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RESUMO

Dengue virus (DENV) e Zika virus (ZIKV) pertencem ao género Flavivirus da familia
Flaviviridae. Sdo arbovirus transmitidos por mosquitos do género Aedes, porém, outros modos
de transmissdo vém sendo relatados para ZIKV, como a transmissdo vertical e sexual. DENV
possui quatro sorotipos distintos (DENV 1 - 4), cada um com Varios genotipos e todos séo
capazes de causar a dengue ndo grave, com e sem sinais de alarme, e a dengue grave. O ZIKV
possui duas linhagens, a asiatica e a africana. Ja foi comprovado que a infeccdo tanto por DENV
como por ZIKV podem causar complicagdes neuroldgicas graves. E, recentemente, ZIKV vem
sendo relacionado com microcefalia e Sindrome de Guillain-Barre. Como somos um pais
endémico para Flavivirus, o primeiro passo do trabalho foi comprovar que as amostras de ZIKV
recebidas por nossa instituicdo eram realmente este virus, e ndo havia coinfeccdo com DENV.
Para isto, foi feita PCR em tempo real com iniciadores especificos para ZIKV e DENV e
também nested PCR com iniciadores para DENV, demonstrando que o ZIKV foi positivo na
PCR em tempo real e foi negativo para DENV pelo nested PCR. O objetivo principal desta
dissertacdo foi comparar a resposta imune celular desencadeada por dois isolados distintos de
DENV 3, um neurotropico (gen6tipo 1) e outro ndo neurotrépico (gendtipo Ill). E também
comparar a resposta imune desencadeada por dois isolados brasileiros de ZIKV (PE243 e SPH).
O estudo a resposta imune desencadeada pelos virus foi feito através da quantificacdo da
producdo de oxido nitrico e de diferentes citocinas, avaliando a susceptibilidade a infecgéo e
multiplicacdo viral das diferentes células utilizadas neste trabalho e avaliando a ativacdo de
TLR2 e/ou TLR4. Assim, macrofagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6, células KG-
1 e THP-1 foram infectadas com DENV e ZIKV, e os sobrenadantes destas células foram
coletados em diferentes dias ap6s a infec¢do. Os sobrenadantes foram analisados por reacdo de
Griess, para a quantificacdo do 6xido nitrico produzido pelas células e por CBA para a
quantificacdo das citocinas. Também foi avaliado se estas células foram susceptiveis a infeccéo
dos virus, por titulacdo. Nas celulas KG-1, foi detectado DENV 3 gen6tipo | até o 10° d.p.i. e
ZIKV até o0 5° d.p.i., com titulos mais altos em comparacdo com os macr6fagos murinos. Néo
foi detectado DENV 3 gen6tipo |11 nas células KG-1. Como s foram detectados virus nos 1° e
2° d.p.i. nos macréfagos intraperitoneais de camundongo, é possivel sugerir que os virus foram
inibidos pela capacidade destas células de produzir uma resposta imune inata eficaz contra a
infecgdo por DENV e por ZIKV. Foi demonstrado que o NO e o IFNy s@o importantes no
controle da infec¢do por DENV 3. E que as citocinas TNF, IL-6 e a quimiocina MCP-1 estdo
relacionadas a infeccdo pelo sorotipo neurovirulento. E ainda, a ativacdo de TLR2 também é
maior quando as células sdo infectadas pelo gendtipo neurovirulento. Portanto, a resposta imune
desencadeada pelo gendtipo neurovirulento foi diferente em comparagdo com a resposta imune
desencadeada pelo genétipo ndo neurovirulento. Também foi demonstrado que os dois isolados
de ZIKV utilizados desencadeiam respostas imunes completamente diferentes, sendo que a
amostra ZIKV PE243 desencadeou uma resposta imune mais forte, com producdo de NO, maior
producdo das citocinas e ativacdo de TLR2 enquanto que a resposta imune desencadeada por
ZIKV SPH foi mais branda, sem producéo de NO, com menor producdo de citocinas e sem a
ativacdo de TLR2.

Palavras chave: Dengue virus, Zika virus, resposta imune inata celular, in vitro.



ABSTRACT

Dengue virus (DENV) and Zika virus (ZIKV) belong to the genus Flavivirus of the family
Flaviviridae. They are arboviruses transmitted by mosquitoes of the genus Aedes, however,
other routes of transmission have been reported for ZIKV, such as vertical and sexual
transmission. DENV has four distinct serotypes (DENV 1-4), each with several genotypes and
all can cause non-severe dengue, with and without warning signals, and severe dengue. The
ZIKV has two lineages, the Asian and the African. It has been proven that infection by both
DENV and ZIKV can cause severe neurological complications. And recently, ZIKV has been
linked to microcephaly and Guillain-Barre Syndrome. As we are an endemic country for
Flavivirus, the first step of the work was to prove that the ZIKV samples received by our
research center were really this virus, and there was no coinfection with DENV. For this, PCR
was done in real time with specific primers for ZIKV and DENV and nested PCR with primers
for DENV, demonstrating that the ZIKV was positive in the PCR in real time and was negative
for DENV by the nested PCR. The main objective of this dissertation was to compare the
cellular immune response triggered by two distinct isolates of DENV 3, one neurotropic
(genotype 1) and one non-neurotropic (genotype Il1). We also compare the immune response
triggered by two Brazilian isolates of ZIKV (PE243 and SPH). The study of the immune
response triggered by the virus was done by quantifying the production of nitric oxide and
different cytokines, evaluating the susceptibility to infection and viral multiplication of the
different cells used in this study and evaluating the activation of TLR2 and / or TLR4. Thus,
intraperitoneal macrophages of C57BL / 6 mice, KG-1 and THP-1 cells were infected with
DENV and ZIKV, and supernatants from these cells were collected on different days after
infection. The supernatants were analyzed by Griess reaction, for quantification of the nitric
oxide produced by the cells and by CBA for the quantification of the cytokines. It was also
evaluated whether these cells were susceptible to virus infection by titration. In KG-1 cells,
DENV 3 genotype | was detected up to 10° d.p.i. and ZIKV up to the 5° d.p.i., with higher titres
compared to murine macrophages. No DENV 3 genotype Ill was detected in KG-1 cells. As
only viruses were detected in the 1st and 2nd d.p.i. in mouse intraperitoneal macrophages, it is
possible to suggest that viruses were inhibited by the ability of these cells to produce an innate
immune response against infection by DENV and ZIKV. It has been shown that NO and [FNy
are important in the control of DENV 3 infection. And that the cytokines TNF, IL-6 and
chemokine MCP-1 are related to infection by the neurovirulent serotype. Also, TLR2 activation
is also enhanced when cells are infected by the neurovirulent genotype. Therefore, the immune
response triggered by the neurovirulent genotype was different compared to the immune
response elicited by the non-neurovirulent genotype. It has also been shown that the two ZIKV
isolates used trigger completely different immune responses, and the ZIKV PE243 sample
elicited a stronger immune response with NO production, increased cytokine production and
activation of TLR2 whereas the immune response triggered by ZIKV SPH was milder, without
NO production, with less production of cytokines and without the activation of TLR2.

Key words: Dengue virus, Zika virus, cellular innate immune response, in vitro.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dengue virus

O Dengue virus (DENV) pertence ao género Flavivirus da familia Flaviviridae, que
compreende virus envelopados, de genoma de RNA de fita simples e polaridade positiva
(SCREATON et al., 2015). O virus possui quatro sorotipos distintos (DENV 1, DENV 2,
DENV 3 e DENV 4), cada um com varios genétipos. Os sorotipos diferem um do outro de 25%
a 40% no nivel de aminoacidos e os gendétipos variam entre si em aproximadamente 3%
(DIAMOND; PIERSON, 2015). Todos 0s sorotipos séo capazes de causar a doenca mais branda

e as doencas mais grave, a dengue grave (GREEN et al., 2015).

A dengue é uma arbovirose, transmitida pelas fémeas dos mosquitos do género Aedes,
principalmente pelas espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus, cuja distribuicdo geografica
continua a se expandir, levando também a expansao da doenca (SCREATON et al., 2015).
Desde 1950 ha um consideravel aumento da incidéncia de dengue, sendo estimado que a
incidéncia anual global seja de 390 milhdes de casos, dos quais 96 milhdes sdo clinicamente
aparentes (BHATT et al., 2013), 2 milhdes s&o casos de doenga grave e ocorrem 21 mil mortes
por ano (WHO, 2012; GUZMAN et al., 2016). A dengue evoluiu de uma doenca esporadica
para um grande problema de saude pablica com substancial efeito econdmico e social devido
ao aumento da extensdo geogréfica, nimero de casos e gravidade da doenca (GUZMAN;
HARRIS, 2015).

A incidéncia da dengue ocorre nas regifes do Mediterraneo Oriental, América, Sudeste
Asiatico, Pacifico Ocidental e Africa, com novos casos ocorrendo e se espalhando para as areas
ndo endémicas nos Estados Unidos e Europa (GUZMAN et al., 2016). As principais causas
desta pandemia sdo o aumento da populacdo (GUZMAN et al., 2016), a globalizacdo, a
propagacdo dos vetores, a urbanizacdo inadequada e a auséncia de drogas terapéuticas
(SCREATON et al., 2015).

A dengue apresenta um grande fardo econémico tanto para 0 governo como para 0S
individuos. A doenga nas Américas custa em média US$2,1 bilhGes por ano, excluindo o
controle de vetores, excedendo 0s custos de outras doencas virais (SHEPARD et al., 2011). No
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Sudeste Asiatico foram estimados 2,9 milhdes de episddios da doenca com 5906 mortes, com
um prejuizo anual de $950 milhdes (SHEPARD; UNDURRAGA; HALASA, 2013).

A dengue € uma doenga humana que nao possui reservatorios animais conhecidos, o virus
evoluiu com sucesso para evadir das respostas imunes, especialmente da resposta imune inata
antiviral (GREEN et al., 2015). Ainda ndo existe tratamento antiviral especifico (GREEN et al.,
2015), embora existam alguns candidatos vacinais neste momento no mercado. O maior desafio
para o desenvolvimento de vacinas e terapias € que, embora a infeccdo com um sorotipo
promova imunidade contra o préprio sorotipo, a infec¢do subsequente com outro sorotipo pode
levar a doenca grave (SCHMID; DIAMOND; HARRIS, 2014). Os mecanismos pelos quais a
resposta imune do hospedeiro a DENV fornece protecdo ou aumento da infec¢do secundaria
ainda permanecem insuficientemente compreendidos (SCHMID; DIAMOND; HARRIS,
2014). Por esses motivos, ainda sdo necessarios estudos para uma melhor compreenséao de como
0 virus invade as células do hospedeiro e como ele é capaz de evadir da resposta imune humana,

principalmente em relacdo a resposta imune inata, a qual é o alvo de estudo deste projeto.
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1.2 Zika virus

Assim como 0 DENV, o Zika virus (ZIKV) pertence a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus (SAIZ, 2016). Como todos os flavivirus, sdo virus envelopados e possuem RNA de
fita simples de polaridade positiva (SAIZ, 2016). O ZIKV é relacionado ao Spondweni virus,
ambos formam um clado Unico, dentro do cluster dos flavivirus transmitidos por mosquitos
(KUNO et al., 1998). A partir de anélises filogenéticas, foram definidas duas linhagens de
ZIKV, a asiatica e a africana (ALERA et al., 2015; HADDOW et al., 2012; SAIZ, 2016). A
linhagem africana é dividida em dois grupos, um grupo do Leste da Africa, contendo as
variantes genéticas do ZIKV isolado em Uganda em 1947, e o outro grupo que inclui os isolados
de Africa Ocidental (OLSON et al., 1981; SAIZ, 2016).

O ZIKV, assim como DENV, também é transmitido pelos mosquitos do género Aedes
(SAVIDIS et al., 2016). Porém, outros modos de transmissdo vém sendo relatados como a
transmisséo sexual (HILLS, 2016) e vertical (BRASIL; NIELSEN-SAINES, 2016; KLEBER
GIOVANNI, LUZ; GLAUCO IGOR VIANA DOS, SANTOS; RENATA DE MAGALHAES
etal., 2016; SINGH et al., 2017; ZHOU et al., 2017).

O ZIKYV foi identificado pela primeira vez em 1947, isolado de um macaco Rhesus, na
Floresta de Zika, em Uganda (DICK, 1952). Assim, o virus recebeu seu nome em func¢éo da
area geografica onde os primeiros isolamentos foram feitos (SAIZ, 2016). A primeira infeccéo
humana foi relatada na Nigéria, em 1954 (MACNAMARA, 1954). Até recentemente era
considerado que o ZIKV causava infec¢fes de evolugdo benignas e esporadicas em humanos
na Africa e na Asia (ENFISSI et al., 2016). Em 2007, um surto foi relatado nos Estados
Federados de Micronésia (YAP), marcando a primeira deteccdo do virus fora da Africa e Asia
(WHO, 2015). E em 2013-2014, o ZIKV causou uma grande epidemia na Polinésia Francesa,
antes de se espalhar pelo Pacifico (ENFISSI et al., 2016). Esta grande epidemia ocorreu
concomitantemente com a circulagdo de DENV e com o aumento incomum de complicacdes
neuroldgicas graves, como a Sindrome de Guillain-Barré (OEHLER et al., 2014) e
malformacdes neuroldgicas congénitas (ENFISSI et al., 2016). A circulagdo autoctone de ZIKV
tem sido detectada nas Américas desde 2014 (WHO, 2015). Em maio de 2015, foi relatada a
presenca do virus no Brasil e, posteriormente, em varios paises da América Central, do Sul e
Caribe (FARIA et al., 2016). No Brasil, o ZIKV foi relacionado com os casos de microcefalia,

ja que o surto do virus ocorreu juntamente com o aumento da incidéncia de microcefalia, e
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ainda, foi detectado ZIKV em tecidos cerebrais de fetos microcefalicos e no liquido amniético
de gestantes com fetos com microcefalia (CALVET etal., 2016; DRIGGERS et al., 2016; LI et
al., 2016; MARRS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016). Os recentes surtos de infec¢éo por
ZIKV em diferentes regides do mundo ressaltam o potencial de propagacdo do virus nas
Américas e outros locais, onde quer que o vetor esteja presente (WHO, 2015). Dada a
disseminacdo mundial do Chikungunya e da Dengue, associada a urbanizac&o e a globalizag&o,
existe um risco potencial de surtos de infeccao urbana de ZIKV, em qualquer parte do mundo

onde 0 mosquito vetor esteja presente ou possa se estabelecer no futuro (WHO, 2015).

Como ocorre para a dengue, ndo existem tratamentos especificos para a Zika, ndo ha
antivirais ou vacinas, sendo que o tratamento é direcionado para o alivio dos sintomas com
analgésicos e antitérmicos (SAIZ, 2016). A auséncia de tratamento especifico, a rapida
disperséo e as diferentes maneiras de transmissédo do ZIKV tornam ainda mais importante o
conhecimento sobre o virus, e, principalmente, da resposta imune relacionada a ele. Assim, 0
estudo da resposta imune celular contra o ZIKV é um dos alvos de estudo deste projeto. Como
0 ZIKV foi introduzido no Brasil em regides endémicas para DENV, resolvemos também nos

certificar de que nossas amostras virais de ZIKV nédo estavam misturadas com DENV.
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1.3 Virus da familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae é uma grande familia de pequenos virus envelopados de RNA de
cadeia positiva, com genoma de aproximadamente 9.0 a 13kb. Os virus séo esféricos, com um
envelope lipidico e possuem uma proteina do capsideo Unica e bésica, e duas (para os genéros
Flavivirus, Hepacivirus e Pegivirus) ou trés (género Pegivirus) proteinas de envelope. O
genoma contém uma janela aberta de leitura unica (ORF), longa e flanqueada por regides ndo
codificantes de 5-3"terminal, as quais formam estruturas secundarias especificas necessarias

para a traducao e replicacdo do genoma (SIMMONDS et al., 2017).

Segundo o 10° Relatério do Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV),
publicado em 2017, a familia Flaviviridae é formada por quatro géneros: Flavivirus (do latim
flavus, amarelo), Pestivirus (do latim pestis, peste), Hepacivirus (do grego hepar, hepatos,
figado) e Pegis (de “Pe” para persistente ¢ “G” para os nomes originais dos virus GB e da
hepatite G) (SIMMONDS et al., 2017). Os membros desta familia compartilham semelhancas
na morfologia do virion, na organizacdo do genoma e na estratégia de replicacdo, mas exibem
diferentes propriedades biologicas e auséncia de reatividade cruzada soroldgica
(LINDENBACH; RICE, 2007).

O género Flavivirus consiste em mais de 50 espécies de virus transmitidos por artrépodes,
com grupos distintos que infectam mosquitos ou carrapatos. Os mamiferos e as aves sdo 0s
hospedeiros primarios habituais, nos quais as infec¢bes variam de assintomatica a febre
hemorragica grave ou fatal ou a doenca neuroldgica. Possui como membros patégenos humanos
importantes, como o Yellow fever virus (YFV), Dengue virus (DENV), Japanese encephalitis
virus (JEV), West Nile virus (WNV) e o Tick-borne encephalitis virus (TBEV). Outros virus
deste género causam doengas economicamente importantes em animais domesticos e selvagens.
Outros virus que infectam somente artropodes ou somente mamiferos, como o virus do morcego
de Tamana, foram descritos recentemente (SIMMONDS et al., 2017).

Os virus do género Pestivirus infectam porcos e ruminantes, incluindo bovinos, ovinos,
caprinos e ruminantes selvagens, e sao transmitidos através do contato com secrecOes
contaminadas (particulas respiratdrias, urina ou fezes). As infec¢cdes podem ser subclinicas ou
podem causar doengas entéricas ou hemorrégicas. O virus da diarreia viral bovina e o virus da

peste suina classica sdo exemplos de membros deste género. Outros virus cuja patogenicidade
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ndo é conhecida, infectam morcegos e ratos e foram identificados recentemente (SIMMONDS
etal., 2017).

O género Hepacivirus inclui o Virus da Hepatite C (HCV), um importante patégeno
humano que causa doenca crénica no figado, incluindo cirrose e cancer. Também neste género
sdo incluidos vérios outros virus de patogenicidade desconhecida que infectam cavalos,
roedores, morcegos, gado e primatas. As infeccBes sdo tipicamente persistentes e tem como
alvo o figado (SIMMONDS et al., 2017).

Os membros do género Pegivirus sdo amplamente distribuidos em uma variedade de
espéecies de mamiferos, nos quais eles causam infeccBes persistentes. Até recentemente eles

ainda ndo foram claramente associados com doencas.

1.4 Virus do género Flavivirus

Os flavivirus, sdo envelopados, possuem genoma de RNA de fita simples (ssSRNA) senso-
positivo, alguns possuem caracteristicas neuroinvasivas, sendo considerados como virus
neurotropicos (NEAL, 2014). O género consiste em 53 espécies (ICTV, 2018), muitos dos quais
sdo patégenos humanos e causam diversas doencas como febres, encefalites e febres
hemorragicas (LINDENBACH B., THIEL H., 2007).

A maioria dos Flavivirus sdo arbovirus, ou seja, virus transmitidos por artrépodes, sendo
que mais da metade é transmitida por mosquitos e aproximadamente um terco € transmitido por
carrapatos (VON GIESEN, 2016).

Os Flavivirus foram originalmente caracterizados sorologicamente e divididos em 8
complexos antigénicos e 12 subcomplexos, baseados em ensaios de neutralizagdo com soro
hiper-imune (ROEHRIG, 2003; VON GIESEN, 2016). As analises filogenéticas de seqliéncias
genbmicas de isolados de Flavivirus arquivadas e recentes tém, na maioria dos casos,
confirmado os sorotipos determinados anteriormente por sorologia (LINDENBACH B., THIEL
H., 2007; VON GIESEN, 2016).

Em regides onde ocorre a co-circulagdo de flavivirus, uma pessoa esta em risco de infeccéo,
uma vez que uma infec¢do prévia por algum flavivirus ndo previne a infecgdo por outro
flavivirus. E ainda, os anticorpos produzidos durante a primeira infeccdo podem modular a

segunda infecgéo, resultando em uma doenca mais leve ou mais grave (VON GIESEN, 2016).
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A importancia médica dos flavivirus esta associada a trés sindromes clinicas: encefalite e
meningite, febre hemorrégica, ou febre, artralgia e rash (GOULD; SOLOMON, 2008; VON
GIESEN, 2016).

1.4.1 Particula viral e genoma

Os flavivirus sdo esféricos, com simetria icosaédrica e possuem 50nm de didmetro
(LINDENBACH B., THIEL H., 2007). O virus é composto pelo envelope viral, pela proteina
de membrana, por uma bicamada lipidica derivada de células hospedeiras e pelo
nucleocapsideo. O nucleocapsideo consiste de multiplas copias da proteina do capsideo,
arranjado de forma icosaédrica, que ancora 0 RNA gendmico (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015;
KUHN et al., 2002; LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON GIESEN, 2016).

O genoma dos flavivirus é composto por RNA de fita simples senso-positivo, de
aproximadamente 11kb, o qual funciona como um RNA mensageiro (MRNA), com uma janela
aberta de leitura Unica (ORF). O genoma ¢ flanqueado nas extremidades 5°e 3" por regifes ndo
codificantes (NCR), as quais contém motivos de sequéncia de RNA que estdo envolvidos na
traducdo e na replicacdo viral e, provavelmente, no empacotamento do RNA viral
(SIMMONDS et al., 2017). As proteinas virais sdo traduzidas em uma poliproteina que é
clivada por proteases celulares e virais em trés proteinas estruturais: envelope (E), pré-
membrana / membrana (prM / M) e capsideo (C); e em sete proteinas ndo estruturais (NS): NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Figura 1) (LINDENBACH B., THIEL H., 2007;
ZHANG et al., 2003). As proteinas estruturais formam a particula viral, enquanto as proteinas
ndo estruturais funcionam principalmente na replicacao viral e na montagem da particula viral,
em conjunto com os fatores das células hospedeiras (CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH
B., THIEL H., 2007).
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Figura 1: Organizacdo do genoma e do processamento da poliproteina dos Flavivirus. No topo esta o
genoma viral com as regides codificadoras das proteinas estruturais (structural) e ndo estruturais (non-
structural) e as regides ndo codificantes (5"NCR e 3’'NCR). No centro esta representada a poliproteina
que é clivada por proteases hospedeiras e virais em trés proteinas estruturais (C, prM / M e E) e sete
proteinas ndo estruturais (NS: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). A prM é clivada ap6s a
liberacdo das particulas virais através da membrana plasmatica de células. C: capsideo; E: envelope,
prM: pré-membrana, M: membrana; NCR: regiGes ndo codificantes; NS: proteinas ndo estruturais
(SIMMONDS et al., 2017).

A superficie da particula viral € composta pelas proteinas E e M. A glicoproteina E, o
principal determinante antigénico das particulas virais, € responsavel pela mediacdo da ligacao
e fusdo durante a entrada do virus. A proteina prM, produzida durante a maturacdo das
particulas virais nas vias de secrecdo, € um pequeno fragmento proteolitico da proteina
precursora (M) (LINDENBACH; RICE, 2007). Portanto, pode-se distinguir duas formas da
particula viral (Figura 2), o virus maduro, que contém duas proteinas associadas a membrana
codificadas pelo virus, a proteina E e a proteina M, e a particula viral intracelular imatura, que
contém o prM e ndo a proteina M, o qual é clivado durante a maturacdo da particula viral
(SIMMONDS et al., 2017).
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Immature particle at neutral pH Mature particle at neutral pH

Figura 2: Estrutura da particula viral de Flavivirus (Dengue virus, no caso). a. A estrutura de uma
particula viral imatura, mostrando o arranjo das proteinas do envelope (E) em rosa e as proteinas do
precursor da membrana (prM) em azul claro. b. Dengue virus maduro, mostrando o arranjo das
proteinas do envelope (E) em uma particula lisa (SCREATON et al., 2015).

1.4.2 Proteinas virais

A proteina E é uma molécula dimérica, em forma de bastonete, que é orientada
paralelamente a membrana e ndo forma projec6es na sua conformacdo em pH neutro (SINGH
et al.,, 2017; YU et al., 2008). E a principal proteina da superficie da particula viral. Esta
proteina interage com receptores especificos da célula hospedeira, durante a ligacdo do virus a
superficie celular, e esta envolvida na fusdo das membranas e na entrada do virus. Portanto, ela
é um importante determinante para o tropismo tecidual e viruléncia. (ROEHRIG, 2003; VON
GIESEN, 2016). E ainda, a proteina E é o principal alvo dos anticorpos neutralizantes do
hospedeiro e induz imunidade protetora (SIMMONDS et al., 2017).

A proteina prM auxilia no dobramento da proteina E, como uma espécie de chaperona, e
impede a fuséo prematura das particulas antes de serem liberadas da célula infectada. E ainda,
a clivagem de prM na proteina M também promove a maturacdo das particulas virais
(DRIGGERS et al., 2016; SAIZ, 2016). A proteina M ¢€ sintetizada a partir do precursor de
proteina (prM) e esta presente nas particulas virais maduras. A maturagéo viral ocorre na rede
Trans-Golgi, onde uma protease celular, provavelmente a furina, cliva prM, gerando a proteina
M e o peptideo pr. Apoés a clivagem, o peptideo pr continua associado a particula viral em pH
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acido, o qual é um mecanismo que previne a fusdo do virion na rede Trans-Golgi (CRUZ-
OLIVEIRA et al., 2015). Ap0s a exocitose do virus a partir da célula do hospedeiro, a proteina
pr se dissocia, deixando o virus maduro (SCREATON et al., 2015).

A proteina C é uma proteina extremamente basica, pequena e esté incluida na familia das
proteinas supercarregadas. Estas caracteristicas a tornam capaz de atuar como um peptideo
penetrante nas células, distribuindo macromoléculas em células, ou seja, ela possui a habilidade
de translocar acidos nucleicos entre membranas celulares (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). A
principal funcdo da proteina C € a montagem do nucleocapsideo e sua incorporagdo nas
particulas virais em formacdo (ROBY et al., 2015).

As proteinas ndo estruturais (NS) estdo envolvidas nos processos de replicacdo viral e
empacotamento, 0s quais estdo vinculados ao reticulo endoplasmético (ER) do hospedeiro e a
funcdo da via secretora (GUZMAN et al., 2016). A proteina NS1 existe em trés formas: a forma
residente no ER, a forma ancorada a membrana e a forma secretada. A NS1 intracelular
participa da replicacdo do RNA viral e é encontrada nos compartimentos vesiculares induzidos
pelo virus, que alojam os complexos de replicagdo virais. Esta proteina também é transportada
para a superficie celular, onde ela pode ficar associada a membrana ou pode ser secretada em
sua forma soluvel. A forma soltvel da NS1 ativa o sistema imune inato e esta envolvida no
vazamento vascular (GUZMAN et al.,, 2016; MACKENZIE; JONES; YOUNG, 1996;
MULLER; YOUNG, 2013). A proteina NS2A esta envolvida na replicacdo do RNA viral. A
proteina NS2B é co-fator para a proteina NS3 (GUZMAN et al., 2016; XIE et al., 2015), e
ainda, junto com o terco N-terminal de NS1, formam um complexo de protease viral, o qual
estd envolvido no processamento da poliproteina (SIMMONDS et al., 2017). A NS3 é uma
proteina multifuncional que possui varios dominios cataliticos, estando envolvida nas funcdes
de helicase e trifosfatase durante a sintese de RNA (GUZMAN et al., 2016; MUNOZ-JORDAN
et al., 2005). A proteina NS4A é necessaria para a formacdo das vesiculas de replicacdo e a
NS4B esta relacionada com a supressao da sinalizago de IFNp e IFNy (GUZMAN et al., 2016;
MURNOZ-JORDAN et al., 2005). A NS5 esta envolvida na sintese de RNA e no bloqueio do
sistema de IFN (GUZMAN et al., 2016; MUNOZ-JORDAN; SANTIAGO, 2014).
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1.4.3 Ciclo de multiplicacdo viral dos Flavivirus

O ciclo de multiplicacdo dos flavivirus ocorre no citoplasma da célula hospedeira. O virus
se liga a superficie da célula hospedeira através de interacdes entre a proteina E e receptores
celulares especificos (CHAMBERS et al., 1990; KOSCHINSKI et al., 2003; LINDENBACH
B., THIEL H., 2007; SELIGMAN; BUCHER, 2003). Apos a ligacao, a fusdo e a entrada do
virus através da membrana, o que ocorre através da endocitose mediada por receptor, a
acidificacdo da vesicula endossomal desencadeia uma mudanca conformacional na proteina E,
levando a fusdo das membranas viral e celular, a desmontagem da particula viral e a liberagéo
do nucleocpsideo no citoplasma celular (LINDENBACH B., THIEL H., 2007;
MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; VON GIESEN, 2016). Uma vez liberado
no citoplasma, 0 RNA é traduzido em uma unica poliproteina, a qual € processada durante e
ap6s a traducdo por proteases virais e do hospedeiro (MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005). Apo6s a traducdo e o processamento das proteinas virais, um sitio de
replicacdo viral € montado a partir de proteinas nao estruturais virais e fatores do hospedeiro.
A replicacdo viral se inicia com a sintese de um RNA intermediario, o qual serve como molde
para a sintese do RNA genémico (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON GIESEN, 2016).
A replicacdo do genoma ocorre nas membranas intracelulares (MUKHOPADHYAY'; KUHN;
ROSSMANN, 2005). A morfogénese do virus ocorre em associacdo com as membranas
intracelulares (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON GIESEN, 2016), a montagem do
virus ocorre na superficie do reticulo endoplasmaético, quando as proteinas estruturais e o recém-
sintetizado RNA brotam do lumen do reticulo endoplasmatico (MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005). As particulas virais montadas nas vesiculas possuem uma conformacao
de heterodimeros composta pela proteina de envelope e pela pré-membrana, 0 que impede a
atividade de fusdo da proteina do envelope (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON
GIESEN, 2016). As particulas subvirais, virais imaturas e ndo infecciosas resultantes séo
transportadas para o complexo de Golgi através da rede trans-Golgi (TNG)
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005), nas quais a acidificacdo induz mudancas
conformacionais no virus, expondo os sitios de clivagem da furina (SCREATON et al., 2015).
Entdo, as particulas virais imaturas sdo clivadas pela protease furina do hospedeiro, dando
origem as particulas maduras infecciosas. As particulas subvirais também sdo clivadas pela
furina. (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). Apo6s a clivagem da pré-

membrana no complexo de Golgi, ocorre a ativacdo da proteina de envelope e a fusdo do virus
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com a membrana plasmética (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON GIESEN, 2016).
Assim, as particulas virais maduras e as subvirais sdo entdo liberadas por exocitose
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).
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Figura 3: Ciclo de multiplicagdo dos Flavivirus. O virus se liga a superficie de uma célula hospedeira
e entra na célula através de endocitose mediada pelo receptor. Ocorre a fusdo das membranas viral e
celular. A particula viral € desmontada, 0 RNA viral ¢ liberado no citoplasma e traduzido nas membranas
intracelulares. A montagem do virus ocorre no reticulo endoplasmatico (ER) e as particulas virais
imaturas sdo transportadas pela rede Trans-Golgi para o complexo de Golgi, onde sdo clivadas pela
protease furina, originando as particulas virais maduras, que sdo liberadas da célula por exocitose
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).
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1.5 Manifestacdes clinicas

1.5.1 Manifestacg6es clinicas — Dengue virus

A dengue tem um amplo espectro de apresentacdes clinicas, muitas vezes com evolugoes
clinicas imprevisiveis. Enquanto a maioria dos pacientes se recuperam apds um curso clinico
ndo-grave, uma pequena proporcéo progride para a doenca grave, caracterizada principalmente
por extravasamento de plasma com ou sem hemorragia. O tratamento indicado € a reidratacéo
intravenosa, a qual pode reduzir a taxa de letalidade para menos de 1% dos casos graves. E
complicado definir o grupo que progride da doenca nao-grave para a doenca grave, mas isto €
muito importante pois o tratamento apropriado pode prevenir que estes pacientes desenvolvam
condic@es clinicas mais graves. Segundo recomendac6es da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO), os pacientes com dengue nao grave sao divididos em dois grupos: dengue sem sinais
de alarme e dengue com sinais de alarme. Os pacientes que apresentam dengue sem sinais de
alarme possuem os seguintes sintomas: nauseas, vomitos, erupcGes cutaneas, dores, leucopenia.
E importante enfatizar que mesmo estes pacientes sem sinais de alarme podem evoluir para a
doenca grave. Os sinais de alarme sdo: sensibilidade ou dores abdominais, vémitos persistentes,
acumulo de fluidos, sangramento das mucosas, letargia ou agitacdo, alargamento >2cm do
figado, e exame laboratorial com aumento no hematdcrito concomitante com rapido decréscimo
na contagem de plaquetas. Na dengue grave, 0s pacientes apresentam extravasamento grave de
plasma, hemorragia grave e comprometimento grave dos érgdos. O extravasamento do plasma
pode levar ao chogue e ao acumulo de liquido com desconforto respiratério. Os 6rgdos
acometidos pela dengue grave sao o figado, com aumento de transaminases, 0 Sistema Nervoso
Central (CNS), com consciéncia prejudicada, o coracdo e outros 6rgaos (Figura 4) (WHO,
2009a).
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DENGUE COM OU SEM SINAIS DE ALARME DENGUE GRAVE

1. Extravasamento grave
de plasma ou;
2. Hemorragiagrave ou;
3. Comprometimento
grave de drgaos

COM SINAIS

DE ALARME

Possivel Dengue: Sinais de alarme: Dengue grave:
Morar ou ter viajado para areas Dor abdominal ou sensibilidade; Extravasamento plasmatico grave :
endémicas; ter febre e apresentar Vomito persistente; choque e acimulo de fluido e respiragdo
pelo menos dois sintomas abaixo:  Actimulo de fluido; dificultada

Sangramento das mucosas; Sangramento severo :
Ndusea, vémito; Letargia ou agitagdo; avaliado clinicamente
Erupgdo cutanea; Figado aumentado acima de 2cm;

Envolvimento grave de outros 6rgaos:

Dores generalizadas; Diminuigdo do numero de Figado

Positivo para teste do torniquete; plaquetas; a . ..

Leucopenia; SNC: Consciéncia prejudicada. SNC —_consaenmalprfjudmada

Qualquer sinal de alarme; Coragdo e outros orgaos

Teste laboratorial positivo para

dengue. WHO, 2009

Figura 4: Sugestdo de classificacdo de casos de dengue e niveis de gravidade (WHO, 2009a).

Ap6s um periodo de incubacdo de 4 a 8 dias, as infeccdes por qualquer DENV podem
produzir um amplo espectro de sintomas, com a maioria das infec¢bes sendo assintomaticas ou
subclinicas. A maioria dos pacientes se recupera apds uma doenca auto-limitada (embora
debilitante), enquanto uma pequena proporcdo progride para doenca grave, principalmente
caracterizada por vazamento de plasma com ou sem sangramento. A doengca comeca
abruptamente, seguida por trés fases: febril, critica e de recuperacdo. O periodo critico ocorre
em torno da defervescéncia, quando pode ocorrer um aumento da permeabilidade vascular
acompanhado do aumento do hematdcrito, levando ao choque hemorragico, que pode resultar
em prejuizo de 6rgaos, acidose metabdlica, coagulacdo intravascular disseminada e hemorragia
grave. A doenga grave também inclui pacientes com hepatite, desordens neuroldgicas,
miocardites e hemorragia grave sem vazamento de plasma ou choque (GUZMAN; HARRIS,
2015).

A gravidade da doenca depende de varios fatores e os principais sdo a idade, a predisposicado
genética, a imunidade do hospedeiro e, naturalmente, o tipo de virus que infectou a pessoa. E
suposto que a patogénese da doenca grave esteja relacionada aos mecanismos da imunidade nos
quais 0 aumento dos anticorpos ndo heterotipicos e células T possuem papeis principais. Essa

teoria é capaz de explicar por que o desenvolvimento da doenca grave esta associado a infec¢oes
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seriadas com diferentes sorotipos (SCREATON et al., 2015). Os diferentes gendtipos dentro

dos diferentes sorotipos também podem influenciar na viruléncia do isolado viral.

1.5.1.1 ADE (antibody dependent enhancement)

A infeccdo por qualquer sorotipo de DENV resulta em uma imunidade a longo prazo contra
0 sorotipo que causou a infeccdo (monotipica). A maioria dos anticorpos circulantes apos a
infecgdo sdo ndo-neutralizantes e sdo direcionados contra varios antigenos nas proteinas E e
prM. Na auséncia de blogueio por anticorpos neutralizantes especificos para o sorotipo,
anticorpos ndo-neutralizantes normalmente aumentam a entrada de qualquer sorotipo de DENV
em células portadoras do receptor Fc. Este fendbmeno é conhecido como ADE (do inglés,
antibody dependent enhancement) e pode causar 0 aumento na gravidade da doenga. Portanto,
a dengue grave ocorre mais frequentemente em individuos com imunidade monotipica durante
uma segunda infeccdo heterotipica de DENV. Casos graves podem ocorrer em infeccoes
primarias, mas isto é pouco frequente. Em contraste, a terceira e quarta infeccdes por DENV
sdo tipicamente brandas e assintomaticas (GUZMAN et al., 2016; WAHALA; DE SILVA,
2011).

