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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) demonstrou, nos ultimos anos, um relevante potencial de iniciar
epidemias. Devido a grande quantidade de casos de ZIKV confirmados em varios
paises em todo mundo e a sua relagcdo com disturbios neuroldgicos, ficou evidente a
importancia de se estudar os mecanismos envolvidos na infecgao viral. Entretanto, as
vias de sinalizacédo envolvidas na resposta imune contra o ZIKV ainda nao estdo bem
elucidadas. O presente estudo avaliou a ativagéo das vias de sinalizacdo JAK/STAT
e MAPK em células monaociticas (THP-1) infectadas com ZIKV. Foi demonstrado que
células THP-1 sdo suscetiveis a infeccdo do ZIKV e apresentam um perfil de morte
celular intensa apods 48 horas de infec¢cdo. Uma vez infectadas pelo ZIKV, a expresséo
génica de PI3K, Akt e NF-kB é aumentada, a fosforilagdo de p38MAPK, ERK1/2,
STAT1, STAT3, STAT5 e STAT'6 € induzida e a producédo de IL-6, IL-8, CXCL9,
CCL2, CCL5 e CXCL10 é ativada, havendo uma modulacao imunoldgica de acordo
com o tempo pos infeccdo. Além disso, a inibicdo de p38MAPK induziu a diminui¢cao
dos niveis de IL-8 e CXCL10, sugerindo que a regula¢céo dessas citocinas dependem,
parcialmente, da via de sinalizacdo MAPK. Mais estudos sdo necessarios para
caracterizar as vias de sinalizagdo da imunidade inata frente a infecgao do ZIKV.

Palavras-chave: Virus Zika. Imunidade inata. MAPK.
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) has shown a relevant potential for initiating epidemics in recent years.
Due to the large number of confirmed ZIKV cases in various countries around the world
and their relationship to neurological disorders, the importance of studying the
mechanisms involved in viral infection has become evident. However, the signaling
pathways involved in the immune response against ZIKV are not yet well understood.
The present study evaluated the activation of JAK / STAT and MAPK signaling
pathways in ZIKV-infected monocytic cells (THP-1). THP-1 cells have been shown to
be susceptible to ZIKV infection and to have an intense cell death profile 48 hours after
infection. Once infected with ZIKV, PI3K, Akt and NF-kB gene expression increases,
phosphorylation of p38MAPK, ERK1 / 2, STAT1, STAT3, STAT5 and STAT6 is
induced, andIL-6 production is activated. IL-8, CXCL9, CCL2, CCL5 and CXCL10 with
immunological modulation according to time after infection. In addition, inhibition of
p38MAPK induced a decrease in IL-8 and CXCL10 levels, suggesting that the
regulation of these cytokines partly depends on the MAPK signaling pathway. Further
studies are needed to characterize innate immunity signaling pathways against ZIKV
infection.

Key word: Zika virus. Immunity innate. Mitogen Activated Protein Kinase.



Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-
Figura 4-
Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-
Figura 8-
Figura 9-
Figura 10-
Figura 11-

Figura 12-

Figura 13-

LISTA DE FIGURAS

Distribuicdo dos paises com a presenca do ZIKV .........ccccceeeeeeeeenn. 20

Casos provaveis de doenca aguda pelo virus Zika, por semana

epidemiologica de inicio de sintomas, Brasil, 2018 e 2019............... 22
Estrutura do Virus Zika € Seu genomMa...........cceeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeieennnnns 24
Ciclo Replicativo dos FlavIVIrUS ...........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiee e 26
Vias de Sinalizac@0o dos IFNS tipo .........ccuuvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeiiinnns 37
Via de Sinalizacao MAPK ........oovriiiiiiiie e 41
Marcacédo da proteina E do ZIKV em THP-1........cccccoceeiiiiiiiiieeeeenenn, 57
Ensaio de Placa dos sobrenadantes das células THP-1.................. 58
Microscopia de campo claro das THP-1 infectadas......................... 61

Fosforilacdo de p38MAPK em células THP-1 infectadas com ZIKV 64
Fosforilacdo de p38MAPK em células THP-1 infectadas com ZIKV 65

Histograma e grafico das células THP-1 marcadas com anticorpo

para ERK1/2, na presenca e na auséncia do ZIKV 30mpi, 45mpi e

Histogramas e gréaficos das células THP-1 marcadas com
anticorpo para as STATS, na presenca e na auséncia do ZIKV

30mpi, 45 mpi e



Grafico 1-

Gréfico 2-

Grafico 3-

Grafico 4-

Gréafico 5-

Gréfico 6-

Gréfico 7-

LISTA DE GRAFICOS

Curva da Carga Viral em THP-1 infectadas com diferentes MOls

(0 [0 3074 | 1 VPRSPPI
Percentual de morte das células THP-1 infectadas com diferentes
MOIS dO ZIKV ..ot aeens
Taxa de viabilidade das células THP-1 infectadas.................cuvueeee.
Expressao de genes da via MAPK em células THP-1 apds 6 horas

da iNfecGa0 PIO ZIKV ... ...

Expressao de genes da via MAPK em células THP-1 apds 12 horas

da INfecCao Pelo ZIKV........ccoiiiieeeeeersrre e

Dosagem de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas em células
THP-1 infectadas pelo ZIKV ...

Quantificagcdo de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas em
células THP-1 infectadas pelo ZIKV tratadas com inibidor de
10131V A = PRSP

62

63

71



7AAD
AINEs
ALT
AST
ATP
BSA
CBA
CCL
CDC
cDNA
Célula Th
CHKV
CMC
CO2
CTNBiIo
CXCL
DAPI
DENV
DMSO
DNA
ELISA
ERK
FIOCRUZ
GAPDH
G-CSF
GM-CSF

HEPES
HIV
hpi
HRP
IAM
IFNAR
g

IL

INF
IP-10
IRES
IRF-3
ISGF3
ISGs
JAK

JNK

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

7-aminoactinomicina D
Anti-inflamatorios ndo esteroides
Alanina Aminotransferase

Aspartato Aminotransferase

Adenosina Trifosfato

Bovine Serum Albumin

Cytometric Beads Assay

CC chemokine ligand

Center for Disease Control and Prevention
Complementary desoxirribonucleic Acid
Célula T helper

Virus Chikungunya
Carboximetilcelulose

Dioxido de carbono

Comisséo Nacional de Biosseguranca
Chemokine (C-X-C motif) ligand
4',6'-diamino-2-fenil-indol

Virus Dengue

Dimetilsulfoxido

Desoxirribonucleic Acid

Enzyme-linked Imunnossorbent Assay
Extracellular-signal-regulated kinase
Fundacao Oswaldo Cruz
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
Granulocyte colony-stimulating factor
Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid
Human Immunodeficiency Virus

Horas pos-infeccao

Horseradish peroxidase

Instituto Aggeu Magalhaes

Receptores de IFN-I

Imunoglobulina

Interleucina

Interferon

Interferon gamma-induced protein 10
Interferon-Stimulated Response Elements
Interferon regulatory factor IRF-3
IFN-stimulated gene factor 3
Interferon-stimulated gene

Tirosinas Quinases de Janus

c-Jun amino-terminal kinase



LAVITE
LPS
MAPK
MCP-1
MDA-5
MEM
MHC
MIG
MIP-1 B
MKKK
MO
MP|
mMRNA
MTT
NCR
NF-KB.
NK
NPT
NS
OMS
ORF
PBS
PCR
PI3K
PRNT
PRRs
RANTES
RIG-1
RIPA
RNA
ROS
RPMI
RT-PCR

RT-gPCR

SBG
SCz
SFB
SNC
STAT
TBT
TLR
TNF
Tyk2
UFP

Laboratério de Virologia e Terapia Experimental
Lipopolissacarideo

Mitogen-Activated Protein Kinase

Monocyte Chemoattractant Protein-1
Melanoma Differentiation-Associated protein 5
Minimum Essential Medium

Major Histocompatibility Complex

Monokine induced by gamma interferon
Macrophage inflammatory protein-1 g8

MAPK kinase kinase

Multiplicity Of Infection

Minutos pos infecgéo

Messenger Ribonucleic Acid
Methylthiazoletetrazolium

Non Coding Region

Fator de transcricdo nuclear kappa B

Natural killer

Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
Nonstructural

Organizacdo Mundial da Saude

Open Reading Frame

Phosphate-buffered saline

Polymerase Chain Reaction

Fosfatidilinositol 3-quinase

Plague Reduction Neutralization Test

Pattern Recognition Receptors

Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted

Retinoic Acid-Inducible Gene-I
Radioimmunoprecipitation assay

Ribonucleic Acid

Reactive Oxygen Species

Roswell Park Memorial Institute medium

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

Real-time reverse transcription polymerase chain reaction

Sindrome Guillain-Barré

Sindrome Congénita do Zika

Soro Fetal Bovino

Sistema nervoso central

Ativadores da Transducao de Sinal da Transcricéo
Tris-buffered saline

Toll Like Receptors

Tumor necrosis factor

Tirosina Kinase 2

Unidades formadoras de placa



WNV West Nile Virus

YFV Yellow Fever Virus
ZIKV Zika Virus



SUMARIO

(LR EEI0] 510070 T 16
2 REFERENCIAL TEORICO......iii ittt et e e e 19
2.1 Epidemiologia do VIrus ZiKa .......coouuuiiiiiii e 19
2.2VITUS ZIK8 oo 22
2.3 Ciclo de RepliCACAOD Viral .......ccceeiiiiiiiiiii et 24
2.4 ManifestagBes ClHINICAS ....cooiiiiiiiiiieeie e 26
P R /[ 0 Yo = - 1 P UR 27
2.4.2 Anormalidades OftalmMOIOQICAS ........ccveerueiiiieciie et 28
2.4.3 Sindrome de GUIlIRIN-BAITE ..............ccueiiieie ettt 28
2.5 TrANSIMISSAD oieeeeee e 29
pZL ST =T | o 13 £ o o 0SS 30
2.7 Tratamento € PreVENGAD ......iivuiiiieeeiiiie e et e et e e et e e e e e e e e e e aaa e eaeens 31
2.8 Imunidade inata € ZIKV ... 32
2.8.1 Via de sinalizacdo do INTERFERON ......cccoiiiiiiiiiiiiieee et 35
2.8.2 Via de SinNalizag8o JAK/ST AT ..ot e e 37
2.8.3 Via das Proteinas Quinases Ativadas por Mitdgeno (MAPK) ...........cccvvveeeeennn. 39
2.9 Células permissivas ainfecGdo do ZIKV ........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiee e 42
S IUSTIFICATIV A ettt et e e e e e e s e e e e e e e e s e s eeeeeaens 44
4 OBIETIVO GERAL ..ottt ettt e e e e e e e e e e s ennnneees 45
4.1 ODbjetivOS ESPECITICOS .uuuiiiiiiiiiiieece e 45
5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS.......cooviiiieieeeeceeceeeee e, 46
5.1 Descricao do local de experimentacan.............uuvviieieeeeeieeeeiiiiiie e, 46
5.2 Cultivo de Células VERO ........coooiiiiieeee e 46
5.3 Producao de EStoque Viral ... 46
5.4 TIUIAGEO ViIral ..o 47
5.5 Cultivo das Células THP-1.......cccoooiiiiii e 47
5.6 Infecg@o das Celulas THP-1 ..........uuiiiiiiiie e 47
A = g SF= 1o I o [ o o Vo - S 48
5.8 EXtraga8o do RNA VITal.....uuuiiiiiieiiee e 48
ST I = [0 | = O = SRRSO 48
5.10 IMUNOFIUOIESCENCIA....cci e e 49
5.11 Marcagao AneXiNaV/ TAAD ... 49

5.12 Ensaio MTT- Methylthiazoletetrazolium ...........cccoooeii 50



17

5.13 Extracado de RNA celular e sintese do DNA complementar...........cccccvveeen. 50
N I g oY g TSY Y- To o = o P 51
5.15 Fosforilagdo de p38 MAPK ... 52
5.16 IMMUNODBIOT ... e e e e e e aera s 52
5.17 Fosforilacdo das proteinas da via MAPK e JAK/STAT ..., 53
5.18 INibiGA0 de P38 MAPK ... 54
5.19 Cytometric Beads ASSaAy (CBA) ..ot 54
5.20 CONSIAEIaCOES BLICAS...uuuuuiiiieeeiiieiiiiiii e e e e e e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e eaeaan s 54
5.21 ANAlISE €STatiSTICA ...cceee e e 55
B RESULTADOS . ..o ittt ettt e e ettt e e e e e e s s s bt eee e e e e e s s nnnabeeeeeeeens 56
6.1 As células THP-1 séo suscetiveis ainfeccdo do ZIKV.........cccooeeeeiiiiiiiinnnnnnnn. 56
6.2 A viabilidade de células THP-1 diminui durante a infec¢éo pelo ZIKV......... 59

6.3 As THP-1 infectadas com ZIKV superexpressam genes da via de NF-kB....61
6.4 As THP-1 infectadas com ZIKV apresentam maior fosforilagdo de

PBBMAPK ......vieieieie ettt ee et e ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt n et 65
6.5 O ZIKV interfere na fosforilagdo de STATs e ERK1/2em THP-1 ................... 66
6.6 A inibicdo de p38MAPK nas células THP-1 infectadas com o ZIKV interfere

NOS NIVEIS A€ IL-8 € CXCLLO.....uuuuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiesnaaeasaaaraaaanaanaananannnsnnnnnnnnnnnns 71
T DISCUSSAD ..ottt ettt 75
B CONCLUSOES ...ttt ettt nene s 81
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt 82
ANEXO A- DENGUE VIRUS-SPECIFIC ANTIBODIES ENHANCE BRAZILIAN ZIKA
VIRUS INFECTION. . cututtieierereresasarasasararasararasasasarasasasasasssssmssnmnsnsssnsnsnsnsnsens 92

ANEXO B- ENHANCEMENT OF ZIKA INFECTION BY DENGUE- SPECIFIC
ANTIBODIES DOES NOT ALTER THE PRODUCTION OF INTERLEUKIN 6 IN
FCIRINI-EXPRESSING K562 CELLS....cuiiiiiiiiiiieirieerrerer e na s s s s e e 97
ANEXO C- THE TRANSCRIPTIONAL AND PROTEIN PROFILE FROM HUMAN
INFECTED NEUROPROGENITOR CELLS IS STRONGLY CORRELATED TO ZIKA
VIRUS MICROCEPHALY CYTOKINES PHENOTYPE EVIDENCING A
PERSISTENT INFLAMMATION IN THE CNS..eeriii e e 99



16

1 INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV), recebe esse nome devido ao local onde foi isolado de
primatas pela primeira vez, a Floresta Zika, em Uganda no ano de 1947. Alguns anos
mais tarde, em 1952, houve relato de infeccdo pelo ZIKV em humanos, na Africa
Oriental (DICK, 1952; SMITHBURN, 1954). Inicialmente acreditava-se que o virus era
responsavel por infeccdes esporadicas e com manifestacdo clinica branda. Porém
com 0s surtos que aconteceram na Micronésia (em 2007) e Polinésia Francesa (em
2013-2014), apresentando relatos de complicacdes neuroldgicas, esse perfil da
infeccdo mudou radicalmente (OEHLER et al., 2014).

Assim como outros flavivirus, o ZIKV pertence a familia Flaviviridae,
socioeconomicamente falando, um grupo importante de patégenos associados a
doencas infecciosas em todo o mundo, gerando uma alta taxa de morbidade e
mortalidade populacional. Seu genoma é constituido de RNA n&o segmentado, de
cadeia simples e senso positivo (KUNO et al., 1998; MARANO et al., 2016). Codifica
uma polipoproteina com mais de 3.000 aminoacidos, posteriormente clivada em trés
proteinas estruturais: o capsideo (C), a precursora de membrana (prM) e o envelope
(E), e sete proteinas ndo-estruturais, que sdo: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5 (LINDENBACH et al., 2013).

De 2013 a 2017, 31 paises e territorios notificaram casos de microcefalia e
outras malformacdes do sistema nervoso centralassociadas a infeccdo pelo ZIKV,
principalmente, na Américas Central e do Sul (EUROPEAN CENTER FOR DISEASE
PREVENTION AND CONTROL, 2017). Em 2015, o Ministério da Saude do Brasil
(Secretaria de Vigilancia — SVS/MS) comecou a registrar um numero cada vez maior
de uma doenca exantematica no Nordeste brasileiro. A partir de entdo, comecou-se a
averiguar a origem dos surtos e se os sinais relatados eram ocasionados por
chikungunya, dengue ou rubéola. Os resultados concluiram que ndo se tratava de
infeccdo por estes agentes patogénicos e, logo depois, o ZIKV foi isolado em Natal,
capital do Rio Grande do Norte (SLAVOV et al., 2016).

No inicio de 2016, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) determinou estado
de emergéncia de importancia internacional no Brasil, devido ao alto nUmero de casos
de infeccdo e uma intensa relacdo entre as desordens neurologicas e anomalias
congénitas que aumentaram recentemente no pais. Pernambuco e Paraiba foram os

estados brasileiros com maior numero de casos relatados (BRITO, 2015).
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A transmissdo do ZIKV ocorre pelos mosquitos do género Aedes,
principalmente, pelo Aedes. Aegypti. A fémea do Aedes ao realizar hematofagia,
introduz o virus na pele humana, seguida pela infeccdo de células sanguineas
permissivas, como por exemplo mondcitos (BRIANT et al., 2014). Alguns estudos
também indicam que o ZIKV pode ser transmitido verticalmente e sexualmente
(ATKINSON et al., 2016; BESNARD et al., 2014).

Os sintomas da infeccdo pelo ZIKV sdo semelhantes aos observados em
infecgbes pelo virus dengue (DENV) e pelo virus Chikungunya (CHKYV), porém febre
baixa, erupcdes cutaneas com duracao entre 4 e 7 dias, dor de cabeca e prurido estéao
associadas a infeccdo pelo ZIKV (LANCIOTTI et al., 2008). Devido a sintomatologia
semelhante a de outras arboviroses, o0 exame clinico apenas, ndo garante o seu
diagnéstico. Porém o diagndstico diferencial ndo se restringe apenas aos arbovirus,
devendo ser incluisos rubéola, leptospirose, maléria, parvovirus, rickettsioses e outros
patdgenos causadores de artrite (BACHILLER-LUQUE et al., 2016).

O teste diagnéstico definitivo para infeccédo pelo ZIKV é baseado na deteccéo
do RNA viral nos fluidos corpéreos por RT-PCR, seguida por sequenciamento ou
através do isolamento viral (BACHILLER-LUQUE et al., 2016). Testes sorologicos
para pesquisas de anticorpos também podem ser utilizados, no entanto, apos a fase
aguda, estes sdo comprometidos pela reatividade cruzada com anticorpos para outros
flavivirus, podendo ocorrer resultados falsos positivos com infec¢cdo passada pelo
DENYV ou virus da Febre Amarela (YFV, do inglés, Yellow Fever Virus) (BARSARAB
et al., 2016).

Quanto aos aspectos imunoldgicos envolvidos na infeccdo do ZIKV ainda
existem muitas lacunas a serem preenchidas. Alguns estudos vém demonstrando que
na ativacdo da resposta imune inata no contexto da infeccdo pelo ZIKV, seja por
ativacdo de células como mondcitos, seja pela inducdo de citocinas e quimiocinas
(FOO et al., 2017).

A fase aguda da infeccdo pelo ZIKV é associada a perfis de resposta
imunoldgica do tipo Thl, Th2, Th1l7 e Th9 e que as citocinas mais presentes nessa
resposta, sao as interleucinas (IL) IL-6, IL-8, IL-10 e IL-13 (TAPPE et al.,20196;
ORNELAS et al., 2016). A principal via de resposta imunologica ativada na infec¢éo
do ZIKV é a via do interferon-I(IFN-I). Essa ativacdo € decorrente da presenca do

material genético viral detectado pelos Receptores semelhantes a Toll (Toll Like
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Receptors, TLR). A cascata de sinais subsequentes ativa o fator nuclear kappa B(NF-
KB) e o fator regulatorio de IFN 3 (IRF3) que resultara na producao de IFN-I, induzindo
um estado antiviral (LESTER; LI, 2013KUMAR et al., 2016; LERAT et al., 2017;). No
entanto, o ZIKV tem apresentado mecanismos de evasao e inibicdo das respostas
antivirais, devido a interacGes dos receptores da via do IFN-I e algumas de suas
proteinas ndo estruturais (NS1 e NS5).

Pouco se sabe acerca da biologia do ZIKV, principalmente no que diz respeito
a maneira de como o virus utiliza dos mecanismos celulares para producdo da
progénie viral e estabelecimento de um processo infeccioso. Como também vias
imunologicas envolvidas na resposta a infeccdo e evasdo viral. Por isso, sao
necessarios estudos que permitam a melhor compreenséo sobre a interacdo virus-
hospedeiro, vias de sinalizag&o celular e formas de tratamento. Nesse sentido, o atual
projeto visa estudar alguns dos mecanismos imunoldgicos utilizados pelo ZIKV e

dessa maneira contribuir com a descoberta de novos alvos terapéuticos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O virus Zika (ZIKV) foi isolado pela primeira vez em 1947, de um macaco
sentinela, durante uma pesquisa de febre amarela, na Floresta Zika, em Uganda.
Posteriormente, foi isolado em mosquitos Aedes africanus, em 1948. Depois de
isolado em humanos em 1952, alguns casos esporadicos de infecgdo pelo ZIKV foram
relatados na Africa e depois no Sudeste da Asia (DICK, 1952).

2.1 Epidemiologia do Virus Zika

Durante 60 anos apds o descobrimento do ZIKV foram notificados apenas 14
casos de infeccdo humana. Até que em 2007, foram relatados casos de infecgéo pelo
ZIKV fora da Africa, causando uma epidemia na llha de Yap, na Microésia. Alguns
anos depois, em 2013, um grande surto de ZIKV ocorreu na regido do Pacifico
Ocidental, afetando aproximadamente 29.000 pessoas distribuidas em diversas ilhas.
Ainda durenta esta epidemia, a Polinésia Francesa foi alvo de um aumento de 20
vezes na incidéncia de casos da Sindrome de Guillain-Barré, surgindo entdo a
primeira relacdo da infeccéo por ZIKV com quadros neurolégicos. Algumas analises
filogenéticas do virus foram realizadas e curiosamente foi observada uma relacéo
genética entre as cepas da Polinésia Francesa e da llha de Yap (HADDOW et al.,
2012; MACNAMARA, 1954; OEHLER et al., 2014). Também em 2013, foi relatado
pela primeira vez a infeccéo pelo ZIKV na Europa, em que um viajante alemao que
retornava da Tailandia, teve os anticorpos anti-ZIKV detectados no seu sangue
(TAPPE et al., 2014).

Em 2014, 1500 casos foram registrados no arquipélago de Nova Caledénia, na
Oceania, originados de cepas da Polinésia Francesa (DUPONT-ROUZEYROL et
al.,2015). Em 2015 foi confirmada a presenca do ZIKV na llha de Pascoa e um pouco
mais tarde em areas ndo endémicas como Japdao, Italia e Canada (FONSECA et al.,
2014; KUTSUNA et al., 2014; ZAMMARCAHI et al., 2015).

