tampao e desidratado em concentragbes crescentes de acetona. O material foi

impregnado com uma mistura de acetona: resina epoxy (v:v) por 18 h a 4 °C e a seguir
31



em resina pura por 4 h a temperatura ambiente, com troca para nova resina pura para
polimerizacao por 3 dias a 60 °C. Cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrétomo
(Leica Ultracuts, UCT, Viena, Austria), contrastados com acetato de uranila e citrato
de chumbo e examinados ao microscépico eletronico de transmissao Zeiss modelo
EM10C.

3.4.5. Deteccao da carga viral por Reacdo em Cadeia da Polimerase da
Transcricdo Reversa quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR)

Extracdo do RNA Viral
O RNA viral das amostras de sobrenadante foi extraido através do Kit de diagnéstico

comercial High Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche, EUA), seguindo as instru¢des do
fabricante. A cada tubo contendo 180 ul do sobrenadante das culturas foram
adicionados 195 ul do tampéo Binding Buffer enriquecido com 5 pl de RNA Carrier
(acido poliadenilico - Poly A) e 50 ul de proteinase K, incubados em termobloco a 72°C
por 10 minutos. Em seguida, 100 pl de tampao Binding Buffer foram adicionados a
cada amostra que foi transferida para coluna de silica e submetida a uma
centrifugacéo de 8000 g/ 1 min. Os tubos coletores das colunas foram descartados e
novos tubos foram recolocados. Apos a adicao de 500 ul do tampéo Inhibitor Removal
Buffer as amostras foram submetidas a centrifugacédo de 8000 g/ 1 min e novamente
feito o descarte e reposicdo dos coletores. Em seguida foram realizadas duas
lavagens com 450 ul de tampéo Wash buffer por centrifugacéo a 8000 g/ 1 min. Ap6s
as lavagens, nova centrifugacao foi realizada a velocidade maxima de 16000 g/ 10
segundos a fim de eliminar os residuos do tampédo de lavagem. Cada coluna foi
colocada em tubos conicos estéreis de poliestireno de 1,5 ml e foram adicionados 60
ul do tampéo Elution buffer para eluir o RNA. Apés centrifugagcdo a 8000 g/ 1 min. os

tubos contendo RNA viral foram estocados a —70° C até o momento de sua utilizagdo.

Quantificacdo da carqga viral

Para quantificagcdo do ZIKV foi realizado um One Step RT-PCR utilizando, primers,
sondas e curva sintética para quantificacdo absoluta segundo o protocolo de Corman

e colaboradores (2016).
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3.5. Tratamento das culturas com Nitazoxanida (Annita®)
3.5.1. Farmaco

O Nitazoxanida foi comprado formulado como medicamento Annita® (bula anexo 1)
na concentracdo de 20mg/mL em po6. A solucdo estoque foi preparada na
concentracdo de 10mg/mL diluida em 100% DMSO. A solugdo de trabalho foi
preparada antes do uso, diluida 1:2 em meio de cultura, nas concentracées de (0-
1600 pg/mL).

3.5.2. Toxicidade celular do farmaco por reagente Metil Tiazolil Tetrazolio (MTT)

Para excluir possiveis concentracbes toxicas as ceélulas hospedeiras, as culturas
primarias foram cultivadas em placas de 96 pocos (5x10* células/poco) e mantidas a
37°C em estufa de 5% CO:2 por 24 h. Em seguida, essas culturas foram tratadas com
diferentes concentracdes (0- 1600 pug/ml) dos compostos em triplicata por 48h/37°C.
A morfologia das células foi avaliada por microscopia de luz a cada 24 h. O ensaio
colorimétrico por MTT foi realizado nos tempos de 24 e 48 h. Resumidamente, 10 uL
do reagente MTT, na concentracdo de 5 mg/mL, foi adicionado a cada poco contendo
90 pL de meio de cultura, e mantidos a 37 °C durante 4 h. Este ensaio mede a
atividade metabdlica celular que converte o reagente MTT em cristais de formazan
solubilizados pela adicdo de DMSO. A densidade o6ptica foi medida a 590 nm em
espectrofotometro (VERSAmax, Molecular Device, EUA) para determinacdo do
percentual de viabilidade celular das células tratadas (CT) em relacdo as células ndo
tratadas (CNT) e célculo do LC50 (concentracdo capaz de reduzir em 50% a
viabilidade das células). Os controles foram realizados com meio de cultura na
auséncia de células ou incubados na presenca de células sem ou com 0.1% de
DMSO, concentracdo que conhecidamente ndo causa toxicidade a célula hospedeira.

Os valores foram calculados com o0 minimo de dois ensaios realizados em triplicatas.
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3.5.2. Atividade antiviral da Nitazoxanida

Foram realizados estoques a 10 mg/mL do farmaco comercial Annita® solubilizados
em 100% DMSO. As solucdes de trabalho foram preparadas imediatamente antes de
seu uso, diluidas em meio de cultivo celular.

Para os ensaios de atividade antiviral, células coribnicas foram cultivadas em placas
de 96 pocos (5x10* células/ poco) e mantidas a 37°C em estufa de 5% COz2 por 24 h.
Apés, foram infectadas com alta carga viral (MOI 20) por 2 h para adsor¢do sob
agitacdo a cada 15 min. As culturas foram lavadas por 3 vezes para a retirada de
paticulas virais ndo adsorvidas. A cada poco foi adicionado meio de cultivo contendo
diferente concentracdo da droga (0, 12.5, 25, 50 e 100 pg/ml) e incubadas por
48h/37°C. Ao final, as culturas foram fixadas com 4% PFA para imunofluorescéncia e
0s sobrenadantes foram coletados para o ensaio de Plaque e extracdo de RNA viral

para o ensaio de RT-qPCR.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito citopatico em células C6/36 e Titulo da massa viral

Apos confluéncia, a monocamada de células C6/36 (Fig. 4.1A) foi infectada pelo ZIKV
(Fig. 4.1B) ou DENV-2 (Fig. 4.1C) e incubadas a 28°C por 7 dias para acompanhamento
do efeito citopatico (Fig. 4.1B e C). Na infeccéo pelo ZIKV é possivel observar que o virus
nao induz a formacao de sincicios (fusdo de varias células na presenca da particula viral),
como ocorre frente a infeccdo pelo DENV-2 (Fig. 4.1C, seta). Ao contrario, a infec¢do pelo
ZIKV induz morte e desacoplamento celular (Fig.4.1B, asterisco). Ser4 abordada nesta
dissertacdo apenas a infeccdo pelo ZIKV, no entanto, o efeito citopéatico induzido pelo
DENV-2 esta ilustrado para ressaltar os diferentes padrées de infeccdo produzidos entre
dois Flavivirus no mesmo tipo celular (Fig. 4.1).

Desta forma, somente o sobrenadante da cultura infectada pelo ZIKV foi coletado para
titulacdo viral em culturas de células Vero nao infectadas ou infectadas pelo ZIKV com
diluicGes seriadas da suspenséo viral (101 a 10'19). Apés 7 dias, as unidades formadoras
de placas foram reveladas pela coloracdo por cristal violeta(Fig. 4.2A-C). Na primeira
passagem viral o titulo obtido foi de 1,5x107 PFU/ml (Fig. 4.2A); na segunda passagem foi
de 3,2x10% PFU/mI (Fig. 4.2B) e na terceira 3,3x10° PFU/ml (Fig. 4.2C). Foram feitas
aliquotas com o volume de 300 ul das amostras e estocadas a -70°C. Todos 0s ensaios a

seguir foram realizados com o0 mesmo lote de propagacéo viral.
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Figura 4.1: Propagacao da cepas Brasileiras do virus Zika e Dengue: células de
linhagem C6/36 do mosquito 4edes albopictus foram cultivadas na presencd de Mock
(A) ou infectadas pelo ZIKV (B, asterisco indica efeito citopatico por desacoplamento
celular) e DENV-2 (C, seta indica sincicio) com a multiplicidade de infeccdo (MOTI)
0,01 por 7 dias at¢ o aparecimento do Efeito Citopatico. (ZIKVBR/GenBank, N°
KX212103).
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Figura 4.2: Titulacao do virus ZIKVBR: células de linhagem VERO foram semeadas em placa de 24
pocos para incubacdo dos sobrenadantes de cultura de células Mock ou infectadas pelo ZIKV sem
diluicdo (1) ou com diferentes diluicdes (1:10) para titulacdo da massa viral pelo ensaio de Plaque
(A-C). (A) primeira passagem do ZIKV em células C6/36; (B) segunda passagem do ZIKV em
células C6/36 e (C) terceira passagem do ZIKV em células C6/36.
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4.2. Andlise daidentidade nucleotidica da regido parcial da NS1 do ZIKVEBR

Realizamos o sequenciamento de uma regido parcial da proteina viral ndo estrutural NS1
do ZIKV (Fig. 4.3). Nestes ensaios foram feitos os sequenciamentos da regido citada
utilizando a cepa ZIKVER propagada para a realizagdo dos ensaios experimentais. A
sequencia obtida foi analisada por BLAST e mostrou uma identidade nucleotidica de 100%
e um score mais elevado (490 bits) com a cepa Brazil-ZKV2015 (GenBank, n°KU497555,

https://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide/). Sendo assim, confirmamos que o0s estudos estao

sendo realizados com uma cepa circulante no Brasil, além disso, ndo detectamos nenhuma
variacdo nucleotidica que tivesse ocorrido na regido investigada, durante os ensaios de

propagacéo viral (Fig. 4.3).

Blast result:
100% de identidade nucleotidica com o isolado Brazil-ZEKV2015

Zika virus iscolate Brazil-ZKvV201l5 (complete genome)

Sequence ID: KU497555.1 Length: 10793 Number of Matches: 1
Related Information

Range 1: 2693 to 2957 GenBankGraphicsNext Match revicusMatch

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

le-134 265/2€5 0/265(0%) Plus/Plus

4590 bits(265) (100%)

GTAGAAGGGGAGCTTAACGCAATCCT GGAAGAGAATGGAGT TCAACTGACGGTCGTTGTG &0

Ferererrrreer e e e et e e b e e et e e e e el
GTAGRAGGGGAGCTTAACGCAATCCT GGRAGAGAAT GGAGTTCAACTGACGGTCGTTGTG

Query 1
Sbijct 2693

GGATCTGTAAAARACCCCATGT GGAGAGGTCCACAGACGATTGCCCGTGCCTGTGAACGAG

Prrererrrrerr e e e et e e e e e e ee e e e e
GGATCTGTARARARACCCCATGTGGAGAGGT CCACAGAGATTGCCCGTGCCTGTGRACGAG

Query &l

Sbjct 2753

Query 121
Sbjct 2813
Query 181
Sbjct 2873
Query 241
Sbjct 2933

CTGCCCCACGGCTGGAAGGCTTGGGGGARAATCGTACTTCGT CAGAGCAGCAAAGACAAAT

Prerrerrrrrrr et e e e re e e e e e e e e
CTGCCCCACGGECTGEAAGGCTTGEGGGARATCETACTTCGT CAGAGCAGCARRGACARAT

AACAGCTTTGTCGTGGATGGTGACACACTGAAGGAATGCCCACTCAAACATAGAGCATGG

Ferererrrreer e e e et e e b e e et e e e e el
ARCAGCTTTGTCGTGGATGGTGACACACTGAAGGRAATGC CCACTCARACATAGAGCATGG

AACAGCTTTCTTGTGGAGGATCATG 265

FEEERErrr e e rernnd
ARCAGCTTTCTTGTGGAGGATCATG 2957

Figura 4.3: Sequenciamento nucleotidico da regido parcial da NS1 do ZIKV: Query = sequéncia

questionada do genémica da regido parcial da cepa ZIKV™ propagada no estudo e Shjct = sequéncia
gendmica contida no Banco de dados internacional da regido parcial da cepa Brasil-ZKV2015.
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4.3. Explantes de Placenta

4.3.1. Caracterizacao Morfolégica por Microscopia Optica e Fenotipica por
Imunufluorescéncia

Explantes da membrana fetal amniocoribnica (Fig. 4.4), foram observados por
microscopia oOtica (Fig. 4.4A, seta) e por cortes histologicos (Fig. 4.4B-D). A andlise
histoldgica revela preservacao estrutural podendo ser observadas as faces voltadas para o
tecido materno, formada por células coribnicas e mesoderme (Fig. 4.4B, seta 1) e para o
feto, formadas por epitélio de células amnioticas e mesoderme (Fig. 4.4B, seta 3)
localizadas entre um tecido esponjoso intermediario (Fig. 4.4B, seta 2). A separacao
mecéanica da membrana fetal em membrana amniotica e em membrana coridnica manteve
a organizacdo morfologica dos tecidos (Fig. 4.4C e D). Na membrana amniodtica é
observada uma fina camada epitelial de células cuboides achatadas sobre uma camada
basal (Fig. 4.4C, seta). Abaixo uma camada estromal sem vasos, a mesoderme, com a
presenca de fibroblastos e células mesenquimais amniéticas (Fig. 4.4C, asterisco). A face
voltada para o tecido materno também se mostrou preservada (Fig. 4.4D), constituida por
células coribnicas epiteliais (Fig. 4.4D, seta) e mesoderme, com fibroblastos e células
mesenquimais coribnicas (Fig. 4.4D, asterisco). E importante ressaltar que a membrana
fetal amnidtica € avascular, no entanto, € aderida a membrana fetal coridnica, que
apresenta inimeros capilares maternos (Fig. 1.9C e Fig. 4.4B, seta 1).