Em paises endémicos, a doenca grave também ocorre durante a infeccdo primaria de
criangas cujas mées sao imunes contra DENV. Estas mées possuem dois ou mais anticorpos
provenientes de infeccBes que ocorreram antes da gravidez. Dados epidemioldgicos de muitos
paises indicam que esses anticorpos protegem criancas de dengue durante varios meses apds o
nascimento. Entdo, a concentracdo destes anticorpos neutralizantes maternos cai, para abaixo
do limiar protetor. Assim, por um curto periodo, se a crianca for infectada por DENV, pode
ocorrer a doenca grave mediada por ADE devido a presenca dos anticorpos ndo neutralizantes
maternos (GUZMAN et al., 2016).
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1.5.2 Manifestagdes clinicas — Zika virus

A maioria das infeccdes por ZIKV sdo assintomaticas, apenas 18% das infecgdes sao
sintométicas (KOOL et al., 2009), nas quais ocorre uma doenca leve, auto-limitante com um
periodo de incubagdo de até 10 dias, muitas vezes confundida com outras infec¢bes por
arbovirus como Dengue e Chikungunya. Os principais sintomas sdo febre, rash, artralgia e
conjuntivite. Também podem ocorrer dor de cabeca, vOmitos, edema e ictericia, sendo estes
sintomas menos frequentes (ZAMMARCHI et al., 2015). Complicagdes digestivas como dor
abdominal, diarreia e constipacdo, Ulceras e prurido sdo raramente observados. A maioria dos
sintomas sdo resolvidos espontaneamente depois de 3 a 7 dias, mas a artralgia pode persistir
por um més (FOY et al., 2011). Uma astenia pds-infeccdo parece ser frequente. Em qualquer

caso, a doenca grave que requer hospitalizacdao tem sido incomum até agora (SAIZ, 2016).

Enquanto a maioria dos casos de infec¢do por ZIKV em humanos sao de evolucdo benigna,
durante a epidemia na Polinésia Francesa, foram relatados casos de complicaces neuroldgicas,
como a Sindrome de Guillain-Barré. Esta sindrome é uma doenga auto-imune, na qual ocorrem
danos ao sistema nervoso periférico com perda do isolamento de mielina resultando em mialgia,
paralisia facial e disfuncdo muscular (HAMEL et al., 2016) e podendo provocar paralisia aguda
ou subaguda, causando a morte (SAIZ, 2016). Durante este surto na Polinésia Francesa, a
incidéncia de Guillain-Barre aumentou vinte vezes (OEHLER et al., 2014). Da mesma maneira,
durante o surto na Colémbia, 86 casos de Guillain-Barre foram associados & infecgdo por ZIKV
(SAIZ, 2016).

Recentemente, o surto de ZIKV no Brasil mostrou pela primeira vez uma possivel ligacdo
entre a infec¢do por ZIKV na gravidez e a microcefalia no feto (OLIVEIRA MELO et al.,
2016). A microcefalia congénita € caracterizada por uma circunferéncia da cabeca fetal abaixo
da média para a idade gestacional, resultando em retardo intelectual e deficiéncia fisica. A
incidéncia da microcefalia congénita no Brasil aumentou drasticamente, de aproximadamente
150 casos entre 2010 e 2015, para quase o dobro durante os primeiros 9 meses de 2015. Desde
entdo, os casos atingiram mais de 2000 em apenas alguns meses (HAMEL et al., 2016). A
capacidade do ZIKV de atravessar a placenta foi demonstrada atravées da presenca do RNA viral
no liquido amniotico de uma gravida de um feto com microcefalia (OLIVEIRA MELO et al.,
2016). E ainda, pesquisadores da Polinésia Francesa revisaram amostras armazenadas de

liquido amniético de casos com anomalia fetal cerebral e microcefalia, descobrindo que quatro
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de cada cinco eram positivos para ZIKV (BESNARD et al., 2016). Adicionalmente, estudos
mostraram a presenta de ZIKV diretamente no tecido cerebral de fetos microcefalicos
(DRIGGERS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; SINGH et al., 2017). A Colémbia relatou
mais de 5000 casos de ZIKV em mulheres gravidas e, até 2016, com um caso documentado de
microcefalia em recém-nascido, e outros dois com anormalidades congénitas de cérebro
(BUTLER, 2016). E também, muitos modelos murinos forneceram evidéncias cruciais que
confirmam a relacédo entre ZIKV e microcefalia fetal. Todos estes estudos concluiram que o
ZIKV é um agente causador de microcefalia (SINGH et al., 2017).

Além da microcefalia, a possivel relagdo entre infecgdo por ZIKV e hidropsia fetal e morte
fetal tem sido relatado recentemente no Brasil (GOURINAT et al., 2015). Essas infeccdes
congénitas relacionadas com a infeccdo por ZIKV, também foram associadas a um aumento
nos achados que ameacam a visao, que incluem lesdes maculares e perimaculares bilaterais,
bem como anormalidades do nervo 6tico (DE PAULA FREITAS et al., 2016; VENTURA et
al., 2016).

1.6 Transmissdo e Epidemiologia

1.6.1 Transmissao e Epidemiologia — Dengue virus

Os DENVs sdo mantidos em um ciclo endémico-epidémico envolvendo seres humanos e
mosquitos em centros urbanos tropicais superpopulosos. Estes virus sdo totalmente adaptados
aos seres humanos e o principal vetor, o mosquito Aedes aegypti, altamente urbanizado,
emergiu ha muito tempo dos ciclos silvestres, envolvendo os primatas ndo humanos e o0s
mosquitos Aedes nas florestas tropicais da Asia e da Africa. Embora estes ciclos ainda existam,
sua importancia para a saude publica € incerta (GUZMAN et al., 2016).

Os virus da dengue sdo mantidos principalmente em um ciclo humano-mosquito-humano
(Figura 5). O principal vetor, 0 mosquito Ae. aegypti, é altamente adaptado as habitacdes
humanas. O Aedes albopictus também pode sustentar a transmissao do DENV em humanos.
Outras espécies mantém um ciclo macaco-mosquito no sudeste asiatico e na Africa Ocidental.
A transmissdo do virus de primatas ndo humanos para humanos parece ser rara
(LIMKITTIKUL; BRETT; L’AZOU, 2014; WHO, 2016).
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O Ae. Aegypti foi introduzido nas Américas durante o trafico de escravos no século XVIl e
se espalhou para o mundo inteiro a medida que a industria de navegagdo se expandia. Esta
espeécie vive em intima associa¢do com os humanos e se alimenta do sangue deles, repousa em
suas casas e coloca seus ovos em recipientes de dgua feitos pelos humanos. A média de vida da
fémea deste mosquito é de aproximadamente uma semana, mas algumas podem viver

aproximadamente duas semanas (GUZMAN et al., 2016).

A fémea do mosquito € infectada quando ela se alimenta do sangue de uma pessoa que esta
na fase virémica e febril aguda da Dengue. Durante o periodo de incubacdo extrinseco, o virus
infecta primeiramente as células do intestino médio e, depois, se dissemina para se replicar em
numerosos tecidos de mosquito, infectando finalmente as glandulas salivares de 5 a 12 dias
apos a infeccdo. Este processo € influenciado pela temperatura, pelo préprio virus e pela
competéncia do mosquito. Quando as glandulas salivares estdo infectadas, 0 mosquito esta
infeccioso e capaz de transmitir o virus para outra pessoa durante o repasto sanguineo (Figura
5). O mosquito permanece infeccioso por toda sua vida e pode infectar qualquer pessoa na qual
ele se alimenta. Também pode ocorrer a transmissédo vertical da fémea dos mosquitos para seus
ovos (GUZMAN et al., 2016).
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Incubagao extrinseca

Infec¢do do mosquito O virus infecta primeiro o
durante o repasto sanguineo intestino e depois as
glandulas salivares

Salivary Dengue
glands virus Midgut

Proboscis

K

Incubagdo intrinseca
O inicio doa sintomas
leva de 4 a 7 dias

Infec¢do humana

Figura 5: Ciclo de transmissdo da Dengue. O mosquito se torna infectado quando se alimenta do sangue
de uma pessoa na fase virémica da doencga. Durante a fase extrinseca do ciclo, os virus infectam as
células do intestino do mosquito e outros tecidos e s6 depois sdo disseminados para as glandulas
salivares. Um mosquito infectado pode transmitir o virus para varias pessoas enquanto se alimenta. Apés
a infeccédo da pessoa, demora aproximadamente 4 a 7 dias para 0s sintomas aparecerem e para a pessoa
se tornar capaz de transmitir o virus para outros mosquitos (GUZMAN et al., 2016 - adaptado).

Embora os DENVs tenham alcancado a distribuicdo ao longo dos tropicos nos séculos
XVIII e XIX, durante os séculos XX e XXI, a globalizacdo permitiu a sua disseminacdo mais
rapida e a introducdo dos varios sorotipos virais em areas permissivas, tornando a maioria das
areas tropicais hiper-endémicas, ou seja, com a co-circulacdo dos varios sorotipos virais. Esta
rapida propagacao comecou com uma pandemia de dengue no Sudeste Asiatico, na década de
1950, a qual foi associada com a economia regional e o crescimento urbano ap6s a Segunda
Guerra Mundial. A epidemia acelerou ainda mais nos anos 1970 e 1980, levando a uma
expansdo geografica global do virus e dos mosquitos vetores, e, consequentemente, na difuséo

da transmissdo de DENV nas regides tropicais e subtropicais (GUZMAN et al., 2016;
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HALSTEAD, 1992). Os quatro sorotipos do DENV e 0s mosquitos vetores estdo agora
presentes em todo o tropico e sub-tropico em todo o mundo (KRAEMER et al., 2015;
MESSINA et al., 2014; SHARP et al., 2017).

Dados de vigilancia do Sudeste Asiatico (OOI; GUBLER, 2009) e na América (SAN
MARTIN et al., 2010) demonstram epidemias de dengue mais longas e mais frequentes, com
aumento também da morbidade e mortalidade relacionados a doenca (SHARP et al., 2017). A
incidéncia recente de dengue aumentou muito, tendo praticamente dobrado a cada década desde
1990. A maior incidéncia da dengue ocorre na Asia (GUZMAN et al., 2016). A dengue
aumentou substancialmente na Africa, embora a falta de suporte clinico e de teste de
diagnostico provavelmente subestimaram a prevaléncia de dengue no passado (STANDISH et
al., 2010). Também houve aumento no surto de dengue na india e em regides do Mediterraneo
Oriental, com recentes relatos de casos no Paquistdo, Ardbia Saudita, Suddo, Iémen e
Madagascar. Também foram relatados casos de febre hemorragica da dengue/sindrome do
choque da dengue e a circulacdo de varios sorotipos (STANDISH et al., 2010). E ainda, foram
relatados casos de dengue no Havai, nas ilhas Galapagos, na llha de Pascoa, em Hong Kong e
em Buenos Aires. Além de relatos da introducdo da doenca na Flérida, no sudeste da Franca e
na Ilha da Madeira (WHO, 2009; ALVES et al., 2013). A presenca dos mosquitos vetores A.
albopictus e A. aegypti na Europa, em conjunto com o aumento de viagens e da introducao de
patdgenos, representam risco para a transmissao (JENSENIUS et al., 2013). Esta expansao
geogréfica resultou no aumento da frequéncia e da magnitude das epidemias e no aumento da
frequéncia da doenca grave (GUZMAN et al., 2016). Os viajantes desempenham um papel
importante na epidemiologia global da dengue, transportando virus de uma regido para outra
(WHO, 2009; JENSENIUS et al., 2013).

No Brasil, em 2015, foram registrados 1.688.688 casos provaveis de dengue, 1.714 casos
de dengue grave, 21.693 casos de dengue com sinais de alarme e 986 Obitos. Em 2016, foram
registrados 1.500.535 casos provaveis de dengue, 861 casos de dengue grave, 8.402 casos de
dengue com sinais de alarme e 642 6bitos. Em 2017, até 28/01/2017, foram registrados 21.174
casos provaveis de dengue no pais, e outros 5.595 casos suspeitos foram descartados, sendo que
a regido Sudeste registrou 0 maior nimero de casos provaveis (9.021 casos) em relacdo ao total
do pais, seguida das regifes Nordeste (3.796 casos), CentroOeste (3.577 casos), Sul (2.407
casos) e Norte (2.373 casos). A andlise da taxa de incidéncia de casos provaveis de dengue
(ndimero de casos/100 mil hab.), segundo regides geogréaficas, demonstra que as regides Centro-

Oeste e Norte apresentam as maiores taxas de incidéncia: 23,2 casos/100 mil hab. e 13,6
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casos/100 mil hab., respectivamente. E ainda, até esta mesma data de 2017, foram confirmados
4 casos de dengue grave, 77 casos de dengue com sinais de alarme e 2 6bitos, um no estado do
Mato Grosso e o0 outro em Goias, e 12 6bitos estdo em investigacdo (SECRETARIA DE
VIGILANCIA, 2017a, 2017h)

No final dos anos 80, o nimero de relatos de sorotipos diferentes em uma Unica &rea
comecou a aumentar, a medida que foram desenvolvidos testes de diagndstico sorotipo
especificos mais acessiveis. O que pode explicar os aumentos nos relatorios globais dos
sorotipos especificos de DENV neste momento, embora 0 numero de sorotipos de DENV
relatados tenha desde entéo, continuado a aumentar em muitas areas em toda a América Latina
e Caribe, assim como no Sudeste Asiatico, no subcontinente indiano, Indonésia e Austréalia. Isto
é notavel no mapa da figura 6, nos anos 2000-2013, no qual a maioria dos estados brasileiros
assim como o México, india e Indonésia reportaram a presenca de todos os sorotipos de DENV.
Embora algumas areas da Africa tenham relatado a presencga dos quatro sorotipos, muitas areas
reportarem a presenca de trés sorotipos (SHARP et al., 2017).
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Figura 6: Co-circulagdo mundial dos quatro sorotipos de DENV. NiUmero acumulado de sorotipos de
DENV relatados por década desde 1943 a 2013 (SHARP et al., 2017).

A disseminacéo de vetores seguida da urbanizagéo e do declinio nos esforgos de controle de vetores
contribuem para 0 aumento da incidéncia das infecgdes por dengue. No entanto, a dengue néo se limita
aos ambientes urbanos e é cada vez mais relatada nas areas rurais. Além disso, fatores como crescimento
populacional, globalizagdo e viagens, e mudancas climaticas facilitam a transmissao de virus da dengue.
A dengue exibe variabilidade temporal e geogréfica substancial (LIMKITTIKUL; BRETT; L’AZOU,
2014; WHO, 2016).

1.6.2 Transmissao e Epidemiologia — Zika virus

A transmissdo do ZIKV também ocorre durante o repasto sanguineo de mosquitos do género
Aedes. Mesmo que a picada de mosquito seja o principal modo de transmisséo, alguns casos de
infeccdo ndo-vetorial também foram relatados, como a transmisséo perinatal (BESNARD et al.,
2014), provavelmente através do cruzamento da placenta pelo virus ou durante o parto de méaes
virémicas. Embora o virus tenha sido detectado no leite materno, ainda néo existem evidéncias
sobre a possibilidade de transmissao por esta rota (HAMEL et al., 2016). A transmissao por

transfusdo sanguinea ainda nao foi demonstrada, mas o potencial risco desta transmissdo nao
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pode ser excluido (MUSSO et al., 2014). O genoma viral foi detectado na saliva (MUSSO et
al., 2015a) e na urina (GOURINAT et al., 2015). E ainda, um caso de transmissdo sexual foi
relatado nos Estados Unidos (FOY et al., 2011) e foi demonstrada presenca do virus no sémen

de um paciente infectado na Polinésia Francesa (MUSSO et al., 2015b).

Desde o primeiro isolamento de ZIKV em 1954 de um nativo da Nigéria (MACNAMARA,
1954), muitos estudos sorologicos e entomologicos reportaram a circulacdo de ZIKV em uma
ampla area da Africa, incluindo Quénia, Nigéria, Serra Leoa, Uganda, Republica Africana
Central, Senegal e Costa do Marfim, com prevaléncia variando entre 1,3 a 52% (SAIZ, 2016).
Na Asia, nos anos de 1950, a soroprevaléncia de ZIKV em humanos foi reportada em varios
paises: India, Malasia, Vietn4, Filipinas e Tailandia, com prevaléncia variando entre 8 a 75%.
Com o passar do tempo, outros paises foram reportando casos de soroprevaléncia em humanos,
como a Indonésia, em 1977 e 1978, e 0 Paquistdo, em 1980. Mais recentemente, alguns casos
humanos esporédicos foram relatados como um caso confirmado em Camboja, em 2010
(HEANG et al., 2012), um viajante infectado que retornou da Indonésia, em 2013 (KWONG;
DRUCE; LEDER, 2013), e alguns muitos casos positivos de viajantes que retornaram da
Tailandia, durante 2012 a 2014 (BUATHONG et al., 2015). Mais recentemente em janeiro de
2016, a WHO notificou um caso de infecgdo por ZIKV em um viajante que retornava para
Finlandia apds passar alguns meses nas Maldivas (SAIZ, 2016). Na Oceania, em abril de 2007,
um surto de ZIKV foi relatado nas llhas Yap, Micronésia. Ainda nao € conhecido como o virus
foi introduzido, mas foi proposto que isto ocorreu através de um mosquito infectado ou de uma

pessoa assintomatica com infeccdo ndo detectada (KOOL et al., 2009).

Apbs a deteccdo do primeiro caso de ZIKV na Polinésia Francesa em outubro de 2013,
durante o surto, até 11% da populacdo foi afetada. A maioria dos casos clinicos apresentou
febre baixa, astenia, artralgia no pulso e dedos, cefaléia, erup¢do cutanea, e apenas um paciente
apresentou Sindrome de Guillain-Barré, 7 dias ap6s o diagndéstico laboratorial de ZIKV. Vale
ressaltar que, apos este surto, a incidéncia da Sindrome de Guillain-Barre na Polinésia Francesa
aumentou 20 vezes (OEHLER et al., 2014). As razdes para este aumento ainda ndo sao
conhecidas. Analises deste ZIKV circulante mostraram que ele é relacionado geneticamente
com os ZIKV das llhas Yap em 2007 e com o ZIKV de Camboja, os quais ndo foram associados
a um namero consideravel de casos de Guillain-Barre. Apds o surto da Polinésia Francesa no
final de 2013, surtos subsequentes ocorreram em Nova Caleddnia, Ilha Oriental e nas Ilhas
Cook. Na Austrélia, o primeiro caso de infec¢do por ZIKV foi notificado em 2012 em um

viajante retornando da Indonésia. Desde entdo, todos os casos foram importados de paises
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afetados pelo virus. Mas a presenca do vetor Ae. aegypti neste pais, evidencia o risco de
transmissao local (SAIZ, 2016).

No inicio de 2015, foi relatada a primeira transmissao autdctone de ZIKV no Brasil e, desde
entdo, o virus tem se espalhado pela América (ZANLUCA et al., 2015). A partir desta data, 29
paises ou territdrios da América também relataram casos autdctones de infecgdo por ZIKV:
Aruba, Barbados, Bolivia, Bonaire, Brasil, Colémbia, Costa Rica, Equador, Curacao, Republica
Dominicana, El Salvador, Guiana Francesa, Guiana, Guadeloupe, Guatemala, Haiti, Honduras,
Jamaica, Martinica, México, Nicaragua, Panama, Paraguai, Porto Rico, Sdo Martinho,
Suriname, Trinidad e Tobago, Venezuela e Ilhas Virgens. E ainda, estdo aparecendo casos de
infeccdo por ZIKV nos Estados Unidos e Canada. J& na Europa, ndo ha evidéncia de infeccédo
autoctone por ZIKV. Todos os casos relatados foram importados de pessoas retornando de
paises endémicos (SAIZ, 2016).

Segundo o relatério com a atual situagdo do ZIKV no mundo, publicado pela WHO, em
janeiro de 2017, 76 paises ou territorios notificaram evidéncias de transmissao de ZIKV desde
2007, no qual: 59 paises com surtos notificados a partir de 2015; 7 com a possibilidade de
transmissdo endémica ou com a evidéncia de infec¢fes locais transmitidas por mosquito em
2016 ou 2017; 10 com evidéncia de infeccBes locais de ZIKV transmitidas por mosquitos em
ou antes de 2015; 13 paises notificaram evidéncia de transmissdo de pessoa para pessoa; 29
paises ou territérios relataram microcefalia e outras malformagdes do SNC potencialmente
associadas a infecgdo pelo ZIKV ou sugestivas de infec¢do congénita; 21 paises ou territorios
relataram um aumento da incidéncia de Guillain-Barre e/ou confirmacdo laboratorial de uma

infeccdo por ZIKV entre os casos de Guillain-Barre.
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Figura 7: Paises onde foi detectada infec¢Bes por ZIKV transmitidas por mosquito (WHO,

2017).
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1.7 Patogénese e Resposta imune

1.7.1 Patogénese e Resposta imune — Dengue virus

O Dengue virus infecta principalmente células imunes de linhagem mieldide, incluindo
mondcitos, macrofagos e células dendriticas, e possivelmente hepatdcitos e células endoteliais
(GREEN et al., 2014). Ainda ndo h& um anico receptor definido necessario para a entrada do
virus, mas foram propostos diversos receptores do hospedeiro que possuem papel importante
na ligacdo do virus a célula alvo, incluindo glicosaminoglicanos como heparan sulfato e
lectinas, molécula de adesdo das células dendriticas (DC-SIGN), receptor de manose de
macrdfagos, o receptor lipopolissacarideo (LPS) CD14, proteinas induzidas por estresse como
heat shock 70kDa (HSP70) e 90kDa (HSP90) (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015), dominio
mucina e imunoglobulina de células T (TIMs), receptor proteina tirosina quinase TAM e
laminina (SCREATON et al., 2015). E ainda, durante uma segunda infeccdo com um sorotipo
diferente da primeira, células que expressam o receptor Fc podem promover a entrada do virus
através do ADE. Como ja explicado, durante esse processo, anticorpos reativos derivados da
primeira infeccdo se ligam ao sorotipo diferente da segunda infeccao, formando um complexo
imune gue é reconhecido pelo receptor Fc, o qual possibilita a entrada do virus (GREEN et al.,
2014).

A existéncia de varios receptores sugere que o virus ndo utiliza um dnico receptor especifico
para entrar na célula, ao contrario, ele reconhece e se liga a diversas moléculas, de acordo com
a variedade de tipos celulares que sdo susceptiveis a infeccao, tanto no hospedeiro humano
como no mosquito. Realmente, o DENV precisa ser competente para infectar organismos
completamente distintos como o0s hospedeiros ja citados. E ainda, dentro do hospedeiro, o virus
é capaz de infectar uma grande variedade de tipos celulares completamente diferentes. Todos
esses fatos sugerem que o DENV pode ter evoluido para ndo ter uma célula alvo ou 6rgéos
especificos, mas para ser nao-especifico, aumentando a variedade de alvos. Isto reflete, in vivo,
em uma vasta disseminagdo do virus no organismo hospedeiro, levando a uma ampla variedade
de manifestagdes da doenga, que sdo vistas em pacientes infectados com DENV (CRUZ-
OLIVEIRA et al., 2015).

Os receptores de reconhecimento padrdo (PRRs), como receptores do tipo Toll (TLRS),

particularmente TLR3, TLR7 e TLR8, e sensores intracelulares, como RNA helicases, sdo a
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primeira linha de defesa da resposta imune inata para o reconhecimento de RNA de fita dupla
(dsRNA), RNA de fita simples (sSRNA) ou RNA modificado. O principal TLR envolvido no
reconhecimento do DENV é o TLR3, que reconhece o RNA viral apés a acidificacdo
endossomal (Figura 8- Etapa A), e ja foi demonstrado que este reconhecimento induz a
producdo de IL-8 e de Interferon o/f (IFN-o/p) in vitro. O reconhecimento do RNA de DENV
resulta na fosforilagdo da molécula adaptadora TRIF (do inglés TIR-domain-containing
adapter-inducing Interferon f), a qual interage com os fatores associados ao receptor de TNF
TRAF3 e TRAF6. TRAF3 interage com TBK1 e Ik kinase 1 (Ikk1), resultando na fosforilagcdo
do IRF3. TRAF®G, através da associagdo com TAK1, ativa AP-1 e inicia a fosforilagdo de 1kB,
levando a translocacdo nuclear de NFKB. A translocacdo de IRF 3, AP-1 e NFkB para o nlcleo
induz a produgdo de IFN-o/B, de genes estimulados por IFN (ISGs) e de quimiocinas.
Experimentos em primatas ndo humanos infectados com dengue demonstraram que a
administracdo de agonistas de TLR3 e TLR7/TLR8 resultaram na redugéo significativa de
replicacdo viral e no aumento de quimiocinas pro-inflamatorias, assim como nos titulos de
anticorpos anti-DENV no soro, o que indica o papel protetor dos TLRs durante a infeccdo pelo
DENV (GREEN et al., 2014).

Em conjunto com os TLRs, helicaces citoplasmaticas percebem o RNA no citoplasma.
Tanto o gene | indutor de acido retindico (RIG-1) quanto o gene 5 associado a diferenciacdo de
melanoma (MDADb), os quais reconhecem dsRNA, séo induzidos durante a infeccdo por DENV
e estdo envolvidos na indugdo de IFN-B (Figura 8 — Etapa B). Um importante papel desses
sensores citoplasmaticos de dsRNA é a distincdo entre o0 RNA viral e 0 RNA da célula
hospedeira. RIG-1 e MAD?S sinalizam através da proteina de sinalizacdo antiviral mitocondrial
(MAVS), a qual interage com a proteina do reticulo endoplasmatico rugoso, estimulatoria de
genes de IFNs (STING). Uma vez ativada, MAVS oligomeriza e atrai maltiplas ubiquitinas
ligases E3 como TRAF3 e TRAFG, para ativar a cascata de sinalizacdo. A ativacdo de TRAF3
resulta na translocacdo para o nucleo de IRF3 e IRF7, os quais induzem a transcricdo de IFN-
a/P, como ja descrito. Além disso, a ativa¢do de TRAF6 resulta na translocagdo do NFkB para
0 nudcleo e na producéo de IFN-o/B. Foi mostrado que ambos RIG-1 e MDADb sinergizam com
TLR3 para limitar a replicacdo de DENV in vitro (GREEN et al., 2014).

A secregdo de IFN-a/p pelas células infectadas pelo virus dispara sinais de alerta para as
células adjacentes, sinalizando que esta ocorrendo uma infec¢éo, e tambem induz uma resposta
antiviral celular autécrina. IFN-o/p sdo poderosos inibidores da infec¢ao por DENV. Estes

interferons sinalizam através dos receptores de IFN-o/f (IFNAR) ¢ ativam a via JAK/STAT
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através da fosforilacdo das moléculas adaptadoras TYK2 e JAK1. A ativagdo dessas moléculas
adaptadoras resulta na fosforilacdo e dimerizacdo de varios transdutores de sinal e na ativagdo
de moléculas de transcricdo (STAT), incluindo STAT1, STAT2, STAT3 e STAT5. Um
importante complexo de sinalizacdo formado por STAT1 e STATZ2 junto com IRF9 em resposta
a ativacdo pelo IFNAR, é o gene do complexo do fator 3 estimulador de interferon. Este
complexo se transloca para o nucleo e se liga a elementos de resposta estimulados por IFN,
localizados na regido promotora dos genes estimulados por IFN, induzindo a producdo de
numerosas proteinas antivirais e citocinas pro-inflamatorias. A sinalizacdo do IFNAR também
induz cascatas de sinalizagdo alternativas, incluindo a cascata da proteina quinase p38 e a
cascata da quinase fosfatidilinositol 3, as quais resultam na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias e quimiocinas (GREEN et al., 2014).

Além da producdo de IFN-a/B, a translocagdo do NFkB para o nucleo induz a producédo de
pro-interleucina 1 e a ativagao do inflamassomo, o que resulta na producéo de Interleucina 1 e
18. Estas citocinas sao importantes na resposta antiviral e resultam no recrutamento de células

imunes para o local da infeccdo (GREEN et al., 2014).

Adicionalmente, pequenos RNAs como micro RNAs (miRNAS) sdo utilizados pelas células
hospedeiras para controlar a expressdo génica em resposta a infeccédo viral (Figura 8 — Etapa
C). Os miRNAs séo processados e interagem com proteinas na via de RNA de interferéncia
(iRNA), como Dicer, Drosha, Argo 1 e Argo 2. Interessantemente, nocautes dessas proteinas
em células de mamifero durante infeccdo com DENV, resultam no aumento da replicacéo viral,
indicando que a via de iRNA pode desempenhar um papel importante na resposta celular anti-
DENV. Os miRNAs regulam a sinalizacdo de TLR e IL-1 e também sdo induzidos em resposta
a esses sinais durante a infecgdo viral, promovendo o controle da resposta imune inata do
hospedeiro (GREEN et al., 2014).

De maneira geral, 0 RNA do DENV ¢ reconhecido pelos receptores de reconhecimento
padrdo TLR3 (Figura 8 — Etapa A), MDA-5 e RIG-1 (Figura 8 — Etapa B), resultando em uma
cascata de sinalizacdo que induz a producédo de IFN-o/B. A infecgdo viral também induz a via
de iIRNA do hospedeiro (Figura 8 — Etapa C) para controlar a replicacdo viral, causar a
hipertrofia do ER (onde a traducé&o e replicagéo viral ocorrem) (Figura 8 — Etapa D) e estimular
a autofagia (Figura 8 — Etapa E), a fim de balancear o estresse celular e prevenir a apoptose
(GREEN et al., 2014).
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Um subconjunto da proteina NS1 de DENV adquire glicosilfosfatidilinositol (GPI) da
célula hospedeira, utilizando a via de ligagdo de GPI das células. Esta NS1 ancorada por GPI é
entdo transportada para a membrana celular (GUZMAN et al., 2016; JACOBS et al., 2000). O
TLR (TLR2 ou TLR4) é capaz de reconhecer GPI e, portanto, poderia reconhecer as células
infectadas por DENV que expressam em sua membrana a forma da proteina NS1 ancorada por
GPI.

Figura 8: Resposta imune inata do hospedeiro contra a infecgdo por Dengue virus. O RNA de DENV
é reconhecido por TLR 3 (A) e por MDAG5 e RIG-1 (B), resultando em uma cascata de sinalizagdo que
induz a producdo de IFN o/B. A infecgdo viral induz a via de iRNA do hospedeiro (C), para controlar a
replicacdo do RNA viral; Hipertrofia do ER (D), onde ocorre a tradugdo e a replicacdo viral, e autofagia
(E) para balancear o estresse celular e prevenir a apoptose (GREEN et al., 2014).
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1.7.1.1 Evasao da resposta imune pelo Dengue virus

Existem varias observacGes importantes que sugerem o papel da resposta imune na
patogénese da dengue: primeiro, a dengue grave normalmente, mas ndo exclusivamente, ocorre
durante uma segunda infeccdo. Segundo, o0 auge dos sintomas ocorre quando as cargas virais
estdo diminuindo rapidamente, o que implica que a imunopatologia pode ser conduzida como
uma consequéncia do controle viral. Terceiro, os altos niveis de carga viral ou de NS1 soltvel
em paciente com dengue hemorragica predispdem a aumentar a gravidade da doenca, que se
manifesta quando o virus é controlado e a carga viral cai. E por Gltimo, o pico dos sintomas, 0
extravazamento vascular e o controle viral coincidem com a tempestade de citocinas, a qual é
caracterizada por altos niveis circulantes de muitos mediadores pro-inflamatérios como fator
de necrose tumoral (TNF), receptor 1 do TNF soldvel (sTNFR1), sSTNFR2, Interferon y (IFNy),
ligante 8 da quimiocina CXC (CXCL8), CXCL9, CXCL10, CXCL11, ligante 5 da quimiocina
CC (CCL5) e o fator A de crescimento endotelial vascular (VEGFA), assim como da citocina
anti-inflamatoria Interleucina 10 (IL-10) (SCREATON et al., 2015).

A resposta imune inata possui papel importante na patogénese da dengue. Estudos mostram
que o DENV evoluiu para evadir da resposta imune do hospedeiro de duas formas distintas:
sequestro e subversdo da resposta imune inata (Figura 9). A infeccdo por DENV nas células
hospedeiras causa amplo rearranjo das membranas celulares, no entanto, o virus precisa
controlar 0s mecanismos imunes inatos como o estresse, que leva a morte celular. O virus
manipula a célula para manter o metabolismo do hospedeiro e a producdo de proteinas,
enguanto as sequestra em vesiculas que ndo sdo degradadas pelos lisossomos do hospedeiro.
Este processo complexo envolve um equilibrio delicado entre a ativacao das vias celulares para
a expansao do ER e a inducdo do metabolismo lipidico, e a prevencdo da morte induzida por
estresse do ER. O aumento do ER ocorre devido a acdo das proteinas ndo estruturais
NS2B/NS3, que induzem a proteina 1 ligada ao X-box, levando a expansdo do ER para a
replicacdo viral. A inducdo desta proteina também resulta na reducdo da resposta da proteina
desdobrada (do inglés UPR) e dos efeitos citopaticos induzidos por DENV, indicando que a
reducdo da UPR pode prevenir ou retardar a morte celular durante a infeccdo (GREEN et al.,
2014).

DENV também usa as vias de regulacdo da propria celula, como a autofagia, para facilitar

a replicacdo. A autofagia é uma degradacdo lisossomal dos conteudos citoplasmaticos, e € parte
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da reciclagem celular habitual das macromoléculas e da resposta do hospedeiro a estresse. Este
mecanismo também estd envolvido na resposta imune inata, causando a morte de células
infectadas por patégenos. Um aspecto crucial da via de autofagia é a formacdo de vesiculas
citossolicas de membrana dupla, os autofagossomos, os quais engolfam porcGes de materiais
citoplasmaticos e facilitam a fusdo com os lisossomos. Dengue virus é capaz de ativar a
maquinaria de autofagia, aumentando a formacdo dos autofagossomos juntamente com o
aumento da replicacdo viral. O virus também inibe a fusdo dos autofagossomos com o0s

lisossomos, evitando a degradacao lisossomal (GREEN et al., 2014).

Além disso, as proteinas ndo estruturais do Dengue virus atuam diretamente nos
componentes das cascatas de sinalizacdo da resposta imune inata, inibindo a via iRNA. Isto
ocorre através de dois mecanismos distintos, envolvendo NS4B e o RNA subgenémico de
flavivirus (sfRNA). A proteina ndo estrutural NS4B interfere diretamente na habilidade da
proteina Dicer de processar RNAs pequenos. E o sfRNA inibe a clivagem de dsRNA pela
proteina Dicer, através da ligacdo e saturacdo da RNase. De uma maneira dose-dependente, o
aumento na concentracdo de sfRNA inibe a clivagem de dsRNAs longos em siRNAs.
Adicionalmente, sfRNA interage diretamente com a exonuclease do hospedeiro XRN1,
aumentando a estabilidade do RNA mensageiro dentro da célula hospedeira, o que pode
beneficiar o RNA viral (GREEN et al., 2014).

Durante uma segunda infeccdo por DENV, o virus pode infectar células que possuem o
receptor Fc via ADE. Vérios experimentos in vitro mostraram que mondcitos humanos
infectados por DENV em condicdes de ADE, possuem seu estado antiviral inato comprometido.
Especificamente, a absorcdo do DENV em complexo com anticorpos anti-DENV, através dos
receptores FcyRI e FcyRIla em células THP-1 monociticas, resultou no aumento da infeccéo,
através da sub-regulacdo da expressdo de genes de TLRs, de reguladores negativos da via de
NFkB, e da perturbacdo das cascatas de sinalizacdo de RIG-1 e MDAS5, conduzindo a uma
diminuicdo da resposta imune inata e aumento da replicacdo viral. Além disso, a infec¢do por
DENV através de ADE aumenta a producdo de citocinas anti-inflamatérias, como 1L-10, nas
celulas dendriticas (GREEN et al., 2014).

Adicionalmente, as proteinas ndo estruturais de DENV bloqueiam a inducéo e a sinalizagdo
de IFNo/f através de varias vias distintas. O virus inibe a producao dos IFNs tipo I através do
complexo proteico NS2B/NS3, que marca a molécula adaptadora STING para degradacdo. Esta

molécula normalmente promove a fosforilacdo do fator de transcricdo IRF3, o qual ativa o
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promotor de IFN-B. E importante ressaltar que o complexo NS2B/NS3 cliva a STING humana
e ndo a de camundongo. DENV também inibe a via de sinalizagdo de IFNs tipo I, que reduz a
expressao direta de inibidores ISGs, mas o0 exato mecanismo pelo qual o virus é capaz disto
permanece incerto. A expressdao de NS4B impede a fosforilacdo de STAT1, possivelmente pela
inibicdo da fosforilagdo de Tyk2, uma molécula upstream a ativacdo do STATL1. A expressao
de NS5 esté relacionada a uma perda na expressao de STAT2, a qual também é necessaria para
a sinalizacdo de IFN tipo I. Novamente, é importante ressaltar que a degradacdo de STAT2 é
hospedeiro-especifica, j& que NS5 promove a degradacdo da STAT2 humana mas ndo da
STAT2 murina (DIAMOND; PIERSON, 2015).
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Figura 9: Mecanismos de evasdo e subversdo da resposta imune utilizados por DENV. DENV interage
com as celulas alvo através de um ou mais fatores do hospedeiro. (DIAMOND; PIERSON, 2015).
Entdo, o virus é internalizado por endocitose e fusiona com as membranas do endossomo. A ligacéo do
virus e a fusdo da membrana sdo orquestradas pela proteina do envelope (E), a qual é composta por trés
dominios (no topo e centro da figura; DI, em vermelho; DII, em amarelo; DIII, em azul). A traducéo e
replicacdo do RNA viral ocorrem em associagdo com as membranas do reticulo endoplasmatico (ER).
Durante a liberacdo, o virus entra em estagio de maturacdo, definido pela clivagem da proteina prM pela
protease furina (esferas laranjas). A infeccdo € detectada por receptores de reconhecimento padrdo do
hospedeiro que se ligam as moléculas de RNA viral, incluindo TLRs e receptores do tipo RIG-1 (RLRs).
Adicionalmente, DENV ativa os sensores de RNA cGAS e a via de STING através de mecanismos
desconhecidos. Este sistema de defesa estimula a producgéo de IFNs e promove a expressdo de 1SGs.
DENV desenvolveu mecanismos, incluindo a clivagem de STING mediada por NS2B/3 e a degradacéo
de STAT2 mediada por NS5, para antagonizar a resposta antiviral.
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Resumidamente, DENV subverte a resposta imune antiviral, sequestrando-a e manipulando
amaquinaria celular e as vias de sinalizagdo. O virus controla os processos celulares para atrasar
a morte celular, inibir a via iRNA, e fornecer um nicho escondido dos sensores de RNA inatos
intracelulares. E ainda, as proteinas nao estruturais de DENV inibem a inducéo e a cascata de
sinalizagdo de IFN-o/B, impedindo as vias celulares que levam a expressdo dos genes de

resposta a interferon e mecanismos antivirais (GREEN et al., 2014).