No inicio de 2015, o Ministério da Saude brasileiro confirmou transmissao
autoctone do ZIKV no Brasil e comegou a monitorar o nUmero crescente de uma
doenca exantematica na regiao do Nordeste brasileiro e a investigar a possivel causa
dos surtos. A hipotese inicial era que os sintomas relatados tivessem relacdo com

infec¢des pelos DENV, virus da rubéola ou CHIKV, porém em mar¢co do mesmo ano
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o ZIKV foi isolado em Natal, excluindo as hipoteses preliminares (BRITO, 2015).
Andlises filogenéticas das sequéncias das amostras de ZIKV obtidas nesses surtos,
demonstraram que o subtipo circulante no nordeste do Brasil caracterizava-se como
agrupados da cepa asiatica (ZANLUCA; SANTOS, 2016). Em dezembro de 2015,
varios paises da América Latina, como por exemplo, Paraguai, Coldmbia, Venezuela
também reportaram casos de infeccéo pelo virus (HAMEL et al., 2015).

A infeccéo pelo ZIKV tem apresentado uma epidemia historica com grande
disseminacdo mundial, estando presente em mais de 70 paises, principalmente,
naqueles das Américas Central e do Sul (Figura 1) (EUROPEAN CENTRE FOR
DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2018). Mais de 30 paises relataram casos
de alteracdes no SNC associados ao ZIKV, sendo o Brasil, 0 maior em numero de
casos reportados. Até janeiro de 2017, 72 paises descreveram sinais de transmissao
autdctone do virus enquanto 13 paises reportaram sinais de transmissao entre
pessoas, em que se acredita que dentre essa forma de difusdo a mais evidente seja,
provavelmente, pela via sexual (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).

Figura 1- Distribuicdo dos paises com a presenca do ZIKV

Legenda do Mapa

Area com risco de infecg3o por Zika
Area com baixa probabilidade de infecgio por Zika

Area com risco desconhecido da infecg3o por Zika

Fonte: European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2018.
https://lwwwnc.cdc.gov/travel/page/world-map-areas-with-zika
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Em 2018, um estudo demonstrou que a entrada do ZIKV no Brasil se deu
através da grande migracao, principalmente dos militares brasileiros vindos do Haiti,
pais sabidamente afetado pela epidemia do ZIKV em 2013. O estudo confirmou que
a cepa circulante no Brasil provém de uma cepa viral haitiana sendo introduzido no
pais de diversas maneiras, o0 que descarta a hipétese inicial que apontava um paciente
como origem da epidemia (CAMPOS et al., 2018). Este fato deixa evidente que o
mecanismo de entrada do ZIKV no Brasil, ainda ndo esta bem estabelecido, havendo
diversas teorias para tentar elucidar o assunto.

A incidéncia de ZIKV aumentou rapidamente nas Américas devido a epidemia
iniciada no Brasil, considerado o primeiro pais entre as Américas onde o virus foi
detectado. Em fevereiro de 2016, a transmissdo autdctone foi confirmada em 22
estados brasileiros e o0 pais apresentou uma estimativa de 1.300.000 casos suspeitos
até marco de 2016 (BOGOCH et al., 2017; ZANLUCA et al., 2015).

No Brasil, até a 112 semana epidemioldgica (SE) de 2019, foram registrados
2.344 casos provaveis de doenca aguda pelo ZIKV, com incidéncia de 1,1 caso/100
mil habitantes. A regido Norte apresentou 0 maior nimero de casos su de Zika (39,2%)
em relacdo ao total do pais. Em seguida, aparecem as regifes Sudeste (33,8%),
Nordeste (316 casos; 13,5%), Centro-Oeste (10,9%) e Sul (2,6%). Em 2018, até a 342
SE, foram registrados 7.071 casos provaveis de doenca pelo ZIKV (Figura 2)
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019).
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Figura 2- Casos provaveis de doenca aguda pelo virus Zika, por semana epidemioldgica de
inicio de sintomas, Brasil, 2018 e 2019
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Nota: Numero de casos provaveis da infec¢do do ZIKV no Brasil nos anos de 2018 e primeiras semanas
de 2019. )
Fonte: BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019.

2.2 Virus Zika

O ZIKV é um arbovirus, denominado assim devido a sua transmissdo por
artropodes, e principalmente, por ter parte do seu ciclo replicativo no inseto. O virus
pertence, ao género Flavivirus pertencentea familia Flaviviridae. Dentre as 53
espécies pertencentes a este género estdo oDENV, YFV e ZIKV (HAMEL et al., 2015;
SIMMONDS et al., 2017).

As informacdes genéticas ainda sdo poucas, visto que, intensas pesquisas
voltadas para o ZIKV s6 aconteceram a partir de 2015Algumas analises filogenéticas
nas sequéncias completas do virus concluiram que o ZIKV esta agrupado em dois
principais grupos, que sao as linhagens africana e asiatica, ambas distintas em tempo
e geograficamente (HADDOW et al., 2012; LANCIOTTI et al., 2016; MLAKAR et al.,
2016; WANG et al., 2017).

A particula do ZIKV é estruturalmente envelopada, icosaédrica, com um
diametro de aproximadamente 50nm e apresenta um genoma do tipo de RNA néo
segmentado, linear, de cadeia simples e senso positivo, com 10.807 nucleotideos de
comprimento (Figura 3). O RNA gendmico tem uma estrutura cap tipo | na extremidade
5’, seguido por uma regidao 5’ nao codificante (Non Coding Region, NCR) de 107

nucleotideos e um Unica sequéncia aberta de leitura (Open Reading Frame, ORF) de
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10.272 nucleotideos. Ja a extremidade 3 apresenta uma NCR de 428-429
nucleotideos, sem cauda Poli-A (KUNO et al., 1998; MARANO et al., 2016;
LINDENBACH et al., 2013).

O RNA do ZIKV tem replicagéo intracitoplasmatica e durante a traducéo codifica
uma polipoproteina com mais de 3.000 aminoéacidos. Dentro da particula viral madura
existe a proteina do capsideo (C) a-helicoidal, formando um nucleocapsideo né&o
estruturado complexado com o RNA. O nucleocapsideo & envolvido por uma
bicamada lipidica, derivada do reticulo endoplasmatico, com duas proteinas de
superficie, a precursora de membrana (prM) e o envelope (E). Estas proteinas ficam
ancoradas na camada lipidica por meio de dominios transmembranares C-terminal. A
particula viral do Zika contém 180 copias da proteina E, organizadas em homodimeros
antiparalelos com simetria icosaédrica. O monémero da proteina E é formado por 3
partes: um ectodominio alongado com ligacdo com o receptor e com atividade de
fusdo de membrana, uma regiao central, formada por duas a-hélices e por fim, uma
regido transmembrana (ALLISON et al., 1999; STIASNY et al., 1996; ZHANG et al.,
2013).

Além dessas proteinas estruturais, o seu genoma também codifica sete
proteinas ndo-estruturais, que sdo: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5
(KUNO et al., 1998; LINDENBACH et al., 2007; LINDENBACH et al., 2013; WONG et
al., 2016). Alguns estudos que avaliaram a estrutura tridimensional do ZIKV maduro
demonstraram que ha semelhanca deste com outros flavivirus como por exemplo, o
DENV e Virus do Oeste do Nilo (WNV) (MUKHOPADHYAY et al., 2003; ZHANG et al.,
2013).
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Figura 3. Estrutura do Virus Zika e seu genoma

A Unica fase de leitura aberta (em inglés open reading frame)
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Legenda: Estrutura do virus Zika e seu genoma. O ZIKV possui um genoma tipo RNA de fita simples
de senso positivo que possui 7 genes que codificam proteinas estruturais do core (C), pré-membrana
(M), e do envelope (E) e ndo estruturais funcdo (NS1), fungdo (NS2A), fungcdo NS2B, funcdo NS4A,
fungéo (2K), funcdo (NS4B) e as enzimas polimerase e metil-transferase (NS5) ).
Fonte: Guo-li Ming; Hengli Tang and Hongjun Song, 2016. Adaptado pela autora.

2.3 Ciclo de Replicagao Viral

Nas células susceptiveis a infeccdo como, por exemplo, queratindcitos,
mondcitos, neurdnios e células da glia, o processo de replicagcéo viral € semelhante
aos outros flavivirus, via endocitose. Para que ocorra esse processo, had um
reconhecimento inespecifico por receptores de reconhecimento padréo (Pattern
Recognition Receptors, PRRs) que sdo considerados os responsaveis pelo processo
de internalizacdo do virus. A ligacdo com esses receptores, provavelmente, antecede
a interacdo especifica com a proteina viral E e receptores celulares, até entdo
desconhecidos. Apdés o reconhecimento, a particula viral é internalizada via
endocitose mediada por clatrina (Figura 4) (HAMEL et al., 2015; YUN; LEE, 2017).

Apos a internalizagéo, o envelope é fusionado com a membrana endocitica,
havendo a liberacdo do RNA no interior da célula. A etapa seguinte é a traducdo, uma
vez que o RNA funciona como o mRNA e direciona a sintese da poliproteina
juntamente ao reticulo endoplasmatico, sendo entdo traduzido como uma unica

poliproteina que é processada pelas proteases virais e celulares nas proteinas
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estruturais (C, prM e E) e nado estruturais (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B e NS5)
(LINDENBACH et al., 2007; LINDENBACH et al., 2013).

Assim, apoés a traducdo das proteinas virais inicia-se a replicacdo do genoma,
no qual o RNA viral é fusionado ao complexo replicativo e a sintese de uma molécula
de RNA fita simples polaridade negativa é realizada. O RNA fita simples polaridade
negativa serve de molde para a sintese de RNAs fita simples de polaridade positiva.
Os novos RNAs de cadeia positiva podem iniciar um ciclo de traduc¢do ou formar novas
particulas virais. A interacdo da proteina C com o RNA gendmico do virus leva a
formacéo do nucleocapsideo, o qual adquire o envelope viral a partir do brotamento
no limen do reticulo endoplasmatico. Alguns estudos demonstram a formacao de
vesiculas citoplasméticas induzidas pelo ZIKV, como mecanismo de disseminacdo
viral (LINDENBACH; RICE, 2003).

Nos flavivirus, a presenga de um cap 5 metilado no sistema do RNA genémico,
assim como as proteinas nao estruturais sao importantes nos processos de traducao,
replicacdo e montagem da particula viral como também nos mecanismos de evaséo
do sistema imune do hospedeiro (KLEMA; PADMANABHAN; CHOI, 2015; ZUST et
al., 2011; DAFFIS et al., 2010).

Para a formacdo de novas particulas virais, as proteinas E e prM formam
heterodimeros na membrana do reticulo endoplasmatico e se dirigem para o lumen
do mesmo. Associando-se ao RNA genbémico e a proteina C, dando origem aos virions
nao infecciosos imaturos. Os virions irdo atingir o complexo de Golgi, seguir a via de
secrecéo celular e sofrer os processos de maturacédo e serao liberados por exocitose
(JUNJHON et al., 2010; PIERSON AND DIAMOND, 2012).
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Figura 4- Ciclo Replicativo dos Flavivirus

Lancamento
P do virus
{ G maturo

A Reconhecimento e
entrada do virus

Maturacdo do virus e
F clivagem da prit

B

Fusdo do virus e
desmontagem no
endossoma

Montagem do virus imaturo e
brotamento no RE

C Translocaco proteica,
processamento da poliproteina

Replicacdo do RNA
viral nas
membranas

Legenda: A. os virus se ligam a receptores de reconhecimento localizados na superficie celular e séo
internalizados. B. as glicoproteinas virais mediam a fusdo de membranas virais e celulares, permitindo
0 desnudamento do virion e a liberacéo de RNA no citoplasma. C. O RNA viral é traduzido em uma
poliproteina que é processada por proteases virais e celulares D. Proteinas virais ndo estruturais
replicam o RNA genbémico. E. Montagem do virus no reticulo endoplasmatico (RE), formacéo de
particulas virais imaturas. F.Particulas virais imaturas sao transportadas através da via secretéria. Na
rede trans-Golgi tem a clivagem mediada por furina de prM impulsionando a matura¢do do virus.G. O
virus maduro é liberado. Nota: Os numeros apresentados na imagem sao referentes ao pH dos
compartimentos.

Fonte: Rushika Perera, Mansoora Khalig, and Richard J. Kuhn, 2008.

2.4 Manifestacdes Clinicas

A infeccé@o pelo ZIKV na maioria dos casos é assintoméatica e apresenta um
periodo de incubacdo de 10 dias. Quando sintomaticos os pacientes costumam
apresentar febre, cefaléia, erupcdes cutdneas (exantemas) com coceiras, rash
maculopapular, artralgia ou conjuntivite ndo purulenta, com uma duracdo de até 7

dias. Além disto, algumas alteracdes laboratoriais também podem ser observadas
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neste periodo, como: leucopenia, trombocitopenia e mudancas nos niveis de
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) (TAPPE et al.,
2016; ZANLUCA et al., 2015). Juntamente, a estes sintomas a infecgéo pelo ZIKV vem
sendo relacionada a Sindrome Congénita do Zika (SCZ), caracterizada por um amplo
espectro clinico (anormalidades oftalmolégicas, calcificacdo intracraniana,
hidrocefalia, e microcefalia, sendo esta Ultima a mais evidente) e a sindrome Guillain-
Barré (ANGELETTI et al., 2016; MCCARTHY, 2016; OEHLER et al., 2014).

2.4.1 Microcefalia

Individuos que apresentam a cabeca menor do que o tamanho médio na
primeira semana de vida, quando comparados com pessoas da mesma faixa etaria e
sexo (3 desvios padrao abaixo de 30,3 cm para o sexo feminino e 30,7 para o
masculino), sdo considerados portadores de microcefalia. Essa alteracdo pode ser
diagnosticada no periodo gestacional e é caracterizada pelo crescimento insuficiente
do cérebro do bebé que pode ocorrer durante a gravidez, ou ap6s o nascimento. Por
ser considerada uma alteracdo multifatorial, a microcefalia pode estar relacionada a
mudancas genéticas, infec¢cdes por alguns agentes infecciosos como, virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), Toxoplasma gondii, Rubella virus, citomegalovirus,
utilizacao de drogas e alcool, principalmente no periodo gestacional (OPAS, 2016).

No final de 2015, apés a observacao de aumento de casos de microcefalia em
alguns estados da regidao nordeste brasileiro, principalmente em Pernambuco, o
Ministério da Saude declarou situacdo de emergéncia. Em novembro deste mesmo
ano, foi reportada a presenca do RNA do ZIKV no liquido amniético de gravidas com
fetos microcefalicos, demonstrando a relagcéo causal do ZIKV com 0s novos casos de
microcefalia (EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL,
2016). Em pouco tempo, o virus se espalhou pelo pais, com consequente aumento da
incidéncia de microcefalia, sendo este considerado o problema mais marcante
causado pela infeccdo (CUGOLA et al., 2016).
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2.4.2 Anormalidades Oftalmoldgicas

Recentemente, a infeccdo pelo ZIKV vem sendo relacionada com diversas
alteracdes oftalmologicas, como iridociclite hipertensiva, atrofia coriorretiniana,
alteracdo na pigmentacéo e hipoplasia do nervo 6ptico. As ocorréncias das alteracfes
oftalmolégicas sdo relacionadas com a infeccdo pelo ZIKV, visto que, os recém-
nascidos que apresentaram tais caracteristicas, foram filhos de mulheres
diagnosticadas com a infeccéo pelo virus. Os danos oftalmolégicos relacionados com
0 ZIKV ainda necessitam de investigacdes fisiopatoldgicas mais detalhadas para que
0S mecanismos envolvidos no processo sejam compreendidos (FONTES, 2016;
VENTURA et al., 2016).

2.4.3 Sindrome de Guillain-Barré

A sindrome Guillain-Barré (SBG) é uma doenca autoimune caracterizada por
uma polineuropatia paralitica aguda, desmielinizante e de rapida progressédo. Os
principais sintomas sado fragueza muscular, formigamento, ambulacdo instavel,
podendo chegar a paralisia, além de dor neuropatica (ESPOSITO; LONGO, 2017). A
causa exata da SGB ainda é desconhecida, mas tem sido associada com infec¢des
respiratérias ou gastrointestinais e mais recentemente, com a infec¢cdo do ZIKV
(CUGOLA et al., 2016; SCHESSL et al., 2006).

A incidéncia anual da SGB é de 0,5 podendo chegar a 2 casos por 100.000
habitantes. Essa taxa aumenta a medida que o individuo vai amadurecendo, sendo
muito rara em criangas com menos de 2 anos. Quanto ao género, estudos apontam
gue os homens sdo mais afetados do que as mulheres (HUGHES et al., 2016; VAN
KONINGSVELD et al., 2000). A diferenca da incidéncia entre as populacdes pode ser
devido a susceptibilidade genética ou a exposicdo a patégenos como, por exemplo,
Mycoplasma pneumoniae, Campylobacter jejuni e o ZIKV (HO et al., 1995; SAUTEUR
et al., 1995).

Os primeiros casos de SGB associados com a infec¢céo do ZIKV aconteceram
na Polinésia Francesa em 2013, onde a maior parte dos individuos portadores da
sindrome também tinhas anticorpos contra o ZIKV e apresentaram alteracdes
eletrofisiol6gicas compativeis com neuropatia axonal motora aguda (CAO-LORMEAU
et al., 2017).
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Inicialmente, acreditavam que a SGB era uma desordem relacionada apenas
com o dano axonal proveniente da desmielinizacdo. No entanto, atualmente, se sabe
da existéncia de varios fendtipos, dentre eles a polineuropatia desmielinizante
inflamatdria aguda e a neuropatia axonal motora aguda (WILLISON, JACOBS, VAN
DOORN, 2016).

2.5Transmissao

A transmisséao do ZIKV é classificada como vetorial e ndo-vetorial (I0O0OS et al.,
2014). Desde que o ZIKV foi isolado pela primeira vez, no Ae. africanus, muitos outros
mosquitos também sdo apresentados como vetores, por exemplo, Anopheles
coustani, Culex perfuscus e diversas espécies do género Aedes (ZANLUCA,;
SANTOS, 2016).

O mecanismo de transmissdo vetorial associado ao Ae. Aegypti € 0 mais
comum e relevante Ina area urbana. A fémea do Aedes ao realizar hematofagia,
introduz o virus na pele humana, seguida pela infeccdo de células permissivas
(BRIANT et al., 2014). No entanto, alguns estudos tém confirmado a existéncia de
outras formas de transmisséo (BESNARD et al., 2014; MLAKAR et al., 2016; MUSSO,
2015).

As transmissdes ndo vetoriais sdo consideradas as principais responsaveis
pela disseminacdo da doenca em areas ndo endémicas. O ZIKV j& foi isolado de
diversos fluidos bioldgicos (urina, saliva, leite materno, fluido amniotico e sangue)
possibilitando a disseminacdo do virus de pessoa a pessoa por diversas vias
(ZANLUCA AND SANTOS, 2016). No sémen € possivel detectar o virus mesmo apés
semanas da fase aguda da doenca, levando a hip6tese de que o ZIKV também pode
ser difundido pela transmissdo sexual (MUSSO, 2015; OSTER et al.,, 2016). A
transmissao vertical pode acontecer através da via transplacentaria, pois o ZIKV é
capaz de ultrapassar esta barreira durante o parto e também apds na amamentacéao.
(ZANLUCA AND SANTOS, 2016).
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2.6 Diagnoéstico

A realizacdo do diagnostico da infeccdo por ZIKV acontece baseado nos
sintomas clinicos, prevaléncia do vetor na regido e pela detec¢éo do virus, antigeno
viral, anticorpos e/ou RNA do virus, por métodos sorolégicos e de biologia molecular.
E possivel realizar o diagndstico através de diversos tipos de amostras como soro,
urina, corddo umbilical, liquido amnidtico, saliva, etc. A escolha do método utilizado
ird depender da estrutura e do conhecimento laboratorial, mas o tipo de amostra e 0
tempo de coleta também devem ser considerados (ZANLUCA et al., 2015).

O ELISA (ensaio de imunoabsorcdo enzimatica) € utilizado para o diagndstico
sorologico e é capaz de detectar imunoglobulinas do tipo M ou G (IgM ou 1gG) contra
0 ZIKV presente no soro do individuo. Para a detec¢do do RNA viral nas amostras de
individuos na fase aguda, é realizado uma Reacdo em Cadeia da Polimerase por
Transcricdo Reversa (RT-PCR). Ainda podem ser realizados outros ensaios como
Teste de Neutralizacdo por Reducdo em Placa (PRNT) ou o isolamento viral para
diagnosticar a infeccdo (CHARREL et al., 2016; LANCIOTTI et al., 2008; TAPPE et
al., 2014).

Os testes utilizados para o diagnéstico possuem suas limitacées. O maior
desafio para o diagndéstico soroldgico € a reagdo cruzada, devido a semelhanca entre
alguns flavivirus, sendo muito comum em individuos com infeccdo prévia por DENV
ou YFV, por exemplo. Porém, em individuos que nunca tiveram contato com virus
semelhantes ao ZIKV, o teste apresenta alta sensibilidade. Com o teste molecular
esse problema foi descartado, porém apresenta um curto periodo para deteccéo do
RNA viral, sendo mais indicado coletar as amostras entre o terceiro e quinto dia apos
o inicio dos sintomas, devido a alta viremia apresentada neste periodo. O PRNT e
isolamento viral exigem mao de obra especializada e sado considerados testes de
elevado custo (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016).

A microcefalia é detectada por medicdo da circunferéncia occipitofrontal,
seguindo os valores predeterminados e levando em consideracao a faixa etaria e sexo
do recém-nascido. O exame de ultrassonografia nas mulheres gravidas pode ser
utilizada para a deteccdo da microcefalia ainda na fase intrauterina do bebé, podendo
realizar essa identificacdo apenas a partir do quinto més de gestacdo ou apos o
nascimento (WHO 2006).
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A aplicacdo de técnicas modernas como PCR multiplex, microarranjos,
diagnoésticos baseados em nanotecnologia direcionadas para a deteccdo do ZIKV
seria de grande relevancia no diagnostico especifico, resultando assim em estratégias
para o tratamento do individuo e uma prevencao de disseminacao do ZIKV eficaz.

2.7 Tratamento e Prevencgéo

Em caso de infeccdo pelo ZIKV os sintomas sao tratados, mas ainda néo ha
tratamento especifico ou vacina para a infec¢do do ZIKV. O desenvolvimento de
vacinas € um processo demorado e a relevancia da infeccdo do ZIKV s6 tomou
grandes propor¢des em 2015, impossibilitando uma rapida producédo da vacina. Varios
grupos de pesquisas buscam o desenvolvimento de uma vacina ideal, com uma Unica
dose (que 0 uso seja seguro para gestantes) e com longa imunidade (SONG et al.,
2017)

Além das medicacfes utilizadas para minimizar os sintomas, medicamentos a
base de acetaminofeno e dipirona, também é aconselhado repouso, ingestdo de
bastante liquido para prevenir desidratacdo. A administracdo de aspirina ou outros
anti-inflamatoérios ndo esteroides (AINES), ndo € indicada até que a dengue seja
descartada, para reduzir o risco de sangramento. Em casos de coceira, anti-
histaminicos sao indicados (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2016).