O cultivo de explantes da vilosidade coridnica também foi observado por microscopia
Otica (Fig. 4.5A, seta). A analise estrutural das vilosidades foi realizada em cortes corados
por H&E (Fig. 4.5B e C) e por imunofluorescéncia (Fig. 4.5D). E possivel observar tecido
fibrindide (Fig. 4.5B, quadrado 1), espaco interviloso (Fig. 4.5B e C, quadrado 2) e tecido
fetal (Fig. 4.5B, quadrado 3) com capilares fetais (Fig. 4.5B, seta). Também foi analisado
em destaque nas vilosidades coribnicas, o mesoderma fetal (Fig. 4.5C, quadrado 1) com
células mesenquimais; fibroblastos e macrofagos fetais (Hofbauer) (seta branca),
sinciciotrofoblasto (seta preta longa) e citotrofoblasto (cabeca de seta branca). As
vilosidades corionicas foram imunofenotipadas com o marcador citoqueratina -7 (CK-7) em
vermelho, para evidenciar células epiteliais trofoblasticas (sinciciotrofoblasto e

citotrofoblasto) e por DAPI em azul para visualiza¢do do nucleo celular (Fig. 4.5D).
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Figura 4.4: Explantes da membrana fetal de placenta humana a termo: membrana fetal
amniocorionica em cultivo (seta) foi observado por mocroscopida de contraste de fase (A) e cortes
histolégicos corados por hematoxilina e eosina (H&E) (B-D). (B) 1. membrana fetal coridnica, com
capilares, voltada para o tecido materno, 2. tecido esponjosa intermediario e 3. membrana fetal amnidnica
avascular voltada para o feto; (C) membrana fetal amnidnica com células epiteliais cubodides (seta) e
mesoderme com fibroblastos e células mesenquimais amnidticas (asterisco) e (D) membrana fetal
coridnica, com células coridnicas (seta) e mesoderme com fibroblastos e células mesenquimais coridnicas
(asterisco) .
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Figura 4.5: Explantes das vilosidades coridnicas de placenta humana a termo: das vilosidades
coridnicas em cultivo (seta) observadas por microscopia de contraste de fase (A) e cortes histologicos
corados por hematoxilina e eosina (H&E) (B e C). (B) 1. tecido fibrindide, 2. espaco interviloso e 3. tecido
fetal com capilares fetais (seta). (C) 1. mesoderma fetal com células mesenquimais, fibroblastos e
macrofagos fetais (seta branca). sinciciotrofoblasto (seta preta longa) e citotrofoblasto (cabeca de seta
branca), 2. espaco interviloso. (D) vilosidade coridnica imunofenotipada com o marcador citoqueratina -7
(CK-7) em vermelho evidenciando células trofoblasticas e DAPI em azul para visualizacdo do nucleo
celular.
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4.3.2. Caracterizagao Fenotipica e Deteccdo Antigénica por Imunofluorescéncia

A imunofenotipagem da membrana coriénica com o marcador citoqueratina -7 (CK-7)
evidencia filamentos intermediarios em vermelho nas células epiteliais coribnicas (Fig.
4.6A), é possivel observar a dupla marcacado em vermelho e azul pelo DAPI, que evidencia
0 nucleo celular (Fig. 4.6B). As vilosidades coridnicas também foram imunomarcadas pelo
anticorpo anti-CK-7 (Fig. 4.6D) e a dupla marcacao (Fig. 4.6E).

Com a finalidade de investigar a susceptibilidade dos explantes em cultivo de placenta a
termo, membrana e vilosidades coridnicas foram infectadas com 1x108 PFU/ml ZIKV por
72h (Fig. 6C e F). ApoOs este periodo, a proteina do envelope viral foi detectada pela
incubacdo com o anticorpo 4G2. Foi possivel observar intensa marcacédo do antigeno viral
em verde em ambos tecidos (Fig. 6C e F). A macacéo antigénica nas vilosidades parece
ndo estar localizada nas células trofoblasticas CK-7+. Desta forma, foram conduzidos
ensaios pela marcacdo com o anticorpo anti-vimentina em vermelho, que excluem células
epiteliais e marcam fibroblastos e células mesenquimais (Fig.4.7A, B e F). O explante foi
infectado pelo ZIKV por 48h com 1x10® PFU/mI, esta condicdo experimental de diminuir o
tempo de infeccdo e manter a carga viral levou a uma infeccdo qualitavivamente mais
moderada (Fig. 7C, D e F) em comparacao a observada anteriormente (Fig. 6F). De fato,
observando a tripla marcacéo pelo 4G2, vimentina e DAPI, é possivel verificar a coloracéo
laranja obtida pela colocalizacdo da marcacdo da vimentina e da proteina viral, 0 que mais
uma vez sugere que a infecdo no tecido das vilosidades de placenta a termo n&o ocorra
nos trofoblastos (Fig. 7F). No entanto, para obtencdo de melhores imagens que possam
confirmar esses achados € preciso analisar essas amostras por Microscopia Confocal a

Laser, além de conduzir ensaios para andlise por Microscopia Eletrénica de Transmissao.
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Figura 4.6: Imunofenotipagem por CK-7 e Deteccao do antigeno viral em explantes por
imunofluorescéncia: membrana fetal coridnica (A-C) e vilosidade coridnica (D-F) foram cultivadas
na presenca de Mock e imunofenotipadas em vermelho (A-B e D-E) ou infectadas pelo ZIKV
infectadas (C e F) por 72 h com 1x10° PFU/ml, onde € possivel observar a marcacdo da proteina E
viral em verde (anticorpo priméario 4G2 e secundario AlexaFluor 488) e em azul (DAPI) a marcacao
do nucleo celular.
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Figura 4.7: Imunofenotipagem por vimentina e Deteccao do antigeno viral em explantes de
vilosidade corionica por imunofluorescéncia: O explante foi infectado pelo ZIKV por 48h com
1x10¢ PFU/ml. (A) imunofenotipagem pelo marcador vimentina em vermelho ¢ (B) dupla marcagéo
com vimentina e DAPI em azul, (C) marcacio da proteina E viral em verde (anticorpo primario 4G2 €
secundario AlexaFluor 488) e (D) dupla marcacdo do antigeno viral e DAPI. (E) marcacdo pelo DAPI
e (F) tripla marcacdo pelo 4G2, vimentina e DAPI. Note em laranja em (F) a colocalizacdo da
marcacao por vimentina e antigeno viral.
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4.4. Obtencao e Caracterizacao Morfoldgica e Fenotipica das Culturas
Primérias de Placenta Humana

4.4.1. Isolamento de células da membrana fetal e da vilosidade coribnica

Paralelo ao cultivo dos explantes de placenta, foram realizados protocolos de
dissociacao das células primarias da membrana fetal amnidtica e coridnica (Fig. 1.19; Fig.
4.8). Células amnidticas foram mais resistentes ao processo de digestdo enzimética
comparado as células coridnicas, por isso foram submetidas ao ciclo de dissociacéo por 40
min/37°C, enquanto a membrana coridnica foi incubada por apenas 20 min/37°C. Mesmo
submetendo o tecido coribnico ao menor tempo de incubacdo, esta maior sensibilidade
refletiu nos percentuais de viabilidade e rendimento celular. Enquanto foi possivel obter o
redimento total de 9x10%/mL de células amnidticas com 91% de viabilidade (Fig. 4.8A),
esses valores para células coribnicas foram de 4.6x10%/mL com 72% de viabilidade (Fig.
4.8B). Para o isolamento das células da vilosidade coridnica, os explantes foram
submetidos a 0.1% de tripsina por 10 min/37°C e cultivados em placas de cultura. De fato,
com o acompanhamento das culturas foi possivel observar a reorganizacdo dos explantes
em esferoides e proliferacdo de células formando a monocamada (Fig. 4.8C). Desse modo,
dentre muitas dissociagdes realizadas apenas cerca de 10% apresentaram boa viabilidade
e, portanto boa adesdo celular e puderam ser utilizadas para execucdo dos ensaios

experimentais.
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Figura 4.8: Obtencao de células da membrana fetal e vilosidade coriénica: viabilidade e
rendimento de cé€lulas primarias apds dissociacdo de células amnidticas (A) e células coridnicas
(B), e isolamento de células de explantes da vilosidade coridnica que formam esferdides e
monocamada celular (C).
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4.4.2. Células aminidticas

Notada as diferengas de viabilidade e rendimento entre os tipos celulares, o
crescimento das culturas também foi acompanhado e revelou importantes diferencas. As
culturas de células aminiéticas foram acompanhadas até 20 dias apos sua obtencéo (Fig.
4.9A-D). Com aproximadas 18h de cultivo j& foi possivel observar células diferenciadas
(Fig. 4.9A, seta). A semiconfluéncia so foi observada apés 10 dias de cultivo (Fig. 4.9B) e
a confluéncia total apos 20 dias (Fig. 4.9C). Importantemente, este tipo celular se manteve
viavel apés pelo menos 3 passagens em cultivo (Fig. 4.9D), no entanto, a cada passagem
0 crescimento celular se tormou mais lento, o que indica a necessidade de adicdo ao meio
de cultivo de fatores de crescimento, como EGF, para maior proliferacdo celular. Além
disso, as células resistiram ao procedimento de criopreservacao (toxicidade do meio de
congelamento (10% DMSO), mudanca de temperatura e retorno do metabolismo celular),
indicando a possibilidade da criacdo de um repositério de células priméarias obtidas de
placenta a termo (Fig. 4.9E). As culturas primérias foram caracterizadas morfolégica e
fenotipicamente. As células aminidticas, de origem epitelial exibiram extrema
homogeneidade morfolégica, com carcteristica poligonal, ao longo do cultivo primario (Fig.
9C-E e Fig. 9B-D).

A imunofenotipagem foi realizada através do marcador CK-7 (Fig. 10) que mostrou
100% de homogeinedade celular (Fig. 10B-D), em maior aumento € possivel visualizar em

detalhe os filamentos intermediarios (Fig. 10D, seta).
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Figura 4.9: Cultura primaria de células amniéticas obtidas da membrana fetal:
microscopia de contraste de fase das células dissociadas com solucdo de digestdo enzimatica
(0.1% tripsina € 100 pg/mL DNAse I) por 40 min./37°C, cultivadas e acompanhadas por: 1
dia (A), 10 dias (B), 20 dias de cultivo (C) e 4 semanas de cultivo apds a 1° passagem (D).

Cultivo apds criopreservacdo em maior aumento permitindo melhor visualizacdo da
homogeneidade morfologica (E).
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Figura 4.10: Cultura primaria de células amniéticas obtidas da membrana fetal:
caracterizacdo fenotipica através do marcador de filamentos intermediarios CK-7, caracteristico de
células epiteliais. (A) DAPI em azul para marcacdo do nuicleo celular. (B) imunofenotipagem com o
marcador CK-7 em vermelho. (C) dupla marcacdo CK-7 € DAPI. (D) em maior aumento (objetiva
100X) dupla marcacdo por CK-7 e DAPI para melhor visualizacdo dos filamentos intermediarios.

4.4.3. Células coribnicas

Apesar dos altos indices de perda da viabilidade celular (28%) (Fig. 4.8B) apoés o
isolamento, as células coribnicas apresentaram excelente crescimento, atingindo
semiconfluéncia e confluéncia apds 5 e 15 dias de cultivo, respectivamente (Fig. 4.11B e
C). Estas células também resistiram ao procedimento de tripsinizacdo em cultivo e a
criopreservacdo. Em apenas 10 dias ap0s a primeira passagem formaram uma

monocamada fechada (Fig. 4.11D). No entanto, as culturas de células coribnicas nao
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exibiram a mesma homogeneidade das células amnibticas, talvez este fato esteja
relacionado ao rendimento celular e tempo de cultivo. Para demonstrar estas caracteristicas
tanto em relacdo a morfologia quanto a fenotipagem, foram analisadas culturas de
diferentes placentas (Fig. 4.12, 4.13 e 4.14). Foram observadas culturas mistas, com
células CK-7+ e negativas para o marcador (Fig. 4.12B). Quando as células epiteliais CK-
7+ sdo obtidas em maior numero, de fato elas predominam ao longo do cultivo (Fig. 4.13).
Por outro lado, algumas culturas ao longo do cultivo foram 100% vimentina positiva (Fig.
4.14B-D), apresentando uma morfologia predominantemente fusiforme (Fig. 4.14C, seta) e

filamentos intermediarios organizados.

Figura 4.11: Cultura primaria de células coriénicas obtidas da membrana fetal:
microscopia de contraste de fase das células dissociadas com solucdo de digestdo
enzimatica (0.1% tripsina € 100 pg/mL DNAse I) por 20 min./37°C, cultivadas e
acompanhadas por: 1 dia (A), 5 dias (B). 15 dias de cultivo (C) e 10 dias de cultivo apos a
1° passagem (D).
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Figura 4.12: Cultura primaria de células corionicas obtidas da
membrana fetal: caracterizacdo fenotipica através do marcador CK-7. (A)
DAPI em azul para marcacdo do nucleo celular. (B) imunofenotipagem com
o marcador CK-7 em vermelho.
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Figura 4.13: Cultura primaria de células coriénicas obtidas da membrana fetal: caracterizacdo
fenotipica através do marcador CK-7. (A) DAPI em azul para marcacdo do nucleo celular. (B)
imunofenotipagem com o marcador CK-7 em vermelho. (C) dupla marcacdo CK-7 e DAPI. (D) em

maior aumento (objetiva 100x) dupla marcacdo por CK-7 ¢ DAPI para melhor visualizacdo dos
filamentos intermediarios.