1.7.2 Patogénese e Resposta imune — Zika virus

Embora exista uma associacdo definida entre a infeccdo por ZIKV e a microcefalia, nem
todos os bebés nascidos de mées infectadas tém essas complicagfes, indicando que respostas
imunes maternas robustas podem ser capazes de proteger o feto de efeitos prejudiciais da
infeccdo por ZIKV em alguns casos (SINGH et al., 2017). Porém, O conhecimento sobre a
resposta celular a infeccdo por ZIKV ainda € escasso (SAIZ, 2016). No entanto, ja foi descrito
que o ZIKV entra na célula usando fatores de adesdo como 0 DC-SIGN e diferentes membros
da familia de receptores de fosfatidilserina. Dentro das células, as particulas virais liberam o
genoma viral no citoplasma, para o inicio da traducdo e replicacdo. A replicacdo do ZIKV
provoca uma resposta imune antiviral, induzindo a transcri¢do de TLR3, RIG-1 e MDAJ5, assim
como de outros genes estimulados por interferon, como OAS2, 1ISG15 e MX1, caracterizados
por uma expressdo do gene de IFNp fortemente refor¢ada. E ainda, a infec¢do por ZIKV é
sensivel ao IFN, ja que um pré-tratamento de fibroblastos primarios com IFN a, € y reduz a
infeccdo por ZIKV. Também foi demonstrado que ZIKV regula a via autofagica nos
fibroblastos primarios, o que é consistente com o que ocorre com outros flavivirus. Além disso,
0 aumento na expressédo de IRF7, corrobora com a forte indugdo de IFNa e B nos fibroblastos
infectados por ZIKV. E ainda, a expressdo de quimiocinas inflamatérias, como CCL5, também
sdo induzidas durante a infeccdo por ZIKV. E, a via do inflamassomo também parece ser
ativada apds a infeccéo por ZIKV (HAMEL et al., 2015, 2016; SAIZ, 2016).

Modelos murinos também foram utilizados para demonstrar os tipos de células imunes
importantes na defesa contra ZIKV. Camundongos C57BL/6 imunocompetentes e
camundongos CD1 ndo mostraram sinais de doenca apos infec¢do por ZIKV, enquanto que
camundongos A129 e AG129, deficientes em IFN do tipo I e do tipo Il, desenvolveram sinais
de doenca como postura encurvada e pelagem enricada. E ainda, fetos de maes infectadas com
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ZIKV demonstraram microcefalia (ROSSI et al., 2016; SINGH et al., 2017). Camundongos SJL
também foram utilizados como modelos para infecgdo por ZIKV. Estes camundongos possuem
resposta normal de IFN, porém, possuem respostas de células B prejudicadas e ndo possuem
células NK. Os fetos destes camundongos nao desenvolveram microcefalia, mas apresentaram
formagdes corticais malignas, indicativas de microcefalia (CUGOLA et al., 2016). Estes dados
apontam para a necessidade de imunidade mediada por células NK e resposta de anticorpos
neutralizantes para combater a infeccdo por ZIKV (SINGH et al., 2017). Outro estudo recente
demonstrou que linfocitos T ndo sdo tdo importantes quanto a resposta de anticorpos
neutralizantes na imunidade contra ZIKV (LAROCCA et al., 2016; SINGH et al., 2017).
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2 JUSTIFICATIVA

Dengue e Zika sdo arboviroses que estdo em alta expansdo no mundo, com o risco de
transmissdo em qualquer localidade onde exista os mosquitos do género Aedes, o principal vetor
das doencas. Porém, outros modos de transmissao estdo sendo relacionados com ZIKV, como
a transmissao vertical e sexual, e, além disso, ja foi detectado virus no leite materno, na urina e

no sémen, o que demonstra o potencial elevado de transmisséo deste virus.

A maioria dos pacientes com dengue e zika sdo assintomaticos ou apresentam uma doenca
de evolucdo benigna, a febre da dengue e a febre da zika, em ambas a maioria dos sintomas sao
resolvidos espontaneamente. Porém, ja foi comprovado que a infeccao tanto por DENV como
por ZIKV pode causar complica¢bes neuroldgicas graves. O DENV também pode causar a
dengue grave, com extravazamento de plasma, hemorragia e comprometimento de 6rgdos como
o figado. Mas ainda ndo se tem o conhecimento de porqué a doenca branda progride para uma

doenca mais grave.

Ainda existem varias lacunas de conhecimento sobre a patologia do DENV, principalmente
nos casos em que 0s genotipos infectantes sdo neurotrépicos. Apesar de existirem varios
modelos de estudo da patofisiologia de dengue, sendo alguns modelos em camundongos,
nenhum modelo é suficientemente bom, sendo que € necessario se estudar a dengue em Varios
modelos murinos. A titulo de exemplo, o fato da proteina NS5 viral ser capaz de bloquear a
STAT?2 humana mas ndo a murina e da NS2B/3 viral ser capaz de bloquear a proteina STING
humana mas ndo a murina, faz com que os seres humanos sejam mais susceptiveis ao virus da
dengue do que os camundongos, dificultando o estudo comparativo entre humanos e murinos
(DIAMOND; PIERSON, 2015). Nosso grupo tem trabalhado com um DENV sorotipo 3
gendtipo |, o qual foi isolado de um caso de dengue humano fatal em Belo Horizonte, sendo
que o individuo teve sintomas relacionados com o sistema nervoso central. NOs caracterizamos,
em duas teses de doutorado e publicamos sobre a neuroviruléncia fatal deste genotipo, em
infeccéo intracerebral em camundongos C57BL/6 (AMARAL et al., 2011; DE MIRANDA et
al., 2012; DE SOUZA et al., 2013; FERREIRA et al., 2010).

O ZIKYV foi identificado pela primeira vez em 1947, isolado de um macaco Rhesus, na
Floresta de Zika, em Uganda (DICK, 1952) e a primeira infeccdo humana foi relatada no
Nigeria, em 1954 (MACNAMARA, 1954). Até recentemente era considerado que o ZIKV
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causava infeccOes de evolugdo benignas e esporadicas em humanos na Africa e na Asia
(ENFISSI et al., 2016). Em 2007, ocorreu um surto nos Estados Federados de Micronésia
(YAP), marcando a primeira detec¢ao do virus fora da Africa e Asia (WHO, 2015). E em 2013-
2014, 0 ZIKV causou uma grande epidemia na Polinésia Francesa, onde o ZIKV foi relacionado
com o aumento incomum de complicagdes neuroldgicas graves, como a Sindrome de Guillain-
Barre (OEHLER et al., 2014). Em 2015, o virus foi detectado no Brasil, e foi relacionado aos
casos de microcefalia e outras malformaces congénitas. O ZIKV também ja foi detectado em
varios paises da América Central, do Sul e Caribe (FARIA et al., 2016). Portanto, o virus esta

em rapida expansédo e vem sendo relacionado como a causa de doengas graves.

A dengue e a zika ndo possuem tratamento especifico, antivirais ou vacinas. E ainda ha
uma caréncia de conhecimento sobre a patologia e a resposta imune desencadeada por estes
virus. Sabe-se que uma segunda infecgdo por DENV, por um sorotipo diferente da primeira
infeccdo, pode levar a doenca grave pela reacdo cruzada de anticorpos, mecanismo conhecido
como ADE. Mas nem todas as doencas graves ocorrem somente na segunda infec¢do. Os
mecanismos pelos quais 0 DENV causa a doenca grave também precisam ser melhor
elucidados. Também ainda ndo estdo claros os mecanismos pelos quais 0 ZIKV causa as

doencas neuroldgicas, como a microcefalia e a sindrome de Guillain-Barré.

A resposta imune € importante tanto no controle como na patologia da doenca grave.
Nosso trabalho teve como objetivo estudar a resposta imune inata celular desencadeada por dois
genotipos de DENV 3, um neurotrépico e outro ndo neurotrdpico, fazendo uma comparacéo in
vitro. E ainda, estudar a resposta imune inata celular desencadeada por dois isolados de ZIKV.
Assim procuramos contribuir para um melhor entendimento sobre a resposta imune inata
desencadeada por DENV e por ZIKV.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Comparar a resposta imune inata celular desencadeada por dois isolados de Dengue virus,
um neurovirulento e outro ndo neurovirulento. E comparar a resposta imune inata celular

desencadeada por dois isolados brasileiros de Zika virus.

3.2 Objetivos especificos

v Confirmar que os isolados brasileiros de ZIKV sdo realmente ZIKV e que ndo ha

contaminacédo por DENV;

v’ Verificar se DENV e ZIKV ativam TLR2 e/ou TLR4 em células CHO transfectadas

estavelmente com estes TLRs.

v" Avaliar a producdo de d6xido nitrico, em diferentes dias apés a infec¢do, nas células KG-1,
THP-1 e em macrofagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6 infectados com 0s
diferentes isolados de DENV e de ZIKV;

v Avaliar a producdo das citocinas IFNy, TNF, IL-6, IL-10, em diferentes dias ap6s a

infeccdo, nas células KG-1 infectadas com os diferentes isolados de DENV e de ZIKV;

v Avaliar a producdo das citocinas IFNy, TNF, IL-6, IL-10 e da quimiocina MCP-1, em
diferentes dias ap0s a infec¢do, nos macrofagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6
infectados com os diferentes isolados de DENV e de ZIKV;

v' Avaliar a permissividade das células KG-1 e dos macréfagos intraperitoneais de

camundongos C57BL/6 apds a infeccdo com os diferentes isolados de DENV e de ZIKV;



4 METODOLOGIA

4.1 Estratégias de trabalho

Grupo Experimental 1:

Células CHO

Infeccao com:

DENV 3 Genétipo | (MG-20)
DENV 3 Genétipo Il (Pi76)
ZIKV PE243
ZIKV SPH

Citometria de fluxo

Verificar a ativacdo
deTLR2eTLR4
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Grupo Experimental 2:

Células THP-1
(Monécitos Humanos)

Infeccdo com:

DENV 3 Gendtipo | (MG-20)
DENV 3 Gendtipo Il (Pi76)
ZIKV PE243
ZIKV SPH

Coleta do sobrenadante com
2,5, 9e14d.p.i.

Reacdo de Griess
para quantificar NO

56



Grupo Experimental 3:

Células KG-1
(Macrofagos Humanos)

Infeccao com:

DENV 3 Genétipo | (MG-20)
DENV 3 Genétipo Ill (Pi76)
ZIKV PE243
ZIKV SPH

Coleta do sobrenadante com
1,2,3,4,5 10e 16 d.p.i.

Reacao de Griess
para quantificar NO

CBA para IFNy, IL-6,
IL-10e TNF
(CBA Human Flex Set)

Titulacdo viral dos
sobrenadantes
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Grupo Experimental 4:

Macrofagos intraperitoneais
(Camundongos C57BL/6)

Infeccao com:

DENV 3 Genétipo | (MG-20)
DENV 3 Genétipo Il (Pi76)
ZIKV PE243
ZIKV SPH

Coleta do sobrenadante com
1,2,3,4,5 10e 16 d.p.i.

Reacao de Griess
para quantificar NO

CBA para IFNy, IL-6,
IL-10, TNF e MCP-1
(Mouse
inflammation kit)

Titulacdo viral dos
sobrenadantes
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4.2 Animais

Para a obtencdo de macrofagos peritoneais murinos, foram utilizados camundongos
C57BL/6. Todos os protocolos de experimentacdo com camundongos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacido Animal (CEUA) da FIOCRUZ-RJ. A licenca para o
projeto “Resposta imune a dengue virus em modelo murino” tem duragao até 29/02/2020 sob o
numero LW-7/16. E a licenga para o projeto “Estudo da resposta imune inata contra Zika virus
em modelo murino” tem duracdo até 28/11/2020 sob o nimero LW-33/16. As copias dos
certificados de aprovagdo encontram-se anexadas na dissertacdo (Anexos 9.1 e 9.2,

respectivamente).

4.2.1 Anestesia

Antes da eutanasia, os camundongos foram anestesiados com cloridrato de cetamina
(100mg/kq) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) (dose obtida no Manual de Normas Técnicas
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, 2004), via intraperitoneal, no quadrante lateral
inferior direito, com volume méximo 40puL, com agulha 8,0 x 0,3 mm, e seringa BD Ultra-fine
I1 de 50 Ul ou 0,5 mL. Apds aplicacdo do medicamento, o plano anestésico foi monitorado pela

avaliacdo dos reflexos motores e palpebrais dos camundongos.

4.3 Cultivo celular

4.3.1 Células C6/36

As células C6/36 sdo células de linhagem continua de larvas de mosquito Aedes
albopictus, adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC). Estas células foram
cultivadas em meio Leibowitz (L-15) (Cultilab), com adicdo dos antibioticos gentamicina (50
pg/mL) e penicilina (100 U/mL) e do antifiingico anfotericina B (Spug/mL) e 7% de soro fetal

bovino (SFB) (Cultilab), em estufa incubadora B.O.D. (demanda bioquimica de oxigénio) a 28°
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C. Estas células foram utilizadas para a multiplicacéo viral e produgdo dos estoques virais de
DENV 3 genotipo |, DENV 3 genotipo 11l e ZIKV PE243.

4.3.2 Células Vero

Células Vero sdo células de linhagem continua, derivadas de rim de macaco verde africano
e foram adquiridas do ATCC. Estas foram cultivadas em meio Dulbecco’s modified Eagle’s
(DMEM) [Gibco], com adicdo do antibiotico ciprofloxacino (10 pg/mL) e 5% de SFB
(Cultilab), mantidas em uma atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Estas células foram utilizadas
para a multiplicacdo viral e obtengdo do estoque de ZIKV SPH, e titulagdo dos estoques de
ZIKV SPH e ZIKV PE243.

4.3.3 Células BHK-21

Células BHK-21 sdo células de linhagem continua, derivadas de rim de hamster e foram
adquiridas do ATCC. Estas foram cultivadas em meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM)
(Gibco), com adigdo dos antibidticos gentamicina (50 pg/mL) e penicilina (100 U/mL) e do
antifungico anfotericina B (Spg/mL) e 5% de SFB (Cultilab), mantidas em uma atmosfera de
5% de CO2 a 37°C. Estas células foram utilizadas para a titulacdo dos estoques de DENV

gendtipo | e gendtipo 1lI.

4.3.4 Células CHO

Todas as linhagens das células CHO utilizadas (derivadas de ovério de hamster chinés) sao
derivadas do clone 3E10, uma linhagem de células CHO/CD14 que foi estavelmente
transfectada com uma construgdo reporter contendo o gene estrutural CD25 sob o controle do
promotor E-selectina humano. Esse promotor contém um sitio de ligacdo de NFkB e, portanto,
a expressdo de CD25 e completamente dependente da translocacdo do NFkB para o nucleo. As
células CHO expressam TLR4 enddgeno, que reage com anticorpo anti TLR4 humano. Estas
foram utilizadas para o estudo da ativacdo de TLR4 apos infec¢do com os virus DENV e ZIKV.

Também foi utilizada uma linhagem ndo responsiva ao LPS, derivada do clone 3E1022,
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denominado 7.19, que é o controle negativo de células, que ndo respondem ao TLR2 e nem ao
TLR4, quando inoculadas por algum agonista de TLR2 ou de TLR4. As células do clone 7.19
foram adicionalmente transfectadas estavelmente com TLR2 humano e foram utilizadas para o
estudo da ativacdo de TLR2 ap0s a infeccdo com os virus DENV e ZIKV. O fenotipo das
linhagens 7.19 ndo responsivo ao LPS é devido a uma mutagdo no gene MD-2, 0 que o torna
defeituoso na via de sinalizacdo TLR4 (DELUDE et al., 1998).

Estas células foram uma generosa doacdo do Dr. Douglas T. Golenbock (University of
Massachusetts Medical School, Worcester, MA). Estas celulas foram cultivadas em meio
F12/DMEM (1:2), suplementado com 5% de SFB (Gibco), com adicdo de antibidtico
ciprofloxacino (10ug/mL) e Hygromicina B (0,25mg/mL), para as células 7.19 e TLR4 e, para
a células TLR2, foram adicionados os antibioticos ciprofloxacino (10ug/mL), Hygromicina B
(0,25mg/mL) e Geneticina (0,5mg/mL). As células foram cultivadas em estufa, em uma
atmosfera de 5% de CO; a 37°C.

4.3.5 Células THP-1

As células THP -1 sdo células em suspensdo, sdo mondcitos humanos (células de linhagem
continua) do sangue periférico de um paciente humano com leucemia monocitica. Estas foram
adquiridas do ATCC. As células foram cultivadas em meio RPMI-1640, suplementado com 5%
de SFB (Gibco), com adicdo do antibiético ciprofloxacino (10 pug/mL), em uma atmosfera de
5% de CO2 a 37°C. Estas células foram utilizadas para a analise das citocinas produzidas por
CBA.

4.3.6 Células KG-1

As células KG-1 sdo células de linhagem continua e sdo macr6fagos humanos da medula
0ssea de um paciente com leucemia mieloide aguda. Estas foram adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Estas celulas foram cultivadas em meio RPMI-1640,
suplementado com 5% de FBS (Gibco), com adi¢do do antibiotico ciprofloxacino (10ug/mL),
em uma atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Estas células foram utilizadas para a andlise das

citocinas produzidas por CBA.
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4.3.7 Macrofagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6

Camundongos da linhagem C57BL/6 (n = 5 por experimento) adquiridos no Biotério de
Producdo do Centro de Pesquisas René Rachou foram inoculados intraperitonealmente com
2mL de Tioglicotalo a 3%. Apos 4 dias, os animais foram eutanasiados e foi feita a lavagem do
peritbnio para a coleta dos macrofagos, com 5mL de DMEM gelado sem soro e com antibidtico
ciprofloxacino (10ug/mL). Foi feito um “pool” dos meios coletados, os quais foram
centrifugados a 1200 r.p.m. (Centrifuga Beckman GS-6R, rotor GH 3.8) durante 7 min.. O
sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 5mL de DMEM com 5% SFB
(Cultilab) e antibidtico ciprofloxacino (10ug/mL). Foi feita a contagem do niimero de células
viaveis com azul de tripan em cAmara de Neubauer e 2 x 10° macréfagos foram semeados por
poco de placa de 96 pocos. As células foram incubadas durante 3h em uma atmosfera de 5% de
CO- a 37°C para que os macrofagos aderissem a placa. Apos este tempo, o sobrenadante foi
descartado e foi acrescentado 200uL de DMEM com 5% SFB (Cultilab) e antibidtico
ciprofloxacino (10pg/mL). Os macréfagos foram cultivados de um dia para o outro em uma

atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. No dia seguinte, as células foram infectadas com os virus.

4.4 DENV 3

As amostras de DENV 3 utilizadas foram doadas pelo Laboratdrio de Virologia da UFMG.
Foram utilizados os virus DENV sorotipo 3 (DENV 3) genotipo 111 (Pi76), ndo neurotrdpico, e
DENV 3 gendtipo | (MG-20), neurotropico. DENV 3 genotipo |11 foi isolado a partir do soro
de um paciente que apresentava manifestacdes clinicas de dengue sem sintomas relacionados
ao Sistema Nervoso Central (SNC), o soro foi coletado em Centro de Saude de Teresina e no
interior do estado do Piaui e cedido pelo Centro de Ciéncias da Saude da UFPI em 2006. DENV
3 genotipo I, foi isolado a partir do soro de um caso fatal de dengue com acometimento do SNC,
de um paciente da regido metropolitana de Belo Horizonte e cedida pela Fundagdo Ezequiel
Dias, Belo Horizonte, MG, no ano de 2005. Em um trabalho ja publicado por nosso grupo de
pesquisa, foi confirmado que a amostra de DENV 3 geno6tipo | causa uma doenca neuroldgica

fatal em camundongos C57BL/6 selvagens e que a mortalidade e dose dependente (DE SOUZA
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et al., 2013). Os dois genotipos de DENV 3 foram utilizados para comparar a resposta imune
in vitro contra um sorotipo de genotipo neurotropico e a resposta imune in vitro contra um

sorotipo de genotipo ndo-neurotropico.

4.4.1 Multiplicagéo de DENV 3

As amostras de DENV foram inoculadas com m.o.i. de 0,1 em células C6/36, sendo
visualizadas diariamente, ao microscépio Optico, até as células apresentarem
efeito citopatico (ECP) quando comparadas as células controle. Quando a formacao
de sincicios foi superior a 50% o sobrenadante foi centrifugado a 3.000 r.p.m., por 5
min., em centrifuga Sorvall RT-6000B, rotor H1000B, a 4°C. O sobrenadante
clarificado foi coletado e distribuido em aliquotas de 0,2 mL e estocadas a -70°C

para uso posterior.

4.4.2 Titulagdo de DENV 3

Para determinar o titulo viral utilizamos a técnica de formacdo de placas de lise. Para tal,
foram implantadas 2,5 x 10° células BHK em placas de 6 pogos com meio DMEM (Gibco)
suplementado com 5% de SFB (Cultilab), antibidticos gentamicina (50 pg/mL) e penicilina
(100 U/mL) e antifungico anfotericina B (S5pg/mL). Estas placas foram incubadas “overnight”
a 37° C em estufa com atmosfera de 5% CO,. Em seguida, 400 pL do virus diluido seriadamente
foram inoculados em células com monocamada com cerca de 80% de confluéncia. Os virus
foram diluidos de 10t a 107, e, nas células, foram acrescentadas as dilui¢cdes 10 a 10”. Como
controle foi utilizado um poco com células ndo infectadas. Apds adsorcéo de 1 h, foi adicionado
meio DMEM contendo 1% de carboximetil celulose (CMC) e 2% de SFB, as placas foram
incubadas a 37°C por 5 dias em estufa com 5% de CO». As células foram fixadas em solucédo
de formaldeido a 3,7% e coradas com solucdo de cristal violeta a 1%. O titulo viral foi
determinado pela contagem do nimero de placas de lise x inverso da dilui¢do x correcdo para
ImL.
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4.5 ZIKV

Foram utilizadas duas amostras de ZIKV isoladas em 2015 do soro de pacientes
sintométicos: ZIKV PE243, isolado de um paciente de Recife, Pernambuco (DUTRA et al.,
2016), cedidas por Marli Tendrio Cordeiro (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes
IFIOCRUZ); e ZIKV SPH, isolado de um paciente do sexo masculino, de 52 anos, de Sumare,
Sdo Paulo (FARIA et al., 2016), cedidas por Pedro F. C. Vasconcelos (Instituto Evandro
Chagas). Foram utilizadas as duas amostras para fazer uma comparagdo entre as respostas
imunes ativadas por cada ZIKV. Estes virus foram multiplicados pela aluna de doutorado
Ketyllen Reis, do Grupo de Pesquisa Imunologia de Doengas Virais — CPgRR.

4.5.1 Confirmacéao das espécies virais

45.1.1 Extracdo de RNA viral

A extracdo do RNA viral foi feita utilizando o kit de extragdo QlAampR Viral RNA
(QIAGEN) seguindo-se as instrugdes do fabricante. Resumidamente, 140 pL dos sobrenadantes
virais foram adicionados a 560 uL do tampao AVL, incubados & temperatura ambiente por 10
min. e, entdo, foram adicionados 560 pL de etanol absoluto. A mistura foi homogeneizada e o
volume total da amostra foi aplicado na coluna de silica (em duas vezes de 630 uL), que foi
centrifugada. Foram feitas duas lavagens da coluna com os tampdes AW1 e AW2 para retirada
de outros componentes celulares e possiveis residuos. O RNA viral foi eluido com 60 pL de
tampdo AVE e armazenado a -70°C. O RNA extraido serviu de molde para a sintese de DNA

complementar (cDNA).
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45.1.2 Producao de DNA complementar (cDNA)

Para a producdo de DNA complementar (cDNA), 5 uL. de RNA total foi incubado a
70°C, por 5 min., juntamente com 2 uL do oligonucleotideo iniciador senso (2F-5 mM). Apos
incubacdo em gelo, foram adicionados a reagdo: 5 pL de tampéo de RT 5X (250 mM Tris pH
8.9, 15 mM MgCly, 375 mM KCI, 50mM DTT), 1,5 uL de dNTPs (10 mM), 0,5 pL. de RNAsin
(ribonuclease inhibitor - Promega) (20U) e 1 pL de enzima M-MLV RT (200U/uL) (Promega)
e agua, para um volume total de 25 uL. A reacdo foi incubada por 60 min. a 37°C. Os cDNAs
obtidos foram, entdo, utilizados na PCR semi-nested, utilizada para confirmar os genétipos de
DENV e excluir a possibilidade de que o ZIKV estivesse misturado com algum DENV, e o

PCR em Tempo Real, para confirmacao dos dois isolados de ZIKV.

4.5.1.3 Confirmacao de ZIKV por PCR em tempo real

Para a PCR em tempo real de ZIKV, foi utilizado o protocolo descrito por Lanciotti et
al (2008), utilizando-se os primers ZIKV 1086 e ZIKV 1162c e a sonda ZIKV 1107-FAM,
listados na tabela 1. Foi utilizado 1 pL dos cDNA’s obtidos no item 4.5.1.2, 5 uL. de TagMan
Universal Master Mix 1l (Applied Biosystems), 0,1 uL de cada iniciador (10uM), 0,25 pL da
sonda (10 uM) e H20 ultrapura g.s.p. 10 uL.. As amostras foram amplificadas no StepOne Real
Time PCR Systems (Applied Biosystems), seguindo as condi¢des de amplificacdo do aparelho.

Tabela 1: Iniciadores utilizados na PCR em Tempo Real para a confirmagdo das amostras de
ZIKV (Lanciotti et al, 2008).

. . Posicdo no
Iniciador Sequencia
genoma
ZIKV 1086 5" - CCGCTGCCCAACACAAG - 3’ 1086-1102
ZIKV 1162c 5 - CCACTAACGTTC GCAGACAT-3’ 1162-1139
ZIKV 1107-FAM 5 - AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA - 3’ 1107-1137
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45.1.4 Confirmacdo da autenticidade das amostras de ZIKV

utilizadas por DENV PCR semi-nested para

Para a PCR semi-nested de DENV, foi utilizado o protocolo descrito por Lanciotti et al.
(1992), visando a amplificacéo da regido C-prM do genoma de DENV. Os iniciadores utilizados

estdo listados na tabela 2.

Para a primeira reacdo, foram utilizados 2,5 uL. do cDNA obtido no item 4.5.1.2, 2,5 uL
de tampdo 10x, 10 pmol de cada nucleotideo iniciador D1 e D2 (tabela 2), 2 puL de MgCL> (25
mM), 0,5 uL de dNTP’s, 0,25 pL de Taq polimerase (Promega) (5 U/ulL) e H2O ultrapura
quantidade suficiente para (g.s.p.) 25 uL. As amplificagdes foram feitas em termociclador
(Eppendorf), seguindo as seguintes variacfes de tempo e temperatura: desnaturacdo inicial a
94°C por 5 min., seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C, por 45 segundos, pareamento a

58°C por 1 min. e extenséo a 72°C por 1 min..

Na segunda reacao foram utilizados os iniciadores D1, TS1, TS2, TS3 e TS4 (tabela 2)
(PCR Multiplex), para amplificacdo dos fragmentos especificos de cada sorotipo de DENV.
Foram utilizados 2,5 pL dos produtos da primeira reacdo diluidos 1:50, 2,5 pL de tampéo 10x,
10 pmol de cada nucleotideo iniciador D1, TS1, TS2, TS3 e TS4 (tabela 2), 2 uL de MgCL;
(25 mM), 0,5 uLL de dNTP’s, 0,25 pL de Taq polimerase (Promega) (5 U/uL) e H20 ultrapura
g.S.p. 25 pL. As amplificagdes foram feitas em termociclador (Eppendorf), seguindo as
seguintes varia¢Oes de tempo e temperatura: desnaturagéo inicial a 94°C por 5 min., seguida de
30 ciclos de desnaturacéo a 94°C, por 45 s., pareamento a 60°C por 1 min. e extensdo a 72°C

por 1min.

Tabela 2: Iniciadores utilizados para amplificar os sorotipos de DENV no PCR semi-nested.

o Tamanho do
Iniciador Sequencia Posicdono fragmento
genoma amplificado
D1 5 - TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG- 3 134-161 511
D2 5 - TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC - 3° 616-644 511
TS1 5'- CGTCTCAGTGATCCGGGGG - 3' 568-586 482 (D1e TS1)
TS2 5'- CGCCACAAGGGCCATGAACAG - 3' 232-252 119(D1e TS2)
TS3 5'- TAACATCATCATGAGACAGAGC - 3' 400-421 290 (D1 e TS3)
TS4 5'- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3' 506-527 392 (D1e TS4)
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Para a andlise dos fragmentos de DNA amplificados, foram utilizados 10uL da segunda
reacdo que foi analisado em gel de poliacrilamida 8% (acrilamida e bis-acrilamida ultra pura
30%, Invitrogen) em TBE 1X (0,089M TRIS-ACETATO, 0,089M acido bdrico, 0,002M
EDTA). As amostras foram submetidas ao fracionamento eletroforético a 100V utilizando-se
tampdo TBE 1X. O gel foi fixado em solucéo fixadora A (40% metanol, 10% &cido acético,
v/v) e solugdo fixadora B (10% etanol, 5% acido acético v/v). Apos incubacdo com solugéo
oxidante (bicromato de potassio 0,034 M, acido nitrico 0,032 M) por 5 min., o gel foi corado
com nitrato de prata (0,6 g/300 mL de agua) por 20 min.. Em seguida, o gel foi lavado com
agua deionizada por 1 min., acrescentando-se a solucao reveladora (5,9 g de carbonato de sodio,
0,1 g de paraformaldeido) e incubando-se por 5 min.. A reacéo foi interrompida pela adigdo de

solucdo de acido acético a 5%.

4.6 Verificacdo da ativacdo de TLR 2 e TLR 4 em células CHO por

citometria de fluxo

Para avaliar a ativacdo de TLR2 e TLR4, com consequente translocacédo nuclear de NFkB,
disparada pelos virus DENV3 genotipo I, DENV3 gendtipo 1ll, ZIKV PE243, ZIKV SPH, as
células CHO 7.19, TLR 2+ e TLR 4+ foram plaqueadas na concentracéo de 1 x 10° por pogo
em placas de 24 pocos. No dia seguinte, a monocamada foi infectada pelos virus com m.o.i. de
1 e 10 e foi incubada a 37°C e 5% CO> durante 18 h. Como controle de ativacéo de TLR 2, foi
adicionado Staphylococcus aureus (S. aureus) (10° bactéria/poco). E, como controle de
ativacdo de TLR4, foi utilizado lipopolissacarideo (LPS) (100 ng/poco), sendo que ambos
também ficaram em contato com as células durante 18 h em atmosfera de 5% CO; e 37°C. Ap6s
este tempo, as células foram coletadas com tripsina-EDTA, transferidas para o tubo de
citbmetro e lavadas com meio e PBS 1x. Em seguida, as células foram coradas com anticorpo
PE anti CD25 (mouse mAb to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen) diluidos 1:200 em
PBS 1x, no gelo e no escuro, durante 2h. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com
PBS 1x com 1mM de azida de sddio, ressuspendidas neste PBS e examinadas em citometria de
fluxo no FACScan (BD Biosciences), do Centro de Pesquisas René Rachou, com o auxilio do

técnico responsavel. As analises foram feitas utilizando o software FlowJo.
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4.7 Infecgdo e coleta dos sobrenadantes das células THP-1 e KG-1

As células THP-1 e KG-1 foram cultivadas em meio RPMI-1640 como ja descrito. Como
sdo células em suspensao, estas foram centrifugadas a 1200 r.p.m. em centrifuga Beckman GS-
6R (rotor GH 3.8) a 25°C e foram ressuspendidas em 4mL de meio RPMI-1640 suplementado
com 5% de SFB (Gibco) e antibiotico ciprofloxacino (10pg/mL). Foi feita a contagem do
numero de células viaveis com azul de tripan e 2 x 10° células foram plaqueadas por pogo em
placas de 96 pocos, no volume de 100uL de meio RPMI-1640. As placas foram incubadas em
estufa com atmosfera de 5% CO2 a 37°C. No dia seguinte, os virus (DENV 3 genotipo |, DENV
3 gendtipo 111) com m.o.i. de 1 e 10 e os virus ZIKV PE243 e ZIKV PBH com m.o.i. de 1 foram
acrescentados as células, sendo um virus por po¢o, no volume de 300uL de meio RPMI-1640
suplementado com 5% SFB, com antibittico ciprofloxacino (10pug/mL) e concentragdo sub-
6tima de IFNy (10U/mL) para primar as células. Foi utilizado um grupo de células controle,
sem o estimulo do virus e de IFNy e outro grupo controle com o estimulo de IFNy mas sem o

estimulo viral. Como controle positivo foi utilizado E.coli.

Os sobrenadantes das células THP-1 foram coletados com 2, 5, 9 e 14 dias ap0s a infeccao.
J& os sobrenadantes das células KG-1 foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias ap0s a
infeccdo. Os sobrenadantes foram centrifugados a 800 x g durante 5min. a 4°C (centrifuga
Eppendorf) para a formagao do “pellet” contendo “debri” celular e células, ja que as células sao
em suspensdo, e assim, somente 0s sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo de

1,5mL e armazenados no freezer -70°C para posterior anélise.

4.8 Infeccéo e coleta dos sobrenadantes dos macrofagos intraperitoneais
de camundongos C57BL/6

Macrofagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6 foram coletados e 2 x 10°
macrofagos foram plaqueados por poco de placa de 96 pogos como ja descrito. Apds um dia de
incubagéo em estufa com atmosfera de 5% CO. e 37°C os sobrenadantes foram descartados e
os virus DENV 3 genotipo I, e DENV 3 gendtipo 111, com m.o.i. 1 e 10, e ZIKV PE243 e ZIKV
PBH com m.o.i. de 1, foram acrescentados as células, sendo um virus por pogo, no volume de
300pL de meio DMEM 5% SFB com antibiotico ciprofloxacino (10pug/mL) e IFNy (10U/mL).
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Foi utilizado um grupo de células controle, sem o estimulo do virus e de IFNy e outro grupo
controle com o estimulo de IFNy mas sem o estimulo viral. Como controle positivo foi utilizado

E.coli.

Os sobrenadantes foram coletados apos 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias apos a infecgcdo. Os
sobrenadantes foram centrifugados a 800 x g durante 5min. a 4°C (centrifuga Eppendorf), para
a formagdo do “pellet” contendo o “debri” celular, e assim, somente os sobrenadantes foram

transferidos para um novo tubo de 1,5mL e armazenados no -70°C para posterior analise.

4.9 Verificacdo da producdo de NO induzida por DENV e ZIKV em
células KG-1, THP-1 e macroéfagos intraperitoneais de camundongos
C57BL/6

Para a quantificacdo do 6xido nitrico produzido pelas células THP-1, KG-1 e pelos
macrofagos intraperitoneais ap6s a infeccdo pelos virus, foi utilizada a Reacdo de Griess,

segundo o protocolo de Drapier (1988).

Para fazer dosagem de oxido nitrico, 50uL dos sobrenadantes coletados nos itens 4.7 e 4.8
foram adicionados em placas de 96 pocos. Foi montada uma curva padréo utilizando nitrito de
sodio (NaNOz) em diluicdo seriada em meio DMEM, como referéncia para avaliar a
concentracdo de o6xido nitrico (NO) nas amostras, ap0s reacao com solucdo C. Esta solucédo
consiste da mistura das solucdes de A e B (1:2), sendo solugdo A composta por sulfenilamida
1% em 2,5% de &cido fosforico (HsPOa), e solucdo B por N-(1-naphthyl) etilenodiamina (NED)
0,1% em 2,5% de &cido fosfdrico (H3POa). Para a reacdo, também foi acrescentado 50uL de

solucdo C a cada po¢co com amostra.

A leitura foi feita em espectrofotdmetro (Molecular Devices. Versamax tunable microplate
reader) em um comprimento de onda de 550nm. Os valores foram calculados pelo programa

GraphPad Prism e expressos em M.
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4.10 Quantificacdo das citocinas produzidas pelas células KG-1 e

macrofagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6

Para o ensaio de CBA, os sobrenadantes das células KG-1 coletados no item 4.7 foram
utilizados para a dosagem das citocinas IFNy, IL - 6, IL - 10, TNF, segundo descrito pelo
fabricante do CBA Human Flex Set (BD Biosciences).

Os sobrenadantes dos macréfagos coletados no item 4.8 foram utilizados para a dosagem
das citocinas IFNy, IL-6, IL-10, TNF e MCP 1, segundo descrito pelo fabricante do CBA Mouse

Inflammation Kit (BD Biosciences).

Antes de iniciar o processo de avaliagdo das citocinas, as esferas do padrdo foram
reconstituidas e incubadas a temperatura ambiente por 15 min., como descrito no manual do
fabricante. Em seguida, as esferas foram diluidas seriadamente (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:128 e 1:256) com “Assay diluent” disponivel no kit, obtendo assim uma curva padrdo. Foram
transferidos 50uL de dada diluicdo para um poco de uma placa de 96 pocos com fundo conico,
um pogo foi destinado ao controle negativo, no qual foi colocado somente 50uL “Assay
diluent”. As “beads” de captura também foram preparadas segundo o protocolo do kit. Cada
“bead” foi vortexada imediatamente antes de ser adicionada a mistura. Foi feita uma mistura de
“beads” de captura, adicionando 10uL de cada “bead” por amostra, de acordo com o niimero
de amostras a serem analisadas. Foram adicionados 50uL desta mistura na placa de 96 pocos,
sendo um pogo por amostra e por padrdo diluido. Em seguida, foram adicionados 50uL de
amostra por pogo da placa de 96 pocos e 50uL do reagente de detecgédo PE. A placa foi incubada
por 2h., em temperatura ambiente e protegida da luz. Ap6s a incubacdo, foi adicionado 1 mL
de “Wash buffer” por pogo e a placa foi centrifugada a 200g por 5 min.. Os sobrenadantes foram
aspirados e descartados e foi adicionado 300uL de “Wash buffer” por poco, para a ressuspensao

do “pellet”.