Para as gravidas é recomendado mais atencdo na prevencdo de picadas de
mosquitos. Em casos de aparecimentos de sintomas deve ser realizado uma
anamnese criteriosa e o diagnostico laboratorial ser realizado no pré-natal, assim
como avalia¢des para detectar anormalidades cerebrais (ZANLUCA; SANTOS, 2016).

Para que se tenha a administracdo de um tratamento especifico é necessario
um melhor entendimento dos mecanismos imunoldgicos, da caracterizacdo molecular
e a imunopatogénese envolvida na infeccdo do ZIKV.O controle e as medidas
preventivas relacionadas a infec¢do do ZIKV, constituem, principalmente, o combate
da proliferacéo da populacéo de mosquitos vetores, através de estratégias mecanicas,
guimicas e biolégicas. Esse combate é de extrema importancia, e uma vez que, 0S
mosquitos além de transmitirem o ZIKV, também estéo associados a transmissao do
DENV e CHKV (AHMAD; AMIN AND USTIANOWSKI, A 2016).
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Por meio de remocao de objetos, que séo potenciais locais de reproducao dos
mosquitos, temos as estratégias mecanicas de prevencdo. O acondicionamento
correto da agua e a retirada de objetos que podem servir como reservatérios sao
medidas simples que evitam a proliferacdo do mosquito e consequentemente as
arboviroses em evidéncia atualmente no pais(ARAUJO et al., 2015).

Os mecanismos quimicos utilizados para a prevencao da reproducdo dos
mosquitos j& sdo considerados uma técnica ultrapassada, no entanto, atualmente o
diferencial é a busca da minimizacao dos efeitos téxicos atrelados a eles. A utilizagédo
de produtos quimicos como piretroides, organocloreto e organofosforado sdo comuns
para evitar os mosquitos, visto que, afetam o sistema nervoso dos vetores. No entanto,
0s insetos estao desenvolvendo resisténcia a muitos desses produtos, tornando uma
desvantagem desse mecanismo. Como alternativa para essa desvantagem, produtos
fitoterapicos vém sendo utilizados como agente antimicrobiano e no controle de
vetores. Os extratos de plantas sdo utilizados como inseticidas e também como
repelentes, como por exemplo a Citronela, um potente repelente que pode ser usado
diariamente, sem causar danos (GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012;
MONTOYA et al., 2012).

As medidas de controle vetorial biolégica envolve o uso de uma bactéria
chamada, Bacillus thuringiensis israelenses, o fungo Beauveria bassiana e peixes que
se alimentam de larvas. Algumas técnicas que envolvem esterilizacdo dos mosquitos
machos, modificacdes genéticas vém sendo utilizadas com o objetivo de atuar
diretamente na reproducdo dos vetores para minimizar a disseminacdo do vetor
(BOYCE et al., 2013; DARBRO et al., 2012; KANT et al., 2013).

2.8 Imunidade inata e ZIKV

7

A imunidade inata € considerada a primeira barreira de defesa contra
patdgenos, recebe esse home por estar presente desde nascimento e representa uma
resposta sistémica importante na prevencdo do estabelecimento de infeccdes e na
manutencdo da homeostase. E constituida por barreiras epiteliais, células circulantes
e teciduais e proteinas plasmaticas (lectina ligadora de manose, proteina c reativa,
proteinas do sistema complemento). As células efetoras com maior relevancia da
imunidade inata sdo os neutréfilos, células natural killer (NK) e os fagécitos

mononucleares, essas ceélulas sdo capazes de atacar 0os microorganismos que
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ultrapassaram as barreiras epiteliais e entram na circulacdo ou no tecido para
defender o organismo invadido (ABBAS A.; LITCHMAN, A; PILLAI, S, 2008).

A primeira linha de defesa da imunidade inata é a pele. Composta por derme e
epiderme, as células dessas camadas sdo possivelmente as primeiras a serem
infectadas pelo ZIKV na infeccéo vetorial (ABBAS A.; LITCHMAN, A; PILLAI, S, 2008;
HAMEL et al., 2015). Os queratindcitos expressam receptores DC-SIGN e TAM
(AXL,Tyro3), que estdo amplamente envolvidos na entrada de alguns flavivirus,
aumentando a credibilidade da hipotese que s@o as primeiras células a serem
infectadas (HAMEL et al., 2015; MINER et al., 2016). Além da participacdo desses
receptores, outros mecanismos da imunidade tanto inata como adaptativa também
estdo envolvidos na resposta a infeccao viral. No entanto, de uma maneira geral, as
respostas imunoldégicas as infec¢des virais sdo mediadas pela via de sinalizacéo de
interferons (IFN).

Essa via tem inicio com o reconhecimento do material genético das particulas
virais pelos TLRs, 0 que desencadeia uma resposta imune para controlar a replicagéo
viral. A ligagcdo dos receptores celulares com as particulas virais resulta na ativagéo
de uma cascata de sinalizacdo que estimulara a producéo de IFN e algumas citocinas
pré inflamatdrias e dessa maneira tentar conter a replicacao do virus (WU et al., 2017).

A ativacdo da via do IFN-I em células epiteliais infectadas com ZIKV ja foi
comprovada em estudo realizado por Frumence et al., 2016, onde foi observado um
aumento na transcricdo do gene do IFN- a partir das 12 horas p6s infecgao (hpi) e
atingiu um pico maximo nas 48 hpi. O IFN-I tem a capacidade de inibir a replicacéo do
ZIKV em células epiteliais humanas, tanto quando tratados antes da infec¢édo, quanto
apos a infeccao. Uma vez estabelecida, a reversao do quadro infeccioso se torna mais
dificil. Um estudo demonstrou esse mesmo resultado quando realizada uma avaliacdo
in vivo da interferéncia na taxa de replicacdo em camundongos deficientes de IFN-I,
guando comparados a camundongos selvagens (LAZEAR et al., 2017).

A via de sinalizagdo do IFN consiste no reconhecimento do genoma viral
atraves dos TLRs que sdo expressos na superficie e nos endossomos das células, e
por receptores citosoélicos RIG-1 e MDA-5, que resulta na expressao de genes pro-
inflamatoérios e genes do IFN-I, os quais sdo dependentes dos ator de transcri¢cao
nuclear kappa B (NF-kB) e Fator Regulador do Interferon 3 (IRF-3). Os virus de RNA
fita simples, como o ZIKV, por exemplo, sdo reconhecidos pelos TLRs 3, 7 e 8
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endossomais. O IFN-I ao interagir com os receptores de IFN-I (IFNAR1) expressos na
superficie celular (atuac&o autocrina e paracrina) da inicio a via de inducéo do IFN-I,
gue leva a ativacéo da via de Tirosinas Quinases de Janus (JAK) e os Ativadores da
Transducgédo de Sinal da Transcricdo (STAT) (Janus kinase/signal transducers and
activators of transcription, JAK/STAT) essencial para a transcricdo de mais de 300
genes estimulados por IFN (ISGs).Estes genes, por sua vez, irdo sintetizar proteinas
que induzem o estado antiviral e eliminam a infecgcdo (LINDENBACH et al., 2013;
KUMAR et al., 2016).

Estudos demonstram o delineamento do perfil imunolégico em individuos
infectados com ZIKV. Foi notado que na fase aguda ha um aumento significante nas
concentragfes séricas das moléculas como CCL5/RANTES, algumas interleucinas,
como por exemplo: IL-13, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17 e TNF, enquanto
que, na fase de convalescenca esse perfil se modifica apresentando aumento de
CXCL10/1P-10 e IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-13 como moléculas imunorreguladoras
(ORNELAS et al., 2017; QUICKE et al., 2016; TAPPE et al., 2016).

Ainda se tratando de perfil imunolégico, dessa vez, do liquido amniético em
gravidas com fetos com microcefalia, uma avaliacdo foi realizada, demonstrou que
guando comparado com liquido amniético de gravidas sem fetos com microcefalia ha
um aumento significante das seguintes citocinas inflamatérias: IL-6, I1L-10, IL-13, IL-
17A, IL-4, IL-1B, IL-9, IL-15, IFN-y,TNF. As quimiocinas mais presentes foram: IL-8,
IP-10, MCP-1 MIP-1 B e moléculas de adesao: G-CSF, IL-7, GM-CSF (ORNELAS et
al., 2017).

Estudos com mondcitos, apresentam essas céulas como cruciais no processo
de inducéo de resposta imune na infec¢ao pelo ZIKV. Sao os principais alvos do ZIKV,
sdo capazes de regular a replicacéo dos virus pela producéo de IFN-a, de ativar a via
do inflamassoma, liberar citocinas. Para a definicao do perfil imunol6gico induzido pela
infeccdo do ZIKV sdo necessarios muitos estudos, no entanto, a importancia da
participacdo dos mondcitos € bem estaabelecida (FOO et al., 2017; KHAIBOULLINA
et al., 2017).
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2.8.1 Via de sinalizacdo do INTERFERON

Os interferons sao glicoproteinas sintetizadas e liberadas por células
hospedeiras em resposta a uma invasao de bactérias, virus, parasitas ou até mesmo
algum tumor. Foram assim chamadas, devido a sua capacidade de “interferir’ no
processo de replicacdo viral em células hospedeiras. S&o divididos em 3 tipos e cada
tipo é subdividido em classes, sdo os IFN tipo I, que inclui os IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-
K, € IFN-w, o IFN do tipo I, que inclui apenas o IFN-y e o tipo Ill, composto pelos IFN-
A1, IFN-A2 e IFN-A3. A Human Genome Organization Gene (HUGO), em 2012, alterou
os simbolos oficiais dos genes IL-29, IL-28A e IL-28B para IFN-A1, IFN-A2 e IFN-A3
devido ao fato que essas citocinas funcionam, principalmente, como IFNs (STARK et
al., 1998; PESTKA et al 1987;KOTENKO et al 2011). Os IFNs séo responsaveis pela
inducao de diversos genes capazes de mediar multiplas respostas biologicas, dentre
elas, a resposta imune contra virus (GALANI et al., 2017).

Dentre os IFNs tipo I, o IFN-a e IFN- s&o os principais. Ambos s&o produzidos
por, praticamente, todas as células do corpo em resposta a infeccfes virais. A
sinalizacdo se da através de um receptor heterodimérico chamado de receptor do
interferon alpha (IFNAR), que € expresso em muitos tecidos, e é composto por 2
subunidades denominadas IFNAR1 e IFNAR2. Uma vez que esse receptor é ativado,
uma cascata de sinalizacdo ocorre, resultando na transcricdo de muitos Genes
Estimulados por IFN (do inglés, IFN-stimulated genes, ISG). Constitutivamente, a
subunidade IFNAR1 est4 associada a tirosina kinase 2 (Tyk2) e a IFNAR2 ao JAK1,
gue sao fosforilados na ativacao do receptor (Figura 5). O IFNAR2 tem um pequeno
papel na ligacdo do IFN aos receptores, no entanto, € importante para a inducdo da
sinalizacdo do IFN. O IFNAR 1 é expresso na membrana de células T, B e células
mieldides e o IFNAR2 é altamente expresso nas células mieldides (BERNABEI et al.,
2001; COLAMONICISG et al., 1994; GALANI et al., 2017).

Os IFNs tipo | ativam STAT1, STAT2, STAT3 e STAT5. As STAT1 e STAT2
guando fosforilados formam dimeros que se associam com o Fator Regulador de
Interferon 9 (IRF9), formando um complexo, chamado de Gene do Fator 3 Estimulado
por IFN (ISGF3, do ingés, IFN-stimulated gene factor 3) que € translocado para o
nucleo (HERVAS-STUBBS et al., 2011; STARK; DARNELL, 2012). O complexo &
entdo ligado aos Elementos de Resposta Estimulados por IFN (IRES, do inglés,

Interferon-Stimulated Response Elements), induzindo a transcri¢cdo do gene. O ISGF3
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nao € o unico complexo formado, varios outros complexos induzidos pelo IFN sdo
formados, envolvendo tanto homodimeros como heterodimeros de STAT1, STAT3
eSTATS5 (STARK; DARNELL, 2012; UDDIN et al., 1999).

As STATs podem apresentar perfis biol6gicos opostos, por exemplo, a STAT1
inibe crescimento celular, enquanto que a STAT3 estimula. Para a producao de IFN-
y € preciso uma ativacdo mediada por STAT4, enquanto que o STAT 1 regula
negativamente esse processo (NGUYEN et al., 2000).

A estimulacao da via IFNAR/JAK/STAT1 pode ser responséavel pela regulacao
de receptores TAM (principalmente, Axl) que ficam acumulados na superficie celular,
se ligando fisicamente ao IFNAR, utilizando a via IFNAR/STAT1 e estimulando a
transcricdo de supressores de citocinas. As proteinas supressoras interrompem a
sinalizacdo do IFN tipo I, podendo interagir diretamente no bloqueio das atividades
cataliticas das JAKs ou até mesmo sua ligacéo ao receptor (HERVAS-STUBBS et al.,
2011).

Varias cascatas de sinalizacdo sdo capazes de gerar respostas aos IFN-I, como
a via da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), a via da fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K) e a cascata classica ou alternativa NF-kB. Essas vias podem ser
ativadas de forma dependente ou independente do JAK-STAT, no entanto, as vias
MAPK, PI3K e NF-kB a ativacdo do receptor dependente de tirosina, sugere, que
possivelmente pode acontecer um “cross talk” entre os IFNAR e outros receptores das
células imunoldgicas (HERVAS-STUBBS et al., 2011).
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Figura 5: Vias de sinalizacao dos IFNs tipo |
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A) Via de sinalizagdo JAK/STAT B) Via CRK. C) Via de sinalizacdo de PI3K e NF-kB. D) Via de
Sinalizagdo MAPK

Fonte: Hervas-Stubbs et al 2011. Adaptado pela autora.

Os IFN-I s@o capazes de inibir diretamente a proliferacédo de células infectadas
por virus e aumentando a expressao do Complexo Principal de Histocompatibilidade
(do inglés, Major Histocompatibility Complex, MHC) de classe | e dessa maneira
aumentando o reconhecimento antigénico. Além do mais, possui efeito direto nas
células imunolégicas pela ativacdo do IFNAR e indiretamente pela estimulacédo de
células importantes na ativacdo da resposta imune, como as células dendriticas, pela

inducao das quimiocinas e pela secrecédo das citocinas (WU et al., 2017).

2.8.2 Via de Sinalizacdo JAK/STAT

As Tirosinas Quinases de Janus (JAK) e os Ativadores da Transdugao de Sinal
da Transcricdo (STATs) séo consideradas como familias de proteinas quinases e

podem ativar diferentes membros para resultar em diferentes efeitos na célula. A Via
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JAK/STATs é considerada uma das principais classes de vias de sinalizacdo que
usam receptores de  superficie celular para dirigir a transcricAo génica e
desenvolvimento do organismo (BANERJEE et al., 2017; DURHAM et al., 2019). Essa
cascata de sinalizacdo € iniciada através da ligacao de citocinas em seu receptor,
causando a mudanca conformacional que resulta na ativacéo dos associados de JAK,
gerando um local de ancoragem para as STATS, que também sao fosforiladas e se
dimerizam. As STATs sao consideradas fatores de transcricdo importantes para a
ativacdo genética das citocinas (MULLER, 2019).

As JAKs sao formadas por quatro dominios estruturais contendo sete regides
homologas, denominadas de JH1- JH7. O JH1 e JH2 exibem dominios quinase e
pseudoquinase, o JH1 apresenta um alto grau de homologia entre as tirosinas
quinases, enquanto que JH2 é considerada uma pseudoquinase, demonstrando uma
atividade mais de regulacdo do que catalitica. JH3 e JH4 tem como principal funcao
proporcionar estabilidade estrutural da proteina. JH5, JH6 eJH7 sdo dominios cruciais
na associacao da JAK aos receptores de mesma origem. As JAKs estdo associadas
com diferentes tipos de IFNs, tendo fun¢des primordiais nos mecanismos biol6gicos
induzidos por essa proteina, incluvise na imunidade antiviral (BABON; LIAU;
KERSHAW, 2016).

Quantos as STATs, existem sete membros na familia, as STAT1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B, e STAT6, que sdo apontadas como ativadores
transcricionais e apresentam a sua ativacao dependente da fosforilacdo da JAK, que
por sua vez, fosforila tirosinas especificas. Dessa maneira as STATSs (ja fosforiladas)
translocam para o nucleo e direcionam a resposta bioldgica adequada (FISH;
PLATANIAS, 2014; ABBAS A.; LITCHMAN, A; PILLAI, S, 2008). As STATS séao
capazes de atuar como homodimeros, heterodimeros e até mesmo como tetrameros,
podendo ser fosforiladas por proteinas quinases, como a piruvato quinase. Cada
membro das STATSs pode ser ativado por varias citocinas e pelos associados de JAK,
podendo transmitir sinais especificos, de acordo com o perfil das moléculas
estimulatérias. Apos sofrer a fosforilacdo de tirosina por Jaks e a translocacéo para o
nacleo, as STATs podem entdo regular a transcricdo dos ISGs por ligacao a elementos
promotores especificos. Por fim, as STATs nucleares sdo desativadas pela
desfosforilacdo (O'SHEA et al., 2015).
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2.8.3 Via das Proteinas Quinases Ativadas por Mitdgeno (MAPK)

As proteinas quinases sdo capazes de se ligar covalentemente ao fosfato da
cadeia lateral de treonina, serina e tirosina de proteinas intracelulares especificas. As
Proteinas Quinases Ativadas por Mitogeno (MAPK, do inglés, Mitogen-Activated
Protein Kinase) (Figura 6) compdem uma familia de serina/treonina quinases, que sdo
ativadas por fosforilagdo em resposta a uma variedade de estimulos extracelulares.
As vias de sinalizacdo MAPKs sdo evolutivamente conservadas em eucariotos,
induzem fosforilagcbes e ativagcbes de numerosas proteinas intracelulares, o que
contribui para a transdugdo de sinais envolvidos em processos celulares de
proliferacéo, diferenciagcéo, resposta a estresse e a apoptose (RUBINFELD; SEGER,
2005; SUN et al., 2015).

A via MAPK é considerada uma via chave no controle da sinalizacdo de
citocinas, sendo assim, uma via extremamente importante na regulacao da resposta
imune inata. Esta via é ccomposta por trés familias de sinalizacdo, bem
caracterizadas, de acordo com a semelhanca no nivel da sequéncia priméaria de
aminoacidos e o modo de ativacdo. As subfamilias sdo: ERK1 e ERK2 (do inglés,
extracellular-signal-regulated kinase); JNK (do inglés, c-Jun amino-terminal kinase),
p38MAPK. Mais tardiamente foi descoberta a subfamilia ERK 5 (FISH; PLATANIAS,
2014).

A subfamilia ERK1 e ERK2 esta envolvida com processos de divisdo e
diferenciacdo celular, podendo ser ativada por fatores de crescimento,
horménios, infec¢do viral e citocinas. E composta por diversos fatores entre eles,
MKKK (do inglés, MAPK kinase kinases), B-Raf, A-Raf que podem ser ativados por
Ras, um proto-oncogene (CUADRADO; NEBREDA 2010).

A subfamilia JNK é caracterizada como proteinas quinases ativadas por
estresse celular, portanto, diversos fatores podem ser responsaveis por induzir a
resposta dessa via, como por exemplo, radiacdo, espécies reativas de oxigénio (ROS,
do inglés, Reactive Oxygen Species), choque térmico e lipopolissacarideo (LPS). O
processo de regulacdo dessa subfamilia também é influenciado pela MKKK e sua
ativacdo pode resultar no controle da apoptose (GALANI et al., 2017).

A via p38MAPK é composta pelas quinases: a, 8, é e y, sendo a “a” a mais
bem caracterizada e expressa em diversos tipos celulares. Assim como a subfamilia

JNK, a p38MAPK, pode ser ativada por fatores relacionados ao estresse celular e mais
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comumente nas células imunes é ativada por citocinas inflamatérias e possui um
importante papel na ativacao da resposta imunolégica. Outra via da MAPK é a ERK5
(também conhecida como big MAPK, BMK1), porém mecanismos envolvendo essa
via ainda precisam ser mais discutidos. MEKS5 ativa ERKS5 por fosforilagdo, semelhante
ao que acontece com ERK1/2, no entanto, ERK5 nédo pode ser fosforilado por MEK1/2,
e MEKS5 nao pode fosforilar ERK1/2 (SUN et al., 2015).

As diferentes MAPKs séo responsaveis pela ativacao de diferentes processos
biologicos. Por exemplo, as fungcbes da p38MAPK s&o essenciais para as
propriedades antivirais dos IFNs-I. Além disso, a cascata ERK ativada pelo IFN-I &
capaz de regular o crescimento, diferenciacao e fosforilacdo de serina a nivel celular
(FISH; PLATANIAS, 2014).

No entanto, o conhecimento a respeito da ativacdo dessas diversas vias de
sinalizacao no contexto da infeccao pelo ZIKV ainda ndo esta totalmente esclarecido.
Alguns estudos ja apresentam a participacdo das vias de MAPK na sinalizacdo da
imunidade inata na infecgéo pelo ZIKV (KHAIBOULLINA et al., 2017; RAJ et al., 2019).
Como por exemplo, p38MAPK, ERK e NF-kB tem participagcéo importante na inducao
da resposta inflamatéria decorrente da infeccdo do ZIKV em células de retina.
Entretanto, a ativacédo dessa via ho contexto da infeccdo viral em células monociticas

ainda ndo é bem estabelecido.



Figura 5: Via de Sinalizacdo MAPK
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2.9 Células permissivas ainfeccédo do ZIKV

Os conceitos sobre susceptibilidade e permissividade & infeccdo de um virus &
bem estabelecido na virologia classica, em que células consideradas susceptiveis sao
aquelas que possuem a capacidade de serem infectadas, enquanto que, células
permissivas correspondem aquelas que permitem a replicdo viral e geracéo de uma
nova progénie. Nesse contexto, as ceélulas relevantes como alvo de estudos sdo as
gue no processo de infeccdo apresentam estas caracteristicas (LINDENBACH, et al
2013). No entanto, ap0s a descoberta da importancia médica do ZIKV, a
permissividade e a susceptibilidade de muitas células foram questionadas. Desde
entdo, estudos avaliam essas caracteristicas em células de linhagem ou células
primarias. Muitos desses estudos levam em consideracdo a experiéncia com 0s
processos ja estudados com DENV devido a sua semelhanca com o ZIKV.

Assim como foi realizado com o DENV e devido a capacidade da inoculagéo do
ZIKV pela picada do mosquito, se avaliou células da pele humana como alvos
potenciais de infeccao e replicacdo do ZIKV, comprovando assim que os fibroblastos
primarios humanos e queratinécitos primarios humanos séo alvos da infeccdo com o
virus (HAMEL et al., 2015).

As células placentarias e células do sistema nervoso central também séo alvo
de estudos devido ao perfil dos sintomas decorrentes da infec¢do do ZIKV. Um estudo
realizado por Simoni et al., (2017) demonstrou que o ZIKV é capaz de infectar e se
replicar em células da placenta, independente da cepa, seja africana ou asiatica.
Quanto a células do sistema imune, 0os mondcitos se mostraram suscetiveis e
permissivos ao ZIKV, além de serem considerados os principais alvos da infec¢éo no
sangue periférico. Foi demonstrado também que o processo de infec¢do de mondcitos
(CD14+) desencadeia a ativacao de células da resposta imune inata como células NK
(LUM et al., 2018).