52



Figura 4.14: Cultura primaria de células coriénicas obtidas da membrana fetal: caracterizaco
fenotipica através do marcador de vimentina, que exclui cé€lulas epiteliais. (A) DAPI em azul para
marcacdo do nicleo celular. (B) imunofenotipagem com o marcador vimentina em vermelho. (C) dupla
marcacdo vimentina € DAPI. (D) em maior aumento (objetiva 100x) dupla marcacdo por vimentina e
DAPI para melhor visualizacdo desta outra classe de filamento intermediério.

53



4.4 4. Células das vilosidades coridnicas

Apés a coleta das vilosidades coribnicas, explantes foram submetidos a curta acéo
enzimatica, cultivados e acompanhados até 20 dias de cultivo, de acordo com o protocolo
de Kolokoltsova e colaboradores (2017). Com 5 dias de cultivo foi observado a ocorréncia
da primeira etapa do crescimento celular pelo brotamento de um grupo de sincicio (Fig.
4.15A, asterisco) e organizagdo deste tecido em esferdides apds 10 dias de cultivo (Fig.
4.15B, seta), com formacdo de monocamada de células proliferativas exibindo diferentes
morfologias (Fig. 4.15B-F), estrelada com citoplasma volumoso (Fig. 4.15E, seta branca) e
fibroblastoide (Fig. 4.15E, seta preta). Foram observadas algumas células polinucleadas,
sugerindo que citotrofoblastos tenham proliferado e diferenciado em sinciciotrofoblasto por
fusdo celular (Fig. 4.15E, asterisco). Para os ensaios de fenotipagem, foi realizado o
processo de tripsinizacdo e replagueamento das culturas de esferoides e células em
monocamadas (Fig. 4.16 e Fig. 4.17). Apés o replagueamento, as células aderentes ndo
apresentaram marcagao CK-7+ (Fig. 4.16B-C e E), sendo 100% vimentina positivas (Fig.
4.17B-D e F). Estes resultados ndo foram relacionados a composicao celular dos esferoides
aderentes, uma vez que foram formados com 31+8% de células CK-7+ (Fig. 4.16E) e
68+8% de células vimentina positivas (Fig. 4.17F), em relacdo ao numero total marcadas
por DAPI (Fig. 4.16D e Fig. 4.17E). J& havia sido mostrado que as vilosidades coribnicas
apresentam um epitélio composto por células trofoblasticas CK-7+ (Fig. 4.6D), bem como
um tecido interno formado por células vimentina positivas (Fig. 4.7A e B). Essa
quantificacdo foi realizada pelo Software Cell Profiler™ (cell imagen analysis software). O
programa, permite a analise de imagens em alto rendimento através da identificacdo e
qguantificacdo de diferentes fendtipos celulares, particularmente aqueles obtidos através da

microscopia de fluorescéncia.
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Figura 4.15: Cultura de explantes de vilosidade coriénica: Os Explantes foram submetidos
a solucdo digestdo enzimatica por 10 min./37°C, cultivados e acompanhados por: 5 dia (A), 10
dias (B). 15 dias (C) e 20 dias de cultivo (D). (E e F) mostra as diferentes morfologias das
células que proliferaram e formaram a monocamada, em E células com formato fusiforme
(seta preta) e formato estrelado (seta branca), e em F sugestivo de citotrofoblastos
diferenciado em sinciciotrofoblasto por fusdo celular (asterisco).
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Figura 4.16: Caracterizacao fenotipica por CK-7 dos esferdides e células
proliferativas da vilosidade coridnica: (A) imunomarcacido por DAPI em azul para
visualizacdo nuclear de células individualizadas e dos esferoides, (B) imunomarcacao
por CK-7, caracteristico de células epiteliais e (C) dupla marcacdo com anti-CK-7 e
DAPI em azul. Quantificacdo de c€lulas fotais nos esferoides através da marcacao por
DAPI (D) e CK-7 (E) através do Software CellProfiler.
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Figura 4.17: Caracterizacao fenotipica por vimentina dos esferoides e células proliferativas
da vilosidade corionica: (A) imunomarcacdo por DAPI em azul para visualizacdo nuclear de
células individualizadas e dos esferdides, (B) imunomarcacdo por vimentina, que exclui c€lulas
epiteliais, (C) dupla marcacdo com anti-vimentina € DAPI em azul (seta, célula fibroblastoide) e
(D). Maior aumento pra evidenciar c¢lulas com foramto estredado (seta). Quantificacdo de
celulas totais nos esferoides através da marcacdo por DAPI (E) e vimentina (F) atraves do
Software CellProfiler.
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4.5. Avaliacdo das infecgdes pelo ZIKV em Culturas de Células Primarias de
Placenta Humana

4.5.1. Deteccao de Antigéno Viral por Imunofluorescéncia

Um dos objetivos deste estudo foi avaliar a infeccdo pelo ZIKV em explantes e células
primérias de placenta a termo, identificar os tipos celulares permissivos a infeccdo por uma
cepa viral brasileira e o percentual de susceptibilidade destes tipos celulares.

Esferdides e células que proliferam na monocamada apresentaram perfis diferentes
de infeccdo com MOI 10 por 48 horas (Fig. 4.18). Culturas realizadas com placentas
diferentes apresentaram morfologias distintas entra as células que proliferaram para formar
a monocamada (Fig. 4.18A e C). Embora as células proliferativas formem uma
monocamada mista, a cultura com predominancia de células de formato estrelada (Fig.
4.18A, asterisco) nao foram permissivas a infec¢do (Fig. 4.18B), no entanto, culturas com
células apresentando predominacia morfolégica achatada (Fig. 4.18D, asterisco)
apresentaram 28+3% de células infectadas por ZIKV (Fig. 4.18D, asterisco), importante
destacar o perfil de marcacdo do antigeno viral na regido perinuclear, indicando intensa
replicacdo viral no reticulo endoplasmaético (Fig. 4.18D, inset). Novos ensaios necessitam
ser conduzidos para fenotipagem e identificacdo do tipo celular permissivo a infeccéo.
Observamos infec¢é@o nos esferdides formados das vilosidades de ambas placentas (Fig.
4.18B e D, seta) e. O valor da quantificacdo realizada pelo Software Cell Profiler™ foi de
47+8% de células infectadas nos esferoides (Fig. 4.18E1b e 2b) em comparacdo ao niumero
de células totais marcadas com DAPI (Fig. 4.18E1la e 2a). Porém sera necessario analisar
essas amostras por microscopia confocal a laser para obtencéo de imagens que possam

auxiliar na identificacdo do tipo celular infectado.
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Figura 4.18: Deteccao do antigeno viral por imunofluorescéncia dos esferéides e células
proliferativas da vilosidade coridnica: as culturras foram infectadas pelo virus Zika com a
multiplicidade de infeccdo (MOTI) 10 por 48 horas. (A e D) DAPI em azul para visualizacdo do
nucleo celular. (B e E) marcacdo do antigeno viral em verde com anticorpo 4G2. (C) tripla
marcacdo em laranja com 4G2. vimentina € DAPI. (F) dupla marcacdo com 4G2 ¢ DAPI. (E)
Media + desvio padrdo da quantificacdo de células dos esferoides pelo Software CellProfiler,
através da marcacdo por DAPI (E, 1a e 2a) e antigeno ZIKV (E, 1b e 2b).
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Como dados da literatura apontam para altos perfis de infeccdo de células aminiéticas
pelo ZIKV, com o objetivo de comparar essa permissividade entre células da membrana
fetal, ensaios foram realizados para acompanhamento da cinética de infeccdo em células
primarias amnidticas e coribnicas frente a baixa carga viral (MOI 1) (Fig. 4.19-4.24).

As culturas de células amnidticas exibiram percentuais de células infectadas tempo-
dependente, apds 24h de infeccdo 4.7+0.5% de células exibiram marcacdo do antigeno
viral, 184£5.4% em 48h e 26.2+2.2% em 72h de infeccéo (Fig. 4.19B-E). Importante destacar
a especificidade do anticorpo pela auséncia de marcacao nas culturas Mock (Fig. 4.19A).
Além disso, o RNA viral absoluto foi quantificado por RT-gPCR e os valores durante a
cinética de infeccdo foram de 8.4x10° 50x10° e 84x10° ap6s 24h, 48h e 72h,
respectivamente (Fig. 4.19F), confirmando os achados de deteccdo do antigeno viral de
modo tempo-dependente. Apos 48h, a infeccdo com a multiplicidade de infec¢do aplicada
na cinética (MOI 1) foi demonstrada nas culturas imunofenotipadas com o marcador
citoqueratina-7 (Fig. 4.20), onde é possivel observar em laranja a colocalizacdo de células
ZIKV+ e CK-7+ (Fig. 4.20B, seta).
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Figura 4.19: Cinética de infeccao de células primarias amniéticas frente a baixa carga viral: as células foram
cultivadas na presenca de Mock (A) ou infectadas ZIKV (B-D) com a multiplicidade de infeccdo (MOI) 1 por (B)
24h, (C) 48h ¢ (D) 72h. E possivel observar a marcacio da proteina viral em verde (anticorpo primario 4G2 e
secundario AlexaFluor 488) e em azul a marcacdo do nucleo celular (DAPI). (E) O gréfico representa a média +
desvio padrdo do percentual de células infectadas durante a cinética de infecgdo, n=5. (F) O grafico representa o
numero de copias de RNA viral de 1 ensaio experimental.
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Figura 4.20: Deteccao do antigeno viral junto a caracterizacao
fenotipica por CK-7 de células primarias amniéticas: as culturas
foram infectadas por ZIKV com a multiplicidade de infeccao (MOI) 1
por 48h. (A) dupla marcacdo do antigeno viral em verde pelo anticorpo
4G2 e DAPI em azul e (B) imunofenotipagem com o marcador
citoqueratina -7 (CK-7) em vermelho na tripla marcacdo com o 4G2 ¢
DAPI. E possivel observar em laranja a colocalizagio de células
ZIKV+ e CK-7+ (B,seta).
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Como relatado anteriormente, as culturas de células coribnicas exibem morfologia e
fenotipagem heterogéneas (Fig. 4.21 a 4.23). Este tecido € bem vascularizado (Fig. 4.4B,
seta 1) e irrigado com sangue materno, apresentando uma estreita relacdo com as
vilosidades coridnicas compostas pelo tecido fetal.

Portanto, células coribnicas CK-7+ (Fig. 4.21) foram infectadas com MOI 1 e
acompanhadas por 24h (Fig. 4.21B), 48h (Fig. 4.21C) e 72h (Fig. 4.21D), alcan¢cando
valores de 3.1+0.6%, 11+0.7% e 12.8+2.2%, respectivamente, de células marcadas com o
antigeno viral (Fig. 4. 21B-E). Além disso, o RNA viral absoluto foi quantificado por RT-
gPCR e os valores obtidos durante a cinética de infeccdo foram 0.4x108, 22x10° e 50x10°
apos 24h, 48h e 72h, respectivamente (Fig. 4. 21B-E), confirmando os achados de deteccédo
do antigeno viral de modo tempo-dependente. Quando culturas 100% vimentina+ foram
submetidas a infeccado, o percentual de células infectadas ap6s 48h foi de 3.3+0.8% e apos
72h foi de 5£1.4% (Fig. 4.22 A-C). Interessante, que estes valores foram menores do que
0s obtidos pela infec¢do de células coribnicas CK-7+.
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Figura 4.21: Cinética de infeccao de células primarias coridnicas frente a baixa carga viral: células CK-7+
foram Mock (A) ou infectadas por ZIKV (B-E) com a multiplicidade de infeccdo (MOI) 1 por (B) 24h, (C) 48h
e (D) 72h. E possivel observar a marcacio da proteina viral em verde (anticorpo primério 4G2 e secundario
AlexaFluor 488) e em azul a marcacdo do nucleo celular (DAPI). (E) O gréfico representa a média + desvio
padrao do percentual de células infectadas durante a cinética de infeccdo, n=5. (F) O grafico representa o
numero de copias de RNA viral/mL de 1 ensaio experimental. Barra=50 pM.
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Figura 4.22: Deteccao do antigeno viral junto a caracterizacao fenotipica por vimentina de
células primarias corionicas: as células foram infectadas por ZIKV com a multiplicidade de
infeccdo (MOI) 1 por 48h e 72h. (A) dupla marcacdo do antigeno viral em verde pelo anticorpo 4G2
e DAPI em azul e (B) imunofenotipagem com o marcador vimentina em vermelho na fripla
marcagdo com o 4G2 e DAPIL. E possivel observar em laranja a colocalizagdo de células ZIKV+ e
vimentinat+ (B, seta). (C) O grafico representa a média + desvio padrdo do percentual de células
infectadas durante a cinética de infeccéo.
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Ja que a infeccao de células coribnicas com MOI 1 foi baixa, foram conduzidos ensaios
com MOI 20 para avaliar se este resultado de menor permissividade seria alterado frente a
alta carga viral (Fig. 4.23). De fato, aumentando a carga viral os percentuais de infeccao
foram altissimos no decorrer da cinética, 21+0.3%, 56.5+5.4% e 80.8+3% ap0ds 24h, 48h e
72h, respectivamente (Fig. 4. 23B-F). Em maior aumento, destaque para o perfil de
marcacdo do antigeno viral perinuclear, sugerindo intensa replicacdo viral no reticulo
endoplasmatico (Fig. 4.23E, asterisco).