A leitura dos dois kits foi feita no aparelho FACSCan (BD Biosciences) do Centro de
Pesquisa do René Rachou, com o auxilio de técnico responsavel. A analise do kit CBA Human
Flex Set foi feita no software FACSArray 1.0 (BD Biosciences), enquanto que a analise do kit
CBA Mouse Inflammation foi feita no software CellQuest (BD Biosciences). Os dois softwares
de analises calcularam a intensidade média de fluorescéncias (MFI) de cada amostra e de cada

curva. Os valores da MFI das amostras e das curvas, sendo uma curva por citocina, foram
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plotados no programa GraphPad Prism, e interpolados com os valores de cada curva e a
producéo de cada citocina foi calculada em pg/mL.

4.11 Titulacao viral dos sobrenadantes das células KG-1 e macrofagos

intraperitoneais de camundongos C57BL/6

Para determinar a quantidade de DENV e ZIKV vivos ao longo dos dias pds infeccdo,
foram determinadas as unidades formadoras de placas (p.f.u.) dos sobrenadantes das células
KG-1 e dos macréfagos intraperitoneais infectados por DENV e ZIKV, utilizando células BHK-
21. Para tal, foram implantadas 2,5 x 10° células em placas de 6 pogos com meio DMEM
(Gibco) suplementado com 5% de SFB (Cultilab) e antibiotico ciprofloxacino (10ug/mL). Estas
placas foram incubadas “overnight” a 37° C em estufa com atmosfera de 5% CO2. Em seguida,
400 pL dos sobrenadantes diluidos seriadamente foram inoculados em células com
monocamada com cerca de 80% de confluéncia. Nos sobrenadantes de células KG-1, a titulacdo
foi feita nos dias 1, 3, 5 e 10 ap0s a infeccdo, nas células infectadas com m.o.i. 1, e 2 e 10 dias
nas células infectadas com m.o.i. 10. E nos macrofagos intraperitoneais, a titulacéo foi feita nos
dias 1, 3, 5, 7 e 10, nas células infectadas com m.o.i. 1, e 2 e 10 dias nas células infectadas com
m.o.i. 10. Os sobrenadantes de células KG-1, foram acrescentadas nas dilui¢des 10 a 10" nas
células BHK-21. Os sobrenadantes de macrofagos intraperitoneais, no 1° e 2° d.p.i., foram
acrescentadas as diluicdes 10 a 107. No 3° e 5° d.p.i., foram acrescentadas as dilui¢Ges
102a10°. E, no 7° e 10° d.p.i., foram acrescentadas as dilui¢des 10 a 10°. Como controle foi
utilizado um poco com células ndo infectadas. Ap6s adsorcdo de 1h., foi adicionado meio
DMEM contendo 1% de carboximetil celulose (CMC) e 2% de SFB, as placas foram incubadas
a 37°C em estufa com 5% de CO., por 10 dias, para os sobrenadantes das células KG-1
infectadas com m.o.i, 1, e, por 7 dias, para os sobrenadantes das células KG-1 infectadas com
m.o.i. 10 e para os sobrenadantes dos macrdfagos intraperitoneais. As células foram fixadas em
solucdo de formaldeido a 3,7% e coradas com solucdo de cristal violeta a 1%. O titulo viral foi
determinado pela contagem do nimero de placas de lise, e o resultado foi apresentado em ordem
de grandeza.



72

5 RESULTADOS

5.1 Confirmacéo da autenticidade das amostras de ZIKV

Jé& para os ZIKV, foi feita a PCR em tempo real para verificar se as amostras de ZIKV

utilizadas séo realmente ZIKV, utilizando iniciadores e sonda especificos para ZIKV, descritos

na tabela 1.
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Figura 10: Comprovagdo das amostras de ZIKV por PCR em Tempo Real. Foi feita a extragdo de
RNA e a transcrigdo reversa das amostras amplificadas de cada virus. O cDNA obtido foi utilizado em
uma PCR em Tempo Real segundo Lanciotti et al (2008). G3: DENV 3 gendétipo Il (laranja); PE243:
ZIKV PE243 (vermelho); G1: DENV 3 gendtipo | (rosa); SPH: ZIKV SPH (azul); Controle negativo
(cinza).

Na Figura 10 é possivel observar que somente as amostras de ZIKV foram amplificadas,
sendo a amostra PE243 (ZIKV PE243), em vermelho, no ciclo 18, e a amostra SPH (ZIKV
SPH), em azul, no ciclo 16, comprovando que estas amostras sdo de ZIKV. N&o houve
amplificagdo para DENV 3 gendtipo Il (G3), em laranja, assim como para DENV 3 gen6tipo

I (G1), em rosa.
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Outra técnica utilizada para a comprovacao da auséncia de contaminacdo das amostras
de ZIKV PE243 e SPH por algum sorotipo de DENV foi a PCR semi-nested, seguindo o
protocolo descrito por Lanciotti (1992), utilizando iniciadores especificos para DENV (tabela
2). O produto da PCR foi analisado em um gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato prata.

Como controles positivos, foram utilizadas as amostras de DENV 3 geno6tipo | e genotipo 111.

ZIKV  ZIKV  ZIKV DENV 3 DENV 3
PE243 SPH UFMG Gl Gl CN CR

1200pb
1100pb

1000pb

500pb
400pb
300p

200pb!

100p

Figura 11: Comprovacao da auséncia de contaminacdo com DENV 1, 2, 3 e 4 das amostras de
ZIKV, por PCR semi-nested. Foi feita a extracdo de RNA e a transcricdo reversa do pool trabalho dos
virus ZIKV PE243 e SPH. O cDNA obtido foi utilizado em uma PCR semi-nested segundo Lanciotti et
al (1992), os amplificados obtidos foram submetidos & eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e
corado com nitrato de prata. ZIKV PE243 e SPH: duas amostras de ZIKV utilizadas neste trabalho;
DENV 3 Gl: DENV 3 gen6tipo I; DENV 3 GlIl: DENV 3 gend6tipo 11l; CN: Controle negativo; CR:
Controle de reacéo.

E possivel observar uma banda correspondente a 290 pb, proxima a banda de 300 pb do
padrdo, nas canaletas referentes as amostras de DENV (figura 11), que é o tamanho esperado
para o sorotipo 3, utilizando o iniciador especifico para DENV 3 descrito por Lanciotti (1992)
(tabela 2). E ainda, na figura 11 também é possivel observar que ndo ha nenhuma banda nas
caneletas referentes as amostras de ZIKV.



74

5.2 Ativagdo de TLR2 e/ou 4 por DENV e ZIKV em células CHO

transfectadas estavelmente com estes TLRsS

Para avaliar se os genotipos | e 111 de DENV 3 e se os ZIKVs estudados provocam a
ativagdo in vitro de TLR2 e/ou TLR4, células CHO transfectadas estavelmente com estes TLRs
(TLR2+ e TLR4+) e células CHO que ndo possuem TLRs funcionais (TLR2-TLR4-) foram
expostas aos virus DENV 3 gendtipo I, DENV 3 gendtipo I1l, ZIKV PE243 ou ZIKV SPH
(m.o.i. 1 ou 10). Apo0s 18h as células foram coletadas e coradas com anticorpo PE antiCD25
(mouse mAb to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen). Como descrito em material e
métodos, 0 CD25 é um gene reporter que indica a translocacao nuclear de NFkB, dependente
da ativacdo de TLR. Foram utilizados S. aureus, como controle positivo para a ativacdo de
TLR2, e LPS, como controle positivo para a ativacdo de TLR4. Também foram utilizados
sobrenadantes de células C6/36 (Figuras 12 e 13), nas quais os virus DENV e o ZIKV PE243
foram multiplicados, e sobrenadantes de células Vero (Figura 13), nas quais o ZIKV SPH foi
multiplicado. Os sobrenadantes foram utilizados para mostrar que eles néo ativam estes TLRs,
ou seja, que a ativacdo é causada pelos virus. A leitura foi feita no citdmetro FACScan (BD
Biosciences). Para a andlise, foram feitos histogramas no software FlowJo, utilizando o
histograma das células ndo estimuladas (Figuras 12 e 13 — Histograma vermelho) para
comparacao com os histogramas das células estimuladas (Figuras 12 e 13 — Histograma azul).
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5.2.1 Ativacdo de TLR 2 e/ou TLR 4 em células CHO que expressam
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Figura 12: Ativacdo de TLR2 por DENV 3 genotipo | e genotipo 111. Células CHO transfectadas
estavelmente com TLR2 (TLR2+), TLR4 (TLR4+) ou com nenhum deles (TLR2- / TLR4-) foram
plagueadas na concentracdo de 1 x 10° células por poco em placa de 24 pocgos. As células foram
estimuladas com DENV 3 gen6tipo | e DENV 3 gendtipo 111 com m.o.i. 1 e 10. Como controles positivos
foram utilizados S. aureus (102 bactérias por poco), para TLR2, e LPS (100ng/mL), para TLR4. Também
foi utilizado sobrenadante de C6/36 na qual o virus foi multiplicado. Ap6s 18h de incubacéo, as células
foram coletadas e coradas com anticorpo (mouse mAb to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen). A
leitura foi feita no citdmetro FACScan (BD Biosciences) e as analises no software FlowJo. Os resultados
foram apresentados como porcentagem da expressdo de CD25 em células estimuladas menos
percentagem de expressdo de CD25 em células ndo estimuladas. Histograma vermelho: células ndo
estimuladas marcadas com anticorpo CD25 PE; Histograma azul: células estimuladas marcadas com
anticorpo CD25 PE; TLR2-/TLR4-: células que ndo possuem TLR2 e TLR4 funcionais; TLR2+: células
gue possuem TLR2; TLR4+: células que possuem TLRA4.

O DENV 3 gendtipo | e também o genotipo |11, causaram a ativagdo de TLR 2 nas duas
m.o.i. utilizadas (1 e 10) (Figura 12). Porém, houve diferenca na ativagdo, ja que DENV 3
gendtipo | causou maior ativacio de TLR 2 que o gendtipo Il1. E possivel observar que, com a
mesma m.o.i. 1, DENV 3 genotipo | causou a ativacdo, em nivel de porcentagem, de 18% de
TLR 2, duas vezes mais em relacdo ao gendtipo 11, que foi capaz de ativar somente 9%. Além
disso, pelo resultado com a m.o.i. 10, podemos dizer que a ativacdo de TLR 2 é dependente da
concentracdo de virus. E ainda, com m.o.i. 10, DENV 3 geno6tipo | continuou causando maior
nivel de ativacdo de TLR 2 (41%) que o gendtipo 111 (27%). Nenhum dos virus provocou a
ativacdo de TLR 4. Os sobrenadantes de células C6/36 nas quais os DENVs foram
multiplicados ndo causaram a ativacao de nenhum dos TLRs, comprovando que a ativacdo de

TLR 2 foi causada exclusivamente pelos virus.
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5.2.2 Ativagdo de TLR 2 e/ou TLR 4 em células CHO que expressam
TLR 2 e TLR 4 expostas aos ZIKV PE243 e SPH
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Figura 13: Ativacdo de TLR2 por ZIKV PE243. Células CHOs transfectadas estavelmente com TLR2
(TLR2+), TLR 4 (TLR4+) ou com nenhum deles (TLR2- / TLR4-) foram plaqueadas na concentracdo
de 1 x 10° células por pogo em placa de 24 pogos. As células foram estimuladas com ZIKV PE243 e
ZIKV SPH com m.o.i. 1 e 10. Como controles positivos foram utilizados S. aureus (10° bactérias por
poco), para TLR2, e LPS (100ng/mL), para TLR4. Também foi utilizado sobrenadante de C6/36, na
qual o0 ZIKV PE243 foi multiplicado e sobrenadante de VERO, na qual o ZIKV SPH foi multiplicado.
Apos 18h de incubacéo, as células foram coletadas e coradas com anticorpo (mouse mAb to human
CD25, R-PE conjugate; Invitrogen). A leitura foi feita no citometro FACScan (BD Biosciences) e as
analises no software FlowJo. Os resultados foram apresentados como porcentagem da expressao de
CD25 em células estimuladas menos percentagem de expressdo de CD25 em células ndo estimuladas.
Histograma vermelho: células ndo estimuladas marcadas com anticorpo CD25 PE, Histograma azul:
celulas estimuladas marcadas com anticorpo CD25 PE.

Somente 0 ZIKV PE243 provocou a ativacdo de TLR2, e esta ativacao foi maior, em
nivel de porcentagem, com o m.o.i. mais alto. Este virus ativou TLR2 em 15% com m.o.i. 1 e
42% com a m.o.i. 10. J& o ZIKV SPH ndo ativou TLR 2. Nenhum dos ZIKVs estudados
provocou a ativacdo de TLR 4. Os sobrenadantes de células C6/36 e Vero ativaram TLR 2 em
um nivel basal, provando que a ativacdo de TLR 2 foi causada pelo ZIKV PE243 (Figura 13).
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5.3 Cinética de producdo de Oxido Nitrico (NO) em células infectadas
THP-1, KG-1 e macrdéfagos peritoneais de camundongos C57BL/6
com DENV 3 gendtipo I, DENV 3 gendtipo 111, ZIKV PE243 e ZIKV
SPH

5.3.1 Cinética de producéo de NO por celulas THP-1 infectadas com
DENV 3 gendtipo I, DENV 3 gendtipo I, ZIKV PE243 e ZIKV
SPH

Células THP-1 foram infectadas com DENV 3 gendtipo | e DENV 3 gendtipo 111, com
m.o.i. 1 e 10 (figura 14), e com ZIKV PE243 e ZIKV SPH, com m.o.i. 1 (figura 15), apenas
devido ao fato de este virus estar em concentracdo muito baixa. Os sobrenadantes das células
infectadas com m.o.i. 1 de DENV foram coletados com 5, 9 e 14 dias apds a infec¢do. E 0s
sobrenadantes das células infectadas com m.o.i. 10 de DENV foram coletados com 2 e 9 dias

apos a infeccao.

Ja os sobrenadantes infectados com m.o.i. 1 de ZIKV foram coletados com 2, 5,9 e 14
dias apo6s a infeccdo. O dxido nitrico produzido pelas células foi quantificado por reagdo de
Griess, segundo o protocolo de Drapier (1988). Antes da infeccdo, as células foram primadas
com IFNy (colocagdo de quantidade sub 6tima de IFNy, ndo capaz de ativar as células, mas
importante para que as células sejam ativadas). Como controle positivo foi utilizada E. coli e
como controles negativos foram utilizadas células ndo infectadas ndo primadas com IFNy e

c€lulas nao infectadas primadas com IFNy.
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5.3.1.1 Células THP-1 nédo produzem NO ap0s infec¢do por DENV
3 gendtipo | e gendtipo 11

Como mostrado na figura 16, nenhum dos virus estimulou a producdo de NO nas células

THP-1 (Figuras 14 A e B) em nenhum dos dias pesquisados e com nenhuma m.o.i. utilizada.
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Figura 14: Cinética da producdo de 6xido nitrico em células THP-1 apés infeccdo por DENV 3
gendtipo I e gendtipo 111. 2 x 10° células THP-1 foram acondicionadas por pogo em placa de 96 pogos.
Foram utilizados grupos controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10
U/uL), um grupo infectado com DENV 3 gen6tipo | (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3
gendtipo 111 (m.o.i. 1 e 10) e um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram
coletados com 2, 5, 9 e 14 dias apo6s a infeccdo (d.p.i.) e a producéo de 6xido nitrico foi medida por
reacdo de Griess segundo o protocolo de Drapier (1988). (A) Infeccdo com m.o.i. 1 e coleta dos
sobrenadantes com 5, 9 e 14 d.p.i.. (B) Infeccdo com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 9
d.p.i.. NI: ndo infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genotipo I; DENV 3 GllI: DENV 3 gendtipo IlI.
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5.3.1.2 Células THP-1 n&o produzem NO ap0s infeccdo por células
ZIKV PE243 e SPH

Como mostrado na figura 15, nenhum ZIKV foi capaz de estimular a producdo de NO

nas células THP-1 nos dias pesquisados com a m.o.i. utilizada (Figura 15).
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Figura 15: Cinética da producao de 6xido nitrico em células THP-1 ap6s infec¢do por ZIKV PE243
e SPH. 2 x 10° células THP-1 foram acondicionadas por poco de placa de 96 pogos. Foram utilizados
grupos controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo
infectado com ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo
controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 2, 5, 9 e 14 dias ap6s
a infeccdo (d.p.i.) e a producéo de 6xido nitrico foi medida por reagdo de Griess, segundo protocolo de
Drapier (1988).

Optamos por nao fazer os demais experimentos com as células THP-1 (a quantificacdo
de citocinas por CBA e a titulacdo dos sobrenadantes), pois estas células ndo produziram NO,
mesmo com a infeccdo com m.o.i. 10. E ainda, com os sobrenadantes de células THP-1 foram
feitos alguns ELISAs para IFNy, IL-10 e IL-6, cujo resultado também foi negativo. Portanto,
optamos em utilizar as células KG-1 e os macréfagos intraperitoneais de camundongos.
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5.3.2 Cinética de produgéo de NO por células KG-1 infectadas com
DENV 3 gendtipo I, DENV 3 gendtipo I, ZIKV PE243 e ZIKV
SPH

Células KG-1 foram infectadas com DENV 3 gendtipo | e DENV 3 genotipo 111, com
m.o.i. 1 e 10 (Figura 16), e com ZIKV PE243 e ZIKV SPH, com m.o.i. 1 (Figura 17). Os
sobrenadantes das células infectadas com m.o.i. 1 foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16
dias apos a infeccdo. E os sobrenadantes das células infectadas com m.o.i. 10 foram coletados
com 2 e 10 dias ap0s a infec¢do. Antes da infecgdo, as células foram primadas com IFNy. Como
controle positivo foi utilizada E. coli e como controles negativos foram utilizadas células néo
infectadas nao primadas com IFNy e células ndo infectadas primadas com IFNy. Os
sobrenadantes dos grupos nao infectados e do grupo estimulado com E. coli também foram
coletados em todos os dias citados. Foi feita a reacdo de Griess para a quantificacdo de 6xido

nitrico produzido pelas células KG-1, segundo o protocolo de Drapier (1988).
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5.3.2.1 Cinética de producdo de NO em células KG-1 infectadas
com DENV 3 genotipo | e genotipo 111

Na figura 16 A, pode-se perceber que os virus DENV genotipo | e gendtipo Il ndo
estimularam a producdo de NO nas células KG-1, quando infectadas com m.o.i. 1 nos dias
pesquisados. No 2° d.p.i.,, mesmo com a infeccdo com m.o.i. 10, ambos 0s virus nédo
estimularam a producdo de NO (Figura 16 B). Ja no 10° d.p.i., com m.o.i. 10, os virus
estimularam a producdo de NO (Figura 16 B). Porém, esta producdo foi muito baixa, de
aproximadamente 2 UM para o gendtipo | e 3 UM para o genotipo Ill, enquanto as células
infectadas com E. coli, neste mesmo dia, produziram aproximadamente 30 uM. N&o houve

diferenca na producédo de NO pelas células infectadas com o genétipo | ou com o genotipo 1l1.
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Figura 16: Cinética da producéo de 6xido nitrico em células KG-1 ap6s infecgdo por DENV 3
gendtipo 1 e gendtipo I1. 2 x 10° células KG-1 foram acondicionadas por pogo em placa de 96 pocos.
Foram utilizados grupos controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10
U/uL), um grupo infectado com DENV 3 gen6tipo | (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3
genotipo Il (m.o.i. 1 e 10) e um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes de
todos 0s grupos, inclusive dos grupos nédo infectados, foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias
apos a infeccdo (d.p.i,) e a producdo de Oxido nitrico foi medida por reacdo de Griess, segundo o
protocolo de Drapier (1988). (A) Infecgdo com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3, 4, 5, 10
e 16 d.p.i.. Os grupos NI com e sem IFNy estdo representados por uma Unica barra, pois em todos os
dias a producéo de NO foi zero. (B) Infeccdo com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i..
NI: ndo infectado; DENV 3 Gl: DENV 3 gendtipo I; DENV 3 Glll: DENV 3 genotipo Il1.
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5.3.2.2 Cinética de producéo de NO em células KG-1 infectadas com
ZIKV PE243 e SPH

Como mostra a figura 17, nenhum dos ZIKV foi capaz de estimular a producdo de NO

nas células KG-1 nos dias pesquisados com a m.o.i. utilizada (Figura 17).
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Figura 17: Cinética da producéo de 6xido nitrico em células KG-1 apds infecgdo por ZIKV PE243
e SPH. 2 x 10° células KG-1 foram acondicionadas por poco de placa de 96 pocos. Foram utilizados
grupos controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo
infectado com ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo
controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16
dias apds a infeccdo (d.p.i.) e a produgdo de Oxido nitrico foi medida por reacdo de Griess, segundo
protocolo de Drapier (1988).

5.3.3 Cinética de producdo de NO por macrofagos intraperitoneais de
camundongos C57BL/6 WT infectados com DENV 3 genétipo I,
DENV 3 gendtipo 111, ZIKV PE243 e ZIKV SPH

Macrofagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6 foram coletados apos 4 dias de
estimulo com tioglicolato a 3%. Os macrdfagos foram plaqueados em placas de 96 pocos,
primados com IFNy e infectados com DENV 3 genétipo I e genotipo III, com m.o.i. 1 e 10
(figura 28), e com ZIKV PE243 e ZIKV SPH, com m.o.i. 1 (Figura 19). Os sobrenadantes das
células infectadas com m.o.i. 1 foram coletados 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias ap6s a infeccéo,
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inclusive os sobrenadantes dos grupos nédo infectados. E os sobrenadantes das células infectadas
com m.o.i. 10 foram coletados com 2 e 10 dias apos a infecgdo. Foi utilizado um grupo
estimulado com E. coli para controle positivo. E como controles negativos, foram utilizados um
grupo de macréfagos nédo infectados e nao estimulados com IFNy e um grupo nao infectado e

estimulado com IFNy.

5.3.3.1 Cinética de producdo de NO em macrdfagos intraperitoneais
de camundongos C57BL/6 WT infectados com DENV 3 gendtipo

I e gendtipo 11

Na Figura 18, foi possivel inferir que a producéo de NO nos macrofagos intraperitoneais
infectados com m.o.i. 1 dos dois virus foi semelhante do 2° ao 16° d.p.i.. Também foi possivel
perceber que houve diferenca na producéo de NO pelos macréfagos intraperitoneais em relacéo
a m.o.i. utilizada na infeccdo, sendo que macrofagos infectados com m.o.i. 10 (Figura 18 B)
produziram mais NO que macr6fagos infectados com m.o.i. 1 (Figura 18 A). Esta relacédo entre
m.o.i. e producdo de NO foi observada tanto para DENV 3 gendtipo | quanto para DENV 3
gendtipo Ill. E ainda, ocorreu maior producdo de NO pelos macréfagos intraperitoneais com
m.o.i. 10 no 10°d.p.i. em comparacdo ao 2° d.p.i., 0 que também ocorreu com os dois genotipos
de DENV estudados (Figura 18 B). Assim, ndo houve diferenca entre a producdo de NO
estimulada por DENV 3 genétipo | em comparacdo a DENV 3 gendtipo 11l nos macréfagos

intraperitoneais em nenhum dos dias estudados e com nenhuma m.o.i. utilizada.
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Figura 18: Cinética da producdo de oOxido nitrico em macrofagos intraperitoneais de
camundongos C57/BL6 WT apoés infeccdo por DENV 3 genotipo | e DENV 3 genotipo I11.
Macrofagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 WT foram coletados ap6s estimulo com
tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n=5) e 2 x 10° células foram acondicionadas por pogo em placa
de 96 pogos. Foram utilizados grupos controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo
de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado com DENV 3 gendtipo | (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado
com DENV 3 gendtipo Il (m.o.i. 1 e 10) e um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os
sobrenadantes de todos os grupos, inclusive dos grupos ndo infectados, foram coletados com 1, 2, 3, 4,
5, 10 e 16 dias ap6s a infeccdo (d.p.i.) e a produgdo de Oxido nitrico foi medida por reacdo de Griess,
segundo protocolo de Drapier (1988). (A) Infeccdo com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3,
4,5,10 ¢ 16 d.p.i.. Os grupos NI com e sem IFNy estdo representados por uma Unica barra, pois em
todos os dias a producdo de NO foi zero. (B) Infecgdo com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2
e 10 d.p.i.. NI: ndo infectado; DENV 3 GI: DENV 3 gendtipo I; DENV 3 GllI: DENV 3 gen6tipo IlI.
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5.3.3.2 Cinética de producédo de NO em macrofagos intraperitoneais
de camundongos C57BL/6 WT infectados com ZIKV PE243 e
SPH

Somente ZIKV PE243 estimulou a producdo de NO nos macrofagos intraperitoneais,
sendo que esta producdo foi crescendo do primeiro até o 3° d.p.i., quando entédo ficou estavel.
ZIKV SPH ndo estimulou a producéo de NO nos dias pesquisados com a m.o.i. utilizada (Figura
19).
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Figura 19: Cinética da producdo de oOxido nitrico em macrofagos intraperitoneais de
camundongos C57/BL6 WT ap6s infeccdo por ZIKV PE243 e SPH. Macréfagos intraperitoneais de
camundongos C57/BL6 WT foram coletados apos estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool”
(n=5)e2x10° células foram acondicionadas por pogo em placa de 96 pogos. Foram utilizados dois
grupos controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo
infectado com ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo
controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16
dias apo6s a infecgdo (d.p.i.) e a producgdo de oxido nitrico foi medida por reacdo de Griess, segundo
protocolo de Drapier (1988).
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5.3.4 Cinética de producéo de citocinas em células KG-1 infectadas
com DENV 3 genotipo I, DENV 3 genotipo 111, ZIKV PE243 e
ZIKV SPH

A presenga das citocinas IFNy, TNF, IL-6, e I1L-10 nos sobrenadantes das células KG-1
infectadas com DENV 3 gendtipo |, DENV 3 gendtipo 11, ZIKV PE243 e ZIKV SPH foi

analisada por CBA (Human Flex Set - BD Biosciences).

Porém, ndo foi detectada a producdo das citocinas citadas acima pelo método utilizado,
com excecéo de IL-6, a qual foi produzida somente na infecgdo por ZIKV SPH (figura 20). As
demais citocinas, apresentaram uma intensidade média de fluorescéncia (MFI) muito baixa,
como € possivel perceber nas tabelas 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9, sendo assim considerado que ndo houve

a producdo destas citocinas.
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5.3.4.1 Cinética da producgdo de IFNy

a. Cinética da producio de IFNy em células KG-1 infectadas com DENV 3 gendtipo | e
gendtipo 111

Como é possivel perceber na tabela 3, ndo foi detectada producdo de IFNy nas células
KG-1 infectadas com DENV 3 genotipo | e gendtipo 111, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 ap6s a
infeccdo pesquisador e com as m.o.i. 1 e 10 utilizadas.

Tabela 3: Produgdo de IFNy em células KG-1 infectadas com DENV 3 geno6tipo | e gendtipo
Il.

IFNy
Amostras MFI  pg/mL
m.o.i. 1
NIsem IFNy 2.84
NI com IEN y 2.38
1°dpi. DENV 3 gendtipo I 2,55
DENV 3 genotipo IIT 27
E.coli 2,62
NIsem [FN vy 272
NI com IEN y 2.84
2°dpi. DENV 3 genodtipo [ 275
DENV 3 genotipo III 275
E.coli 2.62
NIsem [FNy 26
NI com IEN y 255
3°dpi. DENV 3 genodtipo [ 285
DENV 3 gendtipo III 2,65
E.coli 2.82
NI sem IFNy 3.22
NI com IEN y 291
4°dpi. DENWV 3 genodtipo [ 3,01
DENV 3 genotipo III 241
E.coli 2.89
NIsem IFNy 2.55
NI com IEN y 2.85
5°dpi. DENV 3 gendtipo I 3,01
DENV 3 genotipo IIT 285
E.coli 3.1
NIsem [FN vy 2,75
NI com IEN y 292
10°dpi. DENV 3 genodtipo [ 2.8
DENV 3 genotipo III 292
E.coli 2.91
NIsem [FNy 2.55
NI com IFN y 3.09
16°dpi. DENV 3 genodtipo [ 3,03
DENV 3 gendtipo III 2,79
E.coli 2.89
m.o.i. 10
2 dpi. DENWV 3 genotipo [ 3,18
DENV 3 gendtipo III 2,72
10° dpi. DENV 3 genotipo [ 3.03

DENV 3 gendtipo III 2,79
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b. Cinética da produciao de IFNy em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH

Como ¢ possivel perceber na tabela 4, ndo foi detectada producdo de IFNy nas células

KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 apds a infeccdo

pesquisados e com as m.o.i. 1 utilizada.

Tabela 4: Producdo de IFNy em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH.

IFNy
Amostras MFI pg/mL
m.o.i. 1
NI sem IFN y 2,84
NI com IFN y 2,38
1°d.p.i. ZIKV PE243 2,4
ZIKV SPH 2,6
E.coli 2,62
NI sem IFN y 2,72
NI com IFN y 2,84
2°d.p.i. ZIKV PE243 2,85
ZIKV SPH 2,75
E.coli 2,62
NI sem IFN y 2,6
NI com IFN y 2,55
3°d.p.i. ZIKV PE243 2,82
ZIKV SPH 2,68
E.coli 2,82
NI sem IFN y 3,22
NI com IFN y 2,91
4°d.p.i. ZIKV PE243 2,67
ZIKV SPH 2,62
E.coli 2,89
NIsem IFN y 2,55
NI com IFN y 2,85
50 d.p.i. ZIKV PE243 2,82
ZIKV SPH 2,8
E.coli 3,1
NI sem IFN y 2,75
NI com IFN y 2,92
10°d.p.i. ZIKV PE243 3,1
ZIKV SPH 2,79
E.coli 2,91
NIsem IFN y 2,55
NI com IFN y 3,09
16°d.p.i. ZIKV PE243 2,7
ZIKV SPH 3
E.coli 2,89
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a. Cinética da producao de TNF em células KG-1 infectadas com DENV 3 genotipo | e

genotipo 111

Como é possivel perceber na tabela 5, ndo foi detectada producdo de TNF nas células

KG-1 infectadas com DENV 3 genotipo | e gendtipo 111, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 ap6s a

infeccdo pesquisados e com as m.o.i. 1 e 10 utilizadas.

Tabela 5: Produgdo de TNF em células KG-1 infectadas com DENV 3 gendtipo | e gendtipo

TNF
Amostras MFI  pg/mL
m.oi. 1l
Nl sem IFN y 2.15
Nl com [FNy 1,92
1°dpi. DENV 3 genotipo [ 249
DENV 3 gendtipo 111 229
E.coli 2.19
Nl sem IFN y 2.62
Nl com [FNy 2.62
2*dpi. DENV 3 genotipo [ 2.28
DENV 3 gendtipo 111 231
E.coli 228
Nl sem IFN y 2.51
Nl com [FNy 243
3*dpi. DENV 3 genotipo [ 2.57
DENV 3 gendtipo 111 255
E.coli 232
Nl sem IFN y 237
Nl com [FNy 2.02 -
4*dpi. DENV 3 genotipo [ 3 003
DENV 3 gendtipo 111 2,77 0
E.coli 292 002
Nl sem IFN y 2.68 -
Nl com [FNy 2.08
3dpi. DENV 3 genotipo [ 265 -
DENV 3 gendtipo 111 2.72 0
E.coli 3.03 -
NI sem IFN y 2,82 0
Nl com [FNy 285 001
10°dpi. DENV 3 genotipo [ 2,11 -
DENV 3 gendtipo 111 2,65
E.coli 2.55
Nl sem IFN y 249 -
Nl com [FNy 282 0
16°dpi. DENV 3 genotipo [ 2,62
DENV 3 gendtipo 111 2.64
E.coli 232
m.oi. 10
2dpi. DENV 3 genotipo [ 285 001
DENV 3 gendtipo 111 2.87 001
10°dpi. DENV 3 gen’éltipo I 2.64 -
DENV 3 gendtipo 111 2.19
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Como é possivel perceber na tabela 6, ndo foi detectada producao de TNF nas células KG-
1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 apds a infeccdo e com as

m.o.i. 1 utilizada.

Tabela 6: Producéo de TNF em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH.

TNF
Amostras MFI pg/mL
m.o.i. 1

NI sem IFN y 2,15 -
NI com IFN y 1,92 -
1°d.p.i. ZIKV PE243 2,52 -
ZIKV SPH 2,49 -
E.coli 2,19 -
NI sem IFN y 2,62 -
NIcom IFN y 2,62 -

2°d.p.i. ZIKV PE243 2,96 0,02
ZIKV SPH 2,34 -
E.coli 2,28 -
NI sem IFN y 2,51 -
NI com IFN y 2,43 -
3°d.p.i. ZIKV PE243 2,68 -
ZIKV SPH 2,49 -
E.coli 2,32 -
NIsem IFN y 2,37 -
NI com IFN y 2,02 -
4°d.p.i. ZIKV PE243 2,46 -
ZIKV SPH 2,52 -

E.coli 2,92 0,02
NI sem IFN y 2,68 -
NIcom IFN y 2,08 -
50 d.p.i. ZIKV PE243 2,4 -
ZIKV SPH 2,75 0
E.coli 3,03 -
NI sem IFN y 2,82 0

NI com IFN y 2,85 0,01
10°d.p.i. ZIKV PE243 2,75 0
ZIKV SPH 2,4 -
E.coli 2,55 -
NIsem IFN y 2,49 -
NI com IFN y 2,82 0
16° d.p.i. ZIKV PE243 2,62 -
ZIKV SPH 2,64 -
E.coli 2,32 -
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a. Cinética da producao de IL-6 em células KG-1 infectadas com DENV 3 gendtipo | e

genotipo 111

Como ¢é possivel perceber na tabela 7, ndo foi detectada producéo de I1L-6 nas células

KG-1 infectadas com DENV 3 genotipo | e gendtipo 11, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 ap6s a

infeccdo pesquisados e com as m.o.i. 1 e 10 utilizadas.

Tabela 7: Produgdo de IL-6 em células KG-1 infectadas com DENV 3 gendtipo | e gendtipo

IL-6
Amostras MFI pg/mL
m.oi. 1
NIsem [FNy 2,65 0
NI com IEN y 234 0
1°dpi. DENV 3 gendtipo I 2,79 0
DENV 3 genétipo 11T 2,62 0
E.coli 237 0
Nlsem [FNy 2.7 0
NIcom IFN y 2,72 0
2°dpi. DENV 3 gendtipo I 231 0
DENV 3 genotipo 11T 2,54 0
E.coli 2.55 0
Nlsem [FNy 2,19 0
NI com IEN y 248 0
3*dpi. DENV 3 gendtipo I 2,51 0
DENV 3 genétipo 11T 2,79 0
E.coli 251 0
NIsem [FNy 262 0
NIcom IFN y 2,52 0
4°dpi. DENV 3 gendtipo I 2,96 0
DENV 3 gendtipo III 241 0
E.coli 237 0
NIsem [FNy 2.49 0
NI com IEN y 2,65 0
5°dpi. DENV 3 gendtipo I 2,67 0
DENV 3 genétipo 11T 2,82 0
E.coli 2.75 0
Nlsem [FNy 24 0
NI com IEN y 241 0
10°dpi. DENV 3 gendtipo I 2,05 0
DENV 3 genétipo 11T 3,07 0
E.coli 2.85 0
Nlsem [FNy 2.55 0
NI com IFN y 2.29 0
16°dpi. DENV 3 gendtipo I 2,59 0
DENV 3 genotipo 11T 2,59 0
E.coli 243 0
m.o.i. 10
2 dpi. DENV 3 gendtipo I 2,68 0
DENV 3 gendtipo 11T 2,79 0
10° dpi. DENV 3 gendtipo I 2,75 0
DENV 3 genétipo 11T 2,62 0




95

b. Cinética da producéo de IL-6 em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH

Somente o ZIKV SPH estimulou a producéo de IL-6 nas células KG-1. A producédo ocorreu

em todos dos dias apo6s a infeccdo e foi maior no 16° d.p.i. (Figura 20).
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Figura 20: Niveis de IL-6 produzido por células KG-1 apés infec¢do por ZIKV PE243 e SPH. 2 x
10° células KG-1 foram acondicionadas por pogo de placa de 96 pogos. Foram utilizados dois grupos
controle n&o infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado
com ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo
estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias apds a infeccéo
(d.p.i.) e os niveis de IL-6 produzidos foram quantificados por CBA (Human Flex Set - BD Biosciences).
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5.3.4.4 Cinética da producéo de IL-10

a. Cinética da producéo de IL-10 em células KG-1 infectadas com DENV 3 gendtipo | e
genotipo 111

Como é possivel perceber na tabela 8, ndo foi detectada producao de IL-10 nas células
KG-1 infectadas com DENV 3 genotipo | e gendtipo 11, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 ap6s a

infeccdo pesquisados e com as m.o.i. 1 e 10 utilizadas.

Tabela 8: Producdo de IL-10 em células KG-1 infectadas com DENV 3 gendtipo | e gendtipo
.