Alguns trabalhos apresentam o DENV com um intenso potencial de infeccéo
nas ceélulas da pele, células fagociticas, como por exemplo, macréfagos, ceélulas
dendriticas, além de ser capaz também de infectar células de linhagem, como, K562
gue é uma célula humana de eritroleucemia, U937 que € uma célula de leucemia
promonocitica humana e THP-1 que é uma célula de leucemia monocitica humana
(KYLE; BEATTY; HARRIS, 2007; PUERTA-GUARDO et al, 2013; DAPAT;
PASCAPURNAMA,; IWASAKI, 2017; WU et al., 2017).
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As células de linhagem sdo bastante utilizadas para pesquisa, devido a sua
capacidade de serem mantidas em cultura por muito tempo, caracteristica que permite
sucessivas passagens e procedimentos para estudos como, por exemplo, infecgbes
virais e diferenciacéo celular. Tais caracteristicas fazem destas linhagens ferramentas
importantes para o desenvolvimento de trabalhos in vitro, além de permitir o
desenvolvimento de estudos de triagem que precedem analises in vivo, como o estudo
de novos alvos farmacoldgicos. As células de linhagem U937 e THP-1 sédo utilizadas
para estudos que envolvam mecanismos imunologicos, visto que, sdo células
consideradas pro-monaociticas e monociticas (CHANPUT; MES; WICHERS, 2014,
PENG et al., 2016).

As células THP-1 sao células de linhagem derivadas do sangue de um paciente
com leucemia monocitica aguda, a qual foi estabelecida e caracterizada por Tsuchiya
et al., (1980). Sdo morfologicamente semelhantes a mondcitos primarios e macrofago
guanto ao processo de diferenciacdo. Essas células exibem um aspecto morfolégico
unicelular arredondado e expressam marcadores diferentes dos mondcitos. Quando
comparadas com mondcitos primarios, as THP-1 apresentam algumas vantagens
como a de ter um background genético homogéneo e uma modificacdo genética por
RNA de interferéncia relativamente simples.

Visando estudar as funcfes e os mecanismos dos mondcitos/ macréfagos, as
THP-1 tem sido uma célula de linhagem amplamente utilizada, além de serem usadas
nos estudos de transporte de nutrientes e drogas e de vias de sinalizagéo celular
(CHANPUT; MES; WICHERS, 2014).
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3 JUSTIFICATIVA

O ZIKV demonstrou, nos ultimos anos, um relevante potencial de iniciar
epidemias. Até pouco tempo, este virus ndo estava em evidéncia devido a limitada
capacidade de infeccdo em humanos, que quando existentes causavam prejuizos
irrisérios. Devido a grande quantidade de casos de infec¢do pelo ZIKV confirmados
em varios paises do mundo e da sua relacdo com disturbios neuroldgicos, ficou
evidente a importancia de se estudar os mecanismos envolvidos na infec¢cdo desse
virus. No entanto, as vias de sinalizacdo envolvidas na resposta imune contra o ZIKV
ainda néo estdo bem elucidadas.

Dessa maneira, estudos que visam uma melhor compreensao dos mecanismos
imunopatogénicos da infeccdo pelo ZIKV tornam-se extremamente necessarios,
podendo levar a descoberta de novos alvos terapéuticos ou formas de controlar a
infeccdo. Vias associadas com a proliferacdo, migracdo, diferenciagao,
envelhecimento celular e apoptose, como a via de sinalizacdo JAK/STAT e a via
MAPK podem sofrer influéncia da infeccao do ZIKV e serem importantes mediadores
da morte das células infectadas pelo ZIKV. Os mondcitos séo células de defesa e sao
consideradas as primeiras a serem infectadas pelo ZIKV, e por isso células
mondciticas, como THP-1, podem ser usadas como modelo de estudo. O principal
objetivo deste trabalho é contribuir para os estudos imunopatogénicos in vitro, nos
quais as alteracfes de vias metabolicas especificas em células da imunidade inata
infectadas experimentalmente com ZIKV ser&o estudadas.

Diante da emergéncia causada pelos sérios impactos na saude publica e
socioeconémico acarretado por um virus quase desconhecido, se faz necessario o
desenvolvimento de estudos que nos permitam compreender melhor sobre os
aspectos relacionados a biologia viral, a citopatologia, a interagédo virus-hospedeiro,
as formas de deteccéo e de tratamento da infeccao, a fim de preencher lacunas que
dificultam a descoberta de novos alvos terapéuticos ou possiveis maneiras de

controlar ou minimizar os danos da infeccéo.
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4 OBJETIVO GERAL

Tracar o perfil imunolégico na linhagem humana de células monociticas THP-1

infectada pelo ZIKV.

4.10bjetivos Especificos

a) Caracterizar a infecgdo do ZIKV nas células de linhagem monocitica humana
(THP-1);

b) Avaliar a expressdo génica da Via das Proteinas quinases ativadas por
mitdbgenos (Mitogen Activated Protein Kinases Pathway) no contexto
experimental estudado;

c) Analisar o perfil de citocinas/quimiocinas pro-inflamatérias produzido por

células THP-1 frente a infecgdo por ZIKV.
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5 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O projeto foi realizado no Laboratério de Virologia e Terapia Experimental
(LaViTE) e no Nucleo de Plataformas Tecnologicas (NPT) do Instituto Aggeu
Magalhdes da Fundacédo Oswaldo Cruz -FIOCRUZ-PE.

5.1 Descricao do local de experimentacao

Todos os procedimentos operacionais padrdo usados no IAM seguem o0s
regulamentos de biosseguranca descritos no Plano Quadrienal da FIOCRUZ
2005/2008, e ISSO 17025, além de conter todos 0s equipamentos requeridos para
nivel de seguranca 2, de acordo com a Lei 11.105/2005 da CTNBIo.

5.2 Cultivo de células VERO

As células Vero (ATCC® CCL81™) sédo ceélulas de linhagem epitelial, originiada
do rim de macaco verde africano adulto (Cercopithecus aethiops). Para seu cultivo
sao mantidas em meio Minimum Essential Medium (MEM) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico/antimicotico, estufa a 37°c e 5% de CO-.
Essas células foram utilizadas para a producéo do estoque viral e os ensaios de placas

realizados no presente estudo.

5.3 Producao de Estoque Viral

Para a producdo do estoque viral foram utilizadas células Vero (ATCC®
CCL81™) e cepa asiatica ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015 isolada de paciente.
Cada cultura de células Vero foi inoculada com ZIKV, em garrafas ventiladas de 75cmg,
contendo uma confluéncia de 80%, em meio MEM com 2% de SFB, suplementado
com bicarbonato de sédio 5%, 1% de antibiético/antimicotico. O cultivo foi mantido por
6 dias, em estufa de CO., a 37°C. ApoOs esse periodo, o sobrenadante foi recolhido,
aliguotado em criotubos e armazenado a -80°C. Posteriormente, foram titulados por

ensaio de placas.
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5.4 Titulacéao Viral

Os estoques de virus foram titulados através de ensaio de placas. Para tal, 1,0
x 10°células Vero foram distribuidas em cada poco de uma placa de 24 pocos, foram
infectadas com até 7 diluicdes seriadas (na proporgao virus: meio - 1:10) dos estoques
de ZIKV. Apé6s 1 hora de incubacao em estufa de CO., a 37°C para a adsor¢ao viral
foi adicionado o meio semi-sélido contendo 1% de carboximetilcelulose (CMC) e MEM
com 2% de SFB em volume final de 1 ml por poco. ApGs 6 dias de incubacdo em
estufa de CO., a 37°C, o meio semi-solido foi retirado, as células foram fixadas com
formalina e coradas com cristal violeta 3% e o numero total de placas foi determinado
por contagem a olho nu. Os valores foram expressos em unidades formadoras de

placa por mililitro (UFP/mI).

5.5 Cultivo das células THP-1

As células THP-1 (ATCC® TIB-202) sao células de linhagem monocitica
humana, que foram utilizadas para andlise dos mecanismos celulares do sistema
imune frente & infec¢@o pelo ZIKV. As THP-1 foram mantidas em meio RPMI- 1640
suplementado com 10% SFB, 5% de bicarbonato de sédio, 1% de piruvato de sodio,
2- mercaptoetanol e 1% de HEPES. As células foram mantidas em estufa de CO., a

37°C, até a realizacdo dos experimentos.

5.6 Infeccao das células THP-1

As infecgbes das células THP-1 foram efetuadas com diferentes desenhos
experimentais, havendo diferenga nas multiplicidades de infeccdo (Multiplicity Of
Infection-MOI) e intervalos de coletas das amostras celulares. Em dois dos ensaios
de caracterizacao da infeccdo do ZIKV em THP-1(RT-qPCR e marcacao por anexina-
7AAD) foram usadas infecgdes diferentes MOI de 0,1; 1,0 e 5,0, afim de observar a
producéo de carga viral das células frente a exposicao de diversas concentracdes de
particulas virais. Com excec¢do desses experimentos, todos os outros foram realizados
utilizando a MOI de 5,0. As incubagdes para a inoculagao viral foram feitas em tubos
do tipo “falcon”, mantidas em estufa com 5% de CO2, a 37°C durante o periodo de

um hora. ApOs esse periodo, o inoculo viral foi retirado, as células foram
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ressuspendidas em meio RPMI-1640 a 2% SFB. As etapas seguintes dependeram do

desenho de cada experimento.

5.7 Ensaio de Placa

Com afinalidade de observar o efeito citopético das particulas virais resultantes
da infeccdo das células THP-1, um milhdo de células foram infectadas com a MOI de
5 com intervalos de 12 horas, iniciando eml12hpi e finalizando em 96 hpi. Os
sobrenadantes foram coletados das células infectadas e néo infectadas e
armazenados em freezer -80°c para posterior realizacdo do ensaio de placa. Apos o
intervalo de 48 horas do plaqueamento de 1,0 x 10° células vero em placa de 24 pocos,
foi realizado o ensaio de placa com os sobrenadantes das culturas de células THP-1.
Duzentos microlitros dos sobrenadantes de 12, 24, 48, 72 e 96 horas pos infeccdo
foram adicionados a placa de 24 pocos e incubados por 1 hora em estufa de CO2, a
37°C. Apbs esse periodo, meio semi-sélido foi adicionado aos pocos e a placa
incubada por 6 dias, fixada com formalina e corada com cristal violeta 3%. O efeito
citopatico causado nas células vero plaqueadas pelas particulas infectantes presentes

nos sobrenadantes das culturas de THP-1 foi visualizado a olho nu.

5.8 Extracdo do RNA viral

O kit QlAamp Viral RNA (QIAGEN, Alemanha) foi utilizado para a extracéo do
RNA viral das amostras de sobrenadantes das células infectadas pelo ZIKV, nas
condicBes descritas nos topicos anteriores. Para tanto, 140uL de amostra foram
empregados para extracdo conforme instrucdes do fabricante. O RNA foi eluido em
um volume final de 60ul e estocado em freezer -80°C para realizagdo dos

experimentos subsequentes.

5.9 RT-qPCR

A quantificagédo da carga viral do sobrenadante da cultura foi realizado por RT-
PCR em tempo real (RT-gPCR), utilizando Kit QIAGEN One Step RT-qgPCR (QIAGEN,
Alemanha). Apés a extragéo as copias de RNA viral foram quantificadas, seguindo o
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protocolo do fabricante. Foi construida uma curva padrdo, por meio de uma diluicdo

seriada originada da extracdo do RNA viral previamente titulado.

5.10 Imunofluorescéncia

As células THP-1 foram infectadas pelo ZIKV com um MOI de 5, cultivadas sobre
laminulas de vidro previamente tratadas com poli-L-lisina (1 mg/mL),posteriormente
lavadas com PBS e fixadas com solucdo de paraformaldeido 4%. Em seguida, foram
realizados o bloqueio e permeabilizacdo das células com solucdo 3% BSA e 0,5%
Triton durante 10 minutos a temperatura ambiente, respectivamente. O anticorpo
primario anti-4G2 foi adicionado e incubado em camara Umida a 37°C durante 1 hora.
Apos 3 lavagens com PBS, foi adicionado o anticorpo secundario anti-coelho
conjugado AlexaFluor 488 (Thermo Fisher Scientific) na diluicdo 1:10.000, diluido em
PBS e incubado em cdmara Umida a 37°C durante 30 minutos. As laminulas foram
novamente lavadas com PBS e montadas em laminas utilizando-se o meio de
montagem para fluorescéncia ProLong® Gold com DAPI (Life Technologies). As
laminas foram entdo analisadas por escaneamento em microscopio Leica DFC300

FX® utilizando a objetiva de 100x de imers&o em 6leo.

5.11 Marcacao AnexinaV/ 7AAD

As células THP-1 foram infectadas com diferentes MOI (0,1; 1,0 e 5,0) do ZIKV
e, posteriormente, marcadas com anexina V-FITC e 7-aminoactinomicina D (7AAD)
para avaliar o perfil de apoptose, de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A
anexinaV-FITC (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA) é um marcador que detecta a
externalizacao da fosfatidilserina em células apoptéticas usando anexina V conjugada
com o anticorpo FITC e 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (Biolegend, San Diego,
Califérnia, EUA) é um intercalante fluorescente que sofre um desvio espectral quando
associado ao DNA. As analises foram realizadas por citometria de fluxo, usando o

Citébmetro Aria lll (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA).
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5.12 Ensaio MTT- Methylthiazoletetrazolium

A viabilidade celular foi mensurada através do ensaio do MTT ({brometo de [3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium) (Sigma). Para realizacdo do ensaio, um
total de 3x10* células por poco foram semeadas em uma placa de 96 pogcos em 100
pL de meio RPMI contendo 2% SFB nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas.
Sucintamente, 10 puL de uma solucédo de MTT (5mg/mL) foram adicionados aos pogos
e incubadas a 37°C por 4 horas. ApGs a incubacéo, as células foram centrifugadas por
10 minutos a 300 xg (TA) e tiveram seu sobrenadante retirado para neutralizacéo da
reacdo com adicdo de 100 pL de DMSO (Dimetilsulféxido, Sigma). A viabilidade
celular foi avaliada pela mensuracdo da absorbancia a 540 nm, utilizando um leitor

automatico de placas. Todas as condi¢des foram testadas em seis replicatas.

5.13 Extracao de RNA celular e sintese do DNA complementar

As células THP-1 foram infectadas com o ZIKV como descrito anteriormente,e
apos serem ressuspendidas em meio RPMI-1640 a 2% SFB, foram distribuidas em
placas de 6 pocos e mantidas na estufa com 5% de CO2 a 37°C. Em diferentes
intervalos de tempo pés-infecgéo, os sobrenadantes foram aliquotados em tubos tipo
‘eppendorf” e armazenados a -80°C, enquanto, que os pellets celulares foram
ressuspendidos em tampdo RLT, para extracdo de RNA de celular. Estas coletas
foram realizadas nos intervalos: Ohpi, 6hpi, 12hpi.

O RNA das células foi extraido utilizando-se o kit de extragdo RNeasy Micro Kit
(QIAGEN, Califérnia, EUA), que tem como finalidade purificar o RNA a partir de
pequenas guantidades de tecidos ou células, através de colunas de silica. Todo o
procedimento foi realizado de acordo com as recomendac8es do fabricante.

ApGs a extracdo, o RNA foi quantificado utilizando o Qubit™ RNA HS Assay Kit
(ThermoFisher, Waltham, MA) e a qualidade do RNA foi determinada usando
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). O cDNA foi produzido utilizando
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher, Waltham, MA) .
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5.14 Expressao génica

Para a determinacdo da expressdo génica foram realizadas 3 infec¢des das
THP-1 com o ZIKV, utilizando as mesmas condi¢des para a constru¢cdo de um pool
amostral. Trés milhdes de células foram infectadas usando um MOI de 5 e distribuidas
em trés pocos de uma placa de 6 poc¢os (um milhdo em cada po¢o), um poco para
cada tempo da incubacéo (Oh, 6h e 12h). Trés milhdes de células foram utilizadas
como controle da infec¢do e em substituicdo ao virus foi adicionado meio de cultura e
também distribuidas em trés pocos de uma placa de 6 pocos (um milhdo em cada
poco). Apos a adicao do virus, as células foram incubadas por duas horas em uma
estufa com 5% de CO. a 37°C.

ApoOs o periodo de incubacéo, o indculo viral foi retirado e foi adicionado meio
de cultura em todas as amostras. A amostra equivalente ao poc¢o Oh foi coletada e
centrifugada a 400g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado e o pellet
ressuspendido em 700 uL de tampé&o RLT para posterior extracdo de RNA celular,
conforme descrito anteriormente. Esse procedimento foi repetido apds 6 horas e 12
horas da retirada do in6culos, tanto para as amostras infectadas, como para as
amostras controle.

Para realizacdo do CMV and MAPK Pathway TagMan Array:(ThermoFisher,
Waltham, MA) , em que foram avaliados 43 genes associados a via MAPK e 4 genes
considerados enddégenos. Os genes associados a via MAPK foram: AKT1, ATF4,
CHUK, CREB1, CREB3, CREB3L4, IKBKB, IKBKE, IKBKG, MAP2K1, MAP2K2,
MAP2K3, MAP2K6, MAP3K1, MAPK1, MAPK11l, MAPK12, MAPK13, MAPK14,
MAPK3, NFKB1, NFKB2, NFKBIA, NFKBIB, NFKBIE, PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3C2G,
PIK3C3, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD, PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3, PIK3R4, PIK3R5,
RB1, REL, RELA, RELB, RPS6KB1, SP1. GAPDH, HPRT1, GUSB e ACTB, foram
como controles endégenos O fold-change foi calculado pelo método AACt. Foram
considerados genes superexpressos 0s genes que apresentaram expressao superior
a duas vezes o limiar estabelecido pelo algoritmo em comparacdo com O grupo
controle. Os genes considerados de expressao negativa, demonstraram expressao
duas vezes menor o limiar estabelecido pelo algoritmo em comparagdo com o grupo

controle.



52

5.15 Fosforilagéo de p38 MAPK

Para a realizacdo da marcacdo da proteina p38MAPK fosforilada foram
utilizadas 1x10° células por condicéo, em triplicata. Na condigdo infectada, as células
foram infectadas pelo ZIKV com o MOI de 5, incubadas por 1 hora a 37°c, a 5% de
COz2. Logo ap6s a infeccdo o indculo foi retirado seguida da marcagéo da proteina
alvo.

Para marcacao da fosforilagdo de p38 MAPK foi utilizado anticorpo primario
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182; Cell Signaling) e o anticorpo secundario utilizado
PE F(ab")2 Donkey anti-Rabbit IgG (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA), seguindo
as instrucdes do fabricante. As analises foram realizadas por citometria de fluxo,

usando o Citémetro Aria Il (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA).

5.16 Immunoblot

As células infectadas foram mantidas em cultura por 15, 30, 45 e 60 minutos
pés infeccdo e posteriormente, lisadas. Os precipitados de células para a extracédo
protéica foram obtidos por meio de centrifugacédo celular. As proteinas foram extraidas
em tampao de lise RIPA (Sigma Aldrich, Burchs, SG, Switzerland) contendo inibidores
de proteases e fosfatases (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA). Duzentos
microlitros deste tampé&o foram adicionados sobre os precipitados celulares, os quais
foram desagregados por pipetagem e mantidos no gelo por 30 minutos. Depois deste
periodo foi realizada centrifugacdo a 14 000 rpm por 30 minutos a 4°C e o0s
sobrenadantes foram coletados. Todos os extratos protéicos foram imediatamente
armazenados em freezer -80°C, no qual foram mantidos até a realizacao das analises
subsequentes. A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Bradford usando
reagente comercial, seguindo as instrucdes do fabricante (Sigma Aldrich, Burchs, SG,

Switzerland).

5.16.1 Western blotting (WB)

Para a deteccdo da fosforilagdo das proteinas p38 e JNK nas células
infectadas, as proteinas foram extraidas e os extratos proteicos foram submetidos

ao método de Western Blot. As amostras foram diluidas em tampé&o de Laemmli a
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fim de se obter a quantidade de 30ug no volume final de 20 uL. Posteriormente,
foram desnaturadas a 95°C durante 5 minutos e aplicadas em canaletas do gel de
poliacrilamida de 12% para o seu fracionamento. Em um dos pocos foram aplicados
5 pL do marcador de peso molecular pré corado (Thermo Scientific, EUA). A etapa
subsequente a eletroforese foi a transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida
para membrana de nitrocelulose com o auxilio do sistema de transferéncia Transf
Dry (BioRad).

A marcagdo das proteinas alvo foi realizada por meio do método de
Immunoblot, seguindo os seguintes passos: apés a transferéncia das proteinas para
a membrana de nitrocelulose, a mesma foi incubada por 2 horas imersa na solucao
de bloqueio (contendo TBS- Tween e 5% de leite desnatado) sob agitacdo a
temperatura ambiente. Apés essa etapa a membrana foi submetida a 3 lavagens
com TBS-T (TBS 0,1% Tween), posteriormente, foi incubada overnight, sob agitacao
com o anticorpo primario Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Antibody #9211 (Cell
Signaling Technology®). Apds essa etapa a membrana foi submetida a 3 lavagens e
incubada com anticorpo secundario Goat pAb to Rb IgG (HRP) por duas horas, a
temperatura ambiente, sob agitacdo.Posteriormente a membrana foi lavada com
TBS-T e revelada no equipamento ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare, Chicago,
lllinois, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Para a marcacdo da proteina
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), o controle enddgeno do
experimento, foi utilizado o protocolo semelhante ao ja descrito, havendo alteracéo
a diluicdo do anticorpo primario, anti-GAPDH (diluicdo 1:1000).

5.17 Fosforilagdo das proteinas da via MAPK e JAK/STAT

O BD Phosflow™ Monocyte/NK Cell Activation Kit (BD Biosciences, Nova
Jersey, EUA) foi usado para analisar a fosforilacdo das proteinas da via MAPK
(ERK1/2, STATL1, STAT3, STAT5 e STAT6). Seguindo as instrucdes do fabricante. As
analises foram realizadas por citometria de fluxo, usando o Citometro Aria Il (BD

Biosciences, Nova Jersey, EUA).
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5.18 Inibicdo de p38 MAPK

O ensaio de inibicdo da p38MAPK foi realizado com o composto SB202190
(Sigma- Aldrich®), também conhecido como 4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-hydroxyphenyl)-
5-(4-pyridyl)-1H-imidazole. O SB202190 ¢ altamente seletivo para a p38MAPK, sendo
capaz de inibir seletivamente a p38a e p38b e nado tem efeito sobre a INK, p42/44MAPK
ou qualquer outra proteina quinase. A concentracdo de 2,0 x 10%células por condigédo
foi utilizada nesse experimento com condi¢cGes pré-determinadas: células com 10uM
de SB202190, células com 10uM de DMSO, células apenas com meio de cultura,
células com 10uM de SB202190 e infectadas com ZIKV (MOI de 5), células com 10uM
de DMSO e infectadas com ZIKV (MOI de 5), células infectadas com ZIKV (MOI de 5)
com meio de cultura. As células infectadas foram mantidas em cultura por 6, 12, 24,
30, 48 hpi e posteriormente, 0s respectivos sobrenanadantes foram coletados e os
pellets armazaneados para execucao dos ensaios subsequentes.