Analisando a susceptibilidade e o perfil de infeccao pelo virus Zika dos diferentes tipos
celulares, em resumo observamos que frente a baixa carga viral houve diferenca estatistica
entre todos os tipos analisados (p<0,0008), as células amniéticas foram mais susceptiveis
seguidas de corion CK-7+ e vimentina+ (Fig. 4.24A). Porém, frente a altas cargas virais
(MOI 10 e 20) as células coribnicas vimentina+ exibiram altos percentuais de infeccéo
tempo-dependente, sem diferenca estatistica (Fig. 4.24B). No entanto, comparando células
coribnicas vimentina+ com CK-7+ infectadas com MOI 20, observamos uma diferenca
estatistica (p=0,0008) entre os percentuais de infec¢cdo, 56+5% de células vimentina+ e
77+11% de CK-7+ apresentaram marcacao do antigeno viral (Fig. 4.24C) O conjunto dos
resultados obtidos com células da membrana fetal sugere que células CK-7+ sdo mais
susceptiveis a infecgao por ZIKV.
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Figura 4.23: Cinética de infeccao de células primarias coridnicas frente a alta carga viral: células
vimentina+ foram: (A) Mock ou infectadas por ZIKV com a multiplicidade de infeccdo (MOI) 20 por (B)
24h, (C) 48h e (D) 72h. E possivel observar a marcagio da proteina viral em verde (anticorpo primério
4G2 e secundério AlexaFluor 488) e em azul a marcacdo do nucleo celular (DAPI). (E) em maior
aumento para evidenciar a marcacdo viral (asterisco), caracteristica de replicacdo de flavivirus no reticulo
endoplasmatico na regido perinuclear. (F) o grafico representa a média + desvio padrdo do percentual de
células infectadas durante a cinética de infecgdo. N=5.

67



A 30 ~ . . .
H corion vimentina +
(7)) .
S 40 4 ®corion CK+
8 B Amnion al
(8] 30 _
&
c
7)) 20 n
©
=3
‘E 10 n
o
® 0 -
24h 48h 72h
Tempo de infecgao
100 -
B & = MOI 10
E = MOI 20
(&)
D
£
(7))
)
=
O
(&)
=
24h 48h _ 72h
Tempo de Infecgao
C w 100 - *
©
T
8
(&)
Q
£
(7))
©
S
o
(&)
2

corion vimentina + corion CK+

Figura 4.24: Anilise da susceptibilidade e do perfil de infeccao pelo virus Zika: (A)
células corion vimentina+, corion CK-7+ e aminon foram infectadas com a multiplicidade
de infeccdo (MOI) 1 e (B) corion vimentina + com MOI 10 e 20 durante uma cinética de
infeccdo (24h-72h). (C) corion vimentina + e CK-7+ foram infectadas com MOI 20 por 48h.
Os graficos representam a média + desvio padrdo do percentual de células infectadas. N=5 e
*p<0,0008. ANOVA fator tnico.
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4.5.2. Deteccao da Particula Viral por MET

Os resultados de ultraestrutura de células coribnicas nao infectadas (Fig. 4.25-4.30)
demonstraram predominancia de células com morfologia fibroblastoide, de nucleo e
citoplasma alongados (Fig. 4.25A-E), assim como observado por microscopia de
fluorescéncia de células vimentina+ (Fig. 4.25F). Por ultraestrutura foi observado poucas
células de morfologia poligonal e nacleo redondo (Fig. 4.26A-C), assim como observado
por microscopia de fluorescéncia de células CK-7+ (Fig. 4.26D, inset). As células
vimentina+ predominantes na cultura apresentaram organizacdo e preservacdo de
organelas como, nucleo, reticulo endoplasmatico, mitocondriais (Fig. 4.27) e complexo de
Golgi (Fig. 4.28). Interessante, essas células exibem stress fibers (ST), estruturas
localizadas abaixo da membrana, formadas por filamentos de actina que auxiliam na
adesdo e migracao celular (Svitkina, 2018) (Fig. 4.29, seta), além de diversas vesiculas
membranares (Fig. 4.30), semelhantes a caveolina (Fig. 4.30A e B) e vesiculas endociticas
(Fig. 4.30B-E, cabeca de seta).
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Figura 4.25: Ultraestrutura de células coridnicas vimentina+ por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET): cultura Mock apresentando citoplasma (Ct) e nucleo (Nu) alongados (A-E). Por
microscopia de fluorescéncia se observa uma cultura mista com predominancia de células priméarias
coridnicas vimentina+ (F), com morfologia fibroblastdide semelhante ao observado por MET.
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Figura 4.26: Ultraestrutura de células coridnicas CK-7+ por Microscopia Eletronica de Transmissdo
(MET): cultura Mock apresentando citoplasma volumoso (Ct) e nicleo arredondado (Nu) (A-C). Por
microscopia de fluorescéncia se observa uma cultura mista com a presenca de poucas células
primarias coridnicas CK-7+ (D), com morfologia semelhante ao observado por MET.
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Figura 4.27: Ultraestrutura das organelas citoplasmaticas por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET): (A-D) cultura Mock apresentando citoplasma (Ct) e nucleo (Nu)

alongados, reticulo endoplasmatica (RE) bem distribuido e organizado estruturalmente com
mitocondrias preservadas (Mi).
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Figura 4.28: Ultraestrutura do complexo de Golgi por Microscopia Eletronica de Transmissdo
(MET): (A-C) cultura Mock apresentando o complexo de Golgi (CG) estruturalmente
organizado e preservado.

73



Figura 4.29: Ultraestrutura stress fibers por Microscopia Eletronica de
Transmissdo (MET): (A-C) cultura Mock com destaque para as estruturas stress
fibers (ST, seta) formadas por filamentos de actina para adesdo ao substrato.
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Figura 4.30: Ultraestrutura vesiculas membranares por Microscopia Eletronica de Transmissdo
(MET): (A-E) cultura Mock-infectada com destaque para inumeras vesiculas membranares (VM),
algumas apresentando estruturas semelhantes a fossas endociticas (cabeca de seta).
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A infeccdo das culturas de células coribnicas (Fig. 4.31-4.33) induziu importantes
alteracOes ultraestruturais como: ruptura das estruturas stress fibers (Fig. 4.31A, seta),
estrema desorganizacdo e alargamento do reticulo endoplasmatico, aparecimento de
estruturas sugestivas de vacuolos autofagicos (Fig. 4.32A e B, #), inUmeras vesiculas
membranares (Fig. 4.32A, VM), estruturas de membrana lisa (Fig. 4.33A e B), apesar da
preservacao das mitocondrias (Fig. 4.31-4.33, asterisco). Além disso, foi possivel observar
particulas virais em vesiculas no reticulo endoplasmatico (Fig. 4.33A e B, seta). Essas
particulas foram medidas de acordo com as barras das figuras, onde foi confirmado o

didmetro entre 40 e 60nn.
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Figura 4.31: Ultraestrutura de células coridnicas infectadas por ZIKV e analisadas por Microscopia
Eletronica de Transmissdo: € possivel observar intensa desestruturacdo das organelas celulares, incluindo
ruptura de estruturas stress fibers (A, ST seta). Importante observar mitocondrias preservadas (asterisco).
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Figura 4.32: Detalhamento da desorganizacdo ultraestrutural de células coridnicas infectadas por ZIKV e
analisadas por Microscopia Eletronica de Transmissdo: interessante observar intensa desorganizagdo
especialmente do reticulo endoplasmatico com alargamento das cisternas (seta), surgimento de estruturas
sugestivas de autofagossoma (#), mitocondrias preservadas (*) e vesiculas membranares (VM).
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Figura 4.33: Presenca da Particula viral em células coridnicas infectadas por ZIKV e analisadas por
Microscopia Eletronica de Transmissdo: possivel observar particulas virais com diametro entre 40 e 60nn no
interior de vesiculas no reticulo endoplasmaético (seta), estruturas de membrana lisa vesicular e tubular
(EML) utilizadas para replicacdo viral e Mi bem preservadas (asterisco).
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4.6. Avaliacéo do Efeito Antiviral do Nitaxozanida em Culturas Primarias de
Células Coribnicas e Explantes da Membrana Fetal

4.6.1 Reducao de células infectadas por deteccdo de antigeno viral

Foi avaliada a atividade antiviral do farmaco Annita® sobre cultura de células coridnicas
CK-7+. Iniciamos os ensaios experimentais avaliando a citotoxidade do farmaco pelo ensaio
MTT garantindo a exclusdo de efeitos toxicos para a célula hospedeira. O resultado do
tratamento das culturas com as concentracfes de 100 - 1600 pg/mL por 48h demonstrou
perda da viabilidade celular dose-dependente (Fig.4.34A). O calculo de LCso foi de
1055+124 pg/mL (Fig.4.34B), sendo assim os ensaios foram conduzidos até a dose de100
pg/mL, cerca de 10 vezes menor que 0 LCso.

Culturas de células coribnicas foram infectadas com a alta carga viral de MOI 20, para
avaliar o efeito restringente do farmaco, e tratadas com as concentracdes de 0-100 pg/mL
de Annita® por 48 horas. Atraves da deteccdo do antigeno viral por imunofluorescéncia,
avaliamos o percentual de redugéo da infeccdo viral das culturas (Fig. 4.35A-E), foi
observada uma atividade antiviral dose-dependente (Fig. 4.35B-E). E importante observar
nao so6 a reducado do namero de células infectadas, mas também a reducéo da intensidade
de fluorescéncia frente ao tratamento nas concentragdes de 12 pg/ml (Fig. 4.35B), 25 pg/mi
(Fig. 4.35C) e 50 pg/ml (Fig. 4.35D) comparados a cultura ndo tratada (Fig. 4.35A). A
concentracdo maxima utilizada de 50 pg/mL de Annita® levou a uma reducao de 79.1+5,3%
da infeccéo (Fig. 4.35D e F). O valor alcancado de ECsofoi 23+5,3 com isto foi obtido um
excelente indice de seletividade (do inglés selectivity index (Sl)), que mede quanto o
farmaco é seletivo ao patdégeno em relacdo a célula hospedeira, com valor de 46 (Fig.
4.34B).
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Figura 4.34: Efeito citotoxico do farmaco Nitazoxanida em células primariais
corionicas: (A) as celulas CK-7+ foram tratadas por 48h com as concentracdes de 100 -
1600 pg/mL do farmaco para calculo do LCs,. (B) tabela como os valores de LC;,. ECy, €
indice de seletividade (IS). N=3.
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Figura 4.35: Efeito antiviral do firmaco nitazoxanida em células primariais corionicas: as células com CK-
7+ foram (A, inset) Mock ou (A-D) infectadas por ZIKV com a multiplicidade de infeccdo (MOI) 20. A
deteccdo do antigeno viral foi realizada através do ensaio de imunofluorescéncia. Apos o periodo de adsorcao as
culturas foram lavadas e tratadas (B-D) por 48h com (B) 12, (C) 25 ¢ (D) 50 pg/mL da droga. (E) o grafico
representa a média + desvio padrao do percentual de células infectadas. (F) o grafico demonstra o efeito antiviral
dose-dependente evidenciado pelo percentual de reducéo de células infectadas. N=3.
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4.6.2. Reducao de efeito citopatico por ensaio de plaque e reducao de carga
viral por deteccao de copias de RNA viral

Para avaliar a reducdo do numero de particulas virais infecciosas no sobrenadante
das culturas tratadas em relacao as culturas nao tratadas, foi realizado o ensaio de plaque
(Fig. 4.36A). Esta analise revelou que a concentragao de 25 ug/mL de Annita® nas células
coridnicas inibiu 100% da progénese (Fig. 4.36A). Além disto, utilizando a técnica de RT-
gPCR para quantificacdo do numero de copias de RNA viral/mL no sobrenadante das
culturas, a quantificacdo das culturas néo tratadas foi de 55x10° copias/mL, enquanto nas
culturas tratadas foi de 3.2x10° copias/mL o dado demonstra que a concentragdo 50 pg/mL
reduziu em 93% o numero de cépias de RNA viral (Fig. 4.36B). Interessante observar que
0 ensaio de Plaque considerada a técnica ouro da virologia, pois revela a presenca somente
de particulas virais infecciosas, e ndo somente RNA viral, jA demonstrou a inibicdo da
progénese na concentracédo de 25 ug/mL (Fig. 4.36B), revelando a excelente atividade da
droga sobre o virus.
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Figura 4.36: Avaliacao do efeito antiviral do firmaco Nitazoxanida em células
primariais corionicas por ensaio de Plaque e RT-qPCR: as células CK+ foram Mock
ou infectadas por ZIKV com a multiplicidade de infeccdo (MOI) 20. Apds o periodo de 2
de adsorcdo as culturas foram lavadas e tratadas com 12, 25, 50 e 100 pg/mL da droga.
Apo6s 48h de infeccdo o sobrenadante das culturas foram coletados para a deteccdo de

particulas infecciosas pelo ensaio de Plaque (N=3) e extracdo de RNA para ensaio de RT-
gPCR (N=3).
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4.6.3. Avaliacdo morfologica por H&E dos explantes