IL-10
Amostras MFI  pg/mL
m.o.i. 1l
NI sem IFN y 3,98
NI com IFN y 3,33
1°dpi. DENV 3 genotipo I 3.7
DENV 3 genotipo 111 3.7
E.coli 3,78
NI sem IFN y 4.19
NI com [FN y 3.83
2*dpi DENV 3 gendtipo I 3.7
DENV 3 genotipo 111 4
E.coli 3,83
NI sem IFN y 419
NI com IFN y 4,14
3" dpi. DENV 3 genotipo I 4
DENV 3 genétipo 111 3.61
E.coli 3,94
NI sem IFN y 4.05
NI com [FN y 4.09
1 dpi DENV 3 gendtipo I 4,62
DENV 3 genotipo 111 3,78
E.coli 4
NI sem IFN y 452
NI com IFN y 349
3 dpi. DENV 3 genotipo I 3.94
DENV 3 gendtipo 111 4
E.coli 3,96
NI sem IFN y 3,87
NI com [FN y 3.26
10°dpi. DENV 3 gendtipo I 3,76
DENV 3 genotipo 111 3.53
E.coli 335
NI sem IFN y 3
NI com IFN y 3,29
16°dpi. DENV 3 genotipo I 3,78
DENV 3 genétipo 111 4,16
E.coli 3.76
m.o.i. 10
2 dpi. DENV 3 genléltipoI 4,16
DENV 3 genotipo 111 3,61
10°dpi. DENV 3 gendtipo T 3.66

DENV 3 genétipo 111 3.74
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b. Cinética da produc&o de IL-10 em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH

Como ¢ possivel perceber na tabela 9, ndo foi detectada producédo de IL-10 nas células
KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 apds a infeccdo
pesquisados e com as m.o.i. 1 utilizada.

Tabela 9: Producdo de I1L-10 em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH.

IL-10
Amostras MFI pg/mL
m.o.i. 1
NI sem IFN y 3,98
NI com IFN y 3,33
1°d.p.i. ZIKV PE243 3,78
ZIKV SPH 3,33
E.coli 3,78
NI sem IFN y 4,19
NI com IFN y 3,83
2°d.p.i. ZIKV PE243 3,98
ZIKV SPH 3,91
E.coli 3,83
NI sem IFN y 4,19
NI com IFN y 4,14
3°d.p.i. ZIKV PE243 3,78
ZIKV SPH 3,61
E.coli 3,94
NIsem IFN y 4,05
NI com IFN y 4,09
4°d.p.i. ZIKV PE243 3,45
ZIKV SPH 3,91
E.coli 4
NI sem IFN y 4,52
NI com IFN y 3,49
50 d.p.i. ZIKV PE243 3,74
ZIKV SPH 3,7
E.coli 3,96
NI sem IFN y 3,87
NI com IFN y 3,26
10°d.p.i. ZIKV PE243 3,61
ZIKV SPH 3,45
E.coli 3,35
NI sem IFN y 3
NI com IFN y 3,29
16° d.p.i. ZIKV PE243 3,53
ZIKV SPH 3,83
E.coli 3,76
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5.35 Cinética de producdo de citocinas em macrofagos
intraperitoneais de camundongos C57BL/6 infectados com DENV
3 gendtipo I, DENV 3 gendtipo 111, ZIKV PE243 e ZIKV SPH

A presenca das citocinas IFNy, TNF, IL-6, MCP-1 e IL-10 nos sobrenadantes de
macrdfagos intraperitoneais infectados com DENV 3 gendtipo I, DENV 3 gendtipo 111 (Figuras
23, 25, 27, 29, 31), ZIKV PE243 e ZIKV SPH (Figuras 24, 26, 28, 30, 32) foi determinada por
CBA (Mouse Inflammation Kit — BD Bioscience).

5.3.5.1 Cinética da producdio de IFNy

a. Cinética da producio de IFNy em macrofagos intraperitoneais infectados com DENV

3 gendtipo | e gendtipo 11

Em relacdo a infecgdo com os virus com m.o.i. 1 (Figura 21 A), o IFNy foi produzido apenas
no primeiro dia apos a infec¢do, quando comparado com o ndo infectado primado com IFN,
tanto com o genotipo tipo | quanto com o gendtipo tipo I11. J& os macrofagos infectados com
m.o.i. 10 do gendtipo | (Figura 21 B), apresentaram produ¢do de IFNy no décimo dia apds a
infeccdo, sendo que macrofagos infectados com com geno6tipo 111 ndo produziram, ja que estes
possuem valor semelhante ao IFNy detectado nos macrofagos ndo infectados estimulados com
IFNy.
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Figura 21: Niveis de IFNy produzido por macrofagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT apods infeccdo por DENV 3 gendtipo | e gendtipo Ill. Macréfagos intraperitoneais de
camundongos C57/BL6 WT foram coletados apos estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool”
(n=5)e2x10° células foram acondicionadas por poco de placa de 96 pocos. Foram utilizados grupos
controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado
com DENV 3 gend6tipo | (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 gendtipo 11l (m.o.i. 1 e 10) e
um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5,
10 e 16 dias ap0s a infecgdo (d.p.i.) e os niveis de IFNy produzido foram quantificados por CBA (Mouse
Inflammation Kit — BD Biosciences). (A) Infeccdo com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3,
4,5, 10 e 16 d.p.i.. (B) Infecgdo com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i.. NI: ndo
infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genétipo |; DENV 3 GllI: DENV 3 genétipo IlI.
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b. Cinética da producdo de IFNy em macréfagos intraperitoneais infectados com ZIKV
PE243 e SPH

Como mostra a figura 22, ndo houve producdo de IFN gama em macréfagos

intraperitoneais infectados com as duas amostras de ZIKV (Figura 24).
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Figura 22: Niveis de IFNy produzido por macrofagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT ap6s infeccdo por ZIKV PE243 e SPH. Macr6fagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT foram coletados apds estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n=5) e 2 x 10° células
foram acondicionadas por poco em placa de 96 pocos. Foram utilizados dois grupos controle ndo
infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado com ZIKV
PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo estimulado
com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias apds a infeccédo (d.p.i.) e
os niveis de IFNy produzido foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit — BD Biosciences).
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5.3.5.2 Cinética da producdo de TNF

a. Cineética da producdo de TNF em macrofagos intraperitoneais infectados com DENV
3 gendtipo | e gendtipo 111

Ocorreu a producdo de TNF pelos macréfagos infectados com m.o.i. 1 de DENV em
todos os dias pesquisados nos (Figura 23 A). Os macrdfagos infectados com genoétipo |
produziram quantidade similar de TNF em comparacdo aos macrofagos infectados com
gendtipo 11, nos dias 1, 2, 3, 4, 5 e 10 apds a infeccdo. A producdo de TNF é maior do 1° ao 5°
d.p.i. nos macroéfagos infectados com ambos 0s virus, em comparagdo com 0s outros d.p.i e no

10° d.p.i a producdo comegca a diminuir, sendo ainda menor no 16° d.p.i..

Ja nos macréfagos infectados com m.o.i. 10 (Figura 23 B), a producéo de TNF foi maior
nos macréfagos infectados com o genétipo 11 e genétipo | no 2° d.p.i. em comparag¢do com o
10° d.p.i.. Porém, no 10° d.p.i. ndo ocorreu mais a producdo desta citocina nos macréfagos
infectados com o geno6tipo I, enquanto os macrofagos infectados com o gendtipo |
continuaram produzindo, mesmo que em menor valor em comparagéo ao valor produzido no

2°d.p.i.

Os macrdéfagos infectados com DENV com m.o.i 1 ou m.o.i. 10 produziram TNF de

maneira similar.
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Figura 23: Niveis de TNF produzido por macréfagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT apods infeccdo por DENV 3 gendtipo | e genétipo Ill. Macrdéfagos intraperitoneais de
camundongos C57/BL6 WT foram coletados ap0s estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool”
(n=5)e2x10° células foram acondicionadas por poco em placa de 96 pogos. Foram utilizados grupos
controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado
com DENV 3 gend6tipo | (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 gendtipo 11l (m.o.i. 1 e 10) e
um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5,
10 e 16 dias apos a infeccdo (d.p.i.) e os niveis de TNF produzido foram quantificados por CBA (Mouse
Inflammation Kit — BD Biosciences). (A) Infeccdo com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3,
4,5,10 e 16 d.p.i.. (B) Infecgdo com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i.. NI : ndo
infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genétipo |; DENV 3 GllI: DENV 3 genétipo IlI.
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b. Cinética da producdo de TNF em macrofagos intraperitoneais infectados com ZIKV
PE243 e SPH

Ocorreu maior producdo de TNF nos macréfagos infectados com ZIKV PE243,
principalmente do 1° ao 5° d.p.i., pois a partir do 10° e 16° d.p.i. a producdo comecou a diminuir.
N&o houve producdo de TNF nos macrofagos infectados com ZIKV SPH (Figura 24).
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Figura 24: Niveis de TNF produzido por macréfagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT ap6s infeccdo por ZIKV PE243 e SPH. Macrofagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT foram coletados apds estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n =5) e 2 x 10° células
foram acondicionadas por pogo em placa de 96 pocos. Foram utilizados dois grupos controle ndo
infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado com ZIKV
PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo estimulado
com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias ap0s a infecgdo (d.p.i.) e
0s niveis de TNF produzidos foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit — BD
Biosciences).
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5.3.5.3 Cinética da producéo de IL-6

a. Cinética da producéo de IL-6 em macrofagos intraperitoneais infectados com DENV

3 gendtipo | e gendtipo 11

Ocorreu diferenca na producéo de IL-6 entre os macrofagos infectados com os dois virus,
sendo que macrofagos infectados com gendtipo I, com m.o.i. 1, produziram mais IL-6 que
macrofagos infectados com o gendtipo 111 (Figura 25 A). Nao ocorreu a producgéo de IL-6 no 1°
d.p.i. de nenhum dos DENV. J& nos outros dias, DENV 3 gendtipo | estimula a producéo de
IL-6, sendo que no 2° e 3° d.p.i. a producédo foi semelhante, no 4° d.p.i. ocorreu um pegueno
aumento e no 5° d.p.i, 0 aumento foi maior. J4 no 10° d.p.i. houve um decréscimo na producao
de IL-6, a qual voltou a aumentar no 16° d.p.i. (Figura 25 A). Quanto aos macrofagos infectados
com o genotipo 111, no 2°, 3°, 4°, 5° e 16° d.p.i. ocorreu producdo de IL-6, mas esta producédo

foi menor em comparacgédo aos macrofagos infectados com o genotipo 1.

Quanto aos macréfagos infectados com m.o.i. 10 (Figura 25 B), ndo houve diferenca na
producdo de IL-6 entre 0s genotipos no 2° d.p.i.. Também ndo houve diferenca na producéo
desta citocina entre 0 2° e 10° d.p.i.,, nos macrofagos infectados com genoétipo 1. J& os
macrofagos infectados com gendtipo 111, no 10° d.p.i., produziram mais IL-6 em comparacdo
ao 2° d.p.i.. E ainda, macréfagos infectados com o gendtipo 11, no 10° d.p.i., produziram mais

IL-6 que macrdfagos infectados com o genoétipo I.
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Figura 25: Niveis de IL-6 produzido por macro6fagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT apods infeccdo por DENV 3 gendtipo | e gendtipo Ill. Macréfagos intraperitoneais de
camundongos C57/BL6 WT foram coletados apos estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool”
(n=5)e2x10° células foram acondicionadas por poco em placa de 96 pocos. Foram utilizados grupos
controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado
com DENV 3 gend6tipo | (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 gendtipo 11l (m.o.i. 1 e 10) e
um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5,
10 e 16 dias ap0s a infeccdo (d.p.i.) e os niveis de IL-6 produzidos foram quantificados por CBA (Mouse
Inflammation Kit — BD Biosciences). (A) Infec¢do com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3,
4,5, 10 e 16 d.p.i.. (B) Infecgdo com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i.. NI: ndo
infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genétipo |; DENV 3 GllI: DENV 3 genétipo IlI.
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b. Cinética da producdo de IL-6 em macréfagos intraperitoneais infectados infectadas
com ZIKV PE243 e SPH

Os macroéfagos infectados com ZIKV SPH s6 produziram IL-6 no 5° d.p.i., e em baixa
quantidade quando comparado ao 5° d.p.i. dos macrofagos infectados com ZIKV PE243.
Enquanto que os macrofagos infectados com ZIKV PE243 produziram IL-6 em praticamente
todos os dias, com excecdo do 2° d.p.i.. Nestes macrofagos, no 1° e 3° d.p.i. ocorreu a producdo
de IL-6, mesmo que em pouca quantidade, ja no 4° d.p.i. ocorreu um aumento na producdo com
0 pico de producéo no 5° d.p.i.. E, no 10° d.p.i. ocorreu uma queda brusca, com um aumento na
producéo de IL-6 no 16° d.p.i. (Figura 26).
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Figura 26: Niveis de IL-6 produzido por macro6fagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT apos infecgdo por ZIKV PE243 e SPH. Macrofagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT foram coletados ap6s estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n=5) e 2 x 10° células
foram acondicionadas por poco de placa de 96 pocos. Foram utilizados dois grupos controle néo
infectados (NT), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado com ZIKV
PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo estimulado
com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias apds a infec¢do (d.p.i.) e
0s niveis de IL-6 produzidos foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit — BD
Biosciences).
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5.3.5.4 Cinética da producéo de IL-10

a. Cinética da producéo de IL-10 em macrofagos intraperitoneais infectados com DENV

3 gendtipo | e gendtipo 11

Os macrofagos infectados com DENV 3 genotipo | e gend6tipo 111 ndo produziram 1L-10

em nenhum dos dias pesquisados e com nenhuma m.o.i. utilizada (Figura 27)
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Figura 27: Niveis de I1L-10 produzido por macro6fagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT apos infeccdo por DENV 3 genotipo | e gendtipo 111. Macrofagos intraperitoneais de
camundongos C57/BL6 WT foram coletados apos estimulo com Tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool”
(n=5)e2x10° células foram acondicionadas por pogo de placa de 96 pogos. Foram utilizados grupos
controle ndo infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado
com DENV 3 genétipo | (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 genétipo 111 (m.o.i. 1 e 10) e
um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5,
10 e 16 dias apo6s a infec¢do (d.p.i,) e os niveis de 1L-10 produzido foram quantificados por CBA (Mouse
Inflammation Kit — BD Biosciences). (A) Infeccdo com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3,
4,5,10¢€ 16 d.p.i.. (B) Infeccdo com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 d.p.i. € 10. NI: ndo
infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genétipo I; DENV 3 GlII: DENV 3 gendtipo I1I.
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b. Cinética da producéo de IL-10 em macréfagos intraperitoneais infectados com ZIKV
PE243 e SPH

Os macrdéfagos intraperitoneais infectados com ZIKV PE243 e ZIKV SPH néo produziram
IL-10 nos dias pesquisados e com a m.o.i. utilizada (m.o.i. 1) (Figura 28).
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Figura 28: Niveis de 1L-10 produzido por macrdéfagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT ap6s infeccdo por ZIKV PE243 e SPH. Macrofagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6
WT foram coletados apds estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n=5) e 2 x 10° células
foram acondicionadas por pogo de placa de 96 pogos. Foram utilizados dois grupos controle ndo
infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado com ZIKV
PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo estimulado
com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias ap6s a infecgdo (d.p.i.) e
0s niveis de IL-10 produzido foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit — BD
Biosciences).
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5.3.5.5 Cinética da producdo de MCP-1

a. Cinética da producdo de MCP-1 em macrofagos intraperitoneais infectados com

DENV 3 gendtipo | e gendtipo 111

Os dois virus estimularam a producdo de MCP-1 nos macréfagos infectados com m.o.i. 1
(Figura 29 A), sendo que do 1° ao 5° d.p.i. a produgéo foi semelhante. E, no 10° e 16° d.p.i. esta
producdo aumentou, em comparagao aos outros dias apds a infecgdo para os dois virus. Porém,
nestes dias, 0s macrdfagos infectados com genotipo | produziram mais MCP-1 em relagdo aos

macrofagos infectados com gendtipo I11.

J& os macréfagos infectados com m.o.i. 10 (Figura 29 B) produziram MCP-1 de modo
semelhante, quando infectados com ambos o0s gendtipos, nos dois dias pesquisados. E ainda,
ocorreu diferenca na producdo de MCP-1 entre os dias apés a infec¢do, sendo que no 10° d.p.i.
a producdo desta citocina foi maior em comparacédo ao 2° d.p.i.. Os macréfagos infectados com
m.o.i. 10 também produziram mais MCP-1 em comparacdo aos macréfagos infectados com

m.o.i. 1, 0 que ocorreu para 0s dois genotipos.
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Figura 29: Niveis de MCP-1 produzido por macroéfagos intraperitoneais de camundongos
C57/BL6 WT apos infecgdo por DENV 3 genotipo | e gendtipo I11. Macrofagos intraperitoneais de
camundongos C57/BL6 WT foram coletados apos estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool”
(n=5)e2x10° células foram acondicionadas por poco de placa de 96 pocos. Foram utilizados grupos
controle n&o infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado
com DENV 3 gendtipo | (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 genétipo Il (m.o.i. 1 e 10) e
um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5,
10 e 16 dias ap0s a infeccdo (d.p.i.) e os niveis de MCP-1 produzido foram quantificados por CBA
(Mouse Inflammation Kit — BD Biosciences). (A) Infecgdo com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com
1,2,3,4,5, 10 e 16 d.p.i.. (B) Infeccdo com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i.. NI:
ndo infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genotipo I; DENV 3 GlII: DENV 3 gendtipo IlI.



111

b. Cinética da produgdo de MCP-1 em macrofagos intraperitoneais infectados com
ZIKV PE243 e SPH

Os macrofagos infectados com ZIKV PE243 produziram mais MCP-1 em relacdo aos
macrdfagos infectados com ZIKV SPH. E ainda, nestes macrofagos infectados com ZIKV
PE243, esta produgdo aumentou do 1° ao 16° d.p.i., tendo um pico de producdo no 16° d.p.i..
Os macréfagos infectados com ZIKV SPH também produziram MCP-1, mas em quantidade
inferior aos macréfagos infectados com ZIKV PE243, sendo que a producdo aumentou

discretamente do 1° ao 16° d.p.i. (Figura 30).
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Figura 30: Niveis de MCP-1 produzido por macréfagos intraperitoneais de camundongos
C57/BL6 WT ap0s infeccdo por ZIKV PE243 e SPH. Macrdfagos intraperitoneais de camundongos
C57/BL6 WT foram coletados ap6s estimulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n =5) e 2 x
10° células foram acondicionadas por pogo de placa de 96 pocos. Foram utilizados dois grupos controle
nao infectados (NI), um sem IFNy e outro com estimulo de IFNy (10 U/uL), um grupo infectado com
ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo
estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5,10 e 16 dias ap0s a infec¢do
(d.p.i.) e os niveis de MCP - 1 produzido foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit — BD
Biosciences).
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5.3.6 Titulagdo viral dos sobrenadantes de células infectadas com DENV 3 genétipo
I, DENV 3 gendtipo 11, ZIKV PE243 e ZIKV SPH

Os sobrenadantes das células KG-1 e dos macrdfagos intraperitoneais foram diluidos
seriadamente (10 a 107) e foi feita a titulagdo em células BHK-21, para determinar a
quantidade de virus ao longo dos dias apés a infeccao.

Foram acrescentadas as diluicdes 102 a 107" nas células BHK-21, dos sobrenadantes de
celulas KG-1 diluidos. Quanto aos sobrenadantes de macrofagos intraperitoneais, foram
acrescentadas as células BHK-1 as diluicdes 102 a 107, dos sobrenadantes do 1° e 2° d.p.i..
Enquanto que os sobrenadantes do 3° e 5° d.p.i., foram acrescentados nas diluicdes 107 a
10, E, foram acrescentadas as diluicdes 10 a 10° dos sobrenadantes coletados no 7° e 10°
d.p.i.. Como controle foi utilizado um poco com células ndo infectadas em cada placa. Apos
adsorcéo de 1h., foi adicionado meio DMEM contendo 1% de carboximetil celulose (CMC) e
2% de SFB, as placas foram incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO., por 10 dias, para 0s
sobrenadantes das células KG-1 infectadas com m.o.i, 1, e, por 7 dias, para os sobrenadantes
das células KG-1 infectadas com m.o.i. 10 e para os sobrenadantes dos macr6fagos
intraperitoneais. As celulas foram fixadas em solucéo de formaldeido a 3,7% e coradas com
solucdo de cristal violeta a 1%. O titulo viral foi determinado pela contagem do nimero de

placas de lise (p.f.u./mL), e o resultado foi apresentado em ordem de grandeza (Tabela 10 e 11).

5.3.6.1  Titulacdo viral dos sobrenadantes de células KG-1 e macrdfagos
intraperitoneais de camundongos C57BL/6 infectados com DENV 3

gendtipo | e genotipo 11

Nos sobrenadantes de células KG-1 infectadas com DENV 3 genétipo I, foi detectado virus
em quase todos os d.p.i., com exce¢do do 5° d.p.i. e do 10° d.p.i. das células infectadas com
m.o.i. 10. Nas células infectadas com m.o.i. 1, no 1° d.p.i. foi determinado o titulo na ordem de
grandeza de 10° p.f.u./mL. Ja no 3° d.p.i. o titulo viral diminuiu para 103 p.f.u./mL. No 5° no
foi detectado virus. E, no 10° d.p.i., o titulo encontrado foi de 10° p.f.u./mL. Enquanto que nas
celulas infectadas com m.o.i. 10 foram visualizadas placas de lise somente no 2°d.p.i., e o titulo

viral encontrado foi 10* p.f.u./mL.
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Nos sobrenadantes de células KG-1 infectadas com DENV 3 gendtipo 1ll, ndo foram
visualizadas placas de lise em nenhuma das diluigdes utilizadas, portanto néo foi detectado

virus em nenhum d.p.i., com nenhuma m.o.i. utilizada.

Nos sobrenadantes de macrofagos intraperitoneais infectados com m.o.i. 1 foi detectado
virus somente no 1° d.p.i., com o titulo na ordem de grandeza de 10* p.f.u./mL para o gen6tipo
| e de 10%p.f.u./mL para o gendtipo I1. E, nos macréfagos infectados com m.o.i. 10 do gen6tipo
I, s6 foi detectado virus no 2° d.p.i., com titulo de foi 10* p.f.u./mL. N&o foram visualizadas
placas de lise, portanto ndo foi detectado virus, em nenhum d.p.i. nos macrdfagos infectados
com m.o.i. 10 do gendtipo 111.

Tabela 10: Titulo viral dos sobrenadantes de células KG-1 e macrdfagos intraperitoneais
infectados com DENV 3 genotipo | e gendtipo I11. O titulo viral foi determinado pela contagem
do nimero de placas de lise (p.f.u./mL), e o resultado foi apresentado em ordem de grandeza.
ND: ndo detectado.

KG-1 Macrofago peritoneal
DENV 3 DENV 3 DENV3 DENV3
gendtipo | gendtipo 111 gendtipo | gendtipo Il
m.o.i. 1
1°d.p.i. 10° ND 10* 10°
3°d.p.i. 103 ND ND ND
50d.p.i. ND ND ND ND
7°d.p.i. - - ND ND
10° d.p.i. 103 ND ND ND
m.o.i. 10
2°d.p.i. 104 ND 10* ND

10° d.p.i. ND ND ND ND
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5.3.6.2  Titulagdo viral dos sobrenadantes de células KG-1 e macrdfagos
intraperitoneais de camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243
e SPH

Nos sobrenadantes de células KG-1 infectadas com ZIKV PE243, foi detectado virus
no 1°, 3° e 5° d.p.i., com os titulos 10°, 10* e 10° (p.f.u./mL), respectivamente. S6 nio foram
encontradas placas de lise no 10° d.p.i. Nos sobrenadantes das células KG-1 infectadas com
ZIKV SPH, foi detectado virus no 1° e 5° d.p.i., com os titulos 10* e 10 (p.f.u./mL),
respectivamente. N&o foi detectado virus no 3° e 10° d.p.i..

Nos sobrenadantes de macrofagos intraperitoneais, foi detectado o ZIKV PE243
somente no 1° d.p.i., com um titulo na ordem de grandeza de 10* p.f.u./mL. E, nos macr6fagos
infectados por ZIKV SPH foi detectado virus no 1° e 2° d.p.i., com os titulos de foi 10%e 10?

p.f.u./mL, respectivamente.

Tabela 11: Titulo viral dos sobrenadantes de células KG-1 e macréfagos intraperitoneais
infectados com ZIKV PE243 e SPH. O titulo viral foi determinado pela contagem do nimero
de placas de lise (p.f.u./mL), e o resultado foi apresentado em ordem de grandeza. ND: nao
detectado.

KG-1 Macrdéfago peritoneal
ZIKV ZIKV ZIKV ZIKV
PE243 SPH PE243 SPH
m.o.i. 1
1°d.p.i. 105 10 10* 10°
30 d.p.i. 10 ND ND 102
5°d.p.i. 103 103 ND ND
7°d.p.i. - - ND ND

10° d.p.i. ND ND ND ND
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6 DISCUSSAO

Quando o mosquito do género Aedes infectado pelo DENV, se alimenta do sangue de
uma pessoa, 0 virus é inoculado na derme e epiderme, e alguns virus podem ser inoculados
direto na corrente sanguinea. Na pele, o DENV infecta as células de Langerhans, as células
dendriticas e macrofagos, as quais migram para os linfonodos, desencadeando a recrutamento
de mondcitos e macrdfagos, que por sua vez também se tornam alvos do virus e séo infectados.
Desta maneira, 0 numero e a variedade de células infectadas aumenta e a infec¢éo pode se tornar
disseminada através do sistema linfatico, com a infeccéo de células da linhagem mononuclear,
incluindo mondcitos, células dendriticas mieldides e macrofagos do figado e bagco (GUZMAN
etal., 2016; JOHNSTON; HALLIDAY; KING, 2000; MAROVICH et al., 2001).

As células utilizadas no nosso estudo sdo mondcitos, como a THP-1, e macréfagos,
como a KG-1 e os macréfagos intraperitoneais de camundongo, logo, o DENV teoricamente
seria capaz de infecta-las e de se multiplicar nas mesmas. Para confirmar isto, e verificar por
guanto tempo o virus permanece viavel nas células, foi feita a titulacdo em células BHK-21 dos
sobrenadantes das células KG-1 e dos macrofagos intraperitoneais infectados por DENV. A
capacidade do virus de infectar macrofagos foi confirmada para o DENV 3 gendtipo | nas
células KG-1 nos dias 1, 3 e 10 apds a infeccdo, nas células infectadas com m.o.i. 1, e no 2°
d.p.i. nas células infectadas com m.o.i. 10. Mesmo que o titulo viral tenha diminuido ao longo
dos dias ap0s a infecgcdo, como sdo parasitas intracelulares obrigatérios, o fato de ter encontrado
0 virus até no 10° d.p.i. comprova sua capacidade de infeccdo e multiplicacdo nas células KG-
1. DENV 3 genétipo | ndo teve a mesma capacidade de infeccdo nos macréfagos
intraperitoneais de camundongos, sendo detectado somente no 1° d.p.i.. Isto pode ter ocorrido
porque os macréfagos intraperitoneais foram capazes de produzir uma resposta imune eficaz,
controlando assim a infeccdo. J& o DENV 3 gendtipo 11l ndo foi detectado em nenhum d.p.i.
nas células KG-1, mesmo quando infectadas com m.o.i. 10. O gendtipo 11l também so6 foi
detectado nos macréfagos intraperitoneais no 1° d.p.i. e, ainda assim, com o titulo inferior ao
titulo do genétipo I. Resultados anteriores do nosso grupo, mostraram que camundongos
C57BL/6 infectados por via intracraniana com 4 x 10° p.f.u. de DENV 3 genétipo |
apresentaram taxa de mortalidade de 100%, enquanto que camundongos infectados com 4 x 10°
p.f.u. de DENV 3 gendtipo 111 sobrevivem 100% (DE SOUZA et al., 2013). Sendo assim, pode-
se dizer que o gendtipo | possui maior capacidade de infeccdo, tanto in vivo como in vitro, em

comparagao com o genotipo IlI.
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O NO é um importante sinal paracrino e autocrino, utilizado por diferentes tipos
celulares e produzido por uma variedade de células, por exemplo, macrofagos, células
endoteliais vasculares e células de Kupffer. O NO possui varias fun¢des, como a dilatacdo de
vasos sanguineos, agregacdo de plagquetas, combater infeccdes e tumores, mediar a inflamacéo
e a atividade citotoxica de macrofagos. Na quantidade correta, 0 NO possui a¢do protetora e
regulatoria nas células, porém, em altas concentracdes, ele tem efeito toxico. Durante uma
infeccdo viral, 0 NO possui varios efeitos, podendo afetar o virus, inibindo a replicagéo viral
ou causando uma mutacdo no virus, ou ele pode afetar o hospedeiro, causando danos celulares
e patologia. A inducdo do NO durante a infeccédo pode ocorrer diretamente pela replicagéo viral,
ou ele pode ser induzido por citocinas, principalmente pelo IFNy (CHATURVEDI; NAGAR,
2009). Chen e Wang (2002) mostraram que apos a infec¢do por DENV, macréfagos/monaocitos
humanos do sangue periférico diferenciados secretaram varias citocinas e quimiocinas inatas,
como TNFa, [FNa, IL-1B, IL-8, MIP-1a, mas ndo ocorreu a produgao de IL-6, IL-15 ou NO
(CHATURVEDI; NAGAR, 2009; CHEN; WANG, 2002).

As células THP-1, que sdo mondcitos humanos, ndo produziram NO em nenhum dos
dias ap0s a infecgdo, com nenhuma m.o.i. utilizada (m.o.i. 1 e 10), quando infectadas com os
dois gendtipos de DENV. Ja as células KG-1, produziram NO somente quando infectadas com
m.o.i. 10 dos dois genotipos, e no 10° d.p.i.,, mas em uma quantidade muito baixa. Ndo foi
detectada a producdo de NO em nenhum d.p.i. na infeccdo com m.o.i. 1, o que também ocorreu
para os dois virus. As células THP-1 e KG-1 foram capazes de produzir NO quando infectadas
com E.coli, comprovando que a técnica utilizada para medir NO foi efetiva. Ja os macréfagos
peritoneais de camundongos foram capazes de produzir NO apds a infeccdo pelos dois
gendtipos, e essa producdo foi maior quando foi feita infec¢cdo com m.o.i. 10. Esta producéo de
NO in vitro por macréfagos intraperitoneais pode ter sido importante no controle da infeccéo,
jaque, como ja mencionado, foi detectado DENV somente no 1° d.p.i. nos sobrenadantes destes
macrofagos, enquanto que a auséncia na producdo de NO nas células KG-1 pode ter contribuido
para uma resposta imune ndo efetiva, permitindo que o virus se multiplicasse nestas células.
Estes dados corroboram com a literatura, a qual afirma que macrofagos ativados por IFNy tém
papel importante na resolugdo da infeccdo viral, em parte pela producdo de NO, que
recentemente tem sido mostrado inibindo a multiplicagdo de DENV in vitro (CHATURVEDI;
NAGAR, 2009; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; TAKHAMPUNYA; PADMANABHAN;
UBOL, 2006). Porém, uma superproducdo de NO pode levar ao dano nas células endoteliais e

0s anticorpos de reacdo cruzada contra células endoteliais induzem a danos celulares de uma
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forma dependente de NO (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Uma resposta inflamatdria ndo
especifica e reacBes imunoldgicas do hospedeiro moduladas por NO podem levar a febre
hemorragica da dengue (CHATURVEDI; NAGAR, 2009). Nosso grupo demonstrou que o NO
pode ter um papel neuropatoldgico na infeccdo por DENV, ja que camundongos nocautes para
Nos2 (Nos27), quando infectados por via intracraniana com 4 x 102 p.f.u. de DENV 3 genétipo
| possuem taxa de sobrevivéncia de 100%, enquanto que os camundongos C57/BL6 selvagens
possuem 100% de mortalidade. E ainda, foi demonstrado que o virus ndao se multiplica no
cérebro dos camundongos (Nos2”) (DE SOUZA et al., 2013). Portanto, o NO pode tanto
auxiliar no controle da infec¢do como pode ser prejudicial para a resposta imune contra o virus.
Fato é que o NO tem um papel central na patogénese da dengue, agindo na inibi¢cdo da
replicacdo de DENV, o que resulta na doenga mais branda, a febre da dengue, e, quando NO
falha em inibir a replicacdo viral, resulta na doenca grave, a febre hemorragica da dengue
(CHATURVEDI; NAGAR, 2009).

Diversos fatores tém sido associados a patogénese da dengue, como os fatores virais e
epidemioldgicos e a predisposicdo genética do hospedeiro. O aumento significativo dos niveis
de mediadores inflamatorios soliveis, conhecido como a “tempestade de citocinas” (cytokine
storm), esta presente nas formas mais graves da doenca. A producdo exacerbada de varios
mediadores inflamatorios pode promover a ativacdo plaquetaria e endotelial, resultando em
trombocitopenia, aumento da permeabilidade vascular, hipotensdo e choque, como é observado
nos casos graves. No entanto, algumas citocinas, como os IFNs, possuem papel protetor
importante durante a infeccdo por DENV (FIALHO et al., 2017). A infecco viral nas células
endoteliais ndo parece ser a principal causa do extravazamento plasmatico, ao contrario, tem
sido proposto que a producdo de varios fatores soltveis pelas células T, mondcitos, macrofagos
e mastocitos, estdo relacionados com o aumento da permeabilidade vascular nas células
endoteliais primarias. Estes fatores incluem TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, fator inibitorio da
migracdo de macrofagos, HMGB1 e MCP-1. A producéo exacerbada de citocinas é observada
em pacientes com febre hemorragica da dengue e com sindrome do choque da dengue, mudando
rapidamente ao longo do curso da doenca. (GUZMAN; HARRIS, 2015). A imunopatogénese
da dengue provavelmente envolve os efeitos das citocinas tanto nas células imunes infectadas
como nas células imunes vizinhas, nos hepatdcitos e nas células endoteliais (FAGUNDES et
al., 2011).

Nosso trabalho demonstrou que as células KG-1 ndo produziram IFNy, TNF, I1L-6 e IL-

10 nos dias pesquisados e com as m.o.i. utilizadas (m.o.i. 1 e 10), quando infectadas com DENV
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3 gendtipo | e gendtipo I1l. Enquanto que os macrofagos intraperitoneais de camundongos
produziram IFNy, TNF, IL-6, MCP-1 e n&o produziram IL-10, quando infectados com os dois

gendtipos.

Existem varios estudos que demonstraram niveis elevados de IFNy em pacientes
infectados com DENV, mas o papel preciso do IFNy na dengue ¢ um pouco controverso
(BOZZA etal., 2008; FAGUNDES et al., 2011). Ha estudos que sugerem que os niveis de IFNy
podem estar relacionados com a doenca em humanos (BOZZA et al., 2008), mas outros estudos
mostraram que o aumento na producdo de IFNy estd relacionado com altas taxas de
sobrevivéncias em pacientes com febre hemorrdgica da dengue (CHEN et al., 2006;
FAGUNDES et al., 2011). Nossos resultados demonstraram que, in vitro, o IFNy é importante
para a resposta imune contra 0 DENV, ja que os macrofagos intraperitoneais de camundongos,
nos quais foi detectada a producdo desta citocina, foram menos susceptiveis a infeccdo em
comparacdo com as células KG-1, nas quais nao foi detectada a produgdo de IFNy. E ainda,
ocorreu um aumento na producdo de IFNy no 10° d.p.i. nos macréfagos intraperitoneais
infectados com m.o.i. 10 de DENV 3 gendtipo I, o que esta associado a auséncia de detec¢do

do virus neste mesmo dia.

O TNF é representado por duas proteinas homologas primariamente derivadas de
fagocitos mononucleares (TNFa) e de linfocitos (TNFf). TNF induz atividade antitumoral,
interage com células endoteliais para induzir moléculas de adesdo, permitindo assim a saida de
granuldcitos para o local da inflamacdo, e ainda é um potente ativador de neutréfilos. O TNF
pode também induzir o vazamento vascular e € o principal mediador endégeno de choque e
sépse (BORISH; STEINKE, 2003). Na dengue, o TNFa, ¢ a principal citocina implicada na
patogénese da febre hemorragica da dengue e sindrome do choque da dengue, atuando
localmente na ativacdo de macrofagos, sendo que sua liberacdo sistémica pode ser responsavel
pelo aumento da permeabilidade vascular observado na febre hemorragica da dengue e na
sindrome do choque da dengue (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).

A IL-6 estimula a diferenciacdo de linfocitos em células plasméticas maduras, faz a
mediacdo da ativacdo, crescimento e diferenciacdo de celulas T, estimula a producdo de
proteinas de fase aguda e também faz a mediacéo de varios efeitos antinflamatérios (BORISH;
STEINKE, 2003). Nas infec¢bes por DENV, niveis altos de I1L-6 estéo relacionados com as
formas mais graves da dengue (CHEN et al., 2006; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).
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A MCP-1 é uma quimiocina da familia C-C, sendo conhecida também como CCL2. Ela
é produzida por uma variedade de tipos celulares, como células endoteliais, fibroblastos, células
epiteliais, células da musculatura lisa, astrécitos, monocitos e células da microglia, os quais séo
importantes na resposta imune antiviral na circulacdo periférica e nos tecidos. Ela pode ser
produzida tanto constitutivamente quanto ap6s inducdo por estresse oxidativo, citocinas ou
fatores de crescimento. MCP-1 é um fator quimiotatico potente de monécitos (DESHMANE et
al., 2009). Na dengue, elevados niveis de MCP-1 foram encontrados em pacientes na fase febril
com sinais de alarme (RATHAKRISHNAN et al., 2012).

Os macrofagos intraperitoneais infectados com DENV produziram TNF, IL-6 e MCP-
1, sendo que o genotipo | estimulou mais a producéo destas citocinas e da quimiocina MCP-1,
em relacdo aos macrdfagos intraperitoneais infectados com o geno6tipo Ill. 1L-6 e TNF séo
encontradas em niveis elevados em pacientes com dengue grave, e MCP-1 é encontrada em
pacientes com sinais de alarme, o que pode ser relacionado com a neuroviruléncia de DENV 3
gendtipo I, o qual foi isolado do soro de um paciente que faleceu devido a infeccdo grave por

este virus.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatdria envolvida no circuito de feedback que regula
negativamente a resposta inflamatéria (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Ela é produzida por
varios tipos de ceélulas, incluindo linfocitos Thl e Th2, células T citotdxicas, linfocitos B,
mastécitos e células fagocitarias mononucleares. Esta citocina é responsavel por inibir a
produgdo de IFNy e IL-2 pelos linfécitos Thi, de IL-4 e IL-5 pelos linfécitos Th2, de I1L1-B,
IL-6, IL-8, IL-12 e TNFa pelos fagocitos mononucleares e de [IFNy e TNFa pelas células NK
(BORISH; STEINKE, 2003). IL-10 foi encontrada em niveis elevados em alguns estudos, mas
ndo em todos, em pacientes com febre hemorragica da dengue (CHEN et al., 2006, 2005;
CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; GREEN et al., 1999; PEREZ et al., 2004). No nosso trabalho,
ndo foi detectada a producdo de IL-10 nos macrofagos intraperitoneais de camundongos
infectados com DENV, mas a producdo de IL-10 foi estimulada pela infeccdo com E. coli,
provando que nossa técnica de medida da IL-10 foi eficiente nestas células e que nenhum dos
gendtipos utilizados de DENV estimulam a producéo desta citocina.