5.19 Cytometric Beads Assay (CBA)

Os sobrenadantes de cultura de células THP-1 infectadas, em triplicata para
cada condicdo, tiveram suas citocinas dosadas através dos kits de CBA de citocinas
inflamatérias (BD™ CBA Human Inflammatory Cytokines Kit®;BD Biosciences, Nova
Jersey, EUA), e CBA de quimiocinas (BD CBA Human Chemokine Kit® BD
Biosciences, Nova Jersey, EUA) seguindo as instru¢cbes do fabricante. As
citocinas/quimiocinas IL-6, IL-8, IL-1B, IL-12p70, IL-10 e TNF-a, CXCL10/IP-10,
CXCL9/MIG, CCL5/RANTES, e CCL2/MCP-1 foram dosadas As analises foram
realizadas por citometria de fluxo, usando o Citémetro Calibur (BD Biosciences, Nova
Jersey, EUA).

5.20 Consideracdes éticas

O presente estudo nédo utilizou nenhum material proveniente de amostras
humanas nem envolveu o uso de animais vertebrados, portanto, ndo necessitou de
aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos nem do Certificado

de Licenca do Comité de Etica no uso de Animais.
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5.21 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada no programa GraphPad
Prism Software 6.0, considerando um valor de p< 0,05 como estatisticamente
significativo. Os graficos foram utilizados para apresentar as variaveis, medidas
descritivas como média e desvio padrdo. Os dados relativos foram testados quanto a
normalidade usando o teste Kolmogorov-Smirnov. Para andlise comparativa das
variaveis quantitativas foram utilizados os testes t-student para comparacgéo entre dois
grupos, ou ANOVA para mais de dois grupos, quando o observado o pressuposto de
normalidade. Posteriormente, foi utilizado o pos-teste Bonferroni. Quando este nao foi
observado, foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparagéo entre dois grupos
ou Kruskal Wallis para comparacéo entre mais de dois grupos.
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6 RESULTADOS

6.1 As células THP-1 sé@o suscetiveis a infec¢gdo do ZIKV

A determinagdo da permissividade e suscetibilidade das células THP-1 a
infeccdo do ZIKV foi realizada pela marcacao da proteina do envolope viral no interior
das células. Além da deteccao/quantificacdo do RNA e particulas virais no
sobrenadante das culturas celulares, respectivamente.

O ensaio de imunofluorescéncia confirmou a presenca do virus no interior das
células e consequentemente a sua permissividade a infec¢cdo. O ensaio também
permitiu a visualizacdo de alteracdes morfolégicas nas células frente ao ZIKV. Foi
observado o aumento de particulas virais com o passar das horas, comecando nas 24
horas depois da infeccéo (Figura 7).

Além da imunofluorescéncia, para determinar a suscetibilidade e
caracterizacdo das células THP-1 no contexto da infec¢cdo do ZIKV, foi realizada a
guantificacdo do material genético viral e das particulas infecciosas do sobrenadante
da cultura celular por meio de RT-gPCR e ensaio de placas, respectivamente.
Semelhante ao observado na microscopia de imunofluorescéncia, foi detectado o
aumento da carga viral ao longo dos tempos pés-infeccdo. Em todas as MOIs
avaliadas o numero de copias de RNA apresentam uma cinética semelhante,
destacando uma reducédo da carga de RNA viral apds 72 hpi, principalmente na MOI
0,1. Como esperado, a quantificagdo da carga de RNA viral nos sobrenadantes das
THP-1 infectadas foi diretamente proporcional as MOIs utilizadas, ou seja, quanto
menor a MOI, menor a carga viral, sendo assim, o MOI de 5 atingiu maior nimero de
copias de RNA viral quando comparado com os MOIs de 0,1 e 1,0 (Gréfico 1).

Resultado similar foi detectado no ensaio de placa, em que nos po¢os onde
foram adicionados os sobrenadantes dos tempos iniciais de infec¢ao (24h e 48h) o
efeito citopatico nas células foi mais intenso, consequentemente, a quantidade de
particulas virais é maior nesse periodo. Com o passar do tempo esse efeito diminuiu,
apresentando a menor quantidade de placas 96hpi. Nao foi observado qualquer tipo
de efeito nos pocos onde foram adiconados os sobrenadantes das ceélulas nao

infectadas (Figura 8) .
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Figura 7- Marcacao da proteina E do ZIKV em THP-1

6h 48h
12h 72h
24h 96h

Fonte: A autora.

Legenda: Imunomarcagédo da proteina E do ZIKV realizada utilizando o anticorpo 4G2 e nucleo da célula com DAPI 1,0 x 108 células THP-1 infectadas com
ZIKV (MO 5), mostrando uma co-localizag&o dos virus e da célula. A IMF foi realizada com as células da cultura, em diferentes periodos pds-infecgédo: 6 horas,
12 horas, 24 horas, 48 horas, 72horas e 96 horas.
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Gréfico 1- Curva da Carga Viral em THP-1 infectadas com diferentes MOls do ZIKV
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Fonte: A autora.

Legenda: Quantificacdo do RNA viral do ZIKV detectado por RT-qPCR em células THP-1 infectadas
com diferentes MOlIs. 1,0 x 108 células THP-1 (por condicao) infectadas com ZIKV com os MOls de 01,
1 e 5. A curva de carga viral foi realizada no sobrenadante da cultura, em diferentes periodos pds-
infeccdo: 24 horas, 48 horas, 72horas e 96 horas.

Figura 8- Ensaio de placa dos sobranadentes das células THP-1

Controle

ZIKV

Fonte: A autora.

Legenda:Foram utilizadas 1,0 x 108 células THP-1 infectadas com ZIKV (MOI 5), seus sobrenadantes
coletados. E em placas de 24 pogos, o inOculo nas células vero foi realizado a partir dos sobrenadantes
da cultura, resultantes de diferentes periodos pds-infeccao: 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72horas e 96
horas.
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6.2 A viabilidade de células THP-1 diminui durante a infec¢céo pelo ZIKV

O percentual de morte celular foi quantificado nas células THP-1 infectadas
com diferentes MOIs do ZIKV e nos tempos iniciais (Ohpi e 24hpi) ndo foram
observadas diferencas significantes no percentual de células mortas. Foi observada
diferenca estatisticamente significante a partir de 48 hpi usando a MOI de 5. Nas horas

subsequentes as todas em MOlIs foi observada diferenca estatistica com P<0.001.

Gréafico 2- Percentual de morte das células THP-1 infectadas com diferentes MOls
do ZIKV
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Fonte: A autora.
Legenda: Foram utilizadas 1,0 x 10° células THP-1 por condigcdo. Para as células infectadas com ZIKV

foi usada a MOI de 5. As células THP-1 foram coletadas nos intervalos de 24 horas pés-infecgéo (0
horas, 24 horas, 48 horas, 72horas, 96 horas e 120 horas), marcadas com anexina /7AAD e analisadas
por citometria de fluxo. * p< 0,001 para comparagédo entre grupo controle e infectado com MOI 0,1.

@ p< 0,001 para comparacdo entre grupo controle e infectado com MOI 1,0 e # p< 0,001 para
comparacao entre grupo controle e infectado com MOI 5. Anélise estatistica: Two-way ANOVA e o pos-

teste Bonferroni.

Nas células infectadas, observa-se que ha uma queda na viabilidade celular
logo apds a infeccdo, quando se compara as células controle com as células
infectadas, essa diferenca fica mais discrepante no intervalo de 96 hpi (Grafico 4). Os

resultados séo confirmatérios quando se observa as imagens através da microscopia

de campo claro (Figura 9).
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Pode-se observar na imagem da Figura 9 que as células THP-1 se multiplicam
ao longo do tempo no grupo controle, o que ndo é observado no grupo infectado.
Ainda nas células infectadas, observa-se a formacgéo de grumos celulares em 48h pos-
infeccdoo, o que ndo é visto no controle. Pode-se inferir que esses grumos celulares
sejam um efeito citopatico do virus nesse modelo celular. Ja em 72h e 96h, pode-se
observar a diminuicdo no numero de células nas amostras infectadas, enquanto que
as células nédo-infectadas continuam se proliferando ao longo do tempo (Figura 9 B,
painéis da direita).

Grafico 3- Taxa de viabilidade das células THP-1 infectadas
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Fonte: A autora.

Legenda: Foram utilizadas 1,0 x 106 células THP-1 por condicdo. Para as células infectadas com ZIKV
foi usada a MOI de 5. A viabilidade celular realizada por MTT nas células da cultura, em diferentes
periodos pos-infeccéo: 0 horas, , 24 horas, 48 horas, 72horas e 96 horas.
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Figura 9- Microscopia de campo claro das THP-1 infectadas com o ZIKV

Fonte: A autora.

Legenda: Perfil morfoldgico e proliferacao das células THP-1, apresentado em microscopia de campo
claro das células da cultura, em diferentes periodos pos-infeccao: O horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas,
72horas e 96 horas. Foram utilizadas 1,0 x 108 células THP-1 por condigéo, as células infectadas com
ZIKV(MOQI 5).

6.3 As THP-1 infectadas com ZIKV superexpressam genes da via de NF-kB

Considerando que o ZIKV causa diminuicdo da viabilidade celular nas células
THP-1, para compreender melhor o efeito dessa infeccéo, a expressao génica da via
MAPK foi analisada. Para isso, foi avaliada a expressao de 43 genes especificos da
via de sinalizacdo MAPK. S&o os genes :AKT1, ATF4, CHUK, CREB1, CREBS3,
CREB3L4, IKBKB, IKBKE, IKBKG, MAP2K1, MAP2K2, MAP2K3, MAP2K6, MAP3K1,
MAPK1, MAPK11, MAPK12, MAPK13, MAPK14, MAPK3, NFKB1, NFKB2, NFKBIA,
NFKBIB, NFKBIE, PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3C2G, PIK3C3, PIK3CA, PIK3CB,
PIK3CD, PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3, PIK3R4, PIK3R5, RB1, REL, RELA, RELB,
RPS6KBL1.

Desses genes, o AKT1 codifica a proteina quinase serina/treonina, os genes,
ATF4, CREB1, CREB3, CREB3L4 sdo responsaveis pela codificacdo da proteina
ligada ao elemento responsivo ao AMPc. Os genes IKBKB, IKBKE, IKBKG regulam a
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inibicdo dos NF-kBB, NF-kBe e NF-kBy, respectivamente. Os genes MAP2K1,
MAP2K2, MAP2K3, MAP2K6, MAP3K1, MAPK1, MAPK11l, MAPK12, MAPK13,
MAPK14 e MAPK3 séo responsaveis por codificar proteinas da familia MAPK, como
MEK1; MKK1, MEK2; MKK2, p38, MAPKKK1. O grupo dos genes NFKB1, NFKB2,
NFKBIA, NFKBIB séo responsaveis pela regulacdo e codificacdo do complexo
proteico NF-kB. Ja os genes PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3C2G, PIK3C3, PIK3CA,
PIK3CB, PIK3CD, PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3 e PIK3R4, PIK3R5 codificam isoformas
das subunidades cataliticas da PI3K. O gene RB1 é considerado um regulador
negativo do ciclo celular. O REL, RELA e RELB sé&o responsaveis por codificar
subunidades de regulacdo de NF-kB e processos de sobrevida celular.Esses genes
de maneira geral estdo relacionados com o processo de manutencao, proliferacéo
celular, inflamacéo e sobrevivéncia celular.

Nos tempos pos infeccéo analisados, ndo houva variacdo na maioria dos genes
avaliados. No tempo de 6h pi, quatro estavam superexpressos, NFKB1, NFKB2,
PIK3CA e RELB. No tempo de 12h 0s genes que se apresentaram superexpressos
foram: AKT1, NFKB2, PIK3CA, enquanto que o PIK3C2G, mostrou uma expressao

negativa.
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Grafico 4- Expressao de genes da via MAPK em células THP-1 apds 6 horas da infecgéo pelo
ZIKV
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Fonte: A autora.

Legenda: Gréfico de dispersdo demonstrando a média da variacdo de expressao génica em células
nao-infectadas (Grupo controle) e células infectadas com ZIKV e coletadas 6 hpi (Grupo ZIKV 6h). O
eixo vertical mostra a expressao génica normalizada do Grupo ZIKV 6h e o eixo horizontal mostra a
expressao génica normalizada do Grupo controle. Linhas pontilhadas delimitam o intervalo
correspondente a variacéo de expresséo 2,0. Variagdes de expressdo com valores acima ou abaixo
de 2,0 foram consideradas significativas, de acordo com a legenda do gréfico. A expressédo génica foi
normalizada com os genes enddgenos (GAPDH, HPRT1, GUSB e ACTB).
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Grafico 5- Expressao de genes da via MAPK em células THP-1 apés 12 horas da infeccéo pelo
ZIKV
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Fonte: A autora.

Legenda: Gréfico de dispersdo demonstrando a média da variacdo de expressdo génica em células
ndo-infectadas (Grupo controle) e células infectadas com ZIKV e coletadas 12 hpi (Grupo ZIKV 12hpi).
O eixo vertical mostra a expressédo génica normalizada do Grupo ZIKV 12hpi e o eixo horizontal mostra
a expressdo génica normalizada do Grupo controle. Linhas pontilhadas delimitam o intervalo
correspondente a variagdo de expresséo 2,0. Variagdes de expressdo com valores acima ou abaixo de
2,0 foram consideradas significativas, de acordo com a legenda do gréafico. A expressdo génica foi
normalizada com os genes enddgenos (GAPDH, HPRT1, GUSB e ACTB).
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6.4 As THP-1 infectadas com ZIKV apresentam maior fosforilagdo de p38MAPK

A andlise do processo de fosforilacdo de p38 foi realizada logo apés a infeccéo
pelo ZIKV por citometria de fluxo. Foi observado que as células infectadas
apresentaram um aumento no percentual de fosforilagdo da quinase alvo quando
comparado ao controle. A estratégia de gates foi demonstrada abaixo (Figura 10). E
possivel observar que ocorre um aumento da intensidade de fluorescéncia em células
infectadas, quando comparado com células ndo-infectadas. Esse aumento é
evidenciado pelo deslocamento para direita do pico da intensidade média de
fluorescéncia no grupo infectado. Portanto, esses resultados sugerem que a presenca

do ZIKV aumenta a fosforilacdo de p38MPAK em células THP-1.

Figura 10- Fosforilagcdo de p38MAPK em células THP-1 infectadas com ZIKV
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Fonte: A autora.

Legenda: Células THP-1 infectadas com ZIKV com MOI de 5, foram coletadas apés infeccdo, marcadas
e analisadas para a fosforilagdo de p38MAPK por citometria de fluxo. O gréfico de barras representa o
percentual de fosforilagdo. P<0.001 Andlise estatistica: teste-t.



66

Assim como observado por citometria de fluxo (Figura 10), é possivel observar
na Figura 11 que os niveis de fosforilacdo de p38 aumentam rapidamente em células
infectadas. Ja em 15 minutos pos-infeccdo observa-se o aumento nos niveis de p38
fosforilado, o que € consistente em todos os tempos pés-infec¢cdo analisados até 60

minutos pos-infecgao.

Figura 11- Fosforilagao de p38MAPK em células THP-1 infectadas com ZIKV
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Fonte: A autora.
Legenda: Células THP-1 infectadas com ZIKV com MOI de 5, foram coletadas em diferentes tempos
(15,30,45 e 60 mpi) e analisadas para a fosforilagdo da p38MAPK por Western blot.

6.50 ZIKV interfere na fosforilagdo de STATs e ERK1/2 em THP-1

As células THP-1 foram infectadas com ZIKV, tiveram as marcacdes para avaliar
as fosforilacdes das moléculas alvo foram efetuadas nos tempos de 30 minutos, 45
minutos e 60 minutos apds a infeccdo. Esses intervalos foram determinados devido
ao fatos de quinases, como Jaks, STATs, tem sua fosforilagdo iniciadas em 1-15
minutos apds estimulacdo dos receptores (Shuai et al., 1993). Para entender melhor
guais os mecanismos envolvidos na fosforilacdo de p38 durante a infec¢éo pelo ZIKV.
Foi analisado o status de fosforilacdo da proteina ERK1/2 e de diferentes proteinas
STAT.

A fosforilagé@o de proteinas importantes na imunidade inata foi vista em diferentes
tempos apos inoculagédo do ZIKV nas células THP-1. O grupo de células infectadas
apresentou intensa fosforilagdo da proteina ERK1/2 nos 45 mpi quando comparadas
com células néo infectadas (Figura 12).

As STATs avaliadas nesse ensaio foram as STAT1, STAT3, STAT5 e STATSG. .
A presenca do ZIKV induziu a fosforilagédo de STAT1 nas THP-1, 30 e 60 mpi (Figura

13). Quanto a STAT 3, a presenca do ZIKV induziu a sua fosforilagdo nos primeiros
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30 mpi, porém, no ultimo intervalo analisado (60 mpi) ha uma inverséao do perfil, com
as ceélulas controle mostrando um maior nivel de fosforilacdo. A STAT5 evidenciou
maior fosforilacdo nos tempos iniciais pos infeccdo (30mpi e 45mpi) nas células
infectadas do que nas células néo infectadas. (Figura 14). Quanto a STAT6 diferencas
estatisticamente significativas foram vistas em 45 e 60 mpi quando realizada a
comparacao entre os grupos, sendo observada uma maior fosforilagdo nas células
controle em 45 mpi, enquanto que em 60 mpi o grupo infectado é que apresentou
maiores niveis de fosforilagdo da proteina (Figura 15).
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Figura 12- Histograma e gréafico das células THP-1 marcadas com anticorpo para ERK1/2, na presenca e na auséncia do ZIKV 30mpi, 45mpi e
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Legenda: 1,0 x 106 células THP-1 infectadas com ZIKV (MOI 5). Fosforilacdo de ERK1/2 realizada nos de células infectadas e nao infectadas, em diferentes

ERK 1/2 fosforilado (Alexa Fluor 647)

periodos pos-infeccéo: 30, 45 e 60 mpi. Nota: *** P<0.001; ** P<0.01; *P < 0.05.
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Figura 13- Histogramas e gréaficos das células THP-1 marcadas com anticorpo para as STATS, na presenca e na auséncia do ZIKV 30mpi, 45 mpi e
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Figura 13- Histogramas e graficos das células THP-1 marcadas com anticorpo para as STATS, na presenca e na auséncia do ZIKV 30mpi, 45 mpi e
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Legenda: 1,0 x 108 células THP-1 infectadas com ZIKV (MOI 5). Histogramas e graficos demonstrano a fosforilacdo de STAT1, STAT3, STAT5 e STAT6

realizadas nas células THP-1 infectadas e nao infectadas, em diferentes periodos pds-infeccao: 30, 45 e 60 mpi. Analise realizada por citometria de fluxo.
Nota: *** P<0.001; ** P<0.01; *P < 0.05.
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6.6 A inibicdo de p38MAPK nas células THP-1 infectadas com o ZIKV interfere
nos niveis de IL-8 e CXCL10

Os sobrenadantes resultantes da cultura de células THP-1 tratadas com o
inibidor farmacologico de p38MAPK (SB202190) e ndo tratadas, células infectadas e
nao infectadas foram utilizados para dosagens das seguintes citocinas inflamatérias e
quimiocinas: IL-12p70, TNF, IL-10, IL-1pB, IL-6, IL-8, CCL2, CCL5, CXCL9 e CXCL10.

As citocinas IL-12p70, TNF, IL-10, IL-1B8 ndo demonstraram alteragbes de
seus niveis, nas condicdes avaliadas, apresentando a concentracdo de 00,00 pg/mL
em todas elas. As citocinas IL-6, IL-8 e as quimiocinas CCL5, CCL2, CXCL10 e CXCL9
tiveram seus niveis aumentados na maioria dos tempos analisados, nos
sobrenadantes da cultura de células infectadas pelo ZIKV, quando comparadas com
as células nao infectadas. Sugerindo que o ZIKV induz um perfil pro-inflamatério nas
células THP-1 (Grafico 7).

De acordo com os dados do gréfico 8, o tratamento com o inibidor SB202190
nao teve efeito consistente sobre as concentracbes de algumas das
citocinas/quimiocinas analisadas ao longo dos tempos po6s-infeccdo. Esse € o caso de
IL-12p70, TNF, IL-10, IL-1B3, IL-6, CCL2, CCL5 e CXCL9. Isso sugere que a producao
dessas moléculas possivelmente ndo depende exclusivamente da sinalizacdo via
p38MAPK.

A acédo do inibidor foi diferente para cada um dos mediadores inflamatérios
analisados. Para CXCL10 e IL-8, foi observado diminuicdo dos niveis dessas
citocinas, sugerindo que sao ativadas pela via MAPK dependente de p38MAPK. A
infeccéo pelo ZIKV ativa a producdo dessas citocinas por essa via. No entanto, ndo
sao produzidas excluvisamente por ela. Visto que, mesmo com a p38MAPK inibida
ainda ha producéo das proteinas. Por outro lado, CCL2, CCL5, CXCL9 e IL-6 ndo
apresentaram reducdo em seus niveis quando tiveram a p38MAPK inibida. E os
mediadores 1L-12p70, TNF, IL-10, IL-1B continuaram sem demonstrar variagdo em

seus niveis.
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Gréfico 6- Dosagem de citocinas pré-inflamatérias e quimiocinas em células THP-1 infectadas pelo ZIKV
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Legenda: 1,0 x 10% células THP-1 infectadas com ZIKV (MOI 5). Dosagem das citocinas, IL-6, IL-8, CXCL10, CCL2, CXCL9 e CCL5 realizada nos sobrenadantes
da cultura de células infectadas e ndo infectadas, em diferentes periodos pds-infecgdo: 0,12,24 e 48hpi.Nota: *** P<0.001; ** P<0.01.
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Gréfico 7- Quantificacdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas em células THP-1 infectadas pelo ZIKV tratadas com inibidor de

p38MAPK
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Gréfico 7- Quantificacdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas em células THP-1 infectadas pelo ZIKV tratadas com inibidor de

p38MAPK
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Legenda: 1,0 x 108 células THP-1 tratadas com SB202190 e infectadas com ZIKV (MOI 5). As citocinas, IL-6, IL-8, CXCL10, CCL2, CXCL9 e CCL5 foram

dosadas a partir dos sobrenadantes da cultura de células infectadas e ndo infectadas, em diferentes periodos pds-infecgdo: 12, 24 e 48hpi.
Nota: *** P<0.001; ** P<0.01; * P < 0.05.
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7 DISCUSSAO

O ZIKV tem demonstrado eficiente capacidade de infeccdo em diferentes tipos
celulares (HAMEL et al., 2015; FOO et al., 2017;ZHU et al., 2017). Em um contexto
sistémico, para que o virus consiga estabelecer a infeccdo, é necessério ultrapassar
varias barreiras da imunidade. J4 no ambiente in vitro, para que a infec¢éo ocorra, é
preciso que as células hospedeiras expressem receptores capazes de reconhecé-los.
No caso da infeccdo dos flavivirus, os receptores de entrada bem caracterizados sédo
as integrinas avp3, receptores de lectina do tipo C (DG-SIGN) e receptores TAM (AXL,
e Tyro3) (LAURETI et al., 2018; PERERA-LECOIN et al., 2013).