Embora ainda que preliminar, também foi testada a atividade do Nitazoxanida em
explantes da membrana fetal e a analise realizada foi apenas morfolégica por microscopia
de luz em cortes corados por H&E (Fig. 4.37). Apds separacdo mecanica, as membranas
aminiéticas (Fig. 4.37A-C) e coribnicas (Fig. 4.37D-F) foram subdividas nos seguintes
grupos:controle (Fig. 4.37A e D) ou infectadas por ZIKV (Fig. 4.37 B-C e E-F) com 1x10°
PFU/mL. Apoés o periodo de adsorc¢éo viral as culturas de explantes foram tratadas por 48h
com 50 pug/mL da droga (Fig. 4.37C e F). Os resultados revelaram que apoés infeccéo a
camada de células epiteliais da membrana amnidtica foi danificada, como observado pela
auséncia de citoplasma e nucleo celular (Fig. 4.37B) quando comparada a membrana Mock
(Fig. 4.37A). Porém, o tratamento com o farmaco protegeu esta camada celular do efeito
citopatico provocada pela infeccéo viral (Fig. 4.37C). Efeito semelhante pode ser observado
na membrana coribnica relacionado a uma protecdo pelo tratamento (Fig. 4.37F) em
relacdo ao dano tecidual induzido pela infecgéo (Fig. 4.37E).
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Figura 4.37: Efeito antiviral do fairmaco Nitazoxanida em explantes da membrana fetal:
apods separacdo mecanica a membrana amniotica (A-C) e coridnica (D-F) foram Mock (Ae D)
ou infectadas por ZIKV (B — E) com 1x10° PFU/mL. Apds o periodo de adsorcdo viral, os
explantes foram tratados (C e F) por 48h com 50 pg/mL da droga.
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5. DISCUSSAO

O atual estudo teve por objetivo implementar o modelo de cultivo de explantes e
células primarias placentarias, 6rgdo de extrema relevancia para a transmissao
congénita, a fim de investigar a susceptibilidade destas amostras a infec¢éo pelo virus
Zika in vitro. Para tanto, de modo geral, foram utilizadas diferentes metodologias de
obtencéo e cultivo, seguido de caracterizacdo morfoldgica, fenotipica e ultraestrutural
das culturas de placenta humana a termo. Apds a confirmacao da infectividade dos
tecidos e células placentarias pelo ZIKV, o proximo passo foi validar o modelo
estabelecido como uma plataforma para teste de moléculas com potencial atividade
antiviral na busca por compostos com eficacia em inibir a transmissao congénita do
ZIKV. O foco do trabalho foi o reposicionamento do farmaco Nitazoxanida, aprovado
pela FDA para administragdo em gestantes.

Como mencionado, o ZIKV se tornou uma preocupacdo de saude publica mundial
devido aos surtos ocorridos nas Américas, especialmente no Brasil em 2015-2016.
Este fato ganhou relevancia e atencdo durante o periodo gestacional devido sua
associacdo com anormalidades neurolégicas em fetos/recém-nascidos, como a
microcefalia (Desai e cols., 2017). O que justifica os objetivos propostos no estudo,
contemplando a interacédo de células de placenta humana com a cepa circulante no
Brasil (BRZIKV_AB_ES), os dados obtidos pelo sequenciamento parcial do gene da
proteina ndo estrutural NS1 revelou 100% de identidade nucleotidica da regido
analisada com a cepa Brasileira pioneira na correlacdo entre ZIKV e microcefalia, a
Brazil-ZIKVV2015 (Calvet e cols., 2016), confirmando que os estudos foram conduzidos
com uma cepa circulante no Brasil. Apesar de o ZIKV possuir duas linhagens
primariamente identificadas: A Africana e a Asidtica, estudos filogenéticos
demonstraram que a cepa que infectou a populacao brasileira pertence a linhagem
Asiética (Desai e cols., 2017; Calvet e cols., 2016; Bayer e cols., 2016).

A placenta com sua membrana fetal constitui um 6rgdo com estrutura e funcdes
especializadas que desempenham papel crucial na barreira fisica, fornecendo uma
barreira defensiva mecénica, bioquimica e imunoldgica restringindo o microambiente
intrauterino a fatores externos nocivos ao desenvolvimento fetal (Delorme-Axford e
Cols., 2013; Timothy e Cols., 2002). Dados da literatura também ressaltam que a

integridade da membrana fetal até o final da gestacéo é vital para o inicio do trabalho
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de parto, sendo uma importante fonte de prostaglandina (Hassan e cols., 2012).

Interessante que em nossos estudos realizados com placenta a termo

a separacao mecanica da membrana fetal ndo alterou a organizacéo estrutural dos
tecidos, conforme ja demonstrada por microscopia 6tica em cortes histologicos (Begak
& Paulete, 1976). No entando, observamos ao longo da padronizacdo das culturas
uma grande variabilidade da viabilidade das amostras, alguns autores colocam que
estas variacfes podem estar relacionadas a fatores como: idade gestacional, tipo de
parto, tempo de trabalho de parto, condi¢cdes de transporte da placenta, sangue
residual, bem como o tempo entre o parto e o isolamento das células, (Murphy e cols.,
2014; Mike e cols., 2010; Gomez Dominguez e cols., 2008). Foi demonstrado que
explantes de membrana fetal apresentando multiplas vacuoliza¢cdes ao microscépio
otico devem ser descartados, pois as células deste tecido apesar de passivas a
digestdo enzimatica, jA estdo em processo de morte celular (Motedayyen e cols.,
2017). A opcado de incluir este tecido em nossas avaliacbes é devido a intensa
vascularizacdo rica em sangue materno da membrana fetal coribnica que mantem
estreito contato com a membrana fetal amnidtica, apesar de esta ser avascular (Rocha
& Baptista, 2015). Além disso, o interesse na membrana coribnica veio da escassez
de informacgBes sobre suas caracteristicas morfoldgica, bioquimica e funcional, ao
contrario do amnion que apresenta diversos dados na literatura, em grande parte pelo
interesse em sua caracterisca mesenquimal pluripotente (Yang, e cols., 2018). No
entanto, como a troca hematogénica ocorre nas vilosidades corionicas, foi de
fundamental importancia estudar aspectos da infec¢ao transplacentaria neste tecido.
Os explantes cultivados, do mesmo modo apresentaram integridade tecidual. Nas
vilosidades as células epiteliais trofoblasticas, tem o sinciciotrofoblasto como células
funcionais multinucleadas que limitam o contato do sangue materno com o interior das
vilosidades (Gargioni, 2014). As secg¢des dos tecidos também foram submetidas a
caracterizacao fenotipica, evidenciando células epiteliais na membrana e vilosidade
coribnicas, conforme demonstrado em diversos estudos pela marcacdo de
citoqueratinas (Ribeiro e cols., 2018; Mamede, 2017; Takako e cols., 2016).

Uma vez estabelecido o modelo de explantes, foi realizada a padronizacdo da
dissociacdo das células primarias da membrana fetal amnidtica e coridnica,
separadamente e das células da vilosidade coribnica. Embora ja tenham sido

estabelecidos na literatura diversos protocolos de dissociacdo dessas células, a
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maioria deles nao foi reprodutivel ou levou a uma variacdo muito grande quanto a
pureza das células epiteliais (Clabault e cols., 2018; Gramignoli e cols., 2016; Murphy
e cols., 2014; kliman e cols., 1986). Dentre os protocolos ja estabelecidos para
isolamento das células amnioticas nota-se uma variacao de rendimento entre 8x106
a 120x106 de células com viabilidade entre 83 a 98% (Motedayyen e cols., 2017; Miki
e cols., 2010; Toda e cols., 2007), o que corrobora com os dados obtidos destacando
qgue células amnidticas foram mais resistentes ao processo de digestdo enzimatica
comparado as ceélulas coribnicas, ja em relacéo a variacdo de rendimento esses dados
estdo relacionados tanto ao tipo de solugdo enzimatica utilizada quanto a viabilidade
da amostra (Murphy e cols., 2014; Mike e cols., 2010; Gomez Dominguez e cols.,
2008). Porém, além desses parametros, nosso protocolo de escolha rendeu 100% de
homogeneidade de células aminiéticas CK-7+, de acordo com o desejado e descrito
na literatura (Tabatabaei e cols., 2014). Por outro lado, o isolamento de células da
membrana coridnica revelou uma cultura mista entre as diferentes placentas
utilizadas, sugerindo que de acordo com o rendimento de células epiteliais ocorre ou
nao sua predominancia ao longo o cultivo. Apesar desses dados nao invalidar o uso
da cultura mista, pois é a que mais se aproximaria do microambiente tecidual, sera
necessario estabelecer um protocolo que permita maior controle do tipo celular obtido.
Da mesma forma, aplicando o protocolo de Kolokoltsova e colaboradores (2017) nos
explantes das vilosidades coridnicas foi obtida a formacéo de esferdides e migracao
de células apresentando diferentes morfologias, porém sera necessario realizar a
fenotipagem destas células antes do processo de tripsinizacdo para uma melhor
caracterizacdo, uma vez que quando fenotipadas apos replaqueamento nado foi
observado a presenca de células epiteliais como esperado para uma cultura mista
(Kolokoltsova e cols., 2017).

Além disso, as diferentes morfologias observadas sugerem a presenca de células
mesenquimais e/ou macrofagos, dai a necessidade de melhor caracterizacao
incluindo marcadores como: CD90, CD105, CD73, CD31, CD68, HLA-DR e HLA-DQ
(Yang e cols., 2018; Motedayyen e cols., 2017; Tabatabaei e cols., 2014).

O estudo do papel da placenta na patologia da infeccao por ZIKV pode identificar
fatores que influenciam sua viruléncia durante a gestacdo e contribuir para o
conhecimento de como ocorre 0 rompimento da barreira placentaria levando ao
impacto secundéario no desenvolvimento fetal (Sadovsky e cols., 2016). Apesar de

varios estudos terem mostrado a presenca do virus Zika na placenta humana de mée
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acometida pela infeccdo, sustentando a hipotese de que o ZIKV rompe a barreira
placentaria e alcanca o feto, a patogénese viral neste tecido permanece pouco
elucidada (Sheridan e cols., 2017; Martines e cols., 2016; Malkar e cols., 2016). Dados
da literatura sustentam a hipétese de maior probabilidade da transmissédo viral e
patogénese fetal no primeiro trimestre de gravidez (El Costa e cols., 2016; Tabata e
cols., 2016). No entanto, em alguns casos, a falta de registro do periodo gestacional
em que a mae foi acometida pela infeccéo e a necessidade de estudos longitudinais,
deixam em aberto a confirmacédo do real risco para o feto nos diferentes periodos
gestacionais. Diante disto, investigamos a susceptibilidade de explantes de placenta
a termo e observamos que tanto a membrana coriénica quanto as vilosidades foram
susceptiveis a infeccdo. Esses dados corroboram com o observado por outros grupos
gue detectaram o virus Zika em placentas de maes infectadas em diferentes estagios
de gestacdo (Noronha e cols., 2016; Martines e cols., 2016). O mesmo foi
demonstrado em modelo de infeccdo de primata ndo humano, confirmando que
placentas do final da gestacdo sdo vulneraveis a infeccao (Coyne e cols., 2016). Até
o0 momento ndo ha dados na literatura sobre a infeccdo de explantes de membrana
corionica pelo ZIKV ex vivo, esta permissividade esta sendo relatada pela primeira
vez, reforcando a importancia deste tecido no contexto da fisiopatologia da sindrome
congénita do virus Zika, possibilitando a ocorréncia de uma rota adicional a placental
e paraplacental descritas na literatura (Tabata e cols., 2016). Nesse estudo é sugerido
gue na rota paraplacental o ZIKV infecta células da decidua parietal, se propaga para
membrana amnidtica alcancando o liquido amniético para infectar o feto. Nossos
dados complementam este estudo, sugerindo que a membrana coridnica infectada
possa transferir o virus para a membrana aminiética dado seu estreito contato.
Quando as vilosidades coribnicas foram infectadas, foi observada a presenca do
antigeno viral somente na localizacdo de células vimentinas+, sugerindo que a
infeccdo n&o ocorra em células CK-7+. De fato, dados da literatura mostram que
sinciciotrofoblastos de placenta a termo ndo sé&o permissivos a infecgéo pelo ZIKV, o
estudo mostrou que a imunidade inata confere protecéo a superficie das vilosidades
coribnicas atraves da secrecao de interferon tipo Ill (Bayer e cols., 2016). No entanto,
foi demonstrado baixo perfil de infeccdo em citotrofoblastos e células CD68+
presentes no interior de explantes de vilos do primeiro trimestre da gestacéo utilizando
as Cepas MR766 e Nical-16, porém sinciotrofoblastos, mesmo em placentas de

primeiro trimestre ndo foram infectados (Tabata e cols., 2016). Interessante, que em
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nosso estudo a deteccao do antigeno viral colocalizado com a marcacéo de vimentina
no espaco interviloso, sugere que a infeccdo possa estar ocorrendo em células
mesenquimais, fibroblastos e até mesmo em células de hofbauer, como demonstrado
por outros autores (Quick e cols., 2016; Noronha e cols., 2016; Tabata e cols., 2016).
Ja os resultados obtidos com as culturas de esferodides revelou marcacéao da proteina
viral em todo tecido ndo permitindo a identificagéo do tipo celular infectado. De fato,
guando os esferdides foram fenotipados com anti-CK-7 e anti-vimentina a marcacéo
pelos dois anticorpos também ocorreu em todo tecido, sé foi possivel quantificar o
namero de células de cada marcador pelo Software Cell Profiler™, reforcando a
necessidade da analise por Microscopia Confocal a Laser para identificacdo do tipo
celular infectado, por se tratar de um modelo 3D. E importante ressaltar que esta
sendo demonstrado pela primeira vez o0 modelo experimental 3D de explante primario
de placenta humana a termo permissivo a infecgéo por uma Cepa viral Brasileira. Com
relagdo a infeccdo das células que migraram deste tecido os resultados ndo foram
reprodutiveis, logo uma melhor caracterizacao fenotipica devera ser conduzida, bem
como o aprimoramento do protocolo de isolamento de citotrofoblastos funcionais,
conforme realizado por outros autores (Kolokoltsova e cols., 2017; Clabault e cols.,
2017; Li & Schust, 2015).