O TLR2, é um receptor de reconhecimento padrdo (PRR), que reconhece padrbes
moleculares associados a patogenos (PAMPs). Ele é capaz de reconhecer inumeros ligantes,
como peptideoglicanos, lipoproteinas de bacterias, um fator soltvel de fenol de Staphylococcus

epidermidis, o lipidio glicosilfosfatidilinositol (GPI) de Trypanosoma cruzi e zymosan, um
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componente da parede celular de leveduras (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). A proteina
NS1 é inicialmente expressa em associa¢do com o reticulo endoplasmatico e durante o ciclo de
replicacdo viral, esta proteina é modificada e se associa a membrana, sendo assim expressa na
superficie das células infectadas. Um subconjunto da proteina NS1 adquire GPI da célula
hospedeira, utilizando a via de ligagdo de GPI das células. Esta NS1 ancorada por GPI ¢é entdo
transportada para a membrana celular (GUZMAN et al., 2016; JACOBS et al., 2000). Como ja
foi dito, 0 TLR é capaz de reconhecer GPI e, portanto, reconheceria as células infectadas por
DENV que expressam em sua membrana a forma da proteina NS1 ancorada por GPI. Nosso
trabalho demonstrou que o TLR 2 reconhece os dois genotipos de DENV, sendo que o genétipo
I causou maior ativacdo de TLR em comparagdo com o gendtipo 111, J4 o TLR 4, que reconhece

principalmente LPS, ndo foi capaz de reconhecer nenhum dos virus.

Quanto ao ZIKV, sabe-se que pode infectar varios tipos celulares de diferentes tecidos
e espécies. Por exemplo, ele é capaz de infectar e se multiplicar nas células do intestino e das
glandulas salivares de varios mosquitos do género Aedes (LI et al., 2012; SAIZ, 2016; WONG
et al., 2013) e também in vitro nas células de mosquitos C6/36 (HAMEL et al., 2015). O ZIKV
também ¢é capaz de se multiplicar em varias células de mamiferos. Experimentos em
camundongos demonstraram que o virus multiplica principalmente nas células do cérebro,
incluindo neurdnios e astrocitos (HADDOW, 1965; SAIZ, 2016). In vitro, o ZIKV pode se
multiplicar em culturas de linhagens de células de macaco, como LLC-MK2 e Vero, induzindo
efeito citopatico (HILARY J. WAY, 1976; SAIZ, 2016). E ainda, em um trabalho publicado
recentemente, foi demonstrado que o ZIKV pode se multiplicar em células humanas da pele e
em células dendriticas imaturas (HAMEL et al., 2015; SAIZ, 2016). Por sua capacidade de
infeccdo e de multiplicacdo em diferentes tipos celulares e também, por ser um virus
relacionado ao DENV, era esperado que o ZIKV infectasse e se multiplicasse nas células com
as quais trabalhamos, assim como o DENV. Esta capacidade de infec¢do e multiplicagéo foi
confirmada nas células KG-1, pelos dois ZIKV utilizados. O ZIKV PE243 foi detectado no 1°,
3°e5°d.p.i., e 0 ZIKV SPH foi detectado no 1° e 5° d.p.i.. Mesmo gue o titulo tenha diminuido
ao longo dos dias ap0s a infec¢do, como sdo parasitas intracelulares obrigatdrios, a deteccao do
virus até o 5° d.p.i. demonstrou que ele foi capaz de infectar e se multiplicar nas células KG-1.
Esta capacidade de infeccdo e multiplicacdo foi diferente nos macrofagos intraperitoneais de
camundongos. Nestes, 0 ZIKV PE243 foi detectado somente no 1° d.p.i. e 0 ZIKV SPH foi
detectado somente no 1° e 3° d.p.i., ambos com um titulo mais baixo em comparacdo com 0s

mesmos dias apés a infeccdo das células KG-1. A hipdtese apresentada para a infecgdo por
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DENV, na qual os macréfagos intraperitoneais de camundongos foram capazes de produzir
uma resposta imune eficaz contra o virus, controlando a infeccdo, também pode ser utilizada

para explicar o resultado encontrado na infeccdo por ZIKV.

Quanto a producdo de NO, as células THP-1 e KG-1 ndo produziram NO ap6s a infeccdo
pelos dois virus, em nenhum dos dias pesquisados e com a m.o.i. utilizada (m.o.i. 1), mas estas
células produziram NO quando infectadas com E. coli, provando que a técnica utilizada para
deteccdo de NO funcionou e que realmente 0 ZIKV néo estimulou a producdo de NO. Ja os
macrofagos intraperitoneais de camundongos produziram altos niveis de NO apo6s a infec¢do
pelo ZIKV PE243. Néo foi detectada a produgdo de NO nas células infectadas pelo ZIKV SPH.
Né&o foram encontrados dados na literatura que relacionam a producéo de NO durante a infec¢éo
por ZIKV. Nossos resultados demonstraram que foi detectado ZIKV PE243 e SPH até o 5°
d.p.i. nas células KG-1, nas quais ndo foi detectado a producéo de NO, e ZIKV SPH até o 2°
d.p.i. nos macrofagos intraperitoneais, nos quais o ZIKV SPH ndo estimulou a producéo de NO.
Assim, pode-se dizer que o NO é importante para o controle da infeccdo por ZIKV. O ZIKV
PE243 estimulou a producdo de NO nos macrofagos intraperitoneais de camundongos e foi
detectado somente no 1° d.p.i., assim, pode-se inferir que o 0xido nitrico produzido pelos
macrofagos intraperitoneais de camundongos auxiliou no controle da infeccdo por ZIKV
PE243.

Em um estudo recente, foram analisadas as citocinas e quimiocinas presentes no soro
de pacientes infectados com ZIKV em fase aguda e em fase de recuperagéo. As citocinas IL-6
e IL-10 foram encontradas em concentracOes elevadas tanto na fase aguda como na fase de
recuperacao em comparagdo com pacientes saudaveis. Os niveis de IFNy mostraram uma
tendéncia crescente na fase aguda e de recuperacdao, enquanto que as concentragdes de TNFa
mostraram um aumento médio durante a fase aguda. N&o foi detectada nenhuma alteracdo na
producdo de MCP-1 durante a fase aguda ou de recuperacdo (TAPPE et al., 2016). Em outro
estudo, foi demonstrado que animais nocautes para receptores de interferon o/f (Ifnarl”) e
triplo nocautes para fatores de transcricio envolvidos na indugdo de IFN (Irf37/1rf57/Irf77)
desenvolvem doenca neuroldgica e ndo resistem a infeccdo por ZIKV (LAZEAR et al., 2016;
XIE; SHAN; SHI, 2016). Outro estudo feito com fibroblastos humanos demonstrou que o0 ZIKV
¢ altamente sensivel a atividade antiviral dos IFNa, e y (HAMEL et al., 2015). No nosso
trabalho, s6 foi detectada producédo da citocina IL-6 nas celulas KG-1 infectadas com ZIKV
SPH, mas nao foi detectada nas células infectadas com ZIKV PE243. IFNy, TNF e IL-10 ndo
foram detectados nas infec¢bes tanto pelo ZIKV PE243 quanto para ZIKV SPH. Ja nos
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macrofagos peritoneais de camundongos, ndo foi detectada a produgao de IFNy. Quanto ao
TNF, ocorreu maior producéo desta citocina nos macrofagos intraperitoneais infectados por
ZIKV PE243 em comparacao com os macrofagos infectados com ZIKV SPH. Ja a citocina IL-
6 foi produzida somente em alguns dias ap6s a infecgdo nos macréfagos infectados por ZIKV
PE243, e, somente no 5° dia e em baixas quantidades, nos macréfagos infectados com ZIKV
SPH. Também foi maior a producdo da quimiocina MCP-1 nos macréfagos intraperitoneais
infectados com ZIKV PE243 em comparacdo com os macrofagos infectados com ZIKV SPH.
Como ocorreu a producdo de TNF e IL-6 nos macrdfagos intraperitoneais infectados com as
duas amostras de ZIKV, e ndo foi detectada a producgdo destas citocinas nas células KG-1
infectadas com as mesmas amostras, com excecao de 1L-6, a qual foi produzida na infecgéo por
ZIKV SPH, pode-se dizer que estas citocinas foram importantes no combate a infec¢éo por
ZIKV, ja que as células KG-1 apresentaram maior susceptibilidade a multiplicacdo dos dois
virus. Nao foi detectada a producdo de IL-10 nos macrofagos infectados com nenhumas das
amostras de ZIKV utilizadas.

Somente ZIKV PE243 foi capaz de ativar TLR2 enquanto que o ZIKV SPH néo ativou
TLR2 mesmo quando as células foram infectadas com m.o.i. 10. No caso do DENV, como j&
foi falado, sabe-se que a proteina NS1 pode ser apresentada em uma forma ancorada por uma
GPI na membrana celular, e 0 GPI é um ligante de TLR2. N&o foi encontrado nenhum dado na
literatura que comprove que a proteina NS1 de ZIKV pode estar relacionada com glicolipideo
GPI. Nenhum ZIKV ativou TLR4.

E importante notar que, durante este trabalho, as duas amostras utilizadas de ZIKV
apresentaram significativas diferencas na resposta imune. E ainda, em um sequenciamento
realizado por outro grupo de pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou, foi comprovado
que existe diferenca de trés aminoacidos nas sequéncias do genoma viral. Portanto, pode-se
concluir que sdo isolados bastante distintos e produzem uma resposta imune completamente
diferente, o que é um dado preocupante, ja que a reatividade cruzada de anticorpos (ADE) é um
fenbmeno caracteristico de muitos flavivirus, como o DENV, e esta associado com a forma
mais grave da doenca. Inclusive, dados da literatura demonstram que € provavel que ocorra a
reatividade cruzada de anticorpos entre ZIKV e outras espécies de flavivirus, incluindo DENV
(PAUL etal., 2016; STETTLER et al., 2016). Se este fenébmeno é comum entre ZIKV e outros

flavivirus, pode ser ainda mais comum entre 0s proprios ZIKVs.
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Estas andlises sdo importantes, pois pudemos observar que as diferentes amostras de
ZIKV podem infectar de modo diferente células distintas e provocar respostas imunes também
diferentes nestas células. Estes dados podem indicar que ha amostras diferentes de ZIKV, que

podem ter viruléncias distintas e assim, provocar infeccdes de diferente gravidade.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados deste trabalho, é possivel concluir que as células KG-1, que sao
macrofagos humanos, foram mais susceptiveis a infecgdo e multiplicacdo de DENV 3 genotipo
I em comparagdo com os macrofagos intraperitoneais de camundongos. E ainda, DENV 3
genotipo | demonstrou maior capacidade de infec¢cdo em comparagdo com o genoétipo 111 nas
células KG-1. A baixa multiplicacdo viral nos macrofagos intraperitoneais de camundongo
permite sugerir que estes foram capazes de produzir uma resposta imune inata eficaz contra a

infeccdo por DENV.

No nosso modelo de estudo, foi demonstrado que o NO e o IFNy s3o importantes no
controle da infeccdo por DENV 3 e que a producdo elevada das citocinas TNF e IL-6 e da
guimiocina MCP-1 esta relacionada com a infeccao pelo genétipo de DENV 3 neurovirulento
(gendtipo 1). Também foi demonstrado que DENV 3 ativa TLR2, e que esta ativagdo também
€ maior no gendtipo neurovirulento. Portanto, de maneira geral, a resposta imune desencadeada

pelo gendtipo neurovirulento é diferente em comparacdo com o gendtipo ndo neurovirulento.

Quanto aos resultados referentes a ZIKV, foi demonstrado que as células KG-1 sdo mais
susceptiveis a infeccdo e multiplicacdo de ZIKV em comparacdo com o0s macrofagos
intraperitoneais de camundongos. Os macrofagos intraperitoneais infectados com ZIKV, como
0s macrofagos infectados por DENV, também tiveram baixa taxa de multiplicacdo viral, sendo
assim possivel sugerir que isto ocorreu devido a capacidade de produzirem uma resposta imune

eficaz contra a infecgéo por ZIKV.

E ainda, a partir dos resultados apresentados, podemos concluir que as duas amostras de
ZIKV utilizadas desencadeiam respostas imunes diferentes, sendo que a amostra ZIKV PE243
desencadeou uma resposta imune mais forte, com producdo de NO, maior producdo das
citocinas e ativacdo de TLR2. Enquanto que a resposta imune desencadeada por ZIKV SPH foi

mais branda, sem producao de NO, com menor producdo de citocinas e sem a ativacdo de TLR2,



125

REFERENCIAS

ALERA, M. T. et al. Zika virus infection, philippines, 2012. Emerging Infectious Diseases,
v.21,n. 4, p. 722-724, 2015.

ALVES, M. J. et al. Clinical presentation and laboratory findings for the first
autochthonous cases of dengue fever in Madeira Island, Portugal, October 2012.
Eurosurveillance, v. 18, n. 6, p. 3-6, 2013.

AMARAL, D. C. G. et al. Intracerebral infection with dengue-3 virus induces
meningoencephalitis and behavioral changes that precede lethality in mice. Journal of
neuroinflammation, v. 8, n. 1, p. 23, 2011.

BESNARD, M. et al. Evidence of perinatal transmission of zika virus, French Polynesia,
December 2013 and February 2014. Eurosurveillance, v. 19, n. 13, p. 8-11, 2014.

BESNARD, M. et al. Congenital cerebral malformations and dysfunction in fetuses and
newborns following the 2013 to 2014 Zika virus epidemic in French Polynesia.
Eurosurveillance, v. 21, n. 13, 2016.

BHATT, S. et al. The global distribution and burden of dengue. Nature, v. 496, n. 7446, p.
504-507, 2013.

BORISH, L. C.; STEINKE, J. W. Cytokines and chemokines. Journal of Allergy and Clinical
Immunology, v. 111, n. 2, p. 460475, 2003.

BOZZA, F. A et al. Multiplex cytokine profile from dengue patients: MIP-1beta and IFN-
gamma as predictive factors for severity. BMC infectious diseases, v. 8, n. 1, p. 86, 2008.

BRASIL, P.; NIELSEN-SAINES, K. More pieces to the microcephaly-Zika virus puzzle in
Brazil. The Lancet Infectious Diseases, v. 16, n. 12, p. 1307-1309, 2016.

BUATHONG, R. et al. Detection of zika virus infection in Thailand, 2012-2014. American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 93, n. 2, p. 380-383, 2015.

BUTLER, D. Zika-linked birth defects seen in Colombia. Nature, v. 531, n. 7593, p. 153,
2016.

CALVET, G. et al. Detection and sequencing of Zika virus from amniotic fluid of fetuses
with microcephaly in Brazil: a case study. The Lancet Infectious Diseases, v. 16, n. 6, p. 653—
660, 2016.

CHAMBERS, T. J. et al. Flavivirus genome organization, expression, and replication.
Annual review of microbiology, v. 44, p. 649-688, 1990.

CHATURVEDI, U. C.; NAGAR, R. Nitric oxide in dengue and dengue haemorrhagic fever:
Necessity or nuisance? FEMS Immunology and Medical Microbiology, v. 56, n. 1, p. 9-24,
2009.



126

CHEN, L.-C. et al. Correlation of serum levels of macrophage migration inhibitory factor
with disease severity and clinical outcome in dengue patients. The American journal of
tropical medicine and hygiene, v. 74, n. 1, p. 142-147, 2006.

CHEN, R. F. et al. Altered T helper 1 reaction but not increase of virus load in patients
with dengue hemorrhagic fever. FEMS Immunology and Medical Microbiology, v. 44, n. 1,
p. 43-50, 2005.

CHEN, Y.; WANG, S. Activation of Terminally Differentiated Human Monocytes /
Macrophages by Dengue Virus : Productive Infection , Hierarchical Production of Innate
Cytokines and Chemokines , and the Synergistic Effect of Lipopolysaccharide Activation
of Terminally Different. Journal of Virology, v. 76, n. 19, p. 9877-9887, 2002.

CLYDE, K.; KYLE, J. L.; HARRIS, E. Recent advances in deciphering viral and host
determinants of dengue virus replication and pathogenesis. Journal of virology, v. 80, n. 23,
p. 11418-11431, 2006.

CRUZ-OLIVEIRA, C. et al. Receptors and routes of dengue virus entry into the host cells.
FEMS Microbiology Reviews, 2015.

CUGOLA, F. R. et al. The Brazilian Zika virus strain causes birth defects in experimental
models. Nature, v. 534, n. 7606, p. 267-271, 2016.

DE MIRANDA, A.S. et al. Dengue-3 encephalitis promotes anxiety-like behavior in mice.
Behavioural Brain Research, v. 230, n. 1, p. 237-242, 2012.

DE PAULA FREITAS, B. et al. Ocular Findings in Infants With Microcephaly Associated
With Presumed Zika Virus Congenital. JAMA Ophthalmology, v. 134, n. 5, p. 529-35, 2016.

DE SOUZA, K. P. R. et al. Nitric oxide synthase expression correlates with death in an
experimental mouse model of dengue with CNS involvement. Virology journal, v. 10, p.
267, 2013.

DELUDE, R. L. et al. Construction of a lipopolysaccharide reporter cell line and its use in
identifying mutants defective in endotoxin, but not TNF-alpha, signal transduction.
Journal of immunology (Baltimore, Md. : 1950), v. 161, n. 6, p. 3001-9, 1998.

DESHMANE, S. L. et al. Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1): An Overview.
Journal of Interferon & Cytokine Research, v. 29, n. 6, p. 313-326, 2009.

DIAMOND, M. S.; PIERSON, T. C. Molecular Insight into Dengue Virus Pathogenesis and
Its Implications for Disease Control. Cell, v. 162, n. 3, p. 488492, 2015.

DICK, G. W. A. Zika Virus (I). Isolations and serological specificity. Transactions of the
Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 46, n. 5, p. 509-520, 1952.

DRIGGERS, R. W. et al. Zika Virus Infection with Prolonged Maternal Viremia and Fetal
Brain Abnormalities. The New England journal of medicine, p. NEJM0al1601824, 2016.



127

DUTRA, H. L. C. et al. Wolbachia Blocks Currently Circulating Zika Virus Isolates in
Brazilian Aedes aegypti Mosquitoes. Cell Host and Microbe, v. 19, n. 6, p. 771-774, 2016.

ENFISSI, A. et al. Zika virus genome from the Americas. The Lancet, v. 387, n. 10015, p.
227-228, 2016.

FAGUNDES, C. T. et al. IFN-gamma production depends on IL-12 and IL-18 combined
action and mediates host resistance to dengue virus infection in a nitric oxide-dependent
manner. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 5, n. 12, 2011.

FARIA, N. R. etal. Zika virus in the Americas: Early epidemiological and genetic findings.
Science (New York, N.Y.), v. 352, n. 6283, p. aaf5036, 2016.

FERREIRA, G. P. et al. Dengue virus 3 clinical isolates show different patterns of virulence
in experimental mice infection. Microbes and Infection, v. 12, n. 7, p. 546-554, 2010.

FIALHO, L. G. et al. Induced nitric oxide synthase (iINOS) and indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO) detection in circulating monocyte subsets from Brazilian patients with
dengue-4. Virology Reports, 2017.

FOY, B. D. et al. Probable Non-Vector-borne Transmission of Zika Virus, Colorado, USA.
Emerging Infectious Diseases, v. 17, n. 5, p. 880-882, 2011.

GOULD, E. A.; SOLOMON, T. Pathogenic flaviviruses. v. 371, 2008.

GOURINAT, A. C. et al. Detection of zika virus in urine. Emerging Infectious Diseases, V.
21,n. 1, p. 84-86, 2015.

GREEN, A. M. et al. Innate Immunity to Dengue Virus Infection and Subversion of
Antiviral Responses. Journal of Molecular Biology, v. 426, n. 6, p. 1148-1160, 2014.

GREEN, A. M. et al. Innate immunity to dengue virus infection and subversion of antiviral
responses. v. 426, n. 6, p. 1148-1160, 2015.

GREEN, S. et al. Elevated Plasma Interleukin-10 Levels in Acute\rDengue Correlate With
Disease Severity. J Med Virol, v. 334, n. April, p. 329-334, 1999.

GUZMAN, M. G. et al. Dengue infection. Nature reviews. Disease primers, v. 2, p. 16055,
2016.

GUZMAN, M. G.; HARRIS, E. Dengue. The Lancet, v. 385, n. 9966, p. 453-465, 2015.

HADDOW, A. D. et al. Genetic characterization of zika virus strains: Geographic
expansion of the asian lineage. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 6, n. 2, 2012.

HADDOW, A J. From the East African Virus Research Institute , Entebbe , Uganda. v. 59,
n. 4, p. 436-440, 1965.

HALSTEAD, S. B. The XXth century dengue pandemic: need for surveillance and
research. World health statistics quarterly. Rapport trimestriel de statistiques sanitaires
mondiales, v. 45, n. 14, p. 292-298, 1992.



128

HAMEL, R. et al. Biology of Zika Virus Infection in Human Skin Cells. J Virol, v. 89, n. 17,
p. 8880-8896, 2015.

HAMEL, R. et al. Zika virus: epidemiology, clinical features and host-virus interactions.
Microbes and Infection, v. 18, n. 7-8, p. 441-449, 2016.

HEANG, V. et al. Zika virus infection, Cambodia, 2010. Emerging Infectious Diseases, V.
18, n. 2, p. 349-351, 2012.

HILARY J. WAY,E. T.W. B. A. G. S. P. Comparative Studies of some African Arboviruses
in Cell Culture and in Mice. JV0300010123.pdf, 1976.

HILLS, S. L. Transmission of Zika virus through sexual contact with travelers to areas of
ongoing transmission—continental United States, 2016. MMWR. Morbidity and mortality
weekly report, v. 65, n. 8, 2016.

JACOBS, M. G. et al. Dengue virus nonstructural protein 1 is expressed in a glycosyl-
phosphatidylinositol-linked form that is capable of signal transduction. The FASEB
journal : official publication of the Federation of American Societies for Experimental Biology,
v. 14, n. 11, p. 1603-1610, 2000.

JANEWAY, C. A.; MEDZHITOV, R. | Annual Review of Immunology, v. 20, n. 1, p. 197—
216, 2002.

JENSENIUS, M. et al. Acute and potentially life-threatening tropical diseases in western
travelers - A GeoSentinel multicenter study, 1996-2011. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, v. 88, n. 2, p. 397-404, 2013.

JOHNSTON, L. J.; HALLIDAY, G. M.; KING, N. J. C. Langerhans cells migrate to local
lymph nodes following cutaneous infection with an arbovirus. Journal of Investigative
Dermatology, v. 114, n. 3, p. 560-568, 2000.

KLEBER GIOVANNI, LUZ; GLAUCO IGOR VIANA DOS, SANTOS; RENATA DE
MAGALHAES, V.-S. MORE AT: Zika Virus Infection in Pregnant Women in Rio de
Janeiro — Preliminary Report. The Lancet Infectious Diseases, v. 6736, n. 16, p. 2016, 2016.

KOOL, J. L. et al. Zika virus outbreak on Yap Island, Federated States of Micronesia
NEJM 2008. p. 2536-2543, 2009.

KOSCHINSKI, A. et al. The membrane proteins of flaviviruses form ion-permeable pores
in the target membrane after fusion: Identification of the pores and analysis of their
possible role in virus infection. Journal of General Virology, v. 84, n. 7, p. 1711-1721, 2003.

KRAEMER, M. U. G. et al. The global distribution of the arbovirus vectors Aedes aegypti
and Ae. Albopictus. eLife, v. 4, n. JUNE2015, p. 1-18, 2015.

KUHN, R. J. et al. Structure of dengue virus: Implications for flavivirus organization,
maturation, and fusion. Cell, v. 108, n. 5, p. 717-725, 2002.



129

KUNO, G. et al. Phylogeny of the genus Flavivirus. Journal of virology, v. 72, n. 1, p. 73-83,
1998.

KWONG, J. C.; DRUCE, J. D.; LEDER, K. Case report: Zika virus infection acquired
during brief travel to indonesia. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 89,
n. 3, p. 516-517, 2013.

LAROCCA, R. A. et al. Vaccine protection against Zika virus from Brazil. Nature, v. 536,
n. 7617, p. 474-478, 2016.

LAZEAR, H. M. et al. A Mouse Model of Zika Virus Pathogenesis. Cell Host and Microbe,
v. 19, n. 5, p. 720-730, 2016.

LI, C. et al. Correction: Zika Virus Disrupts Neural Progenitor Development and Leads to
Microcephaly in Mice. Cell Stem Cell, v. 19, n. 5, p. 672, 2016.

LI, M. 1. et al. Oral Susceptibility of Singapore Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus) to
Zika Virus. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 6, n. 8, 2012.

LIMKITTIKUL, K.; BRETT, J.; L’AZOU, M. Epidemiological Trends of Dengue Disease
in Thailand (2000??72011): A Systematic Literature Review. PLoS Neglected Tropical
Diseases, v. 8, n. 11, 2014.

LINDENBACH, B. D.; RICE, C. M. Flaviviridae: The Viruses and Their Replication. Fields
Virology, p. 1101-1151, 2007.

MACKENZIE, J. M.; JONES, M. K.; YOUNG, P. R. Immunolocalization of the dengue
virus nonstructural glycoprotein NS1 suggests a role in viral RNA replication. Virology,
v. 220, n. 1, p. 232-240, 1996.

MACNAMARA, F. N. Zika virus: A report on three cases of human infection during an
epidemic of jaundice in Nigeria. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, v. 48, n. 2, p. 139-145, 1954.

MAROVICH, M. et al. Human Dendritic Cells as Targets of Dengue Virus Infection. APC.
Journal of Investigative Dermatology Symposium Proceedings, v. 6, n. 3, p. 219-224, 2001.

MARRS, C. et al. Zika Virus and Pregnancy: A Review of the Literature and Clinical
Considerations. American Journal of Perinatology, v. 1, n. 212, p. 625-639, 2016.

MESSINA, J. P. et al. Global spread of dengue virus types: Mapping the 70 year history.
Trends in Microbiology, v. 22, n. 3, p. 138-146, 2014.

MLAKAR, J. . J. et al. Zika Virus Associated with Microcephaly. New England Journal of
Medicine, v. 374, n. 10, p. 951-8, 2016.

MUKHOPADHYAY, S.; KUHN, R. J.; ROSSMANN, M. G. A structural perspective of the
flavivirus life cycle. Nature reviews. Microbiology, v. 3, n. 1, p. 13-22, 2005.



130

MULLER, D. A.; YOUNG, P. R. The flavivirus NS1 protein: molecular and structural
biology, immunology, role in pathogenesis and application as a diagnostic biomarker.
Antiviral research, v. 98, n. 2, p. 192-208, 2013.

MUNOZ-JORDAN, J. L. et al. Inhibition of Alpha/ Beta Interferon Signaling by the NS4B
Protein of Flaviviruses. Journal of virology, v. 79, n. 13, p. 8004-8013, 2005.

MUNOZ-JORDAN, J. L.; SANTIAGO, G. A. Inconclusive Reverse Transcription-PCR
Assay Comparison for Dengue Virus Detection and Serotyping. Journal of Clinical
Microbiology, v. 52, n. 5, p. 1800-1800, 2014.

MUSSO, D. et al. Potential for Zika virus transmission through blood transfusion
demonstrated during an outbreak in French Polynesia, November 2013 to February 2014.
Eurosurveillance, v. 19, n. 14, p. 14-16, 2014.

MUSSO, D. et al. Detection of Zika virus in saliva. Journal of Clinical Virology, v. 68, p. 53—
55, 2015a.

MUSSO, D. et al. Potenial sexual transmission of Zika virus. Emerging infectious diseases,
v.21,n. 2, p. 359-361, 2015b.

NEAL, J. W. Flaviviruses are neurotropic, but how do they invade the CNS? The Journal
of infection, v. 69, n. 3, p. 203-15, 2014.

OEHLER, E. et al. Zika virus infection complicated by Guillain-Barre syndrome--case
report, French Polynesia, December 2013. Euro surveillance : bulletin Européen sur les
maladies transmissibles = European communicable disease bulletin, v. 19, n. 9, p. 7-9, 2014.

OLIVEIRA MELO, A. S. et al. Zika virus intrauterine infection causes fetal brain
abnormality and microcephaly: Tip of the iceberg? Ultrasound in Obstetrics and
Gynecology, v. 47, n. 1, p. 6-7, 2016.

OLSON, J. G. et al. Zika virus, a cause of fever in central java, indonesia. Transactions of
the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 75, n. 3, p. 389-393, 1981.

OOl, E.-E.; GUBLER, D. J. Dengue in Southeast Asia: epidemiological characteristics and
strategic challenges in disease prevention. Cadernos de saude publica / Ministerio da Saude,
Fundacao Oswaldo Cruz, Escola Nacional de Saude Publica, v. 25 Suppl 1, p. S115-S124,
2009.

PAUL, L. M. et al. Dengue Virus Antibodies Enhance Zika Virus Infection. bioRxiv, v. 5,
n. 12, p. 50112, 2016.

PEREZ, A. B. etal. IL-10 Levels in Dengue Patients: Some Findings from the Exceptional
Epidemiological Conditions in Cuba. Journal of Medical Virology, v. 73, n. 2, p. 230-234,
2004.



131

RATHAKRISHNAN, A. et al. Cytokine Expression Profile of Dengue Patients at Different
Phases of Illness. PLoS ONE, v. 7, n. 12, p. 1-10, 2012.

ROBY, J. A. et al. Post-translational regulation and modifications of flavivirus structural
proteins. Journal of General Virology, v. 96, n. 7, p. 1551-1569, 2015.

ROEHRIG, J. T. Antigenic Structure of Flavivirus Proteins. Advances in Virus Research, v.
59, p. 141-175, 2003.

ROSSI, S. L. et al. Characterization of a novel murine model to study zika virus. American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 94, n. 6, p. 1362-1369, 2016.

SAIZ, J.-C. Zika virus: The latest newcomer. Frontiers in Microbiology, v. 7, n. APR, p. 1-
19, 2016.

SAN MARTIN, J. L. et al. The epidemiology of dengue in the Americas over the last three
decades: A worrisome reality. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 82, n.
1, p. 128-135, 2010.

SAVIDIS, G. et al. Identification of Zika Virus and Dengue Virus Dependency Factors
using Functional Genomics. Cell Reports, v. 16, n. 1, p. 232-246, 2016.

SCHMID, M. A.,; DIAMOND, M. S.; HARRIS, E. Dendritic cells in dengue virus infection:
targets of virus replication and mediators of immunity. Frontiers in immunology, v. 5, n.
December, p. 647, 2014.

SCREATON, G. et al. New insights into the immunopathology and control of dengue virus
infection. Nature Publishing Group, v. 15, n. 12, p. 745-759, 2015.

SECRETARIA DE VIGILANCIA. Boletim Epidemiolégico. v. 48, n. Tabela 2, p. 1-9, 2017a.
SECRETARIA DE VIGILANCIA. Boletim Epidemioldgico. v. 48, n. Tabela 2, p. 1-11, 2017b.

SELIGMAN, S. J.; BUCHER, D. J. The importance of being outer: Consequences of the
distinction between the outer and inner surfaces of flavivirus glycoprotein. ETrends in
Microbiology, 2003.

SHARP, T. M. et al. A New Look at an OIld Disease: Recent Insights into the Global
Epidemiology of Dengue. Current Epidemiology Reports, v. 4, n. 1, p. 11-21, 2017.

SHEPARD, D. S. et al. Economic impact of dengue illness in the Americas. American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 84, n. 2, p. 200-207, 2011.

SHEPARD, D. S.; UNDURRAGA, E. A.; HALASA, Y. A. Economic and Disease Burden of
Dengue in Southeast Asia. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 7, n. 2, 2013.

SIMMONDS, P. et al. ICTV Virus Taxonomy Profile: Flaviviridae. Journal of General
Virology, v. 98, n. 1, p. 2-3, 2017.

SINGH, M. V. et al. Preventive and therapeutic challenges in combating Zika virus
infection: are we getting any closer? Journal of NeuroVirology, 2017.



132

STANDISH, K. et al. High dengue case capture rate in four years of a cohort study in
Nicaragua compared to national surveillance data. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 4,
n. 3, p. 2-6, 2010.

STETTLER, K. et al. Specificity, cross-reactivity and function of antibodies elicited by
Zika virus infection. Science, v. 8505, n. July, p. 1-9, 2016.

TAKHAMPUNYA, R.; PADMANABHAN, R.; UBOL, S. Antiviral action of nitric oxide on
dengue virus type 2 replication. Journal of General Virology, v. 87, n. 10, p. 3003-3011,
2006.

TAPPE, D. et al. Cytokine kinetics of Zika virus-infected patients from acute to
reconvalescent phase. Medical Microbiology and Immunology, v. 205, n. 3, p. 269-273, 2016.

VENTURA, C. V. et al. Zika virus in Brazil and macular atrophy in a child with
microcephaly. The Lancet, v. 387, n. 10015, p. 228, 2016.

VON GIESEN, H.-J. Neurotropic Viral Infections. [s.l: s.n.]. v. 66

WAHALA, W. M. P. B.; DE SILVA, A. M. The human antibody response to dengue virus
infection. Viruses, v. 3, n. 12, p. 2374-2395, 2011.

WHO. Dengue: guidelines for diagnosis, treatment, prevention, and control. Special
Programme for Research and Training in Tropical Diseases, p. 147, 2009a.

WHO. Dengue: guidelines for diagnosis, treatment, prevention, and control. Special
Programme for Research and Training in Tropical Diseases, p. X, 147, 2009b.

WHO. Global Strategy for Dengue Prevention and Control 2012-2020. World Health
Organiszation, p. 43, 2012.

WHO. Zika virus outbreaks in the Americas. Releve epidemiologique hebdomadaire /
Section d’hygiene du Secretariat de la Societe des Nations = Weekly epidemiological
record / Health Section of the Secretariat of the League of Nations, v. 90, n. 45, p. 609—
610, 2015.

WHO. Weekly Epidemiological Report. WHO, v. 30, n. 30, p. 349-364, 2016.
WHO. WHO Situation report Zika virus. n. FEBRUARY, p. 1-6, 2017.

WONG, P. S. J. et al. Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse): A Potential Vector of Zika
Virus in Singapore. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 7, n. 8, p. 1-5, 2013.

XIE, X. et al. Two Distinct Sets of NS2A Molecules Are Responsible for Dengue Virus
RNA Synthesis and Virion Assembly. Journal of virology, v. 89, n. 2, p. 1298-313, 2015.

XIE, X.; SHAN, C.; SHI, P.-Y. Restriction of Zika Virus by Host Innate Immunity. Cell
Host & Microbe, v. 19, n. 5, p. 566-567, 2016.

YU, I. et al. Structure of the Immature Dengue Virus at Low pH Primes Proteolytic
Maturation. Science, v. 319, n. 5871, p. 1834-1837, 2008.



133

ZAMMARCHI, L. et al. Zika virus infections imported to Italy: Clinical, immunological
and virological findings, and public health implications. Journal of Clinical Virology, v. 63,
p. 32-35, 2015.

ZANLUCA, C. et al. First report of autochthonous transmission of Zika virus in Brazil.
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 110, n. 4, p. 569-572, 2015.

ZHANG, Y. et al. Structures of immature flavivirus particles. EMBO Journal, v. 22, n. 11,
p. 2604-2613, 2003.

ZHOU, K. et al. Molecular and cellular insights into Zika virus-related neuropathies.
Journal of NeuroVirology, v. 2016, p. 1-6, 2017.



ANEXOS

Anexo | - Licenga LW-7/16

Mevrden ca Saude

FIOCAUZ
§ 1 uncacho Osmaiss Crur

h

Comizsso de ftica

Vengranshnos de Pancgise o ne Use d¢ An

Laboratonos de Reterdnsa

LICENCA LW-7H6

Certificamos gue 0 protocolo (P-7/154), intitulado “Resposta imune a dengue virus em modelo
murino”, sob a responsabilidade de MARCO ANTONIO DA SILVA CAMPOS, atende ao disposto na Lel
1179408, que dispde sobre 0 Uso Clentifico No uso de animais, inclusive #0s principios da Sociedade
Brasiicira de Citncia em Animais de Laboratono (SBCAL). A refenda hicenga ndo exime a observincia
das Lois ¢ domais exigincias logais na vasta logislagdo nacional.

Esta Bcenga tem validade até 20002/2020 ¢ inchud 0 uso total de :

Mus muscuivs
- 88 Machos de CSTOLN, idade: T Semanals), Peso: 20,0000

Mus muscolus
« 88 Machos de 129 TRIF, idade: 7 Semana(s), Peso: 20,0000,

Mus musculus
« 88 Machos de MYDJ., Idade: 7 Semana(s), Peso: 20,0000,

Mus muscuius
« 58 Machos de TLR2ZTLRS KO, idade: 7 Semana(s), Peso: 20,0000 Grama(s).