As células THP-1, células monociticas de linhagem humana, demonstraram ser
permissivas e suscetiveis a infeccdo do ZIKV. Tal caracteristica permite uma
avaliacéo in vitro dos perfis imunoldgicos resultantes da infeccdo com esse arbovirus.
Curiosamente, as células THP-1 apresentam baixos niveis de expressdo de
receptores TAM, que sao considerados os principais receptores de reconhecimento
do ZIKV (LIAO et al., 2009). No entanto, apresenta expressao do receptor DC-SIGN,
outro potencial receptor de entrada para esse virus (HAMEL et al, 2015; HSU et al.,
2010). Isso sugere que esse receptor, possivelmente, desempenha papel central na
permissividade das células THP-1 ao ZIKV.

Considerando isso, nds avaliamos os mecanismos da imunidade inata de
células THP-1 frente a infeccdo do ZIKV. Para isso, investigamos 0s niveis de
expressdo génica e o status de fosforilacdo de proteinas da via MAPK, devido a
relevancia dessa via em atividades celulares como proliferacdo, diferenciacéo,
migracédo, inflamacao e apoptose. Outra via de sinalizacdo que analisamos foi a via
JAK/STAT, por também ser uma via envolvida na proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular, além de ativar de genes de citocinas pro-inflamatérias, como IL-
6. Ainda, quantificamos citocinas e quimiocinas relacionadas com processos
inflamatorios que geralmente sdo desencadeados em infecgdes virais.

De acordo com os resultados obtidos a cerca da expressdo génica da via
MAPK, observamos que os genes PI3KCA, AKT, NF-kB1 e NF-kB2 estédo
superexpressos nas células infectadas quando comparados com as células néo-
infectadas. Além de estarem relacionados com mecanismos celulares diversos,

incluindo replicacao, migracao e apoptose, estes genes parecem interferir na resposta
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imune frente a infec¢cbes virais (PERERA-LECOIN et al. 2013; GREEN et al., 2014;
LIU et al., 2014). Wang e colcaboradores (2017) demonstraram que a via de
sinalizacdo PI3K é importante no controle de WNV, regulando a resposta do IFN-I. A
inibicdo dessa via acarretou no aumento dos titulos virais em macrofagos de
camundongos infectados pelo WNV. Por outro lado, um estudo de Liang et al., (2016)
constatou que a inibicdo da Akt-mTOR pode estar relacionada com defeitos na
neurogénese e que a NS4A e NS4B do ZIKV pode ser responsavel por processo
inibitorio.

No presente estudo, também avaliamos o status de fosforilacdo de STATs
(STAT 1, STAT 3, STAT 5 e STAT 6) Os dados dessa avaliagcdo sugerem que a
infeccdo do ZIKV é capaz de ativar a cascata de sinalizacdo JAK/STAT. Essa cascata
€ iniciada quando os seus receptores reconhecem citocinas, previamente liberadas.
Mais de 50 citocinas séo eficientes na ativacdo dessa via e esse amplo espectro varia
desde citocinas antiinflamatorias (IL-4), pro-inflamatorias, a fatores de crescimento
hematopoiéticos (G-CSF). A resposta intracelular esta diretamente relacionada com o
receptor que foi ativado e a via JAK/STAT seré responsavel por mediar a regulacéo
das transcricbes de genes ligados a proliferacédo, diferenciacédo e ativacao celular,
como o NF-kB (MULLER, 2019). Desse modo, alteracdes nessa via na infeccao pelo
ZIKV pode interferir em diversos processos essenciais no funcionamento da célula.

Além da fosforilacdo das STATS, quinases importantes da via MAPK também
se mostraram ativadas frente ao ZIKV. Foram observados maiores niveis de
fosforilacdo de ERK1/2 no intervalo de 45 mpi, quando comparado aos demais tempos
analisados. J4 a quinase p38MAPK apresentou alteracfes no status de fosforilacédo
em todos os tempos pés-infec¢do analisados, embora com intensidades diferentes
entre os intervalos. De modo semelhante, Zhu et al., (2017) demonstraram, em células
de retina, que o ZIKV ativa vias como a de ERK, p38MAPK, NF-kB, STAT3 e de
estresse de reticulo endoplasmatico. Em conjunto, esses dados sugerem que a
infeccéo pelo ZIKV parece regular essas vias em diferentes tipos celulares.

De acordo com o tipo celular, havera a producao de diferentes IFNs (a,(3, v, A)
e ativacao dos ISGs. No entanto, o ZIKV mostrou ser capaz de inibir a expressao do
gene induzido por IFN-a , podendo ser um dos mecanismos de evasao do virus

(KHAIBOULLINA et al., 2017). Nesse sentido € importante conhecer qual ou quais 0s
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mecanimos que o ZIKV desempenha para minimizar essa resposta e conseguir
estabelecer seus processos infecciosos (BAYER et al.,2016; WU et al., 2017).

Outros fatores inflamatoérios podem ser induzidos em consequéncia da infeccéo
com ZIKV, como citocinas e quimiocinas. Este trabalho mostra que o ZIKV além de se
replicar bem nas células THP-1, desenvolve uma potente resposta inflamatéria, com
0 aumento de IL-6, IL-8, CXCL10, CXCL9, CCL2 e CCL5. Estes resultados estédo de
acordo com dados de diversos estudos que também verificaram a elevacdo de
moléculas inflamatorias na infec¢do do ZIKV porém discordam quanto a quantificacéo
de IL-1B e TNF-a (DA SILVA et al., 2019; LIMA et al., 2019; NAVECA et al., 2018;
ORNELAS et al., 2017; TAPPE et al., 2016; WANG et al., 2018).

Para que a producédo de IL-6 seja ativada, é necessario a participacao de duas
proteinas, o receptor de IL-6 (IL-6Ra, CD126) e a proteina gp130 (IL-6Rb, CD130). A
IL-6 forma um complexo com IL-6R, presente nas células-alvo e recruta a gp130. O
sinal de transducdo mediada pela gpl30 requer a ativacdo das vias JAK/STAT e
MAPK (KISHIMOTO, 2010). Visto que os dados do nosso estudo sugerem que ha
ativacdo dessas vias em células THP-1 infectadas pelo ZIKV, é possivel que essas
vias estejam envolvidas no aumento dos niveis de IL-6.

Em relacdo ao aumento de IL-8 induzido pela infeccao do ZIKV, provavelmente
ocorre pelaativacdo das vias NF-kB, ERK, p38MAPK e PI3K/Akt uma vez que todas
elas estdo envolvidas na regulacéo da expressao desta citocina . Ainda baseado em
Nnossos estudos, esse aumento, possilvemente, tem maior atuacao da via p38MAPK.
Isso também acontece no contexto da infeccdo por outros membros da familia
Flaviviridae, como DENV e o virus da peste suina classica. De acordo com Dong et
al., 2018 a infec¢do com o virus da peste suina envolve o aumento de IL-8 mediado
pela regulacdo de PI3K/Akt, NF-kB, JNK, ERK, p38MAPK e producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (DONG et al., 2018). A liberacdo de IL-8 também foi
detectada na infeccdo de DENV e ZIKV (GREEN et al., 2014; LIMA et al., 2019).

Na infeccdo de DENV e ZIKV a participacdo importante de CXCL10, em
processos inflamatdrios, como a neuroinflamacéo ja foi descrito (LIMA et al., 2019;
NIRANJAN; MUTHUKUMARAVEL; JAMBULINGAM, 2019). HSIEH et al., (2019)
demonstraram gque CXCR3 e CXCL10 sdo moléculas cruciais que coordenam a
resposta de protecdo contra a infeccdo do DENV. Nos achados do presente estudo
também foi detectado o aumento de CXCL10 nas células infectadas com ZIKV. Isso
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pode ser um indicio da relacdo da participacdo dessa citocina na modulagéo
imunologica da infeccdo do ZIKV, semelhantemente ao que acontece na infeccéo do
DENV.

A quimiocina CXCL9 também chamada de MIG, é estimulada por IFN-y e
diferentemente da CXCL10, ndo € induzida pelo IFN- a/f. Juntamente com outras
proteinas, como CCL2, CCL4, CXCL10/ IP-10 e IL-8, a CXCL9 tem estado associada
a patogenicidade do virus influenza sendo responsaveis pela modulag¢édo da resposta
imunoldgica frente a esse virus (BETAKOVA et al., 2017). Na infeccéo de ZIKV em
células-tronco neuroprogenitoras (LIMA et al., 2019), assim como em nosso estudo
com células monociticas, os niveis de CXCL9 se encontraram aumentados.

Também observamos o aumento de CCL2. Esse aumento j& foi relatado em
casos de infeccdo pelo DENV e ZIKV, esta quimiocina tem relagdo com o
recrutamento de mondcitos, linfocitos T e células NK, que séo consideradas células
importantes na resposta a infeccdo (BORGES et al.,, 2018; LIMA et al., 2019).
CONNOR et al., (2018) demonstraram que em mondcitos infectados com ZIKV os
niveis de CCL2 estdo aumentados e ainda associaram este aumento com
recrutamento de mondcitos ndo-classicos. Em conjunto, esses dados reforcam que
ha producdo de CCL2 na infeccdo pelo ZIKV, sugerindo a participacdo dessa
guimiocina na resposta inflamatoéria desencadeada por esse virus

Ojha et al., (2019) analisaram a producao do perfil inflamatério da infeccéo do
ZIKV em astrécitos e observaram que o virus induz o aumento da secrecao de CCL2,
CCL5, CXCL10, IL-8 and IL-6, semelhantemente ao nosso estudo Além disso,
demonstraram que a cepa do ZIKV de Porto Rico (PRVABC59) estimulava ainda mais
0 aumento nos niveis de CCL5 quando comparada com a cepa afriacana (MR766).

Embora alguns estudos tenham demonstrado a producdo de citocinas pro-
inflamatorias na infeccéo pelo ZIKV(DONG et al., 2018; LIMA et al., 2019; NAVECA et
al., 2018; ORNELAS et al., 2017; TAPPE et al., 2016), ainda n&o esta claro quais sao
as mecanismos responsaveis por esse processo. Para elucidar alguns desses
mecanismos, relacionamos a producdo de algumas dessas moléculas (IL-6, IL-8,
CXCL10, CXCL9, CCL2, CCL5) com uma via de sinalizagao, a via MAPK, capaz de
regular inflamacéo. Para isso, inibimos a p38MAPK e dosamos as mesmos

mediadores inflamatorios.
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Nés observamos que a inibicdo de p38MAPK no grupo de células infectadas
acarretou na diminuicdo dos niveis de IL-8 e CXCL-10, quando comparadas as células
infectadas e ndo-tratadas com o inibidor. Esses dados sugerem que h& uma forte
relacdo entre essas moléculas e a via MAPK. Como foi visto em um estudo com
células de retina infectadas com ZIKV, a inibicdo de p38MAPK foi capaz de reduzir os
niveis do maior niumero de citocinas e quimiocinas avaliadas. Nesse mesmo estudo
também foram inibidos JAK1/2, STAT3, a ativacdo de estresse de reticulo
endoplasmatico, NF-kB e ERK. A inibicdo desses componentes acarretou na
diminuicdo de citocinas e quimiocinas, incluvise IL-6, CXCL10, CCI5, CCL2, CCLY7,
ICAM 1 e CCL1, no entanto, no grupo p38MAPK inibido essa reducédo ocorreu de
forma mais relevante (ZHU et al., 2017). Em conjunto, esses dados sugerem que a
via p38MAPK parece ter papel central na inducéo de IL-8 e CXCL-10 na infecgéo pelo
ZIKV em diferentes tipos celulares.

A sinalizacdo de p38MAPK pode influenciar a producédo de IFN e ISGs em
diferentes niveis, esse processo pode acontecer devido a ativacdo de ATF-2, assim
como regulacado cruzada de NF-kB e IRF-3. Essa modulacdo da sinalizagéo de IFN
pode afetar a via de sinalizacdo JAK/STAT Sendo assim, p38MAPK pode regular a
sinalizacdo de JAK/ STAT de forma indireta através da inducdo da fosforilacdo de
STATL1 ou pela ativacao da fosfolipase citosélica A2. Em um ciclo de feedback positivo,
a modulacao da sinalizacdo de STAT pode influenciar a expressao de IFN (GALANI
et al., 2017).

Em nosso estudo ndo avaliamos a relacdo da via MAPK e a sinalizacdo de
JAK//STAT, porém € possivel que essa relacdo possa existir na infec¢do do ZIKV nas
células THP-1. Observamos, que a inibicdo da p38MAPK contribuiu para a diminui¢ao
da producdo de mediadores inflamatérios induzida pelo ZIKV. Nesse contexto, €
importante entender também qual o papel das vias JAK/STAT e PI3K/Akt. Estudos
futuros serdo necessarios para esclarecer o papel dessas vias no processo
inflamatorio desencadeado pelo ZIKV. A inibicdo intracelular de quinases pode
exercer efeito imunossupressor de muitas células e de varias moléculas dependentes
dessas proteinas. Em algumas doencgas, como cancer e asma, por exemplo, a inibicao
de quinases como PIK3, p38 e JAK/STAT é utilizada como mecanismo de tratamento,

visando diminuir o processo inflamatorio decorrente da doenca (SOUTHWORTH et
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al., 2018). Isso reforca a importancia da utilizacéo de inibidores de quinases no estudo
de mecanismos inflamatérios em diversas patologias.

Embora exista uma gama de citocinas/quimiocinas envolvida no contexto da
infeccdo pelo ZIKV, moléculas como a IL-8 e CXCL10 podem representar marcadores
importantes dessa infeccdo. O proposito em determinar marcadores e elucidar sua
relacdo com os eventos que resultam no quadro mais grave da infec¢do pode levar a
futuras estratégias terapéuticas e reduzir o impacto social e econdmico da doenca nas
regibes mais afetadas. Mais estudo a cerca de processos inibitorios das quinases na

infeccdo do ZIKV se faz necessario para que essas estratégias sejam efetivas.
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8 CONCLUSOES

a) As células THP-1 sdo permissivas e susceptiveis a infec¢ao do ZIKV;

b) A infeccédo do ZIKV em células THP-1 induz a fosforilagdo da via de sinalizacéo
de JAK/STAT;

c) As células THP-1 exibem um perfil pro-inflamatério quando infectadas com
ZIKV;

d) A p38MAPK regula parcialmente a producéo de citocinas pro-inflamatorias (IL-
8 e CXCL-10) liberadas pelas células THP-1 infectadas com ZIKV.
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Dengue Virus—Specific Antibodies
Enhance Brazilian Zika Virus Infection
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Anti-Finhirus  antihodies are highly cooss-readive  and
may Goltste fim vine (£IKV) infecbon throogh the
anitbody-dependent enhancement (ADE) mechanism We
demonsiraie that dengoe- specific antibodies enhance the infac-
tiom of 2 primary Brazilian FIKY isolie im 2 Foghill-expressing
K=57 ool lime. In addition, we demonstrate that serum same-
ples from desgnee-immmne peegmant women enhanced 1KY
infection. Thess fmdisgs highlight the seed for eptdamiclogical
studies and animal models o further confirm the role of ADE
in the development of congenital and nenmological complica-
tions associaied with ZIKY indections.

Eeywords  Fika virus; antibody dependent esbancement;
dengoe antthodies

iz wirus {ZIKV) s corrently im the spotlight as 2 major pub-
lic health comcern worldwide [1). Until recently, ZIKY infac-
bioms in bomaes were assocated with sther anmplomatic or
of ZIKV in Polynesia and Brazil revealed the wirus is assod-
aled with more severe dinial manifestations than previonsiy
reported, imcloding meurndogical complications in adults {eg,
Caillain- Barrt Syndrome) and microcephaly in newhborns [ 2-4].

The fadiors respomsible for the large variahility of severs
phenotypes [3] of ZIKY mfetion remain ondear Dengne
wirns {DENV) antibadies have besn shown o enhamce ZIKY

infection |5, 6] These anbbodies cooss- peact with £V groc-
taral proteime, Goiltating virs uptake by cells expressing Foyll

recepiors  through the medhamism of antibody-dependent
enhamcement {ADE) |5, 6] Becamse of the high rate of dengne

transmisios in Brazll, »50% of the adul populaiton has besn
previoushy exposed i [HENY, especially in the Mortheast region
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[7]. Here, we nsed 2 pand of serom samples from individuals
with ditferent desgue immumity profles bo confirm that desgupe
antibodies enhance the infection of 2 Brazilian FIENV iolate.

MATERIALS AND METHODS

Eara Paned
e indoded well-characterized s2rum samples of (1} & kbo-
ratory-mafirmed sympiomatic dengue miscioes {primary
and secondary dengue cases), {2) 20 pregeant women with
different dengoe immmonity profiles, and (3} 3 dengue-oalve
Pregnant women.

Dengue symplomalic patient s2rum samples were mllect=d
from imdividuals exrolled in a cohort of dengue sepected e

maduocted in the oty of Reciie [8], a large urban center amd
hyperendemic area of dengue in Mortheast Brazil. Sequential
hlood mmples were collected from each patient during the
acule {7 days) and convalescent phases (10-15 dzys) as well as
around 30 days afier enrollment in the sindy. Addfiosal sam-
ples were obtained & and 17 months bier. Dengue ases were
lahoratory coafirmed by the combimation of vimes isolabon
Caf36 cells and viral A4 detection by reverse.tramscriptacs
pobmerass chain reaction (RT-PCE) with dengue semlogy
for immunoglobuliz M (Ighltmmuscglobubin G (I3G) by
enryme-linked immoncenchent assry (FLISA). The kinetics of
IgM and IgG respomss were used to dasstfy the ceses s primary
or secondary dengue infections. For this sudy, we mduded
serumn samples from primany (n = 3] and seoedary desgue
ases (N = 3} collected at the following time points <7 days,
10-15 days, 30-40 days, and 260 days after infection [£].
Serum samples were obiaimed from healthy pregnant women
incinded in a prospective dengne birth cobort sudy cmisd
out i the mme seiting |5, 10]. Thess cmples were collected
hetwesn 3011 and 2013 and represent the dengoe spideminlog-
il profil= of women at repmdoctive age shorihy before the dr-
oulatios of ZIKY o thisarea. Dengue semodogical profiles of the
mothers incheded 1o the cohort were determined by ELISA and
plagoe reduction neutraltration test (FANT) |2, 10]. To tovest-
fate ADE of ZIKY infection by DENY antibodies, 2 groups plus
a comtrol growp of mothers were s=lecded based om their FRANT
status: Giroup 1 was comprised of serum symples from mothers
with a momotypic DENY- imemne profile { FRNT  » 20 to onby
1 serotype; m = 10}; and Group 11 incloded sem from mothers
with multitypic lmmusity (FRNT » 30 o2 1 DENV serotype;
n = 10} {Sopplementary Table 2). Serum symples from DERY.
natve mothers enmolled in the cohort were ales induded in this
study (@ = 3). Samples wers confirmed as DENY.negative by
IgMi1gCs serology and PENT. Details of the stody design and
data collection of both cobort gmdies have been previowdy
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described |8, 9 A detailed description of the semlogical char-
acterization of sach sem indwded In this study has ben pro-
vided in Supplementary Tables 1 and 2

Vireses

Fika virus PE'z43 and DENV.2 16681 (protobype sirain)
were used in the ADE assay fika virus PE243 was isolated
from a fika s diagnossd in Pernambmoe state, Northeast
Hrazxil [11]. The virus strains were propagated = Vero cells, as
described dsewhere [10]. The wins-containieg supernatants
were harvested from infected Vern cells and dartfied by centmif-
ugation (930 g, 10 minotes, 45C). Viros particles were predp-
itated with 50% polyethylene ghool (PEG 2100} in Dulbeoo's
medified Eagle medium (DMEM). Brefly, the sopermatant’
FEG mixture (proporiica of 1-4) was incubated overmight
at 4°C. Afier centrifogation (1500 g, 30 minubes, £}, the
supernatant was discarded, and the pellet coataining the virus
particles was resnspended in ome hundredth of the orgisal
volome of supernatantPEG in DMEM with 25 mM of HEPES

(4-{2-hydromyethyil- 1-piperaztnesthanesulinnic  aod). i
virus PE243 was titrated by plague assay, whersas DENY.2

L6621 virus titer was determined by fncus- forming assny [ 10].

Amibay Degenden: Enfascament & oy
FoyRll-expressing ES6X ool line were exposed to ZIKW
PE/243 Im the presence of elther 2 Rimvirus-satve (AR buman
semum or 2 dengue-immume seram: sample (DENY-2 mmune
serum). Antbody-dependent enhancement was determized
by Sow cylometry, as previously described [10] Amtihody-
diepensdent enhancement was measured as the m-fold increass
im the percentage of viros-infected cells relattve to that 1m a
Rovhvirusmatve serume [VENY.2 18481 was osed as a oomtrol
fior the assy:

Quasiitaiea Real Tome Prffesirsa Chan Riacpan

fika vines RNA was extracted from culture superoatants using
QlAamp ¥iral RNA extraction kit following the mamfachures
specifictions. Chantitative BET-PCR was conducted by using
the CuantiTect Probe BET-PCR Kt with amplification tn the
Applied Hiosystems 7500 real-ime PCR system following the
manufcturer’s profocol. Fika virus primess (ENVIoasFs"
COGCTGOOCANCACAAG 3 and ENVI11E2RSCCACT
AACGTTCTTTTGCAGACAT-3") andprobe (- VICAGCCTA
CCTTGACAAGCAGTCAGACACTCA A EH(-3) squences
fior the quantitathve vires detection ssay wers dasigned acoond-
ing ko Lanciott ot al (2008) [12). The relattve quantificatios of
ATV BMA was assessed usiog the 7500 Sofftware w2005,

Edhiical Siaismei
Tk protoo] was appeoved by the Ethical Committes of Aggen
Magathaes Research Center {CALE-00661.0.095.000- 10) 2nd of
the Erazilian Ministry of Health {CONEP 25000, 119007/ 5002~
03 CEP&&/2).
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Exabistical Analyss
Student’s ¢ test was nsed to compare percentage of infected
cells and enhancing activity between 2 groops. The correlation
hetween peevtous dengoe immustty and ADE was determinad
using the Spearman test. The level of significance was s=1 a1 05.
Statistical amalysis was periormed using CGiraph Pad Prism, ver-
slon G.0e

We postulated that nonmeulralizing, cross-reactive, den-
gue-specifiic aptibodies enhance ZIEV imfection of FopR
receplor-bearing phagocytes through the mechanism of ADE
T comfirm that, FoyR1l-expressing K562 coll Iines were exposed
i the loml Brazilian FIKV solate FE'243 i the presznce of
either 2 Favhirmesnatve or 2 dengoe-immune serom sample.
Zika virns and DENY-Z infactivity were low oo Ksa2 cells
infacted without antbodies (1.23% = 0.87% and 0.91% + 0.39%,
respectivelyl or i the pressnce of Rinehéms-naive serum
(205% + L.09% amd 211% + 1.11%, respecitvely). However,
preimcubation of ZIEY with a serum sample fromoa DENV.3-
immune imdividml increased the infectivity of both wiroses
compared with the Rovhires natve sample (9.05% & 5 58% for
ZIKY and 3.45% + 3.208 fior DENV-2) The ADE cbserved for
ZIKY was 3 itmes greater than the one observed for DENY-2
[4.35 + 1.11 and 143 + 0.53, respectively; P = 003). The expes-
iment was Independantly performed 4 times oo different days

i assare reprodocbiity A representative analyss is shown tn
Fgure 14 and 18.