Nossos resultados revelaram que as culturas primarias de células amnioticas de
placenta a termo foram suscetiveis a infeccdo de modo tempo-dependente e de
acordo com a baixa carga viral empregada. A vulnerabilidade deste tipo celular a
infeccdo pelo ZIKV havia sido relatada em células de placenta do 2° e 3° trimestres
gestacional, sendo que neste estudo as células do 2° trimestre produziram titulos
virais cerca de 6 a 8 vezes mais altos do que as de placenta a termo, este dado pode
estar relacionado as cepas virais utilizadas, a MR766; Nical-16 e Nica 2-16, altamente
virulentas (Tabata e cols., 2016). Contudo, o interessante dos nossos achados foi que
comparando as diferentes susceptibilidades encontradas entre os perfis fenotipicos
das células isoladas da membrana fetal frente a mesma carga viral (MOI 1 e 20),
incluindo amnion e cérion, foi observado que células CK-7+ foram mais permissivas a
infeccéo.

Como relatado anteriormente, as células derivadas do corion sédo pouco exploradas
na literatura, possivelmente devido a heterogeneidade das culturas. Por isso,
achamos pertinente explorar os resultados com células obtidas da membrana

coribnica, a fim de contribuir com a geracdo de conhecimento sobre este importante
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anexo embrionario. A andlise ultraestrutural destas células confirmou o caréater
heterogéneo das culturas, porém com uma predominancia das células sugestivas de
fibroblastos. O mesmo perfil morfolégico fibroblastdide foi observado em analise
ultraestrutural por Winram e colaboradores (1998). Interessante, que demonstramos
pela primeira vez a presenca de particulas virais neste tipo celular, que apresentou
intensa desorganizacéo ultraestrututral quando infectada, semelhante as descritas em
outros tipos celulares (Evan e cols., 2017; Offerdahl e cols., 2017; Cortese e cols.,
2017) e mesmo frente a infeccéo por outros Flavivirus como, DENV (Junjhon e cols.,
2014; Gangodkar e cols., 2010; Welsch e cols., 2009), virus Langat (Offerdahl e cols.,
2012) e virus da encefalite transmitida por carrapatos (TBEV) (Miorin e cols., 2013;
Bily e cols., 2015), onde o Reticulo Endoplasmatico é drasticamente alterado pela

replicacdo e encapsidacéao viral.

Culturas primérias de células coribnicas CK+, por serem mais susceptiveis as
infeccbes foram utilizadas para os testes de reposicionamento do farmaco Annita®.
Os dados obtidos dos ensaios experimentais demonstraram uma excelente atividade
antiviral do Annita®, avaliada pela excelente reducdo do percentual de células
infectadas, mas também pela reducdo da intensidade de fluorescéncia frente as
diferentes doses, sugerindo uma diminuicao da replicacdo viral na célula hospedeira.
O que corrobora com a diminuicdo do namero de copias de RNA viral e do efeito
citopatico, observado pela reducédo de particulas infecciosas dos sobrenadantes das
culturas tratadas em compara¢do com as culturas ndo tratadas. Além dos resultados
promissores alcangados pelo tratamento com NTZ na cultura de células isoladas da
placenta humana, importantemente, o farmaco também exibiu atividade antiviral nos
explantes da membrana fetal, que mais se aproxima do organismo vivo. O tratamento
protegeu as membranas amnidticas e coridnicas do efeito citopatico viral, mantendo a
organizacdo e arquitetura tecidual quando comparado ao controle néo infectado.
Obviamente, serdo necessarios testes em culturas de trofoblastos primarios e
explantes da vilosidade coribnica, que sdo as principais células funcionais da placenta
humana, mas os dados sdo motivadores.

A atividade microbicida da Nitazoxanida (NTZ), principio ativo do medicamento
Annita®, j4 havia sido demonstrada sobre diferentes patégenos como, parasitas
(Chan-Bacab e cols., 2009), Mycobacterium (Bailey e cols., 2017; Harausz e cols.,

2016) e virus vaccinia (Hickson e cols., 2018) e também contra alguns virus da familia
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Flaviviridae, inclusive essa droga esta na fase Il dos ensaios clinicos para o tratamento
da hepatite C cronica nos Estados Unidos (Nikolova e cols., 2014; Shi e cols., 2014;
Rossignol e cols., 2009).

Os achados do nosso estudo corroboram com os dados publicados por Cao e
colaboradores (2017) que utilizando culturas de células Vero infectadas com ZIKV,
observou que o tratamento com NTZ inibiu a proliferagédo viral de forma dose
dependente, diminuindo tanto o nimero de particulas infecciosas no sobrenadante
das culturas quanto a expressao da proteina E do ZIKV por imunofluorescéncia. Os
autores também demonstraram que a atividade de NTZ ndo ocorre na etapa de
adsorcao viral. De fato, em nosso trabalho também realizando o tratamento antes da
infeccdo e na etapa de adsorc¢dao viral ndo foi possivel observar o efeito antiviral (dados
nao mostrados).

A Nitazoxanida também foi eficaz contra DENV-2 em cultura de células Vero com
tratamento apos 2h de infeccdo, neste estudo quando o tratamento foi realizado 5 e
10h apés infeccdo houve uma diminuicdo no efeito antiviral, sugerindo que NTZ
exerce seu efeito em momentos iniciais da infeccdo em cultura de células (Meneses e
cols., 2013). Este fato também foi visto por Shi e colaboradores (2014) contra o virus
da encefalite japonesa (JEV) em cultura de células BHK-21, o tratamento com NTZ
em diferentes momentos da infeccdo viral, antes e ap6s 10h de tratamento, ndo
demonstrou efeito sobre a replicacdo viral de JEV, o efeito antiviral foi observado
somente quando o tratamento foi realizado ap6s 2h de infeccdo. Quando
camundongos foram desafiados com doses letais do virus da encefalite japonesa e
tratados 1 dia apds a infeccdo com doses diarias por via intragéstrica de 100 mg/kg
de Nitazoxanida houve protecdo dos animais (Shi e Cols.,2014).

No entanto, no presente estudo utilizamos o farmaco ja formulado, o que
representa vantagens como, estar disponivel nas farmacias e poder ser administrado
em gestantes, pois € aprovado pela FDA na categoria B, vale ressaltar que o Annita®
s6 deve ser utilizado durante a gravidez quando seu beneficio justifica o risco potencial
para o feto e deve ser orientado pelo médico.

Juntos esses dados demonstram que o uso de Annita® durante surtos de ZIKV
congénito podem ser eficientes em bloquear transmissao vertical de ZIKV e proteger
o feto dos efeitos teratogénicos induzidos por ZIKV. Especialmente por se tratar de
um farmaco seguro que pode ser administrado oralmente para uso terapéutico numa

situacdo de emergéncia publica,
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Até o momento ndo hé estudos tdo minuciosos quanto a transmisséo congénita do
ZIKV em momentos tardios da gestacdo em humanos e nosso modelo pode auxiliar
na elucidacdo da dinamica do ZIKV na placenta de terceiro trimestre. Como todo
modelo experimental, o modelo proposto apresenta vantagens como a facil obtencao
apos o parto e perpassa as questdes éticas envolvidas, uma vez que a placenta é
descartada apds o parto. Mas apresenta como desvantagem a necessidade de

amostras extremamente viaveis.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do sequenciamento da amostra viral confirmam que o trabalho
foi realizado com a cepa circulante de ZIKV no Brasil.

O perfil fenotipico das células amniéticas foi homogéneo CK-7+, enquanto que
das células coridnicas revelou heterogeinedade CK-7+ ou Vimentina +.

Sera necessario o0 aumento do numero amostral de placenta avaliadas para
melhor caracterizagdo fenotipica das células obtidas por dissociacdo
enzimatica.

Foi confirmada a susceptibilidade de explantes e células de placenta humana
a termo a infec¢do com a cepa de ZIKVER, O que valida este modelo de cultivo
ex vivo para estudo dos aspectos biologicos das interacbes virus-célula
hospedeira. Além de representar um excelente modelo de avaliacdo de
moléculas hits antivirais.

Foi demonstrada uma variacdo de susceptibilidade entre os diferentes tipos
celulares, sugerindo uma relagdo com carga viral e fendtipo celular.
Importantemente, foi demonstrada a infeccdo de explantes da membrana
coribnica, bem como de células obtidas desse tecido. Este dado complementa
os da literatura que até o momento demonstraram a infeccdo somente de
explantes e células da membrana amniética.

A infeccdo de explantes da membrana coribnica também contribui para o
entendimento das possiveis rotas de infeccdo propostas na literatura, uma vez
gue € extremamente vascularizada e aderente a membrana amniotica.

A droga Nitazoxanida exibiu elevada atividade antiviral (93-100%) jA& numa
concentracdo baixa (25-50ug/mL) em culturas de células coribnicas, o que
estimula o teste em outros tipos celulares da Placenta humana em diferentes
estagios gestacionais e em modelo de infeccdo animal.

Apesar de preliminar, o efeito antiviral do farmaco Annita® parece ser
reprodutivel quando o tratamento foi realizado em explantes da membrana
fetal, microambiente tecidual que melhor se assemelha as condi¢bes no

organismo vivo.
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10) Interessante, que esta acdo foi verificada com o farmaco ja formulado
(Annita®), disponivel nas prateleiras, de baixo custo e classificado na categoria
B pela FDA, que significa permitir a administracdo em gestantes.
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ANEXO 01

Bula do Annita® nitazoxanida

Forma farmacéutica e apresentacédo PO para suspenséo oral - Embalagem contendo
pd para 45 ml ou 100 ml, apds reconstituicdo. Comprimido revestido - Embalagem
contendo 6 ou 14 comprimidos revestidos.

USO ADULTO E PEDIATRICO USO ORAL

Composicao Cada comprimido revestido contém:
[]17= V{0 )<= 11 [ - TR 500 mg;
EXCIPIENTES .S P urerrrrrereeitiitieeeeeeeees s s s et e e e e e e aaaaeeeas 1 comprimido revestido.

(amido, amido pré-gelatinizado hipromelose, sacarose, amidoglicolato de sédio, agua,
talco, estearato de magnésio, acido metacrilico , eudracolor amarelo, alcool

isopropilico, trietilcitrato e acetona).

Cada mi de suspensao reconstituida contém:
NIAZOXANIAA. .......ceiieieeeeieicce e e e e e s e e e e e e e e e e e eeeaeeeeesesneananes 20 mg;
Lo (o] o1 1 (=2 T o = 1 mi

(benzoato de sddio, sacarose, goma xantana, celulose microcristalina, acido citrico,

citrato de sédio diidratado, corante vermelho n° 33, e aroma de morango)
INFORMACOES AO PACIENTE

Como este medicamento funciona? Annita® age contra vermes por meio da inibi¢do
de uma enzima indispensavel a vida do parasita. O mesmo parece ocorrer em relacao
aos protozodrios, embora outros mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos
possam estar envolvidos. A acdo sobre virus se da através da inibicdo da sintese da
estrutura viral, bloqueando a habilidade do virus de se multiplicar. O tempo médio de
acdo do medicamento est4d estimado entre duas a quatro horas apds a sua

administracao.

Por que este medicamento foi indicado? Gastroenterites virais - Annita® € indicado

no tratamento das gastroenterites virais causadas por Rotavirus e Norovirus.

Helmintiases — Annita® é um anti-helmintico efetivo contra nematédeos, cestédeos e

trematdodeos, indicado no tratamento de Enterobius vermiculares, Ascaris
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lumbricoides, Strongyloides stercolaris, Ancilostomiase, Trichuris trichiura, Taenia sp,

Hymenolepis nana.

Amebiases — Annita® é indicado no tratamento da diarréia causada por amebiases
intestinais agudas ou disenteria amebiana causada pelo complexo Entamoeba

histolytica/dispar.

Giardiases - Annita® € indicado no tratamento da diarréia causada por Giardia lamblia

ou Giardia intestinalis.