Mys muscolus
« 88 Machos de 129 Svity, idade: 7 Semanal(s), Peso: 20,0000,

Rio de Janeiro, 29 de fevereiro de

Octavio Augusto Franga Presgrave M

Coordenador da CEUA ¢.
T
Mol Ty |03 L

SAPE ot

Comaato e F1oa o Lo oo Avmas
Vios grewdircs oo Mesg.as ¢ Ladoriisce o Mefwriros - Fundeghs Orasn Owe
As Brand 403 - Peto oo Eapavals - sl 200 - Mergueton - Rig 08 ne s/ RY
Toetore (21) 2000 9127 soal oo fomus b

134



135

Anexo Il - Licenca LW-33/16

Ministério da Sadde

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz .
Comissdo de Etica

Vice-presidéncia de Pesquisa e Gy
b ot 9 no Uso de Animais

Laboratérios de Referéncia

LICENGA LW-33/16

Certificamos que o protocolo (P-15/16-5), intitulado "Estudo da resposta imune inata contra
Zika virus em modelo murino”, sob a responsabilidade de MARCO ANTONIO DA SILVA CAMPOS, atende ao
disposto na Lei 11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos
principios da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). A referida licenca
nao exime a observancia das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislacéo nacional.
Esta licenga tem validade até 28/11/2020 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 88 Machos de C57BL/6, Idade: 6 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 88 Machos de 129 Sv/Ev, Idade: 6 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 88 Machos de 129 TRIF, Idade: 6 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 88 Machos de MYD-/-, Idade: 6 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 88 Machos de TLR2/TLR9 KO, Idade: 6 Semana(s), Peso: 18,0000 Grama(s).

Mus musculus
- 88 Machos de B6. 129 P2 - Nos2, Idade: 6 Semana(s), Peso: 18,0000.

Rio de Janeiro, 28 de novembro di

F— A & 7\\)
Octavio Augusto Franga Presgrave
Coordenador da CEUA

p ¥, Prosg®®

octavio P
coorde
cE\JNF‘°°55'sio | 4! (P

S\APE

Comiss&o de Etica no Uso de Animais
Vice-presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia - Fundag&o Oswaldo Cruz
Av. Brasil, 4036 - Prédio da Expanséo - sala 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro / RJ
Telefone: (21) 3882.9121  e-mail: ceua@fiocruz.br



136

Anexo I11 - Participacdo em Artigos Cientificos



Lucinda o al. Virokogy Journal {2017) 1437

DO 101 186/51 298501 7-06 52 Vil"ﬂ|ﬂgyj aum al

RESEARCH Open Access

Dendritic cells, macrophages, NK and CD8* T W
lymphocytes play pivotal roles in controlling

HSV-1 in the trigeminal ganglia by

producing IL1-beta, iNOS and granzyme B

Matdlia Ludinda', Maria Marta Figueiredo’, Natilia Lima Pessca’, Beatriz Senra Ahares da Sha Santos,
Graciela Kunrath Lima®, Arthur Molinar Freites, Alsandre Magalhdes Vieira Machade', Erma Geessien Kioon®,
Lis Ribeira do Valle Antonell* and Marco Antdnio Campos' 3

Abstract

Badeground: Herpes simplex vine type 1 (H3V-1) cause not anly mild symptoms but also blindness and
encephalitis It was previously shown that the immune response against H3V-1 ocours mainly in the trigemiral
ganglia (TG) and that TolHike receptors 2 and 9 (TLR2/45) are important in mediating this resporse it was ako
demonstrated that INOS {nitric axide synthase) and intedeukin 1 beta (L-15) play an essential ole in the deferse
against HSW-1 infection_ Importantly, the present work aimed to identify the primany cdlls responsble for iINOS and
IL-1f production and search for other important molecules and cdls that might or might not depend aon TLR29
receptors to mediate the immune resporse against HAV-1.

Methods: C5PEL (wild type, WT) and TLR2/9™ mike wes infacted by the intranasal route with HSV-1 (1= 10F pfu).
Cells were obtained fram the TG and spleen tissues and the profile of immun e cells was determined by flow cytometry
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mezsured by Gytometric Bead Aray {CBA) in the TG, splean and lung. Bxpression af type | intefenons {IFks),
interleukins (L) 5 and 14 IL-15 and garzyme B were quantified by real time PCR

Results: The resubts indicate that dendiitic cells {DCs) and monooytesmacophages (Mo/Mé) were the main sources of
IL-1f and iNOE, respectivaly, which, together with type | IFMs, were esential for the imimiune response against H-1.
Additionally, we showed that granzyme B produced by CO8* T and MK lympho oetes and MCP-1 were also impartant
for this immune respanse. Moeover, our data indicate that the robust production of MCP-1 and grareyme B i either
TLRHndependent or down regulated by TLRs and ooours in the TG of TIR2A™ ™ infected mice

Condusion: Taken togather, our data provide strong evidence that the responses mediated by DCs, Mo/bg, NEand
(08" T ymphocytes through IL-1, INOS and grareyme B production, respectivaly, together with the production of
type | IFM earky in the infection, are cudal to hast deferse against H3W-1.

Keywords: Herpes simplex virus 1, Innate immunity, Dendritic cells, Macophages, (D8 T ymphocytes, TLRs, Murine
miade, Neumpathogeness, Encephalitis
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Background

Herpes simplex virus type 1 (H5V-1) usually causses mid
climcal symptons sich as herpes lablalis, but in Beo-
nates and immunocompromised individuals, HSV-1
could lead to severe ophthalmic and neurclogc lesions,
culminating in blindness, encephalitis or even death [1].
HEWV-1 establishes a lifelong latent infection in peurorsl
celk, predominantly in trigeminal ganglia (TG) [2]. The
innate immune eponse & genersted mainly theough
pattermn recognition receptors (PRRs), such a Toll-like
receptors (TLRs), which are capable of mcognizing
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) [3].
Studies have shown that deficiency in some TLRs and
their transducers, such as MyD88 (myeloid differenti-
atlon pAmary response B8) and TRIF (TIR-domain-
containing adapter-inducing intedferon-f), can result
in encephalits and host death [4-9]. Infectiows agent
recognition activates TLR-sigraling pathways, which
culmirate in pro-inflammatory cytokine prodection
[3 10, 11]. Amaong these oytokines, type | interderons
(IFMs) {maainly [FN-x and [FN-f) play an important mole
in the innate response to HSV-1, since they stimulate the
expression of many interferon-stimulated genes This
stimushs tion results in the production of cytokines, such a5
imtedeukin 1 beta (IL-1B), tumor necrsks fsctor alpha
(THF-a), [FN-y and some chemokines, that lead to the -
cruitment of inmate immune cells to the local site of infec-
tion, ending ultimately in acthaton of the adaptive
response and infection control [12-16]. The main cells e
sponsible for this coordinated immune egponse aginst
HEV-1 are matural killer (MK), denddtic (M) and T cells,
mainly CDE™ lymphocytes [10, 11].

Thus, to study the immune response triggered by this
herpesvirus, we used the intamasal model of infecton.
This rowte of infection was an altermative to the labial in-
fection since this method cased ledons in the oral epithe-
liwrn that resulted, uldmately, in cannibalism among the
animals. As the TG innervates extensive aras of the face
(through branches of the ophthalmic, mexillary and
mandibulbar nerves), induding the oral and msl egon
[17-19, this model of infecton maintain the mute of
HEWV-1 infection and does not cavse teane lesions.

Previows studies from our group showed that the TG,
but ot the brain, seem to be the local dte where an effi-
clent immune response against HSV-1 ocours [6, & 9]
We used the HSV-1 strain EK, which was isolated from
a human case of recurrent oral % with blisters.
C57BL/6 intranasally infected with pfu of this strain
show mild sigrs of infection (fur loss and snout edema)
by the 4% and 5 day after infection. CS7BL/G mice kave
a momality rate of only 10% while TLR2/%™ mice have
a 100% mortality rate between the 5= and 8% day after
infection with signs of encephalitis (prostration, ruffled
fusr, hurched posture, and posterior paw paralyeis) [6, 8.
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Analyai of the kinetics of vieal meplication as well a of
some cytokines expression in the TG of C57HL% ani-
mak revesled that on the 5% day post infection (5 dpl)
there are peaks of virus muliplication and also of some
plvotal evtokines exprestion for an effident immune re-
sponse [8]. These peaks are subsequently accompanied
by a decresse in viral mplication sz well & in the lewk
of oytokines. Additionally, no viral particles were de-
tected in the brairs of these animals, dhowing that they
can control the infection in the TG, not developing en-
cephalitis [B]. For this reason in our mode]l of intranasal
infection we have chosen the 5% day to study the im-
mune response, dnce, it seems to be the “key” day to
control virus in the TG of C57TBLG animals in this
model. Thus, immune response analyzes in TLR2/4-
animals were alko pedformed on this day as they begin-
ning to die after the 5™ day, which suggests that this day
is important for the infection outoome. Moreover it was
demonsirated that the adapior molecule MyDER or the
TLE2 and TLRY mceptors together are crucial to host
survival, since mice deficient in these molecules suc-
cumb to HS5V-1 infecton with encephalitis, whemas
wild-type (WT) C57BLMG mice can control the infection
and survive [B, 9]. We have ako demongtmted the im-
porant mle of macrophages (M) as INOS producers in
host defense against HSV-1 [6].

Here, the present work almed to further study the im-
mine response againg HSV-1 by identifying the organs
and cells regponsible for produdng iIMOS, [L-1f and gran-
zyme B in WT mice together with the early produc-
ton of type | [FN, and comparing them to the
response in TLRZS™™ mice to identify which molecules
are dependent on TLR2 and TLRY recepiors together and

looking for other important organs and molecules in the
HEWV-1 immune response.

Methods

Vero cells

For virus replication and titration, Vero cells { ATOC) were
maaintained in Dubecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) (Signna) supplemented with 5% hest- imctivated
fetal bovine serum (FBS) (Cultilsh, Brazil) and antibictics
at 5% COx and 37 C.

Virus replication and purification

Cell culture flasks containing cells at 80% confluence
were infected with HEV-1, strain EK [20], which was iso-
lated from a human case of recurrent oral hempes with
blisters, at a multplicity of infection (muei) of 0.1, After
virss adsorption for 1 h in DMEM, the cells were main-
tained for 2 days in DMEM supplemented with 2% FBS.
Purification of inkectious virus particdes was performed
by collecting the supernatant of infected Vero cells. The
supernatants were precipitated by dripping a satursted
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ammoniom ailfate soluton to vield an ammoniom sul-
fate concentration of 80% in the final volume of the mix-
ture. This step occumred on ice under agitation The
mixture was then centrfuged at 10415 =g at 4 T for
3 mdn. The precipitate was dissolved in 5 mL of 10 mM
Tris-HCL pH 84, and centrifuged in a sucrose gradient
(36%) in an utmcentrifisge at 36320 =g at 4 °C for 2 b
The supematants were carefully removed and the pellet
was dissolved in Tris-HC 10 mM, pH 8200

Animals

The mowse colonies and all expedmental procedures were
pedformed according to the institwtionsl animal care and
use guidelines from CPgRE/FIOCRUZ The project was
approved by the Ethics Committee in Animal Exgpe dmen -
tation (CEUA fom CPgRE/FIOCEUZ LWa11 and LW-
20/15). TLR2 and TLRS knockout mice (TLR2A') were
obtained by crossng TLRZ™ and TLRY ™ mice (both
generated at Osmka University, Japan) at the National
I mstitut e of Health (NTH, USA) and by backerossing them
to the (57BL/6 background for eight genemtions These
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mubce were kind gifte of Shimso Akim and Alan Sheg re-
spectively. The C57BL/6 mice used as wild-type (WT)
controls were obtained Fom the Centro de Pesquisas
René Rachou, Oswaldo Cne Foundstion (CPgRE/FIO-
CRUY) (Belo Hortmonte, Minas Gerais, Brazil), where all
of the mice were maintained in a pathogen-free barcier
emimnment. Sb- to 10-wesk-old male mice were anes-
thetized with ketamine and xylazine. The mice were int -
nasally infected with 1 x 10° plague-forming units (pw)
of purified H5V-1 a8 described previoudy [21]. The con-
tral mice were administered phosphatebufered saline
(PES). In the experiments in Figs. 1, 2b-c. 34, 6, 7, 8 and
9, the mice were euthanized 5 days after inlection, because
a previowsly performed kinetic amalysis of viral growth
and the cytokine response showed that the peak of vires
and cytokine levels oocurred on the Sth day after infection
when this mult plicity of infection was used [8].

Intraperitoneal macrophages
Thioghycolate-elicited peritonesl macrophages were obtained
foom elther (57BL& or TLR2M™" mice by peribonesl
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washing. Adherent peritoneal macrophages were cul-
tured in &-well plates in an atmosphere with 5% COy
at 37 “Cin DMEM supplemented with 5% FBS and antibi-
otics A group of wells were infected with HSV-1 at a mod
of 1. A scond group was used & a control and did not
recetve any stimules. All wells were then acthated with
sub-optimal concentration of murdne [FN-y (20 UimL) At
different time points (24, 48 and 72 h post infection), the
cells were harvested, and the supe matant was collected and
homogenized in TREzol Reagent ([nvitrogen) for RMA o
lation and subsequent reverse transcrption (ET) rescthon

RMA extraction and reverse transcription

Five days post infection, for the TG and spleen, and 3hs
and 24hs post infection, for the lung tksses, were
aseptically collected, homogenized in TREol (Thermo
Fisher Scientific. USA) and stored at -70 T undl
EMA extraction. BEMA extraction was performed ac-
cording to the procedures provided by the manufc-
turer of TRIzol meagent Total ENA was treated with
DNas (Promega, USA) and subjected to a RT reac-
ton that used M-MLV erzyme (Promega, USA) ac-
cording to the manufscturers instructions.
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Ag 3 Monocyteymarmphoges e the mam INCE producess in the TG of CSTELE mice duing H&-1 nfecton. Groups of somice wees infisciesd
wigh 106 pfu. HAM v Fe inferesl oue and, on #e 80 day past infecfion, mice were sufanged, and TGand spieen ool suspersions prepeesd
for cyiometry andyses. a Frequendes of IN) speoducing mydioid cdl populations (C045*(D3C0N15%) wishin the ve leuksooye popul@on b
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menrs+ EM " p <005 ™ p < 000 and ™™ p < G001
.

Quantitative PCR (gPCR)

qPCRs were perfomed to measire mBEMNA expression in
the TG, lung. spleen tssves and peritoneal macrophages.
The reactions were performed with SYBR Green PCR
Master Mix [(Applied Biosystems, USA) in a 7500 real-
tme PCR System (Applied Biosystems, UUSA). Amplifics-
ton was peribrmed with SYBR Green PCR Master Mix
ugng the following conditions: %5 “C for 10 min,
followed by 50 two-step cydes of 95 “C for 15 s and 60 *
C for 1 min and a fimel dissocistion stage. The gPCR
was performed with oligonudectide primer pairs specific
for the coding region of hypoxanthine-guanine phos-
phorbosylransirae (HPRT) (forward: 5-GTT GGA
TAC AGGE CCA GAC TTT GTT G-3 mveme 5-GAT
TCA ACT TGC GCT CAT CTT AGG C-3%) granzyme
B (GREAD) (forvand: 5°-ACT TTC GAT CAA GGA TCA
GCAS mwme 5-GGC COC CAA AGT GAC ATT
TAT T-3); IL-10 (forward 5-GGT TGC CAA GOC
TTA TOG GA-3 reverse 5-ACC TGC TCC ACT GOC
TTG CT-3); IL-5 (forward: 5-ACA GTG GTG AAA
GAG ACC TT-3) reverse 5-TCC AAT GCA TAG CTG
GTG ATT T-3°); chemokine (C-C matif) gand 2 (CCL-2

or MCP-1) (forward: 5-CTT CT'G GGC CTG CTG TTC
A-3 reverse: 5-0CA GCC TACTCATTG GGA TCA-3)
[22]; pro-interleukin 1 beta (pro-[L-1p) | orwand: 540GC
AGC AGC ACA TCA ACA AGA GC-3; reverse 5-TGT
CCT CAT OCT GGA AGG TCC ACG-3Y; interferon
alpha 4 ([FN-xd) (brward: 5~ ACT CAT TCT GCA ATG
ACC TCC A -3 reverse 57~ AGA GGA GGT TCC TGC
ATC ACA -3) and interferon beta (IFM-B) (forwand: 5~
CTGEEAGCAGCTGAATGGAAA-Y reverse 5-TGTCT
GCTGETGGEAGTTCAT-3'). A stndand curve was pre-
pared by serial dilution of the amplified DNA fbr each tar-
get gene. The standand curve method was ued to amalyze
the data. The mRNA levels of the taget genes were nor-
malized to the expresion of HPRT, the housekeeping
gene All reactions were done in duplicate.

Cytokine bead array analysis

MCP-1 levels were measured in TG, lung, spleen and
cervical hmph node tssues using Cytometric Bead
Array kit (CBA, BD Biosciences Pharmingen, USA) ac-
conding to the mamfacurers instroctions. The tssues
from mock infected and infected C57BL/6 and TLR2/
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4" mice were homogentzed in PBS containing pro-
tease inhibitos (Complete minl [EDTA-free], Roche,
Basel Switzerland), and the supernatanis were used
for cytokine measurements.

Isolation of TG and splenic leukocytes

Single-cell suspensons were harvested from the TG and
spleens of sbc C57BL/G and s TLR2/9™ mock-infected
(PBS) and infected (1x10% pfu) mice, 5 days after infec-
tion. TG were incubated with 2 mg/mL collagemase
(Merck-Chemicak) for 30 min in 5% 00y at 37 T
Single-cell suspensions were prepared by passing the TG
and spleen throwgh a 70-pm nylon cell strainer (BD
Biosciences). Splenocytes were then trested with ACK
lyzis buffer (BD Biosciencesy on ice for two mimstes.
Samples were suspended in complete Roswell Park
Memaortal Instinnte medinm (RPMI) and plated for flow

cytometry anmlyzis

Flow cytometry analyds of cell popul ations and
intracellular cytokine production

For flow cytometry amalysis, BD GolgiPlueg Protein Trans-
port Inhibitor (BD Biosdences, San Jose, CA) was added,
and cells were cultured for 10 b in 5% COs at 37 *C After
incubation, cells were washed with FACS buffer { PBS with
2% FBS) and stained with Acqua Live/Dead (Imvitrogen,
USA) for 10 min at 4 C for dead cell excusion. Cells
were washed and stained for surface molecules for
3 min at 4 “C, fived and permeabilized according to
the manufscturer's imstroctions (CytofixCytoperm,
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BD Hiosclences, USA) After washing, cells were lnos-
bated with antibodies against intracellular antigens for
30 min at 4°C. Cells were then washed and suspended in
200 L. of FACS buffer for oytometry amalysis, Data were
collected uang an LSR I (BD Immisnocytom etey Systems,
USA) with Diva (BD Blosciences, USA) At lesst 100000
gated events were acquired Representative FACS density
plots showing the gate strategy for the identification
of IL-1p within CD11e*MHOM® and NOS within
F4/80r gated on live CD45™ leucocytes in the trigemi-
nal ganglia and spleen from a single HSV1-infecied
wild type mouse were done an Additional file 1: Figure 51
and Additional file 2: Figure 52, respectively.

The antibody panels wsed to define the cell subpopula-
thors induded the following: anti-CD1le PE-Cy? (clone
M418), anti-F4B0 eFluor 450 (done BME), ant-CD452
Alexa Fluor 700 [done 104), anti-WNEK1L1 APC-eFluor
T80 (done PK136), anti-IL-1f pro-form APC (done
WJITEN3), antl-granzyme B PE-Cy7 (done 16G6) and
anti-perivdn FITC (done eBioOMAK-D), all purchased
from eBioscence, USA; antl-I-4/I-E biotn (done 259),
anti-CDa PE (dope 53-67) and ant-CD3%e Per(P
(clone 145-2C11) purchased from BD Pharmingen,
US4A; streptavidin Qdot 805 and ant-CDd Qdot 605
(done BM4-5), purchased from [mvtrogen, USA; ant-
CD11b Beiliant Vielet 570 (clone ML), purchased from
BioLegend, USA; and antl-INCS/MNOS Type [ FITC (done
GANCS/MNOS Type [, punchased from BD Transduction
Laborastories, USA. Data were analyred with Flow]o (Tree
Star) software. The expression of myelokd markes was ans-
lyzed after gating on CIME"CDE live cells.

Statistical analyds

The statistical aralyses were performed wsing GraphPad
Prsm 5 software for Windows (GraphPad Software, Inc.,
La Jolla, CA, USA). The sample groups were assessed by
non-parametric  or pammetric tests depending on
Kolmogorov-Smimov normality. The Mann—Whitney
test was used br nonpammetde data, and an unpaired T
test was used for pammetric data

Results

More dendritic cells and monocytes/macno phages are
present inthe TG of infected WT mice than mock-infected
WT mice, in contrast to TLR2/9™" mice

Cell population profiles in the TG and spleen of CSTBLS
6 and TLR2S™ mice were analyzed without infection
and on the 5% day of HSV-1 infection using flow eytom-
etry (Fig 1). The percentage (%) of leukneytes (CTM5T)
and myeloid cells (CD45"CDE™CD11L7) increased in the
TG of WT and TIRY/9™" mice after HSV-1 infection
(Fig. la). In the spleen, the % of myeloid celk was also
larger in the inkced groups. However the global
leukocyte % decreased in the gpleen in both groups after
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infection (Fig. la) Further amalyds of the cell profile in
the TG showed that the % of DCs and Mo/Mé was lar-
ger in infected WT mice than in mod-infected WT
mice, while there were no significant alterations in the
prmnce of these two cell types in infected and mock-
infected TLR2/9™" mice (Fig. 1b). The % of CD4” T and
CDE™ T lymphocytes present did ot difier significantly
in infected and mock-inkced WT mice, whereas these
cell populations were larger in infcted than msock-
infected TLR29™ mice In contmst, the % of NK T
cellk in the TG was smaller in inEced than mock-
infected TLR2/9'~ mice, whereas the WT mice pre-
sented no significant diference in the % of this cell
population in infected and mock-infected mice. The NE
celk in the TG presented the same profile in WT and
TLR29™"~ infected and mock-infected mice. In the spleen,
the % of DCs and CD4* T lymphocytes was soxaller in in-
fected than in mock-inEcted WT and TLR29™ mice.
The % of CDE" T lymphocytes was lower in the spleen of
infected than mock-infected TLR29'~ mice, but the pro-
file of CDE* T lymphocytes in the spleen of inkcted and
mock-inected WT mice was similar. The mumber of NE
T cells in the spleen did not change dgnificantly with the
infection of WT and TLR2/~'~ animals, although the per-
centage of NK T cells in infected WT mice was larger than
that in the TLR2/%™" mice. There were more NE cells in
infected than mock-infcted TLR2ZS ™' mice, while there
was no diference between infected and mock-infected
WT mice. Finally, in the spleen, there was a lower % of
Mo/M§ in the mock-infected mice than in the infected
WTand TLRYS™ mice.

Dendritic cells are the main producers of IL-18 in the TG
and are crudial for HSV-1 defense

The kinetics of [L-1f mRNA transcription in pedtonesl
MtfmmWTaM'ILnﬂ'Lmjﬂuream]pedhy
qPCR at different time polnts following in vitro infection
(Fig. 2a). Prior to infection, [L-1f mRNA was not de-
tected in pedtoneal Mé from either group of animals.
Following infection, Mé dedved from WT mice exhib-
ited a higher mBNA level of [L-1P 48 and 72 h post in-
fection, while the [L-1p mENA level from the TLR2/~
mice showed a slight increase with a peak at 48 h of in-
fection; however, this level was lower than that in the
WT mice and was followed by a decrease at the next
tme point These resulis showed that the absence of
TLR2 and TLEY has a strong negatve efect on [L-1p
mBENA level. This, to identify the major [L-1f-producing
cell J.n'l:heTlE:ands.]:ieuenu:if‘n.‘ﬁ'TamiTI..lt:k.“:‘i'JL meE, We
performed fow cytometry amlysik (Fig. 2b, ¢ and
Additional file 1: Figure 510 Our data showed that
the main I[L-1f response aginst infection occum in
the TG (Fig b, left and Additonal file 1: Figure 51a), &
indicated by the high % of cells producing this cytokine in
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this tissue (with no sgnificant diferential detection in the
spleen) (Fig. 2c and Additional fle 1: Figure 51b) and that
mysdold cells derived from TLRL/9™ mice were unshle
to produce this otokine, as shown by the impaired pro-
duction in the TG observed in mock-infected and infected
mice (Fig. 2, left). Since no detectable production of IL-
1P by myelokd cells was seen in the TG of TLR2Z' mice,
we peformed the aibsequently amalysis (Fig. b, dght)
only it the WT group. This, among the cell population
evaluated, it was discovered that DCs (Fig 2b, dght) are
the major cell producing IL-1f in the TG during infection.

Maonocytes/macrophages are the most important
producer of iINOS and have a pivotal role against HSV-1
To determine the pimary tisve producing iINOS, which
is essential for establishing an effident immune response
against HSV-1, a previous study from our group evalu-
ated the levels of INOS in the TG and brain of WT and
TLR/Y"" mice through gPCR and an immunofsores-
cence amay. The data suggested that INOS is expressed
in a TLR-dependent manner and identified Mo/Még as
the primary iNOS-producing cells important for mouse
survival [6]. Thus, to evaluate the produdion of iINOS
at the local and systemic lewek and identify other
types of cells producing this molecule, we checked
iMNOS production in the TG and spleen of WT and
TIR2%" mice through flow cylometry analysis
(Fig. 3a, b and Additional file 2: Figure 52).

Chur resulis showed an increase in the % of myelold
cells producing iINOS in the TG of infected WT mice;
this was unlike in TLE2/%™" mice, which exhibited no
statistically difference in the % of cells producing this
molecule dudng infection (Fig. 3a, left). On the other
hand, spleens from both WT and TLRZ/™ infected
mlce presented a reduction in the % of myelold cells
producing INOS (Fig. 3a, right). In addition, a greater
percentage of INOS-producing Mo/Mg was found in
the TG of WT mice dudng inkction compared to
TIR2A™" infcted mice (Fig. 3b and Additional file 2:
Figure 52a). The spleens from WT and TLR2/9 " infected
mce presented similar profile of Mo/Mé producng INOS
(Fig 3b and Additional file 2 Figare 53h).

Type | interferan expresson in the TG is higher in
infected than in mock-infected WT and TLR2/9™~ animals
5 days after infection

The mENA expression level of type [ [FNs durding HSV-1
infection was evaluated in the TG of WT and TLR2A™
nﬂamﬁe!"&fderlnfecﬂnnmhﬁgqm In the TG
of both the WT and TLR29™ infeeted groups, the levels
of [FNf mBMA incressed relative to their respective
control groups (Fig. 4). Nevertheless, no diference was ob-
served between WT and TLR2S™" infected mice. As the
vinus was administered intramscally and type 1 [FNs are
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generally ecpressed eadler, we alao decided to evaluate their
expression in the firg few howrs of infection in the lungs

The expression of Type |interferons inthe frst 3 and 24 h

after infection in the lung, in contrast, is higher anly in the

WT animals

The expresion of type 1 [FNs mBNA in the lungs was
measured 3 and M h after infection. The WT mice
showed an increase in IFN-f mRMNA level which reached
a higher level of expression at 24 h post infection, while
the TLEZY™" mice exhibited a marked decrease in the
mBNA level of this cytokine at this time (Fig. 5a). A simi-
lar pattern in mRNA levels was also observed for IFN-a4d
in the lungs of WT and TLRY9 infected mice (Fig. Sh).

Infected mice generate more MOP-1 in the trigeminal
ganglia and spleen than modk-infected mice

As reported previously, during HSV-1 infection, the che-
mokine MCP-1 ks overexpressed in the TG of TLR2/9"
infected mice [B]. Thus, to better understand how the
response of this protein eccurs, MCP-1 expression and
posduction in the TG, spleen and lung was evahsated.

A higher level of MCP-1 was produced in the TG and
spleen of WT infected mice mlatve to mock-infected
e, [-H_?ier production of MCP-1 was observed in the
TLRE2/9™" infected mice relative to WT infected mice
(Fig. 6a). The same production profle was observed in
the spleen (Fig. 6b). In the lung, the infected TLR2/9"
mice showed higher levels of MCP-1 than the mock-
infected TLR2/%"" mice, whereas in WT mice, there
was no diferential production of this protein (Fig. 6cl

Granzyme B is produced by CDB* T and NK lymphoc ytes

To better understand the mechanism underlying the
immune response against HSV-1, the role of granmyme
B during HSV-1 infection was also evaluated (Fig 7
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Therefore, we evalusted the mBNA lewk of ganzyme B
in the TG and spleen of WT and TLRY9™™ mice and
identified the cell types prodiscing this molecile in these
tismses during HSV-1 inkction

The mBEMNA lewel of graneyme B in the TG and spleen
of infected mice was higher than that in modk-infected
animals for both the WT and the TLRZ9™ animals, al-
though the mRMNA level in the infected TLR2/9™" mice
was mich higher than that in the WT mice (Fig. Ta)
Thus, the next step was to identify the cells responsible
for granzyme B production Although the production of
gramzyme B in the spleen of WT infeced compared to
mock infected animak oocurred distinctly only by NK
cells, this molecule was also produced by other popula-
thon of cels, though there was no statistical diference
between the mock-infcted and infcted groups (Fig 7e-f,
right). The mme was observed in the trigeminal ganglia
(Fig. Fe-f, left). In this case, the production of grareyme B
in WT animals occured mainly through NK and CD8*
cells (Fig. Te and £, left). However, in the TLR2/9" mice,
several cell types in the spleen, such as CD4*, CD8",
NE T and NK cells, produced granzyme B when we
compared infected and mock-infected mice (Fig. 7c-f
right). Furthermore, analysis of a gate containing all
granzyme B-postive cells confirmed that TG cels
from TLRE2% " mice not only show higher mRNA
levels but also produce more granzyme B than WT
mice, a5 observed for the spleen (Fig. 7bl

CDB* T lymphocytes are the main ¢l producing perforin
inthe spleen, while the perforin produced in the TG
seems to be irelevant

Furthermore, the producion of perfodn was evaluated
alter HSV-1 infection. A compadson of the infected and
mock-infected WT and TLR2S™ groups showed that
the overall production of perforin in the TG by several
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cell types (such as CD4°, COR™, NK T and MK cells) was
not statistically significant during infection (Fig. 8a-d)
However, in the spleen, CDR™ T lymphocytes from the
infected mice produced more perfoin than the mock-
infected celle. Additionally, the infected TLRZ/9™ mice
prsduced more peribin than the infected wild-type
mice (Fig 8b, dght).

TLR2/9™" mice exhibit a mix of Th1 and Th2 immune
eSO fses

Therefore, realiring that TLR2S™ mice were less of
fective in protecting against HSV-1 [8] and that they
produced les IL-1f and NS, typical molecules in the
Thl immune response, we amlyzed the mRMNA levels of
IL-10 a regulstory cytokine in the immune response
and [L-5 an important component of the Th2 immune
response, on the 5% day post infection wsing gPCR. The
infected WT mice exhibited a lower level of IL-5 mBENA
and a higher level of [L-10 mBENA than the mock-
infected WT mice but a much lower mBEMNA level of IL-
10 than the infected TLR2A™ mice.

Surprizsingly, the TIRYS™" infected mice exhibited an
excetated response with regard to these two cytokines,
indicating that a strong regulatory response was possbly
being mediated by IL-10 duve to the increased mRNA
levels of chemokines in the TLR2'9™ mice (Fig 9al.

Additlomally, a Th2-skewed response ako ocourred in
the TLR2/9™"" mice, which exhibited higher levels of
IL-5 mRNA (Fig. %b), suggesting a mixed Thl and
Th2 immune response in the TLREZ9™ mice.

Discussion

Severl studies have attempted to undestand the main
mechanisms involved in the immune egponse and iden-
tify the key components responsible for the recognition
and egablshment of an effident immune response
against HSV-1 [% 15 23-26]. Data from our group and
from other sudies have highlighted the key role of TLR2
and TLRY in the recognition and activation of the im-
mune response againgt HSV-1 infection and hove aug-
gested synergistic action of thes receptos in the
egtablishment of an effective response, since all the WT
animals survdve the infection, while all the TIR2/9~
mice die after infection [6, 8, 27, 28]. Furthermaore, our
group discovered that this immune response & mainly
localized in the TG with the important role of the
MyDEE adapter molecule along with [FN-y and iNOS
dudng infection. In the TG, after infction, a viral tran-
script and viral protein were identified [6, 8, 9]. Thus,
continuing our studies, this work attempted to extend
our knowledge of the immune resporse against HSV-1
by identifying the immune cells involved and the
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milecules produced a5 a result of their activation to ob-
tain an effective response.

We showed that the % of Mo/Mg and DCs are higher
in the TG of inEced than mock-infected WT mice
(Fig. 1b), which differs from what ocoers in TLR2Z/9
mice. These leukocytes are important components of the
innate immune system a8 they play a crocial role in act-
vating the antiviral cell-mediated immune response and
akko in producng important immune medistors [29-31].
Durdng HSV-1 pamary infection they act limiting viral
replication and muaintaining the latency state but also,
activating the adaptive immune response [33]. Macoo-
phages are especially important in phagocyte infected
and apoptotic cells but also through the release of
pro-inflammatory covtokines, 2 well a8 other immune
mediators such as nitrie odde [33, 34]. Dendritic
cells, in turn, are crucal for antigen presentation and,

thus, trigger the adaptive immune response as was
prevously reported [35-38].

Furthermore, we showed that both the IL-1f mRMNA
[8] and protein level (Fig. 2b) are higher in the TG of in-
fected than mock-infected WT mice. There was a drastic
decrease in [L-1f in TIR2%™" mice (Fig. 2b). This
shows that [L-1f production is probably not down mod-
ulsted by viml posttmmscriptiona modification, since
H5V-1 is a complex virus with several evasion mechs-
nigms, induding inhibition of the tmmshiton of host
proteins [39-41]. Importanty, it was discovered that
among the studied cells, DCs in the TG of WT mice
were the major cek producing IL-1f (Fig 2b and
Additioral file 1: Figure S1a). As IL-1p is a cytokine with
a muajor role to inltate the inflammatory process after an
infection [42—44]. this was also showed during the HSV-
1 infection Likewise, previous studies revealed that IL-
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1p deficlency is lethal to mice and demonstrated its im-
porant mle in repairing pathological insults due to
HEV-1 imfection within the central nervous system [45, 46].
In TLRYS " mice the decreased [L-10 level could be ane
of the reasons for their highly mortalivy [§].

Zolini and collabomstom (2014) [6) in additon to
highlighting the TLR-dependence, showed that macrophages
are the producers of iNOS, an important host defense

protein [47, 48] in the TG. We confimed that Mo/
M were the primary INOS-producing cells (Fig. 3a b
and Additional file 2: Figure 53) in the TG and that D
were not good producers of INOS. Other studies hove alko
highlighted the important mle of this mdecule in host
deferme and indicate Mg as the main source, which iz in
lire with owr results [33, 34, 49, 500. In other words, [L-1p
together with iNOS is emential in mediating the local
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(TG): but not systemic (spleen), inumune response agalnet
HSV-1 Additorally, these two molecules are TLR2S
dependent, as TLR24™" mice produce them at low levels
(Figs 2 and 3), and, in contrast to WT mice, these mice
died after infection [8).

[FN-P transcript, however, i detected in both WT and
TLR2/%"~ mice in the TG on the 5% day afier infection
(Fig. 4), indicating that this response seems to be TLR-
independent However, at the beginning of the infection,
the type [ [FN ([FN-a and [FN-f) mEMNA levels in the
lung of WT mice were higher than those in the infected
TLR2'S™ mice (Fig 5, b). As the esponse of these op-
tokines oocurs early during a viral infection, their mRNA
levels were down regulated in the lungs of TLR2/™
mice in the first hous after intramasal infection In other
studies [32, 51-54] it was demonstrated that type I [FNs
certainly play an essental role in the immune response
in restricting viml infections and shaping the adaptive
immune response

Down regulation of the levels of IL-1f and NOS in
TG occurs simultaneously with overespresion of other
molecules as MCP-1 and grareyme B in TLR2A™ in-
fected mice. The increase in MCP-1 mRNA levels after
HS5V-1 infection was aleeady observed in the TG of
TLR2/9™ mice in our previous sudy [B]; howewver, in
the present work, the increase in MCP-1 was conflrmed
atthe protein level in the TG and gpleen 2 well (Fig. 6a, b
Thus, MCP-1 seems not to depend on TLREs to be
expresmed produced. Alternatively, MCP-1 down regulstion
could depend on these receptors, since its mBEMNA and
protein levels ame higher in TLRE2A™™ mice than WT
mice after infecton As MCP-1 attracts monocytes,
basophils, NK and T cells, its presence at these initial
sites of HSV-1 infection could play a mle in preventing
the spread of vires to neighboring tesues [55, but these
cells in TLRYO™ mice lack functioral TLR2 and TLRS,
resulting in nonfinctionl celk and in a nonfinctional

immune response. Several studies hove highlighted the
relevance of MCP-1 in mediating the immune esgponse
against HSV-1, however its exactly role & not yet com-
pletely understood [25, 56-59].