Hext, we determimed the kimetics of ADE of ZIKV infecton
in z pand of well-characterized serum smples ffrom primary
(n = 3) and secomdary (n = 3) laboradory-confirmed demgue
cazzs colledied from acoie (<7 days after onset of symptoms)
and comvalescent (10-15 days afier coset of sympioms) phases
unhl after complete recower (30-40 days and 260 days after
onset of symptoms). Antibody.dependest enhancement of
ZIKY infrchion was not observed in samples collected duoring
the febrile and acule phases (before serom comversiom) in
patienis experiencing dengue primary infectoms (Figure 24).
Antibody-dependent enhancement was only obssrved in this
group at later Hme points, after oovalescence and recovery
[Figure 2 4). Imcontrast, serum: samples from dengoe sscondary
ases induced ADE of ZIKY infecbon regardless of the phase of
infaction amahyred (Figure 24).

W then sdaced a panel of serum mamples from. pregnast
women tmemne o sther DENY.3 alose (mosobypic; no= 10)
or in combination with DENV-4 (mulithypic; n = 10], a5 deter-
mined by PHN T asarys. All mmples from DEN Y- immume moth-
s show ADE of FIEY infection (n = 20720), whereas S10E was
not ohserved among the DENY.-natve mothers (n = 073} Serum
samples from monotypic and muolotypic dengue-tmmume
mothers indnced greater ADE of ZIKY infection (1641 + 3,12
amd 17.08 = 286, for monotypic and mulbitypic, respeciiwely,
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Amtibody-dependence entamcement of FIEY infection by
dengne.-spectfic antibodies was also ohserved after quantifica-
tiom of viral RNA& by quantitative BT-PCR in culture superna-
tants of infected K562 cells Viral RNA levels increased up to
7-fold tn the presence of demgue tmmuse s=rum compared with
thie Flavtvirus-catve semom { Pigure 2000 Thiere was mo diference
im the FIEWV ENA levels mollacted from supernatants harvested

from infecied cells in the presence of dengue momotypic ormul-
titypic matermal sea (P = 151

Although FIEV has been linked to the increased incidence of
congenital microcephaly cases [ 3, 4], the machasdsms undeary-
ing ZIEY transmission from mother to fetus remain unkzown.
Here, we demonstrated that the pressnce of dengoe antthodies
imcreased the Infectivity of 2 primary Brazilan ZIEY isclate in
2 human cell line expressing FoyRIl receptors.

Amtibody-dependent enhancement of FIKV infartion in
mononudear phagooytes was gt svidenced Im the 19805 [13]
and has heen recently confirmed by others [5, &]. Dejmtrattica)
et al [5] showed that pocled movalescent serum and monodo-
al antihodies destved from DENV- infected palienls wese able
to promote ADE of ZIKY tnfection om the monocyte cell line
U7 [=]. Our resalts confirmed these findiegs in a differem
cell line amd also explored the kineties of ADE on patred sm-
ples taken from the same subjecis at different Bme points, con-
triteating to better understanding of how preszising Rinhirns
immuetty iefluemces ZIKY infection in vitro. We admowd-
edge that i is mot pestble o definilively e out previous
HEN arposare of the pattents induded in our study, athough
there were no reports of ZIKY or microcephaly ootbreaks in
Hrazl between 2004-200¢ and 2011-3012, when the samples
were collacted. OF node, monodonal antthodies direcied in the
emvelope dimer epiiope of DENY have been recently demon-
sirated o potently nestralire FIKV infection and imhibit ADE
im ¥itra |5, 14], poisting o a potential immunothempy agains
KV and opesing the venuwes for the IdentiScation of ZIKY
and DENY shared epfiopes able 1o dicit nentraliring antibodies
against both vimses [14].

Interestingly, we showed that sz from peegnant women—
repeesentattve of the pregeant population of Radfe, which was
the epicenter of the microcephaly spidemic 1n Boxil—promate
AN of FIKY infection i vitrn. Notewnethy, Increased mombers
of mogendal disesse associated with ZIKY infecton bave not
bemn reporied = Southeast Asta countries |15], where dzngoe
has been hyperendemic for »5 decades and pregeant women ane
usually tmmuse to all DENV secotypes. Unlike Asta, pregmant
women from our setting are mostly tmmoee to DERY.3 alone
and probably have lower bevels of DENY.-asocisisd antibodies
than women exposed to several DENY infections |10]. Thus, we
cannot exdude the posthilty that backgrousd tmmustty and
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DENY-spactfic antthody bevels of the population might oontrib-
uletn incremsed diszase severty of ZIKY Infecbions. This probabdy
explaics the higher mtes of congenttal syndrome and neurclog-
il complicions assciated with FIKY misctions chserved in
Erxll compared with Asian counkries [ 4, 15, akhough virus vir-
ulemce of the croulating ZIKV might ako play a role.

Iz mxmmary, we demonstrated that dengue. specific anbbnd -
les dramatically increase ZIEV infacthvity in vilro i phago-
cyles expressing FoyRll receploss. This fnding might have
implications for the tmemnopathogeness of FIKY infection
in dengoe-endemic areas. We adknowledge that the infuence
of ADE in determining severe diszase tn vive has beem con-
troversial in the dengoe fidd [10]. To date, there has been no
eptdemiclogic evidence of enhanced FIKV tliness during the
ongoing epidemic in South and Central Amenca Althoogh
our data dearly demonstrate the abilty of dengue antthodies
iz enhance £IEKY infection in vitm, i 1s impociant to poink oot
that the relevance of this mechanism o vivo mst be c@refully
explored. Additomal epidemiclogical and antmal meods] swd-
ies are needed to sloddate the contribution of previous desgue

immunity in mediating congenital and nenrdogical complica-
thons assnciabed with ZIKY infections.
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ANEXO B- ENHANCEMENT OF ZIKA INFECTION BY DENGUE- SPECIFIC
ANTIBODIES DOES NOT ALTER THE PRODUCTION OF INTERLEUKIN 6 IN
FCIRIII-EXPRESSING K562 CELLS

7. Quicke KM, Bowen IR, Johesom EL,
et al. Lika virus infiacts human places-
tal macophages. Cell Host Microbe
2016 2EEI-50,
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(L, Tasmanestrithep B, Marovich MA
Cell type specificity and host genetic
polvmornphisms influemce antihody- de-
pemdent enhascement of dengue vinus
infaction | Vieol 2001; 85 1671-83.

9, Kshimote T Interenkin-s: from
hasic sciemce 0 medicine &0 years
in immumclogy:. Aemu Bev Immunol
ZD05; 23:1-11.

10.Grant A, Ponda 55, Tripathi 5, et al
Lika viros targels human STATZ o
imhibat type ] interferon signaling, Cel
Host Microbe 2006; 19:B22-940.

Rermomd 11 Jorwn 20T addoral ducroos 17 L#HI'
mrapind 1T Mo 7517

v I Varmirgar P, & ‘frmn
I'ibhl.-__rﬂ.‘lhulh- oo
Eofih Loy, Dol Coms Q0 &2 Ao
lunabwl erarwBgrrih ad
Thee Journa | of Inteciiess [omam® AT 4
i Tha Pasher 700 T. Pinsbonr] by Oicford Lty P By
thalrheing besom Soeeey o fmaca Al nghis resrved
Fox parm
D0k 10 1

To ™= Eprroa—'We thank Hiesion
and colleagues for thetr comments about
our manuscript and for sharing their
resalts [1]. Indeed, antthody-dependant
enhancement (ADE) of vins infection =
acomplex phenomenmn. The mechanism
s triggered by the attachment of imemune
compleses Lo Foy reoepbors, leading to an
increased numiser of wirus-infacted colls
{estrinsic ADE) andfor io the modula-
tion of the antiviral signaling pathway
{imtrinstc ADE) [2]

In dengue, the relevance of ADE in
driving the severs oulcomes of the dis-
ea5¢ have been demomsirated in exper.
tmental studies conducied in vitro and
tn vieo [2, 3]. Additomally, it has bean
esiablished that secondary indection with
a heterclopous dengoe viros (DENV)

serobype i 2 risk @dor for the deve-
opment of severe diszaze [4]. Another
umique example of ADE m mediating
severe omiromes |5 the fact that infanis
born bo DENY.-tmmume mothers might
develop severe demgue durisg a peimary
infection when maternally tramsferned
dengoe anbhodies have waned to below
proteciive levels |5].

[m childres and adults, the spectrom of
the cinical manifesiations of Lika virus
(ZIEV) infection s normally much less
symplomatic when compared to den-
gue, and there is po squivalant o s=vers
dengue (dengue hemorrtagic fever and
demgue  shock  syndrome).  However,
ZIKY has the ahility to infect embryos
amd fetuses inside the uberus, cusing
devastating pathology. The mechanisms
underdying this severe opirome of ZIKY
infzction remain unkmown, and several

stodies have foonsed om Imvestigating
whether ADE might have costributed
to the erpanded FIKY pathogenesis |1,
&-8]. Callactively, these shudies have con-
firmed {i= vitro and im vivo) that & DE of
ZIEY mfection by dengue-specific anti-
badies not oaly Golitates viral opiake, as
but also modifies antiviral mechanisms,
remudting in imcressed ZTKA replication,
as Interzstingly explored by Hueson and
collaagmes 1]

Motably, these studies have used dif-
fierent cdll types 1o explore intrinsic amd
extrimsic ADE properties. The FoyRII-
expresing K562 cell lme does not pro-
duce bype [ interderon (IFN) and. thus, 1s
mot suitable for studying intrinsic ADE,
as orectly pointed out by Hpesion and
colleagoes [1]. Instead, this cell line has
beem widely meed to meamure extrizsic
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ADE properties [2]. We acknowlsdge
that mezmuring the production of Infam-
malory mediztors—as  suggested by
Huegton =t al—would be very tniorm-
ative. In fact, we cbserved no differ-
ences in interfeukin & ([L-6} preduction
between K=£2 colls infacted with ZTKV
im the ahsence of antthodies or = the
presznce of a panel of sera with differ.
ent dengoe |mmume profile (momctypic
and embitypach (Figore 1) l= matast,
Hueston et al demonstrated imcreased
ILl-6 levels on bmman macrophages
iedected with ZIKY preincubated with
dengoe-immuse s2rz [1]. Thess dissime-
tlar fmdings probably reflect variatioes
oo the peodoction of infammatory
medistors among different cell types
umder ATH conditions [2]. OFf note, bath
experimenis were based on a single short
Hme polot afer imfeclion (24 and 4%
hiowrs postinfection for Hueston o al and
our experimenial sysiem, respectivelyl;
tims, 2 momplete time coums experiment
after infection would probably represent
a better picture of K582 cell infamma.
tory responses. However, investigaiing
imtrinsic A DE and expression of different
cytokines was beyond the scope of our
manuscripl

It = notable that considerable pro-
gress has been made im a shorl amoumt
of tme towaml understamding the mle
of ADE of ZIEV infaction by dengue
antihodies. However, It remains pepes.
sary o determine the relevance of the

ADE mechantss in the epidemiclogical
comtext |9, L0], partcularly by anabyzing
how previcus demgue tmmunity affects
virus tracsmission and the developmeent
of congenttal ZIKY smdrome. Smdies
addressing this 1ssne will have tmpartant
imphications for FIEY and DERY wac-

cine developmient.
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ANEXO C- THE TRANSCRIPTIONAL AND PROTEIN PROFILE FROM HUMAN
INFECTED NEUROPROGENITOR CELLS IS STRONGLY CORRELATED TO ZIKA
VIRUS MICROCEPHALY CYTOKINES PHENOTYPE EVIDENCING A

PERSISTENT INFLAMMATION IN THE CNS
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Profile From Human Infected
Neuroprogenitor Cells Is Strongly
Correlated to Zika Virus
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Evidencing a Persistent Inflammation
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_ ~ 7Kavins @KV Infection during pregnency ks Essodiabad with microcephaly, 3 conganitsl
T i e malformation resuiting fom neurciflammation and diect eflects of wirus replcation
Vrwlbmorologe 0N the developing central nervous sysiem (CHS). Howewar, the exact changes In the
'-_ﬁ'j'"'""--""'-' aflecied CHS remaln unknown. Hare, wa show by transcriptome anaksls 2 480
E'\a-l-:'.. :W::MEI; post-infecton) and mutipies: immunsa profiing that human induced-neuwroprogenitor siem
Acompiedt T,y 2o09  CEAS (NINPCS) respond fo ZIKV Imection with a sirong induction of type-l interferons
Publihed: 16 At 3090 OFM3) 8Nd Several fyped IFNs stimuisied genee (\5GS), notebly cytokines and the
) Ciafon:  pro-gpopiotic chemokines CHCLS and CXCLAD. By comparing the inflammatory peofile
P EM?& Induced by 3 ZIKV Brazlen sirein wih en encesiral strain lsolated rom Cambodia n
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2010, we cbserved that the responsa megnitude difiers among them. Compared to
ZWVCambodia, the experimantal Intaction of NINPCs with ZEV/Srazd resufied In a
diminished Induction of 1565 and lower Induction of several cytokines (FN-a, IL-1a5,
L-6, IL-B, and IL- 15}, consaquentty tavoring virus replication. From ZIV-confirmed intart
microcapnaly cases, we detacted a similar profle cherecterzed by the presance of IFN-e,
CHCL10, Bnd CXCLE In cersbrospinal luld (CSF) semples collectad efier bith, evidancing
a sustained CNS Inlammation. Aiogether, cur data suggest that the GNS mey be diectly
afiecied due to an UNbatanced and chonic local Infemmatory responsa, elidbed by ZIKV
infection, which coniributes to demage to the fetal brain,
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INTRODUCTION

Congenital ¥ika Syndrmome {(C75) comprise a wide spactrum
of hirth defsts and smptoms observed in infants who
have bees exposed fo ika virus (ZIKV) during embryonic
developmeni {1). Although other minor abnormalites have been
domumeniad, the most damatic sympioms are microcephaly,
severe  micoosphaly, arthrogrypesis, and ooolar damage
(7). Microcephaly is characterized 2 a developmental brain
malformatices that resulls im a cramil croomferemce <2
standard deviations {2-51¥) below the zverage for the same sex
and gestaticmal age, on the mme way, severe microcephaly is
dassfied based oo 2 canial aroomieremce < 3-500 below the
venge (3, ). Microcephaly asodated with ZIKY infection in
pregnancy was frst reported in Bz in 2005 during a brge
outbreak of this wirus (5). Initial asscations between FIEY
infection and micooephaly development were based on the
identification of viml RENA in fetal amniotic foid {5) and in the
brain tssse of fetuses and infants disgmosed with microcephaly
(7, B} Later, several reports from independent groups confirmed
the assodation between 1KY infection during pregnancy and
oagenital abnormalites (5]

Diagmosis of (325 is complex and imvolwes several ditferent
nearological  emlmbtion, mdiologic bmin  imaging  and
ophthalmologic asessment.  ZIKY  exposure  comfinmation
methods. However, smce ZIEY is present in body fuids with
different shedding kinefics, coofirmation of vime infection
remains challenging (10). In necnates presenbing with signs
of mocrocephaly, ZIKY indection can be oofrmed by viros
detection (ie., KI-PLE) orby the presence of ZIKY-specific 1ghd
in cerebrospinal Said {C5F) or serum (4, 11). [mportantdy, the
presence of anti-ZIKY 1gh in the C5F of necmates with suspected
IS is a stong indicator of a recent congenital infection (12).
Although signifiant improvements hawe besn reached in
terms of diagnosis, the sad pathogenic mechanisms related
o FIKV-induced micoczphaly and others malformations
that FIKV infacticn impairs brain development by arresting
celinhar peurngenesis, laading to the deregulation of cell-cpde
progression and apoptoss (13- 16} Moreower, previons work has
also assessed the birth defects reslting from ZIKY exposare in
different pregmant mouse models (17-20). Whils meost stidies
are foonsed on eloddatimg the specific cellobr mechaiems
of FIKY pathogeness through &v vitro or in vive models, the
pathogenesis among naturally infected human subjecs and
ils biclogical imphictioes have not beem investigaied to the
samt exienl

In humans, the central nervons system (GRS} bemomes to
be established from 22 days onwamds. [nitially, the embrponic
brain is entirdy composed of highly prolifembve meurmonal
progenitor cells (WNPCs). Thus, at this stage, pathogenic processss
induced by the molabmnoed prodocdtion and local secretion of
immunoreguiatony moleoales mzy lead o reduced brain size, and
oasequently microcephaly {21). Therefore, imvestigabions into
ZIKY triggered immuee responses, especially in the CHNE, may

comiribute o a better understanding of the diszase mechanisms
simce specific immume mediators may play a major mle in
the pathogenesis of microcephaly. The Snding that ZIKW
infectiom leads to apoptoss in different neoronal modsls could
also partially explzin the cellnlar destruction chserved im the
radiological examination of neveates with (255 (27], O the other
hand, the pamcrine effects of cytoldnes and chemokines directly
secreted in the CHS by the nfected cells are still unknown. More
recently, Tappe etal. (23) assessed cptokine kimetics in the seram
of ZIKY infected patients Despite the relatively small nnmber
of patients analyzed, the authoms were able lo compare samples
from ihe aosie and convalescent-phase, ing ckevatad levels
of the chemokimes OCL3, OCLA, CCLS and CXCL10 Soring the
recovery phase. Curing the acote phase, the authors ohserved a
mized cyiokine paiiemn, with the imcrease of oickines profiles
assroizbed with Thi, Thz, Thi?, and Ths CD4d* T cell responses
(23}, In additiom, it was reported that there were imcreassd
levels of CECLI0 and CCLz, IL-5, 11L-8, VEGE amd G-CSF
im the ammiotic fuid of F1KV-positive pregeant women with
meonatal microcephaly (24). Forthermaore, the overerpresion of
CHCL1D was recently identified as a potential serum bicmarker
of amte ZIKY imfection (25). Taken together, thes: findings
may suggest that ZIKY infection resolts in a spedfic pmo-
inflammatory profile. However, mo reports from mvicrocephaly
cases were available so far, amd @t remains to be slncdated
whether ZIKV.indoced mocrocephaly aould be associated with an
organ-spedic nflammation.

Here, we analyzed the transcripticeal changes induced by
ZIKY infaction in haman induced pluripotent newroprogesitor
stem cells ChiNPCsl, We msed this modsl 1o compare the
pathogenesis of 2 oolemporary South Amencan stmin
(isolated in Brazil im 2015 at the peak of microcsphaly
cases) vi am ancesiral Asian grain iebiled in Cambodia in
2010, Transcriptioeal data were farther comfirmed at prolsin
expression levels and By assessing the levels of i
and chemoldnes in the CNS of oofimed ZIKV-indoced
micocephaly @ses and validated throwgh 2 second i witre
infetion assay im human meuroblastoma celle Our findings
suggest an important mle of type-l interferon ([FN) response
and chemokines CXCLID and (XCL? in the pathogenssis of
micocephaly, which may represent 2 still unaddressed target
with the potential io interrupt the degrodive CHE infammation
imduread by ZIKY infection.

METHODS

hiNPCs Culture and Infection

Human induced neoroprogenitor cells (RiNPCsi  darived
from human induced pluripotent stem cells (haP5Cs), line
73.56010.02 sub-cdome P, were grown on matrigel-coated,
czll colture treated plates. Briefy, hiPSCs, wers oohured with
meuronal precarsor selection medium, followed by newnooal
precursar expansion medium [ Thermo Fisher Scentific, Mumich,
Germany) oataining fibroblast growth facior 2 (RE&D Systems,
Minmesota, US4} for the genemation of meoral stem cdlls. Afier
5-7 days in cultare, neoml rossttes were identified, manually
dissecied and plated into low-atiachment plates where emboyoid
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body-Eke  simciores—demoled a5 meurosphers—emerged.
Following the plating of newmsphers into the matrigs - coated
plates, hibiFCs were milecied mamually for mosolayer cultore.
hiNF{s were then ooltured in meurcham] medinm contaiming
E37 (Thermo Fisher Scentific, Munich, Germany) sopplement
and hrin-derived penrotrophic fachor 10 eg'ml. {RE&D Systems,
Minmesota, USA) for neoronal diferentiation. hENPSCs coltured
cells, passage 5, were grown unbl 25% confinent in 12-well plates
and further imfecied atf (multiplicity of infiection) MOL 1 with
a fIKV Borilian strain (ZIKVH sapims'Bre-dlPE24220]5,
GemBank: KX157192.1), previously described (26) or a ZIEV
‘Cambodian strain {Zika virus isolate Cambodia FRS13005/ 2010,
GenBank- [Nes0ESS.1) prepared in Vero E6 cells, previoushy
established im our labomiory. At 1-h post indection, the
medium. At 42h post infection, the cells were harvested
and RMNA was extracied for BMA-seqoencing (RMA-Seg) and
RMNA-Seq and Data Analysis
BEMA-5eq was performed 2t the Genomics Research Caore,
University of Pittsbargh, USA. Befiee sequencing, RNA quality
ﬂchachdl.ngrhchg;lmt}[ﬁhhmmﬂﬂhsauuﬂ?e
Ernun {Agilent Tedmuln-gﬂ Samta (lama, LS.H.:I.
Hr-idTntﬂﬂHhktl]lmu:[u:,h-Drg:-.ﬂ,UH:l
with an average of 45.1 million reads per library. Each conditicm
(infected and costrol samples) was ssquenced in triphicate. The
quality of saqoemced reads was assessed by Fast(JC tool Beads
from each library were mapped agminst the homan genome
assembly GRCh3R with the annotation version 91 dowsldoaded
from the Ensembl database, applying the STAR afigmer verson
153, Later, B package [MESeq? was used to perform ditferential
expression anabysis (DEA)L Dunimg thic sep, the biclogicl
replicatas from infected and control samples were compared, but
only genes presenting at least ten reads for all three biological
replicates im at least one ondition were oesidered for DEA
Gienes with am absolute valwe of logy fold change equal to or
=1 and with a p-vahee, oorrect by the FIN approach, of <005
were selected for functional analysis usimg the STRINCG:Ib
E padage (hitpsiwww srong-dhorg) and KEGES REST for
pathway-based datn  imtegration  (hitpediwww kegg jpegs’
rest’l. The former was wsed 1o assign Gene Ontology (GO
(hittp-figeneoniology.org’) and Kyoin Encpdopedia of Gemes
and GGenomes (KEG(E) pathway terms to differentially supremsd
geniss ([MEGE). In addition, the Binlsgical Process onbology of
{50 was emploved io perform a fundbomal esmichment anabysis
for those genes KEGDG pathways wers gromped inlo fomr
cairgories {adaptive immnee respomse, cyinkine and chemolkine
signaling, interferom respomss, and ool death and growth) to
vismlize protein networks pressnt in the STRING database The
pmldnn&mrhhﬂﬁomlh:ﬁrbd[ﬁﬁimm&pﬂd
using Cytoscape softwars, version 3.6.0 I_'h.l:l.'pi:."n'qln-mn-rg."_l
Heatmaps were built using the gene counts normalized by the
library sizve factors neing the fomcion heatmap of B eoviroament.
The mean of geme sxpression fold change from indected cell
samples were plotted s the ion found in nos.infected
ones {Control) and visualieed with ViaComplex software (27}