Criptosporidiase — Annita® € indicado no tratamento da diarréia causada por

Crysptosporidium parvum

Annita® é também indicado no tratamento do Blastocistis hominis, Balantidium coli e

Isospora belli

Quando néo devo usar este medicamento? Contra-indicacdes Annita® nado deve ser
administrado nas situagdes a seguir: < A forma farmacéutica comprimido revestido é
contra-indicada para criangas com onze anos ou mais jovens. ¢ Annita® n&o deve ser
utilizado por pacientes com diabetes, doenca hepatica ou doenca renal. -

Hipersensibilidade e/ou alergia a qualquer um dos componentes da férmula.
Adverténcias

As seguintes medidas de higiene sdo recomendadas no combate as parasitoses
Lavar bem as frutas e verduras e cozinha-las bem. « Lavar bem os utensilios
domeésticos. « Manter os alimentos e depdsitos de agua cobertos. « Manter as maos
sempre limpas e as unhas cortadas, evitar leva-las a boca e lava-las antes das
refeigcdes e apds ir ao banheiro. « Utilizar agua tratada, filtrada ou fervida e ndo beber
agua em recipientes improprios. ¢ Manter local adequado para depdsito de fezes
humanas ou de animais (fossas e latrinas), evacuar em local apropriado (vaso
sanitario) e manter as instalagbes sanitarias limpas. « Nao utilizar fezes humanas
como adubo. * Nao comer carne suina e/ou bovina crua ou mal cozida. « Nao adquirir
carne de procedéncia duvidosa (comprar em estabelecimentos comerciais idéneos,
gue recebem carnes de criadouros ou frigorificos regularizados e inspecionados

periodicamente). « Nao andar com os pés descalgos

Precaucbes O uso de Annita® com anticoagulantes do tipo cumarinicos como a

varfarina e com o anticonvulsivante fenitoina deve ser avaliado com cautela.
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InteragGes medicamentosas Nao existem interagdes com o citocromo CYP 450, ndo
havendo, portanto, contraindicagcdo de uso concomitante com outros medicamentos.
Observar o item Precaucdes em relacdo a administragdo com anticoagulantes e

anticonvulsivantes.

Atencdo: este medicamento contém acucar, portanto, deve ser usado com cautela em
portadores de diabetes. Informe seu médico do aparecimento de reacbes
indesejaveis. Informe seu médico se vocé esta fazendo uso de algum outro
medicamento. Ndo use medicamento sem o conhecimento de seu médico. Pode ser

perigoso para a sua saude.

Como devo usar este medicamento? Annita® deve ser administrado com alimentos,
0 que garante uma elevada absorcdo do medicamento. Aspecto fisico Comprimidos:

oblongos, de cor amarelo-claro P6 para suspenséo oral: cristalino, amarelo

Caracteristicas organolépticas Comprimidos: odor caracteristico P6 para suspensao
oral: odor ligeiramente acido.

Posologia Suspenséao oral Indicacao Idade Dosagem Duracdo Gastroenterites virais
causadas por Rotavirus e Norovirus Criangas acima de 12 meses (1 ano) 0,375 ml
(7,5 mg) por Kg - 2 vezes por dia (a cada 12 horas) 3 dias consecutivos Helmintiases,
amebiase, giardiase, isosporiase, balantidiase, blastocistose. Criancas acima de 12
meses (1 ano) 0,375 ml (7,5 mg) por kg, 2 vezes por dia (a cada 12 horas) 3 dias
consecutivos Criptosporidiase em pacientes sem imunodepresséo. Criangas acima
de 12 meses (1 ano) 0,375 ml (7,5 mg) por kg, 2 vezes por dia (a cada 12 horas) 3
dias consecutivos Criptosporidiase em pacientes imunodeprimidos, se a contagem de
CD4 for superior a 50 céls/mma3. Criancas acima de 12 meses (1 ano) 7,5 mg por kg,
2 vezes por dia (a cada 12 horas) 14 dias consecutivos Criptosporidiase em pacientes
imunodeprimidos, se a contagem de CD4 for inferior a 50 céls/mma3. Criancas acima
de 12 meses (1 ano) 7,5 mg por kg, 2 vezes por dia (a cada 12 horas) Deve-se manter

a medicagao por, no minimo, 8 semanas ou
até a resolucdo dos sintomas e negativacao dos oocistos.

Comprimido revestido Indicacdo Idade Dosagem Duracéo Gastroenterites virais
causadas por Rotavirus e Norovirus Criancas acima de 12 anos e adultos 1
comprimido (500 mg), 2 vezes ao dia (a cada 12 horas) 3 dias consecutivos

Helmintiases, amebiase, giardiase, isosporiase, balantidiase, blastocistose
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Criancas acima de 12 anos e adultos

1 comprimido (500 mg), 2 vezes por dia (a cada 12 horas)
3 dias consecutivos

Criptosporidiase em pacientes sem imunodepressao.
Criancas acima de 12 anos e adultos

1 comprimido (500 mg), 2 vezes por dia (a cada 12 horas)
3 dias consecutivos

Criptosporidiase em pacientes imunodeprimidos, se a contagem de CD4 for superior

a 50 céls/mma3.

Criangas acima de 12 anos e adultos

500 a 1000 mg, 2 vezes por dia (a cada 12 horas)
14 dias consecutivos

Criptosporidiase em pacientes imunodeprimidos, se a contagem de CD4 for inferior a
50 céls/mma3.

Criancas acima de 12 anos e adultos
500 a 1000 mg, 2 vezes por dia (a cada 12 horas)

Deve-se manter a medicacdo por, no minimo, 8 semanas ou até a resolu¢do dos

sintomas e negativacdo dos oocistos.

Modo de preparo Suspensdo oral Prepare a suspensao imediatamente antes de

ingeri-la pela primeira vez, conforme instrucdo abaixo:

1 — Agite vigorosamente o frasco ainda fechado, para soltar o p6 do fundo.
2 — Adicione agua fervida ou filtrada, até a marcagéo indicada no rotulo.
3 — Coloque o adaptador para seringa no frasco.

4 — Tampe o frasco e agite vigorosamente para obtencdo de uma suspensao
homogénea. Se necessario, adicione novamente agua filtrada, até a marcacao

indicada no rotulo e agite para homogeneizar.
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5 — O volume da suspensao deve ser medido com a seringa. Ajuste a seringa no
orificio da tampa interna do frasco, vire-o de cabeca para baixo e puxe o émbolo até

0 volume prescrito por seu médico.

6 — A suspensado pode ser administrada diretamente da seringa a boca ou, se

desejado, pode ser transferida para a colher antes da administragéo.

Apds o uso, lave a seringa em agua corrente e guarde-a para a proxima dosagem. A
suspensao pode ser guardada por 7 dias apos seu preparo. Qualquer quantidade ndo
utilizada deve ser descartada apds esse periodo. Antes de cada administracdo a

suspensao deve ser bem agitada.

Este medicamento ndo pode ser partido ou mastigado. Siga a orientacdo de seu
meédico, respeitando sempre os horarios, as doses e a duracdo do tratamento. N&o
interrompa o tratamento sem o conhecimento de seu médico. Nao use o medicamento

com o prazo de validade vencido. Antes de usar,observe o aspecto do medicamento.

Que males este medicamento pode causar? As reacdes adversas mais comumente
relatadas (em cerca de 8% dos pacientes) ocorrem no trato gastrointestinal.

Particularmente nauseas, algumas vezes

acompanhadas de dor de cabeca, diminuicdo ou perda do apetite, ocasionalmente
vomitos, mal estar abdominal inespecifico e dor abdominal tipo célica. Annita® pode
produzir alteracdo da cor dos fluidos fisiolégicos (Ex: urina, esperma) para amarelo
esverdeado, sem qualquer significado clinico. Isto se deve a coloracdo de alguns dos
componentes da formula. Se a cor alterada persistir apés o término do uso do

medicamento, procure o médico.

ATENCAO: ESTE E UM MEDICAMENTO NOVO E, EMBORA AS PESQUISAS
TENHAM INDICADO EFICACIA E SEGURANCA ACEITAVEIS PARA
COMERCIALIZACAO, EFEITOS INDESEJAVEIS E NAO CONHECIDOS PODEM
OCORRER. NESTE CASO, INFORME SEU MEDICO.

O que fazer se alguém usar uma grande quantidade deste medicamento de uma so
vez? As manifestacdes sdo locais, no aparelho digestivo. Recomenda-se proceder

com lavagem gastrica e administrar hidroxido de aluminio com magnésio.

Onde e como devo guardar este medicamento? Cuidados de conservacdo Annita®

deve ser conservado em sua embalagem original. Em temperatura ambiente (entre
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15°C e 30°C) e lugar seco. ApoOs reconstituicdo, a suspensao oral deve ser mantida

firmemente fechada.

Prazo de validade Comprimido revestido 24 meses apds a data de fabricacdo
impressa no cartucho. PO para suspensao oral 24 meses ap0s a data de fabricacéo

impressa no cartucho.
Annita®, suspensdo oral, deve ser consumido em até sete dias apés reconstituicao.

TODO MEDICAMENTO DEVE SER MANTIDO FORA DO ALCANCE DAS
CRIANCAS

INFORMACOES TECNICAS AOS PROFISSIONAIS DE SAUDE

Caracteristicas farmacoldgicas Farmacodinamica Apds administracdo oral em
humanos, a nitazoxanida é rapidamente hidrolisada em seu metabdlito ativo, a
tizoxanida (diacetil-nitazoxanida). A nitazoxanida e seu metabdlito sdo facilmente
reduzidos pela enzima piruvato-ferrodoxina oxidoredutase a partir de parasitas por
transferéncia de elétrons. Esta forma reduzida da nitazoxanida priva os parasitas de
suas energias e assim os erradica. Sabe-se que um dos mecanismos de acdo da
nitazoxanida é a ac¢éao inibitéria direta da enzima piruvato ferredoxina oxidoredutase
(PFOR). A acao sobre virus deve-se a inibicdo da sintese da estrutura viral chamada
de proteina 7 em sua interacdo com a célula, bloqueando a habilidade do virus em se
multiplicar. E possivel que outros mecanismos ainda ndo esclarecidos sejam
responsaveis por sua acao sobre virus. O modo de acdo da nitazoxanida contra os
helmintos ocorre através da inibicdo da polimerizacdo da tubulina no parasita. A
atividade antiprotozoaria de Annita® (nitazoxanida) deve-se a interferéncia na enzima
piruvato-ferredoxinaoxidoredutase (PFOR), blogueando a transferéncia de elétrons.
Este mecanismo de acdo é muito peculiar e dificulta o desenvolvimento de resisténcia.
A interferéncia com a reacao de transferéncia de elétrons enzima piruvatoferredoxina-
oxidoredutase dependente pode ndo ser a Unica via pela qual a nitazoxanida exibe a

atividade anti-protozoaria.

Farmacocinética ApOs a administracdo oral, a nitazoxanida é rapidamente absorvida
no trato intestinal e totalmente hidrolizada em um metabdlito ativo, a tizoxanida, que é
entdo conjugada (glucoronideo tizoxanida), atingindo picos de concentragédo

plasmatica em 1 a 4 horas. A tizoxanida é excretada de forma inalterada pela urina
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nas 24 horas seguintes, e ndo € detectada no plasma. A excre¢cdo também ocorre
através da bile e das fezes. Mais de 99% da tizoxanida estdo ligados a proteinas

plasmaticas.

Estudos in vitro demonstraram que a tizoxanida nao possui efeito inibitério significativo
sobre as enzimas do citocromo P450. A farmacocinética da nitazoxanida néo foi
estudada em pacientes pediatricos menores que um ano de idade, assim como em

pacientes com deficiéncia hepatica e ou fungéo renal.

Resultados de eficacia Um estudol multicéntrico aberto incluiu 546 pacientes com
coproscopia positiva para as mais variadas parasitoses intestinais. As doses de
nitazoxanida utilizadas foram: 500 mg, por via oral, duas vezes ao dia, por trés dias
consecutivos para adultos; 5ml (100 mg), de 12 em 12 horas para criancas de um a
trés anos e 10 ml (200 mg), de 12 em 12 horas, para criancas de quatro a 11 anos.
As taxas de erradicagéo foram: Enterobius vermicularis - 95%, Ascaris lumbricoides -
95%, Ancylostoma duodenale - 96%, Trichuris trichiura - 86% e Strongyloides
stercoralis - 94%. A tolerabilidade foi considerada boa, com 14,5% de eventos
adversos leves (nauseas, cefaléia, vertigem, vomito, dor abdominal e diarréia).
Cabello et al.2 avaliaram a eficacia da nitazoxanida no tratamento de infestacfes
helminticas (7,5 mg/kg, de 12 em 12 horas, por trés dias) e observou taxas de cura de
até 100% para ascaridiase e isosporiase e de 78% e 80% para trichuriase e
enterobiase, respectivamente. Um estudo de Rossignol & Maisonneuve3 avaliou a
eficacia da nitazoxanida em pacientes portadores de Taenia saginata e Hymenolepis
nana. Foram estudados 22 pacientes infestados com T.saginata, que receberam
30mg/kg de nitazoxanida. Os autores encontraram um indice de cura de 95% com
seguimento clinico por um periodo de 90 dias. Ainda neste estudo, em 18 pacientes
infestados por H.nana, a eficicia foi de 90%, para a dose de 50 mg/kg de nitazoxanida.
A tolerabilidade foi considerada boa, com apenas trés pacientes apresentando
eventos adversos leves (nausea, dor epigastrica e diarréia). Rossignol et al4
demonstraram a eficacia da nitazoxanida para o tratamento da diarréia causada por
C parvum em uma populagdo imunocompetente. Um curso de trés dias de tratamento
reduziu a duragéo da diarréia e da excrecao de oocistos. A eficacia e a seguranga
foram relatadas em criancas, adolescentes e adultos. Os eventos adversos relatados