Since our previous studies have indicated the import-
ance of [FN-y-producing CD8™ T cells in the control of
HEV-1 infection in WT mice [8], we decided to evaluate
the role of the grareyme B and perfordn molecules and
identify the poimary cellk produecing these molecules.
Motably, grarzyme B (2 serine protease) and perforin (a
pore-forming protein) are important components of the
immune esponse, as they confer the cytotoxe activity
of MK cells and CDE™ T lymphocytes [60—62]. Moeover,
these maolecules, when relessed within the target cell,
camse DNA fragmentation and rapid kss of membrane
integrity, leading to cell apoptosis and, consequently,
viral clearance [63 64]. It was shown that granzyme B
mBRNA levek in the TG and spleen of infected WT mice
were higher than those in mock-infected animals
(Fig. 7a). The TLR2/9™" infected mice slso showed a
higher mRNA level of grameyme B than modk-infected
mulce and even a higher level than the WT mice. Thus,
this high level of grarzyme B in TIR2/9™" mice to-
gether with lower produection of IL-1p and INCS is not
sufficent to contml the infection, resalting in mortality
(as reported in [B]). [t was shown that among the studied
cells, NK and CD8™ T cells are the major cells pooducing
grarzyme B in the T'G, while in the spleen only the NK
cells produced it (Fig Ve, f). In TLR29™" mice TG large
amount of gramzyme B was produced by NK T NK
and CD8™ cells after infection (Fg. Te, e-f). The produc-
tlonnf_#m.nzpne B by NK T cell from the spleen of
TLE2A™ ™ mice was even higher than that observed in the
WT mice (Fig. 7c). In a more general analysie of the
number of leukocytes producing gramzyme B in the
TG and spleen in the WT and TIRLO™" infected
mice, the production of gmmyme B was higher in
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the TLR2W- mice than in the WT mice (Fig. 7h).
Thus, in the WT infected mice, grareyme B could be
mediating cell cytotoxie activity, regulating the im-
mune response and intedering in HSV-1 reactivation
in the TG, as previowsly evidenced in other studies
[61, 65-67]. In contrast, in the infected TLR2/9'-
miice, the high level of granzyme B could be contreib-
uting to an exacerbated immune response and the
pathogenesis of the infection, contdbuting to amnimal
death [68]. However, the megulation of perforin & dif-
ferent, with consistent basml production by all tested
cells (CD47°, CD8™, NK T and NK cells) in the TG of
mock-infected WT mice (Fig. Ba-d left) This was
abo observed in the TG of TLRZ/Y" mice (Fig. 8a-
d, left). Howewver, in the spleen, pedodn was differen-
tially produced by CDE" T cells, which exhibited an
increased % of pedorin-positive cells afier HSV-1 in-
fection in both WT and TLR29" mice (Fig. 8h,
right). Thus, in the TG of WT mice, the basal lewels
of pedorin seemed to be sufficient for its role in me-
disting cytotoccity activity [63, 69 70 or if the release of
granzyme B ocours in a perforin-independent manner,
it would not be necessrily functional [63, 71, 72
However, in the TLR2/%~ mice, perforin possibly
was not acting in viral clearance but contributing to
the immunopathogenesis of infection, as previowsly
described [63, 73, T4].

Another remarkable finding was that the [L-10 mENA
levels, which plays an important mle in controlling the
levels of pro-inflammatory cytokines [75-77] were
higher in the TG of both WT and TLR2/4™" mice after
HSV-1 infection (Fig %a). The mBRNA levels were even
higher in the TLRE2%" mice than in the WT mice.
Thus, IL-10 does not seem to depend on TLRs to in-
crease fis mRNA lewvels, or perhaps down regulation i
TIR dependent Durdng HSV-1 infections, [L-10 was
shown to control the production of immune medistos
by microglial cellk and corneal immunopathology in
stromal keratitis [F8—80]. Thus, the high levels of IL-10
mRNA observed in the TG of TLRZ9™ mice could be
an attempt to control the excerbated immune response
trigrered by the celk that were attracted by the high
levels of MCP-1, whereas in the WT mice, iis expression
could be sufficient to control the immune response tog-
gered by HSV-1. Surprisingly, increased levels of IL-5
mRNAs were observed in the TG of infected compared
to mock-infected TLR2/9™" mice and alko compared to
WT infected mice (Fig. %b). [L-5 s an important compo-
nent of the Thl immune response that is known to act
not anly in response to extracellular parasites and aller-
gens but ako in maintaining metabolic homeostasis and
tiszpe repair [£1, 82]. Type 2 immune responies are alko
known to play a egulstory role in lmdting type 1 im-
mune responses and the extent of its damage, s well
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[83]. IL-5 produced pamarily by T helper type 2 celk
and magt celk, induces B cell differentiation into
antibody-produdng cellk and enbances the prolifesston
and diferentistion of ecdnophis [84, 85]. However, the
production of [L-5 during an immsne response can alio
lead to tissue damage, mainly through the excess activity
of ecsinophis [86, £7]. Therefore, the high [L-5 mRNA
levels in the TG of TLR2/% inkcted mice could be
contrlbuting to their inefective inmune e one

Conclusions

Altogether, this work has highlighted, among the studied
cells, the main cells (DCs, Mo/Mg, CD8* T lymphe-
cytes) that produce the molecules (IL-1f INOS, gran-
zyme B) in the key organ (TG) of the body that contmls
the immune response againet HSV-1. Additiorally, it
was shown that, very early afier infection, type | IFNs
(IFN-a and [FN-§) are expressed by cells in vires-in-
fected thae and, also, that MCP-1 chensokine showed to
be important in the HSV-1 mesponse, since it attacts the
immune cells to the site of inkction Beyond uncovering
meare knowledge about the host response to HSV-1, these
data could help sclentists develop eficient vaccines, treat-
ments or disgnostic and prognostic approsches for
HEW-1.
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Abstract

The immunomodula iory properties of lipop hogph oglycans (LPG) from New World spedes
of Ledshmania have been assessed in Ledsmania infandum and Ledshmania bazlensis, the
causafive agents of visceral and cutaneous leishmaniasis, resp ective ly. This ghycoconju-
gate is highly polymorphic among species with variafion in sugars that branch off the con-
sened Gal(p1,4)Man{al POy backbone of repeat units. Here, the immunomodulatory
activity of LPGs from Leizhmanis amazonensiz, the causa five sgent of diffuse cutaneous
leishmanizsis, was evaluated in two strains from Brazil. One strain (PHE) wa s onginally iso-
lated fromthe sand fiy and the other (Joseis) was isolated froma human case. The ability of
purified LPGs from both sirains was imve stigate d during in viro intera ction with pe fioneal
muring macrop hages and CHO cells and in vivo infection with Lutzomyila migomed. In perito-
neal murine macrophages, the LP Gs from both strains activated TLR4. Both LPG s equally
activate MAPKs and fhe NF-+E8 inhibiior p-kBa, but were notable 1o translocate NMFxB. in
vivo experiments with sand flies showed that both stains were able o sustain infection in L.
migona . A preliminary biochemical analysis indicates intraspedes variation in the LPG
sugar moieties. However, they did not resultin different acthation profiles of the innate
immun & gysiem. Also those polymorphisms did not a fiect inde ctivity 1o the sand fiy.
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pmrton o hemns et Author Summary
_h_'_-‘h"_'““'-"m Leishmania amazomensis, a member of the Lefshmania merioma complex, is the causative
hat o compeling nonss edst agent of lncal red cutaneous leish maniass (LCL) and anergle diffiise cuta neous ledmani-

asis (ADCL) [1,2]. 1t is widely distributed th moughowt the Amamen basin, where it infects a
wide range of terrestrial rodents and, less frequently, maraipials ls main vector & Lutzs-
miyia floviscutelata (Diptera Paychodidae ) widely distributed in South America and a
recent study has predicied its expansion towards South of Brazil [3] Moreover, Lutzoniyia
wiigorei { Franca, 1920) can aluo harbor the infection of this species [4.5]. Although its
tra s stion o man is very uncemman, L # triggers an incurable and disemni-
it dorin of cutaneos leidh mandass [2,6]. H et o the echan i Dol ved
in L amazomensts pathogenesisam still unknown, especially those related to surface mole-
cules. Glycoconjugates have been exdensively characterized as important for the establish-
meenit of infection as they protect the parasite From the early sction of the host immune
system and therefore acting as imasive/evasive sirategies. Consequently, we here present
the role of lipophoaphoglvean (LPG) of L amaronensds in the intersction with vertebrate
and invertebrate hosts

Introduction

Thee incaj e el siaefiace g hvoood) g te of Leishmigrnia i the Bpophosplglvean (LPG), inpli-
cated ina wide range of functions, both in vertebrate and invertebrate hosts [7]. In the inverte-
brate host, LPG variations are importani for Leshmaria specific ity to the sand fy [£], where
attachment of the paratite to 3 midget receptorisa crucial event [4). In the vertebrate host, the
main functions of this vindence factor during the eadier steps ofinfection indude: protect the
parasite from complement - me disted lysis, sttachment and entry into macnphages [ 10], able to
inhibit phagal yosomal fusion [11], modulation of aitric oxide (NO) production [12] and inhi-
bitiodn of protein kirase C (PKC) [13]. Interestingly, altwigh L miajor LPG mtants (gl )
wene highly susceptible to complement mediated lysis, they werne able toinvade macrophages
reinfione ing the mle of other molecules and the host defenses during the interaction [11].

Many functions have been attrbuted to L. amaronensds LPG inchsding induction of neutno-
phil exiracellular traps (NETs) [14], induction of protein kinase B (PER) [15], tiggering and
killiseg ofthe parasite via Leukatriene Ba (LTB4) [16). Althoisgh L armidzmenss LPG is i
tant in many sbeps of host infection, its role during the interaction with macrophages and sand
flies remains unkoown

LPG strue bures have been deseribed for several dermotropic and viscerotmopic Lew krtnia
[17-25) LPGs have a conserved glycan core reglon of Gal{al 6)Gal (01 3)Gald M ,3)[Gle{ul)-
PO Mans (o 1,3 )M an (614 )- GleM e ) linked 1o & 1-0-alloyl -2 -Tiso-phos phatidyl inositol
anchor, The salient feature of LPG is another conserved domain consisting of the Gal(p1.4)
Man{ el }- POy, backbone of repeat units {n = ~15-30). The distingu ishing feature of LPGs thai
is respon sible for the poly morphisms among Leishmania spp. i vadable sugar composition
and sequence of branching sug s attached to the repeat units and cap structure [27]. Por
example, the LP'G of Leshmania mapr (Friedlin) has B-1.3 galsctosyl side-chaing, often termi-
e with arabinose, whereas the LPGs of Lashmanin dorovan i { Moogi) and L. infan fm
(PP75 aind BH46 straing) poddess - glucodes in their repeal wnits [17,20,24). However, tere is
10 avaiks He information on the degree of vaabiity in the LPG struscture o L amasonenss.

The L. major LPG was identified a5 potent agonist of Toll-like receptor 2 {TLREZ) in human
rotural keiller (WEC) ce s and murine mac ophages, tiggering the prodisction of THNE o and
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IFMN -y throwegh MyD88 [2829]. Recently, the LPGs of two New World species (L. infintum
and Letshmania braziliensi) differentially activated TLR2. In thiscase, L. braziliensis LPG was:
maore pro-inflammstony being shle to induce the tramsboca tion of ME- kB o the mueclews [30].

As 3 part of a wider project on the ghroobiology of New World species of Laishmuarnia, we
evalisated the role of L amigsmmends LPGs (PHS and Jodefs straing) durng the inters clion with
host cells and the sand fy L. migoner. The present study might help to improve our under-
standing on the immu ne modulation medisted by glycoconjegates of L. amazonensis, the etio-
logical agent of diffisse cutaneows leishmanissis | DCL).

Materials and Methods

Ethics statemeant

The animals were kept in the Animal Facility of the Centro de Pesquisas René Rachow/FI0-
CRUZ Allanimals were handled in strict acoordance with animal practice as defined by Inter-
ma] Ethics Commitiee in Animal Experimentation (CEUA) of Funds¢io Oswaldo Croe
{FIOCRUE), Belo Horteomte, Minas Gerais (MG), Beazil {Protocel P-82/11-4). This protecol
followed the guldelines of COMCEA/MCT, the mdd i ethies comadittes of Brasil Kiaode-
ot mice handling protocel was approved by the National Commission of Biosafety (CTNBig)
{pﬂnm]mummva.fzm-lﬁi

Parasites, growth curves, and molecular typing

World Health Organ iration Reference straing of L amazomenss (IFLA/BRS 1967 /PHE and
MHOM/BR/75/Josefa) were used. The PHS sirain was odginally solsted from the sand fly L.
Slrvseutelata froom Pard State, Brawil, and the Josefa sirain was isolsted foom 3 human cae
frovmn Bahia State, Brazil. Promastigotes wene cultured in M 199 medium supplemented with
10 fetal bowvine serum (FBS), pemicllin 100 unity! mL, streptomyein 50jgiml, 12.5mM gluts-
mine, (.1 M adenine, 0.0005% hemin, and 40 mb Hepes, pH 7.4 at 26" Cuntl bite log phase
[21]. Parasites were seeded in tiplicate {1x m’odhfml‘.l.:ndgmmhmeafp'ﬂamd}m&
straing wene determined daily using 3 Neubs ser improved haemocytometer until cells reached
a stationary phase. Both straing exhibited a similar division profile reaching stationary phase
after 7 days of culture. For this resson the 6% day was chosen for ha rvesting parssites for LPG
extraction and molecular typing (S1A Figl

For mol ecular typing, genomic DNA was extracted from log-phase Lademania using the
phend/chlomform method (1:1) for amplification of the HSP70 fragment prior to digestion
with Haelllas previousy described [31]. Positive contras included DN A from L. braziliersts
(MHOMBR/7S/MINB), L irfintir ( MEHOM BR74/PPT5), Lenhrvidnia gujpnenis
(MHOMBR75/MA147) and L. amazmenss ([FLABRGT PHE). Afier PCR-RELP both L.
amazenensis staing wer confirmed (518 Fig).

Extraction and purification of LPG

For optimal LPG extraction, bie log phase cells were harvested and washed twice with PES
prior to extraction of LPGs (Eig 1). The LPG extraction was performed as described ebewhere
with sohvent E (H OVethanol diethyletherpyddine MH,OH; 15:1551:0.017) afiers sequential
organic sohent extraction [32]. Por punfication, tie solvent Eextract was dried under No evap-
oratiod, resigpe mded i 2 ml of 0.1 Macetic acid/0.1 M NaCl and applisd oito 2 colismn with
2 mL of phenyl-Sepharose, equilibrated in the same buffer. The column was washed with & mL
of 0.1 Macetic acid/0.1 M NaCL then 1 mL ofi0.1 M scetic scid and frally 1 mL of endotoxin
free water. The LPGs wene eluted with 4 mL of sobvent E then dried under M, evaporation. LPG
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comcen trations were determined as described eliewhere [33]. Prior to we on i vitre cells cul -
tures, LPGs were diluted in RPMI. Al solutions were prepared in siedle, LPS-free distilled
water (Sanobiol, Campinas, Brasil) All extractions amd purificstions prscedures are depicted
i'uFi;ul.

Immunoblotting and preliminary characterzation of LPGs

Purified LPGs (5 pg) were subjected to dot-blot, blocked (1 ) in 5% milk in PBS and probed
for 1 h with monochonal antisedy (mAb) CA7AE (1:1000), that recognizes the uniubstituted
Gal(p1,4) Man repeat units [ 34} mAb LT22 (1:1000) that recognizes f-gheoode side chains amd
WIC 793 (1:1000) that recognizes b-galactose side chains [21.35]. After three washes in PBS
(5 mdn), the membrane was incubated fr 1 hwith anti-mowse [0 conjuegted with peroxidase
{1:5,000) and the meaction was visuslized using luminol

Purification of murine pertoneal macrophages and cell culture

Thicglycollate-elicited macrophages were extracted from C57EL/ 6 and C57BLG nodauts
TLR2 (-/-) and TLRA {-/-) by peritomes] washing with ice cold RPMI and enriched by plastic
adherence (1 b, 37°C, 5% O00). Cells(3x 107 cells/well) were washed with fresh REMI then
il tisre in RPMI, 2 i ghstamd e, 50 Ulml of penieillin and 50 pglml sreplodmycn supple-
mented with 10% FBS in %6-well culture plaes (37°C, 5% OOy ). Cells were primed with inter-
feron-gamma (ITFN-y) (31U/mL) for 18h priorto incubation with LPGs fom both siraing
(10 pg'mL), live stationary Leihmania parasites (MOT 101) and lipopolys ccharide (LPS: 100
sgiml) [3036].

Cytokine and nitrite measurements

For CBA multiplex cytokine detection, cells were plated, primed a5 describe above and incue-
bated with LPGs and live stationary proms tigotes (MO 10:1) for 48 b LPS vwas sdded a2
positive control and medium as negative contra. Supematants were collected and IL-14, [L-6
IL-10, IL-12p40 el THE-ti were determdmed wiing BD CBA Mose Cytokine sy kits
acoording to the ma mufacturer's specifications { BD Bioaciences, CA, USA)L Flow cytometry
measuremen s were performed on a FACSCalibur flow cytometry (BD Biosclenc e, Moun tain
View, CA, USA)L Cell-Quest T software package provided by the manufscturer was wed for
diata soquisition and the Flow] o softwame 7.6.4 (Tree StarIne, Ashland, OR, USA) was used for
dhata arwalysis A total 1,500 evenls wer scquired for each preparation. Resulls ame mpresenta-
tive of six exp eriments in duplicate. Nitrite concentrations were determinate by Griess mac tion
(Griess Rexgent System, 2004

MAPKs and MF+«B translocation assay

For MAPKs, pertoneal murine macrophages were obitained as described above. They were
applied on 24 wells tissue culture plaes( 10 cellsjwell) for 18 h prior to assay. The cells were
withed with warm RPMand incubated with LPG from both species for different times (5, 15,
30, 45 and 60 min) or with medium {negative contrl) or E coli extracts (100 ngiml, cnly 45
minstes) a8 positive contra. p-p38, p- INE, p-lxBaand total p38 were asayed as previosly
deseribed [25]. p-IkBa antibody was poovided by Die. L P de Sowsa. ME-«B tran docation sy
CHO reporter lines (2 kind gift by M. A Campos) was determined as described elsewhere [30].
CHO reporter cells were plated (1 x 107 cellshwell) in 24-well tissue culture dishes and the LG
(002 and 0.2 yg/ ml. ) From both straing was added ina tot] volume of 0.25 mL me dium/well.
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The cells were ¢ mmdned by flow cytometry (BD Bioscie nces, CA, USA) and the analyses wene
performed using Celluesd TM sofiware.

Sand fly in vivo infection

Lutzomiyia migonei (Baturite strain) sand flies were kept under labormatory conditions and were
fed on 30% suerose sdution for 34 days prior to experimenis The insecis were artificially fed
wsing a chick skin membrane ina glass-feede r device. The chick skin membrane was provided
by the Animal Facility of Centro de Pesquisas Rend Rachow/FIOCRUZ under the Protocol LW
30 10. Heparinized mowse blood (drawn intecardially from Bally'C), with pendeilin { 100 U/
mL) and streptomycin (100 pg/mL) { 7°C) containing 2x 107 /mL logarithmic phase promasti-
gotes (PHE and Josefa sirains) offered for 5h under dark conditions [5]. Blood engorged flies
wene separated and maintained at 26°C with 30% sucrode. Engorged sand fies had their mid-
gutsdistected on days 2 and 4 post feeding The midguts were bomogenized in 30 pl of PBS
and the mumber of visble promastigotes determined by counting wnder 3 Neubauer improved
haemocytometer [24].

Statistical analyses

For nitrite, eytokine messurements and i g sond y experiments, the Shapin Wilk test was
comducted 1o test the mall hypothess that data were sampled from a Gasssian distrbution [37].
For the - parametie disribistion, it was perfomed the Manan- Whithey . Data wen aia-
lyzed using GraphPad Prism 5.0 software (Graph Prism Inc, San Diego, Ca)l P < (W05 was con-
sidered significant.

Results

The LPGs from L. amazonensis strains display intraspecific
polymaorphism

The purified LPGs from L amasonensis PHE and Josefs straing were differentially recogn tred
by the mAbs CATAE and LT22(52 Fig). LPG from PHE strain was recognized by CATAE and
LT22 as well as the positive contmol represented by L. infrntur { BH46). However, a difle rent
recognition profile was observed for the Jose b sirain since its LPG was weakly recognized by
LT22 but ot by CATAE, indicating the presence of side-chains branching -off the repeat units
Because CA7AE recognizes Gal{ il 4)Man unsubstituted repeat wnits in LPG [34), these resulis
i ate that at least some of the repeat wnits am indoed unmubstituted in the LPG of PHS
strain On the other hand, the presence of side- chains suggestive of glucoses, dise to LT22 resc-
tivity, was detected in the LPGs of PHS and Josefa sirains. However, LT22 also recognized the
gabc de-branched repeat units of L. murjor (string FV'1 and LV39) indicating cross-resctivity
of the antibodies, thus suggesting the presence of either glucose or galactose asside chains (52
Eig). These dats sugpested an intragpecific polymorphism in the LPGs of L. amasonensis
Sbraing,

LPGs from L. amazonensis strains equally activate NO and cytokine
production via TLR4

We investigated whether LPGs purified from different strains could have an impact on the par-
adite’ s interaction with bost cells, the abdity to elicit NO and cppokine prodise tion by misne
macrophages. LPGs foom both strains were incubated with murine peritomeal macnyphages
Fron CSTBLG and respective knockowts for TLR2 (-/-) and TLRA (-/-). We did not detect any
production of the cytokines [L-15, [L-10 and IL- 12 ($3A-53C Fig). Both LPGs and respective
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parasites were able to activate through TLRA, resulting in NO, TNE-u and [L-6 produsction (Fig
2A-20) (P < 005). As expected, LPS (positive control) sctivated TLRA in the TLR2 (-/-) (Eig
2A-2( :I.

LPGs from L. amazonensis equally activate MAPKs and the NF-kB
inhibitor p-lkBa via TLR4

Mo difference in MAPKs phosphoryation (p38 and JNK) and p-Ix Be was observed afier incu-
bation with LPGs from both straing In peritones] munine macrophages this sctivation was
mainly via TLR4(Eig 34 a0d 30) We also evaluated if the LPGs from these sirains were able
o translocate NE-«B in CHO cells. Mo sctivation of NF-xB was detected in those cells{Fig 4).

L sishmania amazonensis strains equally infected the sand fly L. migonei
In v midget infections of te sund Hies were determined on days 2 and 4 post feeding, in
order to evaluate the number of parasites after the blood meal digestion, as well as, after its
excretion on day 3, where non-attached parasitesare lost. Althowgh a higher parasite density
was detected for PHS strain on day 2(P < 0.05), 5o statistical differences in the parsite densi-
ties from both L. amazonensds srains were observed on day 4, and both strains were able to col-

ofize L migonei midget (P > .05, Eig5).

Discussion
Letshmania amazmenss, etickgic agent of the cutaneous and anergic diffuse leish maniass, is
characterized by disseminated non-ulcertive kin lesions and constantly proportion of nega-
tive delayed hypersensitivity skin-test (DTH), resulting in a high resistance of this disesse to
any type of chemotherapy [ L3839 In the Old and New W odd, parasite glycoconjugates have
being implicsted ina variety of events during parssite-host intersctions [40,41]. More rcently,
the role of LPG and GIPLS inthe L. brazifiensss and L infintum was determined, suggesting
that bty distitnct LG wiere absle to differsn tally modilite i envjhage functions [30,41]
Reganting L medcang complex, from where L. amasonensis isa member, 3 recently study has
demonsirated the inflammatory role of LPG [42]. This glyooconjugate naturally exposed to the
host immine system could contribute to the maintenance of infection by interfering with the
asembly immune response, like modulation of cptokine production and non-sctivation of
effecton celle Iin the present wodk, we irvestigated whether LPGs fromm b L. dnidsonenis
straing would sccount for differences in the interaction with macrophages and L. rigona.
LPG polymorphisms are common in the composition of branching ssgars attached to the
comserved repeat units of its backione. While in the Old World species, 3 wide spectrum of
sugar oompodition and structue is commonly observed, in New World species anly glsoose
residiset i e de choing of Leishrignia were docamen ted o date [17.21,23 2443 Or pre-
Liminary cha s e zation of fie repeat unitswsing specific antibodies suggested the existence
of intraspecies pdymorphism in L amazonenss LPGs with differences in the side-chaing and
inthe level of gycosylation. The LPG of PHS stradn strongly reacted with CATAE, that recog-
nizes the basic backbone of the repeat undts is Gal{fiMan POy, [ 21,34). However, Josefa LPG
did not rescted with this antibody, thies suggesting the existence of sugars st gdechaing in the
repeat units. This feature is commaonly found in the LPG of L. major reference strin FV1,
wihich doses ot s | with CATAE [17). L ender to evaliste the gueality of the sugars branch-
ing-of the repeat unity, LT22 and WIC. 793 antibodies were used to detect the presence of gle-
cose and galactose, respectively [21.35]. Based on L. major LGS wsed a3 con trols, they were
either recognized by those antilbodies, suggesting ¢ mas- reactivity. Moreover, those data
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reinforced the presence of either glucoses or galactoses as side-chains in L. amazonensis LPGs.
A fully detailed biochemical analysis must await the results of furthe rinvestigations.
Understanding varistions and the LPG structures are crucial for the comprehension of the
mechanisms of how parasites survive under extremely adverse conditions. Although the role of
LPG in the interaction with the vertebrate host immune system hasbeen studied, it is sl
unclear how its polymorphism affects the parasite survival. L amazonensis LPG induces release
of NETsand LTB4 production by neutrophils, thus contributing to diminish parasite burden
in the Lashmania inoculation site [14.16]. Additionally, L. mexicana LPG induce TNF-a and
IL-10in monocytes, modulates IL-12 production and diminishes NF-x B nuclear translocation

A PHS Juseln
Ce08 183U 2 s O+ C- 5 13 30 45 g O-
I\;fll T — —— — — I | — - -
£
- TFE | o e o — — — — e — —— — — —
=
b
Tl | - -— - - - — — e e = mos = =
-3 l“'s e > "' ., - ‘.‘ .‘. I-~ Ty
[ < < 5
3. 1K 8= . it i
[ERTS N E e

II;S : _

TLR4-/-

WK — -_—
LS _— D D WD = —— D WD CEn @ o cmp R0 wE
B CSTBLS TLR2-/- TLR4--

Z. 0§ 1S 3¢ 45 & O C. 20 M G- G- 30 o0 o+
3¢ Fr-.. " ,

Toseta

=-IkBuw

Fig 3. Activation of p3 &UNK (A) and pdxBa (B) in peritoneal murin h (CSTBLS, TLR2 +and TLR4 )by L
mmmmmmqu.--ﬁuhuuua.ao 45 and 60 min with 10 pg'mi. of LPG fom L.
amaonenss PHE and Josela g mins. Dually phasphornylased MAPKs (38 and JNK) and p-kiBa wom detected by Westorn biot snalysis.
C- = nagative contral; Ce » £ col exdract, pasi$vecorral {100 ng'ml 45 min). Total p38 content was used as $he normalizing potein.

ot 10 07 joumal it 000448 g3

PLOS Neglocted Tropicsl Dissases | DOL10.137 1fournsl pnid 0004848 August 10, 2016 a/17

160



B PLOS | TReHeAt Diseases — - —
| TLR2-TLR4- TLR2+ || TLR4+ |
F 100
<1%
LPS
54%
S.a.
2%
LPG PHS
{0.02 pg)
A
i
& -
o| & 3% 4%
= e LPG PIIS
s (0.2 ug)
20
o 2%
50 I.PG Jos
40 (0.02 pg)
20
0 |
10
&n
0 LG Jos

40
20

(0.2 ng)

0
10° 19' 108 10% 10€105 100 10% 10 ACHOr 0 10° 1

25 PE
Ag 4. LPGs purified of L.amazonensis do not induce transiocation of NF-xB through TLRa. CHO odlls expressing TLR2 (TLR2

+), TLR4 (TLR44), or naithar (TLR2-/TLA4-) were aither urtresed {pugie ine) or tated (greon line) with LPGs fom both strains of L
aTEronenSs. l.qn.t PHE and Jasefa LPGs (0.2 and 0.02 pg), Contrals LPS (TLR4 contrdl) and S. awrews S.a) (TLFE'aan.

CD2% enp wod by fow oy y 18 h aftar simuiation. Rasults shown as paraniage of CD28 axp o
imulatod calls minus p 1ge of CD25 expmasion on non-smulated cls.
doE 90,137 Vipumal petd 0004348 5004

d Tropicsl Di |DOE10.137 1fournsl pnid 0004848 August 10,2016 10/17

161



162

G PLOS | RSHcA Biseases ——

1 5IHHI

oo _I_ .

SIMHI

Kumber of parasites/sand 1y
L]
I % ]
D
-
ll—.—|“—b
[s}

T T
Aml 1h ndl ih

=

2 4 z 4
L i L i
PHS Josefa
Fig5. Development of L. is (FHE and Josefa siraln] in L yia miganai. Sand fies wes
irdactad with promasi ctes 2 x 10° parssi esinl | of PHE and Josefastrains. Day 2 (2™ ¢ caurtad

baions biood eworefion; Day 4 (47) passies remaining aher bood exorefion. Flasulsam nepnasentaiive of
o mxpoimonisand * = P < 005 wa s oonsidemd sgrificant.

e 1L T ol it (00448, 05

[44]). Here we show that LPGs from both L. amazonensds siraing stimulates MO and cytokine
production (THE-wand [L-6) by periton eal murine macrophages via TLRA. A smdar cytokine
production was also observed for other species such as L. brazilienss LG, another imponant
dermotropic species. However, this activation was primarily via TLR2 [30]. The NO produc-
tion by mac mphages play a central nde in determining intrscellular killing of Leishmaria [45]
aind the inlsct stasctire of LG appears to be importait for this sctivation [12.29]. In e oy
mamdels, MO synthesis is dependent on a combination of [FN-y and THF-. via TLR-dependent
mechanisms asan important leishman icidal eflecior complex to macrophages [46]. In conchs-
siony, the preliminary varitions in the sug rmotifs of LPG, did not result in any difference in
macrophage activation/signaling thus seggesting the mle of conserved motifssuch asthe lipid
anehwer [29].

Previous studies have demonstrated that different macnphage receptors mediate the uptake
and phagocybosis of Lenhmania The early recogiition of pathogens by cells capable of symth e-
siring cytokines iscrscial Bor the adequate control of intrcelubr pathogents. Gene knockout
stidies in mice have suggested that TLR signaling is essential for the immune respon se against
Leishmania parasites. Momeover, Leishmanin LPGs and GIPLs are agonists of TLR2 and TLR4
[28-30.4142). Qlycon jigates can modidate the host immune rsponde and their activity seems
s e strisctisre dependent. The L. brizilenin LPG exertéa jio- inflamimatony iitens cbion with
TLR2, indhscing the production of NO and cytokines (IL-15, THE-wand [L-6). On the other
hand, the L. infrtum LPG wasshown to be immunosuppressive and did not indwsce MO, cyto-
kines amd ME-kB trandocation [30]. Our resulis indicate that LPG from both L amasonenss
strain indisce the prodisction of NO and cytokines in [FN-y-primed macrphages via TLRA.
H ifn oitheer memmnbbers of U L. miexicana oomplex, L medaing LPG activates either
TLR2 or TLRA leading to ERK and p 38 MAPK phosphorylation and production of cytokines
inhuman macrophages [42].

Thuss, although it has been shown that LPG of Letshrmania activates TLRS and that the

engagement of these peceptors is important for the infection, the complete intracellular
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proceses that are involved in this sctivation remain unkoown. Here we bring some light intoe
the effects of LPG on MAPK and MF-xB signaling, akinase and transerdption factor known for
their erucial mole in immune delnse agint pathogent [4447-99] According to previous
reparts, infection by L amazonenis altered phosphorylation of ERK1/2 in respoase to LPS in
misrie macioplages [30) and alao sclivakeda Lo seriptions] rep s of the NE-wB [48.51].
Consistent with those olservations, here LPGs from both L amazomenss stirains alio activated
p-IkBa, a NF-xB trndocation inhibdtor, via TLRA Since no further NE-xB trandocation was
detected in the CHO cells, a possible mechanism that has been suggested favors its inhibition
by pSivip50 NE-x Bhomodimer [55]. Moreover, L. donovani and L. major infection cawsed
ianetivation of ERE 1/ 2and pI4, redpectively, which was sccompanied by the inhdition of tran-
seription Sotors also modulstion of cytokine prodisction [52.53]. In contrast to GIPLs (with
fail b0 acivate MAPEs) [41], our data show that LPG from both L. amazonensis strmins is
equally sctivating MAPEs (p38 and INK) and p-IxBa in pedtones]l murine macmpheges via
TLRA (Eig 3. On the otherhand, these LPGs do not activate the NF-kB trandocation. These
and ouer resulis srongly suppest that Leishmignia species have distinet mechanizm of modulst-
ing the sgnaling pathways during immunopathological events.

The rale of LG disri g the inlemsction with the invertelrate host isa very controversial -
ject and it has been extensively investigated using in witro and in wive models [8,21,24,5455].
Although the in vitro system has limitations [56], this model provided important evidence for
parasite attachment in the snd By midgut using many restricted and specific vector a8 chasi-
fied elsewhere [ 57,58]. For example, successhil binding to the mid gt was reported wsing the
Old World pairs L. misgorPhidw o papetas [£.54), L maon/Thlbator s dubasegi [59]
and L. tropioe/Phiebotorws sergenti [60]. Pedhaps, due its similarity to L major LPG, who also
possesses terminal [-galactosyl residues, L turanica LG may also be important for develop-
ment in P papatas [6162) Moreover, the mile of LPG has been questioned in permissive wec-
vors such as Lutzomyia longipalpes and Phlebotomus perriciosus, where LPG mutants of L.
migxarng and L major were able 1o sustain infection in those vectors [63] Recently, an alierns-
tive mecha nism was suggested that Aagellar protein FLAGL/SMP1 has been also implicated as
i attachine | binding candidate for gecific and restricted vectors. Lin this work, 3 competitive
binding assavs using an antibody agains FLAGL/SMP1 inhibited imtersction wsing the pair L.
migiorand P. papatas. However, no effect was observed for permissive L. longipalpis [54].

The significance of L PG modifications was investigated during in v interaction of L. ama-
zonends with L migonet Although L amazonenss is naturally transmitted by L. flndscutelata,
the alwence of 3 colomy led wito use an alermative sand fy, which hed been previously shown
o suscoessfully hartbor this parasite and L. brazifienss [5]. Since this species, although sus-
pected, is not yet considered a matuml proven vector of L. amazomensds, a high parasite doses
was artificially offered to the sand fies. In spite of a loss after the 3= day, parasite multiplica-
tion inside the alimentary tract of the L migonei was successful forboth L. amazon o s sraing
To swrvive, the parasites noed avoid a sumber of bariers including the lethal effects of digestive
enymes in the early blood-fed midgut and the e xeretion with the digested blood meal
[5.7.6566]. The strong correlation betwe en the excretion of blood meal and the sudden loss of
promastigetes aggests that the inability of Letshrmania strains to perist inan inapprspriate
sand fly isrelated to their failere to remain anchored to the gt wall via specific attachment
sites [13 67). Nevertheless, L migones was able to sustain infection with both of the L. amiszo-
reersis strains tested, regardless of the type of LPG. 1t seems likely that L miigons together with
L. Lonigripailpr sidglut be comtidered a permisaive vector o previously seggested [57.50868) How-
ever, the fully development of thode two L. ameazonenss straing should be further investigated.

Some studies have determined that polymerphisms in the phosphoglycan domains of LPG
might be crucial for Len kriania promastigotes to attich to the midgut and to madntain vector
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infection after blood meal excretion [9). Additional sup port isbased on the altered behavior of
LPG deficient L. dorovani and L. maor mutant promastigotes (Ipg-) who showe d dind nished
capacity bo maintin infection widyin the snd y midget [54.69]. Furthermore, it was recently

presented the occurmence of intraspecies polymorphism in L infantum LPG. Also, the biologi-
cal rode of the thres LPG types (1, I and [T wias stisdied discing the interaction with the vector

L. bmgipalps [24). Consistent with our results, all steaing could sscoessfully sustain infection in
this vector, indicating that LPG poelymorphisms did not affect this process. In spite of having a
stnong evidence for the existence of 3 midgut rece pior for LPG, there isno current information
in L migorei. Indeed, the only known receptor was described for L major, a galectin receplor
Foisrd i thee srddggier of P, piraiton i b tubitng b L PG [B-gala ctode residies [9,70]. The exitence of
midgut glycoproteins bearng terminal N-acetylgalactosmine in sand fly was also suggested a5
a putative parasite ligand [71].
Here we describe for the firt time the immunomodulary properties of two LPGs isolated

Froomn different hosts. Those LPGs were equally able to trigger NO and cptokine (TNE-a and IL-

&) production via TLRA. The preliminary difle rences in carbolydrate strscture did not seem o
affect the interaction of these straing with macrophages and the sand fly vector.,

Supporting Information

51 Fig. Growth curvesof L anmsoneniis. (A) L. aviasonenis (PHE and Joselfa sinins) were
grown in M199 medinm and counts determined daily (initial concentration of 1 % 107 /mL).
{B) Restriction fragment length polymorphisms of 120 bp kDNA amplicons from Leishrmania
obtained with restrction enzyme Hae I and anolyzed on silver-stained 10% polyacrylamide
gel MM: 50 bp molecular sive marker; bnes [b—L braziliads (MHOMBER/T5M2903), Li-L
infarstum { MHOM BR/74/PP75); La- L. amazoren s reference ([FLA/BRG7/PHA), PHE -L.
amazonenss PHE ([FLABR/6T/PHE) and Jos-L. amazon s osefa (MHOM/BR75/ Josefa).
(TIF)

52 Fig. Dot-blots of Leishmania LPGs using diferent mAb antibodies. Purified LPGs from
L arigzonenss deaing (PHE and Josela), L infirtum (BH 46 steain) and L. mdjor steaii (FV1
and LV 3) were probed with the mAbs CATAE( 1 1000, LT22 {1 1000 and WIC 793
(1100000 Preroacid ase-conjugated anti-mouse [pl { 1-5000) was used as secondary antbody. The
resction was developed with hamdmol

({TLF)

53 Fig. Cvtokine prodsction by IFN-y primed macrophages stimulated with LPG and live
parasites. Cells were pre-incubated with [TFN-y (3 [U/mL) forthe 18 h then 10 pgimL of LPG,
and supermatants wed fr cytekine [L- 10 (A), [L- 1R(B) and [L-12 (C) mesurements were col-
lected 48 h Iatter. Fresh medium alone was wsed a8 negative control cells and LPS (100 ng/mL)
& a poditive contmol. Cytokine oomeenio bons were determined by low cytometry.

C =negative control, LPG PHE = L amaronensds LPG PHS strain; LPG Jos = L. amiazom e ss
LPG Josefa strain; La PHS = L. amazonerss PHE live promastigetes and La Jos = L. amazon -
sis Josefa live promastigotes. Results represent the mean + 5D of 3 experiments in duplicate, * =
P 005 was considered significant.

(TLE)
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