foram semelhantes aqueles do grupo placebo.
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Em um estudo5 multicéntrico, Rossignol avaliou a eficacia e a seguranca da
nitazoxanida em 365 pacientes a partir de trés anos de idade com sindrome de
imunodeficiéncia adquirida e criptosporidiase, que receberam doses de 500 a 1500
mg de nitazoxanida, duas vezes por dia. A duracdo do tratamento foi, em média, de
62 dias. Observou-se resposta clinica mantida durante o tratamento em 59% dos
casos. N&o foram registrados eventos adversos graves. Em outro estudo6
prospectivo, randomizado, duplo-cego e placebo controlado, foi avaliada a eficacia e
a tolerabilidade da nitazoxanida comparada ao placebo para tratar diarréias causadas
por Giardia intestinalis e Entamoeba histolytica/dispar. Foram analisadas 725
amostras de fezes, de 91 pacientes entre 12 e 65 anos, que fizeram uso da
nitazoxanida na dose de 500 mg, de 12 em 12 horas, por trés dias consecutivos.
Observou-se uma eficacia geral de 81% contra 40% do grupo placebo para ambas as
verminoses (p < 0,0002). Um estudo7 conduzido por Diaz et al. revelou taxa de cura
de 97% para os pacientes portadores de blastocistose em criancas de dois a 14 anos
de idade. Em uma coortel de pacientes no Egito foi identificada a presenca de
Balantidium coli nas fezes em 13 casos, cuja erradicacao da infeccéo foi de 77%. Em
estudo randomizado8, duplo-cego, controlado por placebo, envolvendo 50 criangas
com idade entre cinco meses e sete anos, Rossignol et al avaliaram a eficacia e
seguranca da nitazoxanida na gastroenterite por Rotavirus. A dose de 7,5 mg/kg, duas
vezes ao dia por trés dias mostrou-se segura e mais eficaz que o placebo na reducéo
da duracéo da diarréia (31h vs 75h, respectivamente). Em outro estudo randomizado9,
duplo-cego, controlado por placebo, envolvendo 50 adultos e criangcas acima de 12
anos, Rossignol & El-Gohary avaliaram a eficacia e seguranca da nitazoxanida nas
gastroenterites virais, incluindo as causadas por Rotavirus e Norovirus. A dose de 500
mg, duas vezes ao dia por trés dias mostrou-se segura e mais eficaz que o placebo

na reducdo da duracao da diarréia.

1 Abaza H. et al. Nitazoxanide in the treatment of patients with intestinal protozoan
and helminthic infections: a report on 546 patients in Egypt. Curr. Ther. Res, 59:116—
121,1998. 2 Cabello R R. et al. Nitazoxanide for the treatment of intestinal protozoan
and helminthic infections in Mexico. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 91:701-703, 1997.
3 Rossignol JF; Maisonneuve H. Nitazoxanide in the treatment of Taenia saginata and
Hymenolepis nana. Am J Trop Med Hyg; 33: 511-512, 1984,
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4 Rossignol JF; Ayoub A; Ayers MS. Treatment of diarrhea caused by Cryptosporidium
parvum: a prospective randomized, double-blind,placebo-controlled study of
nitazoxanide. J Infect Dis; 184: 103-106, 2001. 5 Rossignol JF. Nitazoxanide in the
treatment of acquired immune deficiency syndrome-related cryptosporidiosis: results
of the United States compassionate use program in 365 patients. Aliment Pharmacol
Ther; 24:887-894, 2006. 6 Rossignol JF; Ayoub A; Ayers MS. Treatment of diarrhea
caused by Giardia intestinalis and Entamoeba histolytica or E. dispar: a randomized,
double-blind, placebo-controlled study of nitazoxanide. J Infect Dis; 184: 381-384,
2001. 7 Diaz E; Mondragon J; Ramirez E; Bernal R. Epidemiology and control of
intestinal parasites with nitazoxanide in children in México. Am J Trop Med Hyg;
68:384-385, 2003. 8 Rossignol JF et al. Effect of nitazoxanide for treatment of severe
Rotavirus diarrhoea: randomised double-blind placebo-controlled trial. The Lancet;
368:124-129, 2006. 9 Rossignol JF; EI-Gohary YM. Nitazoxanide in the treatment of
viral gastroenteritis: a randomized double-blind placebo-controlled clinical trial. Aliment
Pharmacol Ther; 24:1423-1430, 2006.

Indicacbes Gastroenterites virais - Annita® € indicado no tratamento das

gastroenterites virais causadas por Rotavirus e Norovirus.

Helmintiases — Annita® é um anti-helmintico efetivo contra nematédeos, cestdédeos e
trematédeos, indicado no tratamento de Enterobius vermiculares, Ascaris
lumbricoides, Strongyloides stercolaris, Ancilostomiase, Trichuris trichiura, Taenia sp,

Hymenolepis nana.

Amebiases — Annita® é indicado no tratamento da diarréia causada por amebiases
intestinais agudas ou disenteria amebiana causada pelo complexo Entamoeba

histolytica/dispar.

Giardiases - Annita® € indicado no tratamento da diarréia causada por Giardia lamblia

ou Giardia intestinalis.

Criptosporidiase — Annita® € indicado no tratamento da diarréia causada por
Crysptosporidium parvum

Annita® é também indicado no tratamento do Blastocistis hominis, Balantidium coli e

Isospora belli

Contra-indicagbes * A forma farmacéutica comprimido revestido ndo deve ser

administrada em criangas de zero a 11 anos. °* Diabetes, doencga hepatica ou doencga
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renal. « Pacientes com histéria de hipersensibilidade e/ou alergia a nitazoxanida ou

aos componentes da férmula.

Modo de usar e cuidados de conservacdo depois de aberto Annita® deve ser

administrado com alimentos, o que garante uma elevada absor¢cdo do medicamento.

Modo de preparo Prepare a suspensdo imediatamente antes de ingeri-la pela primeira

vez, conforme instrucao abaixo:

1 — Agite vigorosamente o frasco ainda fechado, para soltar o p6é do fundo.
2 — Adicione agua fervida ou filtrada, até a marcacao indicada no rétulo.

3 — Coloque o adaptador para seringa no frasco.

4 — Tampe o frasco e agite vigorosamente para obtencdo de uma suspensao
homogénea. Se necessario, adicione novamente agua filtrada, até a marcacéo

indicada no rétulo e agite para homogeneizar.

5 — O volume da suspenséo deve ser medido com a seringa. Ajuste a seringa no
orificio da tampa interna do frasco, vire-o de cabeca para baixo e puxe o émbolo até

o volume prescrito por seu médico.

6 — A suspensdo pode ser administrada diretamente da seringa a boca ou, se

desejado, pode ser transferida para a colher antes da administragéo.

Apés o uso, a seringa deve ser lavada com agua corrente e guardada para a préxima
dosagem. A suspensdao pode ser guardada por sete dias ap6s seu preparo. Qualquer
guantidade ndo utilizada deve ser descartada apds esse periodo. Antes de cada

administracdo a suspenséao deve ser bem agitada.

Aspecto fisico Comprimidos: oblongos, de cor amarelo-claro P6 para suspensao oral:

cristalino, amarelo

Caracteristicas organolépticas Comprimidos: odor caracteristico P6 para suspensao

oral: odor ligeiramente &cido.

Posologia Suspenséao oral Indicacdo Idade Dosagem Duracao Gastroenterites virais
causadas por Rotavirus e Norovirus Criangas acima de 12 meses (1 ano) 0,375 ml
(7,5 mg) por Kg - 2 vezes por dia (a cada 12 horas) 3 dias consecutivos Helmintiases,
amebiase, giardiase, isosporiase, balantidiase, blastocistose. Criancas acima de 12

meses (1 ano) 0,375 ml (7,5 mg) por kg, 2 vezes por dia (a cada 12 horas) 3 dias
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consecutivos Criptosporidiase em pacientes sem imunodepressdo. Criangas acima
de 12 meses (1 ano) 0,375 ml (7,5 mg) por kg, 2 vezes por dia (a cada 12 horas) 3
dias consecutivos Criptosporidias em pacientes imunodeprimidos, se a contagem de
CD4 for superior a 50 céls/mma3. Criangas acima de 12 meses (1 ano) 7,5 mg por kg,
2 vezes por dia (a cada 12 horas) 14 dias consecutivos Criptosporidiase em pacientes
imunodeprimidos, Criangas acima de 12 meses (1 7,5 mg por kg, 2 vezes por dia (a

deve-se manter a medicacéo
se a contagem de CD4 for inferior a 50 céls/mma3.

ano) cada 12 horas) por, no minimo, 8 semanas ou até a resolucdo dos sintomas e

negativagédo dos oocistos

Comprimido revestido Indicacdo Idade Dosagem Duracdo Gastroenterites virais
causadas por Rotavirus e Norovirus. Criancas acima de 12 anos e adultos 1

comprimido (500 mg), 2 vezes ao dia (a cada 12 horas) 3 dias consecutivos

Helmintiases, amebiase, giardiase, isosporiase, balantidiase, blastocistose.

Criancas acima de 12 anos e adultos
1 comprimido (500 mg), 2 vezes por dia (a cada 12 horas)
3 dias consecutivos

Criptosporidiase em pacientes sem imunodepresséo. Criangas acima de 12 anos e
adultos

1 comprimido (500 mg), 2 vezes por dia (a cada 12 horas)
3 dias consecutivos

Criptosporidiase em pacientes imunodeprimidos, se a contagem de CD4 for superior
a 50 céls/mma3.

Criancas acima de 12 anos e adultos
500 a 1000 mg, 2 vezes por dia (a cada 12 horas)
14 dias consecutivos

Criptosporidiase em pacientes imunodeprimidos, se a contagem de CD4 for inferior a

50 céls/mm3.

Criancas acima de 12 anos e adultos
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500 a 1000 mg, 2 vezes por dia (a cada 12 horas)

Deve-se manter a medicacdo por, no minimo, 8 semanas ou até a resolucdo dos

sintomas e negativacdo dos oocistos.
Adverténcias

* O uso de Annita® com anticoagulantes do tipo cumarinicos como a varfarina e com
o anticonvulsivante fenitoina deve ser avaliado com cautela. * Annita® pode produzir
alteracdo da cor dos fluidos fisiolégicos (ex: urina, esperma) para amarelo
esverdeado, sem qualquer significado clinico. Isto se deve a coloracéo de alguns dos
componentes da férmula. Se a cor alterada persistir ap6s o término do uso do

medicamento, procure o médico.

Atencéo: este medicamento contém acucar, portanto, deve ser usado com cautela em

portadores de diabetes.

Uso em idosos, criancas e outros grupos de risco Nao ha estudos com pacientes
acima de 65 anos. Ao se prescrever Annita® deve-se considerar a capacidade renal,
hepatica e cardiaca, a presenca de outras doencas e a utilizacdo concomitante de

outras drogas.

Interacbes medicamentosas O uso de Annita® com anticoagulantes cumarinicos
como a varfarina e com o anticonvulsivante fenitoina deve ser avaliado com cautela.
N&o existem interacdes com o citocromo CYP 450, ndo havendo, portanto,

contraindicacdo de uso concomitante com outros medicamentos.

Reacdes adversas Gastrointestinal Muito comum: mal estar abdominal inespecifico e
dor abdominal tipo cdlica. Incomum: vémitos e diarréia Rara: constipacgao, flatuléncia

e nauseas, dispepsia
Glandular Comum: Hiperidrose
Nervoso Incomum: cefaléia Rara: ins6nia, desmaios, tremores

Metabolico/Nutricional Muito comum: alteracbes de apetite (diminuicdo ou perda)
Rara: aumento do apetite

Imunolégico Rara: aumento do apetite

Reprodutor Rara: metrorragia, amenorréia
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Geral Rara: dor nas costas, caimbra nas pernas, mialgia, dor de ouvido, febre,
calafrios

Renal e urinario Rara: doenca renal, disuria, descoloracdo da urina
Cardiovascular Rara: hipertenséo, taquicardia
Dermatologico Rara: prurido da pele e rash cutaneo

ATENCAO: ESTE E UM MEDICAMENTO NOVO E, EMBORA AS PESQUISAS
TENHAM INDICADO EFICACIA E SEGURANCA ACEITAVEIS PARA
COMERCIALIZACAO, EFEITOS INDESEJAVEIS E NAO CONHECIDOS PODEM
OCORRER. NESTE CASO, INFORME SEU MEDICO.

Superdosagem As manifestacdes sao locais, no aparelho digestivo. Pode-se proceder

a lavagem gastrica e administrar hidréxido de aluminio com magnésio.

Armazenagem Annita® deve ser conservado em temperatura ambiente (entre 15°C

e 30°C), em sua embalagem original. Proteger da umidade.

ApOs reconstituicdo, a suspensdo oral deve ser mantida firmemente fechada.

Annita®, suspensao oral, deve ser consumido em até sete dias ap0s reconstituicao.
Apos reconstituicdo, a suspenséao oral deve ser mantida firmemente fechada.
VENDA SOB PRESCRICAO MEDICA

Numero do lote, data de fabricacdo e prazo de validade: vide cartucho MS:
1.0390.0173 Farm. Resp.: Dra. Marcia Weiss I. Campos — CRF-RJ n° 4499 Fabricado
por: FARMOQUIMICA S/A Rua Viava Claudio n° 300 — Rio de Janeiro — RJ IndUstria
Brasileira CNPJ: 33.349.473/0003-10 SAC 0800 25 01 10
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