(hitp-iliefif uirgs br/pubdhinsnftwares rizcomplex).  For this
analysis, we selacted only the list of modnlated genes identifisd
in Figure A
Infection of Neuroblastoma Cells and
Cytokine Analysis
Human undiferentiatesd nenroblastoma cells {icell Ene SH-5Y5Y-
ATCC® CRL-2266™ ) was cultored in 1:1 MEM and Ham' F12
Mutrient Mixture, supplemented with | mM sodium pynevate,
2 mmalfl. [-(Huizmine, non-essential amino acids, 100 UimL
peniciliin, 100ng'ml. sireptomycn (Thermo Fisher Sceatific)
and 10% (v'v} fetal bovine serum in a homidified incehatos
at 37 with 5% O, Cells were infected with ZIKY/Braxil
(EIR W H sspiemo Braril PE 24 37005, GemBank- KX 197192 1) and
analyzed at different days post-infection (dpi), as described
on fgure legemds Brefly, cells were harvested at 2 dpi
and stzined with anb-favivins esvelope (E] prolein primary
antibody {4G2) and goat anti-monse Igh secondary antibody
comjugated with FITC (Sigma-Aldrich, 5 Lowis M), and
analyzed by fow optometry (FACS) Sopermatants wers harvested
and processed for viral RNA extraction and qRT-PCR asays
in several time points post-infection. In addibon, sypernatants
were also harvested at 3 Jdpd and soluble oyickimes and
(CEA) Human Infhmmatory Cytoldne and Homan Chemoldne
EKn [BI} Bicsciemces, San Dhege, G4, USA), following the
mamrfacinre s issroioms.
Patients
Cases of microcephaly and other birth defects endosing the (55
cases notified from 2005 to 3017 were imvestigated Sollowing
a previomsly established protocol from the Brarilian Ministry
of Health as follows: neomates with suspected microcephaly
were investigated by measoring their head dromm feremce. Those
with a circumference of at least 2 5D below the mean for
the mame sex and gestational age on the Femion growth
muﬁpﬂuﬂmlhﬂe.ﬁﬂsmh:ptmlﬂduihlhﬂd
armmizrence smaller than 3 51). Brain imaging was performed
whemever possible. Costrol sobjects were live necnates with
suspecied microcephaly at birth who had a C5F sample oollscted
to perform FIEY diagnosis, which were hter clasified as
mmmmﬂmmmdmmm
and which presented mo other major hirth defects. Fxdnsion
Crileria wereanencephaly, En-nq:ll:ul.nu:d-:, and the coafirmation of
the phemotype of 2 well-defimed comgenital syndrome. Congenital
infectioes, other than ZTEY, were asesed in infands and mothers
&m:hmmmm:nmwmm
wyphilis, tomoplasmosis, mbdla, cpiomegalovimns and herpes
simplex virusy. CSF samples from all nevmate O3S mespected
cases were ollecied by lumbar punciure, n.m;l:: collacted
al 2 maximum of 4 wesks after birth were indoded in this
stody. For ZIKY infection confirmabtion, (SF samples were
forwarded to the Arbovine Beference Laboratony at the Oswaldo
Cruz Foundation, Fioouz/Recife, Bragl ZIKV infection was
diagnosed by detection of Ighl astibodies or by FIKV ENA
presence determimed by Real Time ET-PCHR (cBT-PCR). SIKY
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exposuce was confrmed based on a positive labomatory result
from C5F and/or s=ram.

Multiplex Immuncassays

[ndividual cylckimes im all human necsate CSF samples wers
smyed in 2 Luminex Fhtorm emploving a commercially
pailable kit Cytoldne Homan Magnetic 35-Plex Panel
(Therme Fisher Gcientific, Munich, Germaoy) following
the mamofacturers instructions. hiMPC-derived  infeced
sopermatants were virus-inactivated by homogenizing samplas
in MP-40 at 03% and analpred by the Human Cylokine 42-
Plex Discovery Asmy (Eve Technologies, Calgary, Canada).
& momplete Bt of the amalyzed oytokimes and chemokizes
and its detection limits are described i Sopplementary
Material (Tables 52, 53).

Ethics Statement

Ethics protocod and procedures have been reviewed and approved
by [nstitmtineal Ethics and Research Committes of the Institute
Agpen Mapliaes, Oswaldo Cruz Foondation-Fioone, Brazl
(CAAE: 73669417 7.0000.5150). The hiNPC-based stndies were
approved by the University of Pitisburgh internal IRB and [BC

ZIKV ELISA IgM
FIKY IgM anbbodies were detecied by MAC-ELISA (Caphors
Linked Imemnosochent Assay), employing an in-houss
protocol. Briefy, LKY antigen was prepared foom FIEY.
infiected Vern E& cells. ELISA plates were sensitized with
Gt ant-human-[gh (KPL/Sera Care, Miliord, USA), befiore
samples were added {11400 dilation). Readbions were performed
employing a detection antibody (MAE &BeC-1/HEF), kdndby
provided by CINC (Centers for Dissass Control and Prevention,
Ahpta, USA) Serum and C5F samples were moesidersd positive
when the optical demsity emceeded 30 times that of the
negative coatrol.

Virus Detoction—Real-Tima AT-PCRH and
Plague Assays

Vil INA was estracted maemlly from boman serum amd
C5F samples using 2 (ldamp Viral ENA k3t ((Jagen, Hilden,
CGermany), following the mamnfcorers instroctions. FIEW
Feal Time RT-PCR (rRT-PCE) reactions were performed from
purified ANA serom samples employing primers amd probes
a5 described by Lamciotti o al. (28). Boefdy, reactioms wers
perfiormed in duplicaie in a fral volume of 30 pl employving
the kit GoTag™ Probe 1-Step RT-gPCR (Promega Corpomtion,
Madison, USA), ©lowing masmfacturer instructions. Cycling
wx performed using the (uaniStndic 5 Heal Time system
[Thermo Fisher Scentific) and samples with a Ct value =38 in
duplicate wells were considered b be positive for ZIKY. For
quamtitative Keal Time ET-PCR assays (RT-gPCR) a standard
urve for ZIKV BMA copies was prepared from a previcusly
titrated viros sinck (mnge 10' to 10% PFU/mL). Plague assays
were performed oo Yero B6 cells. Briefly, cells were seeded
at a density of 3 = I0F cells per well in standard 24
well plates and nfeded with serial dilotions of either el
cultore supernatast from infected hifNPCs or vimes stocks (for
vines titmbon asays). After 2h at 37°C the inombum was

removed and the cells were washed with PES. Then the cellolar
mionolapers were overlaid with MEM 2% contaiming 1.5% CHC
(carbcoymethy] colloloss). Five to seven days later, the wells
were washed with PES. Afteraards, the cols were fmed with 4%
formaldehyde for 10 min and stained with o 1% orystal violet for
plague visnalizabion.

Statistical Analysis

The Manm-Whimey unpaired fest was mesd Lo compare
continoous variables. Eesults were expressed as Tukey box-
and-whisker plols showing median, upper and lower gquartile,
dots cmiside the 15 interquartile range of the 25 respective 75
percentile. All poahnes were two sided with a significance levd
of 0u05. Calmbatioes wese performed nsing GraphPad Prism 7
software, Cytokines amd chemokines data are represenied by
mean + SO Statishical amalysic was performed by nnpaired
Shudant’s ¢-test nsing the GraphPad 7 software.

RESULTS

Transcriptional Changes in ZIKV-Infected
hiNPCs
To identify the transcriptional profile thal may account for
the diferentially activated host response during infection with
a moiempomry v an ancestral ZEV Asian strain, here
denominated FIKV/Branl aed ZIEV/Cambodia, respectively,
hilNPCs were infiscted, and afier &8 h botal RMA was extracted and
analyzed msing the Mumina NexiSeq 550 sequencing platorm.
Figare 1A shows the global expresgon changes, repressnted
by normalized ANA-S2q read counts among all the tazscripls
identifisd 2= significantly clanged. oaly if the fold change
(log2) was =2 [up or down) and the corrected Poalue was
less or equal than 005, in comparison to the ooatrol group.
(rverall, of all the idenbified gemes, both straizs induced profoand
transcriptiosal modifications. Thus, to better clasify those genes
that may account for the differend immume response indoced
by both strains, we categorized these identified tmescripis
acording v EEGG pathways. The dusters of diferentially
expresss] gemes that were sither op or downregolated indudad
severdl key cellobar processes that were related fo adaptive
immuee respoase, cytokine and chemokize signaling, imterferon
respomse, and cell death and growth (Figures 1B-E). Amosg the
mixdulation om genes induced by both strains, we identified the
upragolation of inmate immune regulatory moleonles, indoding
several C-X-C motif chemokines, STAT genes, MAPE patineay,
2= wel 2z transcripts for TLE3, IRF7, l.'nd.ulh:l:t“:lu-[]m
pllhw:r-a'd.i:-nd. . Adaplive immume response genes
upreg;ll:ud (Figare 1B}l Compantive l.u.i]m- -:-:I' the

transcriptional symature of infediad NPCs demonstrated that
KV Cambodia infetion resulted in a higher modulation of
specific geme clusters, including several C-X-C motif chemokines
and type-I [FN respoose gemes (Figares 1CIY). On the other
hand, ZIKY/Braxil induced a maore promounced modalation of
cell death and cell growth-related genes {Fgare 1E).

Predictive network analysis soggeded that a significant
portion of the ditferentally oporegolated genes comprehends
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2 set of common pathways (Figure 2A and Figares $1-54).
Ovenall, the majority of genes that displayed a significant
difference between control and infected cells were upregulated
{Figure 2D). With regards to downregulated pathways, we
observed changes mostly in gemes related to metabolism and
negrotransmitters (Figare 2D). Among all these processes there
was 2 highly up-regulated notable geme duster, the type-l

IFN respomse. This cluster indudes trmanscripts for IFNBIJ,
STAT2, IRF3, IFNAR2, IRF7, and TLR3 (Fagares 1D, 2D). Other
transcripts were aso detected at increased levels, incuding
chemolkine transcripts CXCL9, CXCLI0 (among the top-ranked
expressed genes), CXCLY, and CCLS. The network of highly
modulated geoes was further analyzed with the ViaComplex
software, which compared the transcriptional profile of infacted
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ws. uninfiected cells plotting the mean expression values {(£-axis)
2 a 3 hndecape topographical view, this analysis showed
the cluster of type-]l [FN response as the highest level of
expressica indoced by infection (Fipares 2B.C). Iz general,
both: strains wers able to upregulate the type-l1 IFM respomss,
however, we found that ZIKY/Cambodia inducei a more
robust modolabon. Together, these resulks suggest that the
ZKY induced tramecriptional changes are, at bt in par,
srin dependent

Te confirm this inSammatory transcriptional profile we
quantiied the coocestrabion of otoldnes, chemokimes amd
growth fadtors im liNPMCs supernatanis thromgh 2 mulbplex
sy, which imcluded several solubde markers. We ompared
the levels of these markers indoced afier infection by both
Hmins im a simgle time point (72 hpi). We chserved 2 strong
significant modulation of the pro-infammatory oytokines IL-
1@, [L-& and [L-8, amd the chemokines CCLs, CXCLIO,
and CXCL1, indnced by both strins. ZIKYCambodia imduced

significantly higher levels of [FH-22, compared to ZIKV ./ Brazil
infactad hiNPCe Aleo, FIKY Cambodia infectios was assodated

with significantly enhanced lewels of CXCL10, CCLs, COLIL
and the pro-imflasnmatory oyiokines [L-&, [L-2, IL-15, IL-12p40,
and IL-1a2/ [Figare 3. Overall, infammatory markens assessad
by this analysis comelated with the transcriptional profiles in
infected BN PCs.

To further explore if the enhanced inSammatory activity
from ZIKY¥/Cambodia mfeded s was assodaled with a
difference in vins replication, we quantifiad the avenge reads
depth of the ZIKY geoome from infected and mom-infected
hiNPCs. As expected, no ZIEV gemome reads were observed
in the comtrol group (Figare 4A). However, neady complete
FIKV genomes were cecoversd from indecied RaMPCS, with
a high coverage from both strains (covemge above 59.9%).
M resulls demosstrated that FIKV A Camboedia gzve a much
loweer read counts average (dzpth below 10,000} compared fo
FIKYBrazil infiacted cells {depth above 10,000} {Figones 48,C).
Albsit lower, ZIKVCambodia sequenceg depth BNA levels,
were not comelated to 2 sgpificnt imcessed vial load
{infactions particles) im infacted hiNPCs sopermatants, analyzad
a1 48 hpi (Figure 41¥). Thuos, despite the minor differences in
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vine replication, it = soggestive that the magmitude of the
inflammatory response mzy nterfere with tee viral titers, thongh
key pathwrays are activated regardless of the vimes strain.

ZIKY Infection of Human Neuroblastoma
Cells Also Induce Chemokines Release
(iven the ability of ZIKY infadbon to up-regulaie chemokines
and cyiokines transcripis in hilNP(E, we determimed the
susceptibility of a distinet nenmomal cell Gne For this, we
opied o evalnate the fmsibility of bmman neomblistioma cells
(SH-5Y5Y cells) to respond o ZIKY infection by increasing
oytokines'chemokines production. First, o ooafirm infscbon,
undifferentiated SH-F¥5Y colls were infected and analyzed by
FACS at 2 dpi, positive viral envelope protein (B} staiming
was ohserved in a large percentage (65.1%) of the infacted
cells {Figure SA) and wiral ANA, detected im the supernatant,
increased over time (Fgore SB), oofirming that these cells
were susceptible to indection. Mext, we evaluated the presence
of a ==t of oviokimes and chemokines in the supernatanis osing
two different seis of homon CEA asoys The resolis show
increased prodocton of [L-2, CXCLI0, OCL2, OCLS, and IL-6
(Figure C) at 3 dpi, indicating the ability to induce am active
pro-infammatory regpomse. Mo other oyiokines were defected
at significantly increased levels (data not shown). Infection also
results in emhanced expression of several 1FY stimuolabed genes,
especially IFNA 1, IFNE}, apd TLA3 trazescripts (Fipare 5D

CNS Inflammatory Profile of ZIKV

Confirmed Microcephaly Cases
The increased type-1 IFN and chemokine reponsss chserved
from ZIKY infecion are common fegtures of viral infecdions
indoding FIKY, howeeer, in the CHS, a hyperadivation or
1 soctained :in.ﬁm-:n.l:-:h:r_r proces may result im eriensive
tissue damage, im the context of @ developing brain.
Thus, bo better chamdierize the ZIKY mammaiory profle
we mseseed the ONS immome profile of ooofirmed ZIEY.
(here, collectively demomimated “micooephaly™). From a iotal
1334 CI5 suspecied mes from September 23015 to Moy
mlE im Wortheastern Hraxil, we were able to identify 27
healthy control patisnts {mo braim alterations] and 51 cases
of microcephaly, based om dinical diagnosis, with CSF sample
ryailability (characierized by a previons collected sample stored
at the labomiory). Jnmn.glheni-:u:q:hl:rmui.n.n:hin:li:n
our sindy, 40 (FE4%) were diagnosed as severs
(head dropmference 3 S0 om the Penton growth chart) amd
as microcephaly (head droumferemce =2 510). Complete
information amd patient characieristics and laboratony resdis
are summarized in Tehlel. Addiional |laboratory data are
sommarized in Table 51 and Supplementary Material FIEY
infartion was diagnosed by the presemce of asti-ZIKY lghd
in the CSF im all of the 51 ooofirmed micoocephaly cases.
Among thes: 51 cases, the presence of ZIKV RNA (cRT-PCR)
was identified im only two samples {Table 513 lmportantly,
no positive anb-ZIEY IgM or cBT-PCH CSF samples were
ohserved im the healthy control groop. STORCH testing for

TABLE { | Churartaristizs =f ptiniz indi.rie] in sty
Healty zontrel - Micraophaly

Heonmies, ol numier of subjects (5] I7 mubjecis E partisnis
M o 22 a3
o 173 29[
Gemational sge ot i, %)

P e E{IES E[E
Tarm 2175 M L3
P e -t 204
Birth weigh, rams %)

25D wpme =y
+1,500-Z 400 EPLE 10195
=1, 50g ] 1j1.35
e ] 1[135
borral 27 [ o
<3 ED friczecact ] ] 1Hpg
=5 ET) jmrvmern micrmceptaiy] Q I [TEH)
Wizther hatsl mumier of mabjech| i) Bl
Reparied rash during pregrancy [%]

b s o B3] A o)
Pra s ] ST
IR p— <y (135
Thir ez ] IR
Yom, koo parced o IEm)

A few o ZF moeming with & o’ derree of mtteestaly ey coatode

A ikt in e sk Armeer b e TUTsC el B I TR o e
s, b o 5T i e ned O sl soalein, s neiuce! e durinee

Sydern neeicrn AR e o Sed OF omcie o i sl den 4
e B b

and mo Igh reactive samples were doumented (Table 51
and Supplementary Maderiall. Based on this, other congenital
common infectioes were roled out, and the final diagnosis was
micrncephaly assodated with matereal ZIKY infedson.

CSF samples fom healthy comtrol subjects and microcephaly
meonate cases were amahyzsd emploving a pamel of 5 different
homan cyiokines and chemokines Through our amabyss
microcephaly-assodated C5F mmples showed significantiy
higher levels of [FN-x {p = Q0438], compared io the comirol
group. Allbeit slightly higher, there was no sgmificant diference
im the levels of [L-1f and IL-1RA (p = 0054 and p = @10,
respactively). The pro-infammatory cytokines [FN-p, IL-5, and
IL-& weere similar between the groups. Amoeg dhemokines, we
did mot observe 2 signifiant difference in the levels of CCL2,
CCLs, OCLa, OCLs, and CCL1L. Interestingly, consistent with
the in vitro results, two CC dhemoline ligands were found at
significantly higher levels in the CSF mmples from micrecephaly
cases: CXNCLS and CXCLID {p = 0028, and p = 00003,
respectively). Amosg T-cell activation related cyinkines, we did
mot ohserve a cyiokine sigmatnre associated with 2 predominant
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Tocell respomse. We alsn observed mo difference im from FIKV.induced microcephaly may expenience long-term or
[L-5, [L-im, IL-13, OL-15, [L-17, and imderledidn-? recepior  chromic meuroinfammation.
(IL-2E} production betwesn microcephaly cses compared bo
the comtrol group: (Figure &). Four cptoldnes (GM-CSE THF-2,  msoUSSION

[1-2, and [L-4) were below the detection Emit {data not shown).

Albogether, these ohservations show that the imnsoriptional Carrently, the wunderlying pathophysiological mechanisms

changes indnced by ZIKY infertion resulis in respective proiem
levels imcreame in viteo and that this inflammatory Sgeatnre
is also pressnt im the NS of ZIKV.induced microcephaby
ees. Moreower, our data soggest that children suffering

of fKV.induced microcephaly and CE5 remain  poordy
undersinod. [t hax Been doomended that FIEY infecbon
leads 1 2 redodbion in NPCs pombers a5 a resalt of apoplosis
(2%, cell opde amrest (30}, and premature difsrestiation (31),
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messgoently impairing seuronal development. Although NPCs
are the main targeis of ZIKY replicbtion etfects, infection in
M&ddmﬂ:m&qﬂmﬂynﬂuﬂﬁm&dr@ﬂmﬂ:
infammatory responses (32} Here, we employed differ=t
approachiss 1o better characterize the (NS nflammatocy
response induced by SIKY indetion Fird, throogh the e
of hiMP{x, we observed a straim-dependest modolation of
host genes, including the induction of several 150 Men, we
mafirmed that experimental infedion of hiNPCz keads to
extensive chemokine and cytokime release. consistent with the
indwced iranscriptional profile. Since the mamipulation of siem
cells may resolt in differeptiation variability between disting
cell lines, laborstories amd im varations in differentabion
eificiency {33}, we opied W0 inchde 2 seoomd cell lime
iv mode ZIKY infection. Human newchblasioma cells
have the advaniage of heng inespesdive, ooccient and
reprodiscible neoronal cell modal (34). These cells srpported a
productive FIEKY replication opcle, with a simibar inflammatony
profile. However, an important finding from our work is
that the er wive profiling of the (N3 inflammation
LKY.induced micocephaly infimts supporis ocor & vito
experimental data

As reporied by others, the infameatory response alidted by
mtmmm&ﬁimﬂEImuﬁh@:ﬂ
inflasnmatory respomse tlam Asin strins (35). Additionalby,
African strains are less effective in inhibiting type.1 1FN responses
(%), lm our modd, we foumd a spedfic signaimre ndwced
by FIKV Bzl a previously characienzed Somih American
sirain {26). Importantly, this vims was solated fom a haghly
endemic area {mortheastern Brazil), concomitantly at the peak
of micocephaly cmses im 2015 Thuos, we mn assume that
KV Brazil represents 2 virus strain-specificty (same strain
circulating during the initial microcephaly cuthreak). Fvidently,
infectiom with both siraims led v an infammatory Immuome
respomse im hiNPCs, however ditferences in the magrimde of
inflasnmatory cytokines were found io be strain.specific, which
may help to explain why a higher incidence of microcephaly was
first ohserved in northeastern Brazil. A reasosable evplanation is
that thi bower magnituds of inflammmatios induced by the immate
immume responses may inefcienthy limit viral replication, simce
the redinced bype-1 [FN response may result in angmented higher
viral burden or chromifiction of the infacton. |steredingly, 2
reporied by others, FIKY Braxilian strains share characieristics
of vinuses that do not induce 2 robuost inmte immune activation
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(37}, which may render thess grains more efisctive 2t establiching
a persistent infection or imcreased capacity bo ooss the placenta
andlor to imvade the CNS. Here, althongh FIEY RNA levels wers
npﬁmﬂrhﬂﬂmﬂﬂf&mﬁn&imuﬂdtnﬂﬂfﬂmﬂ

infiected hiMPCs, we ohserved only a slight differemce in the
presence of inferbons vines at 48 hpi, and thos a complete
vimnes growth curve would be more enhighteming. Therefore,
our results contribmie in 2 better understanding of FIEY
immmnopathological processes, and they are in agreement with
a2 previous report where an Amenican strain of ZIKY resdis
in an enhanced viral load amd a2 more severs microcephaby
phenotype im mice (32]. Importantly, as demosstrated in an

Lu.:iepudu:l.trh.ld}' a distindt 1KY Braziliam strain showed a
dedayed of mfecions vine in wifre. By comparing
ZIKY {Cambodia bo ZIKV Braril Portalera (GenBamk- KX211227)
the anthors fousd that ZIKV/Braril reached a vims produocion
peak at a later time point (72h), wherss in eardy times this
diference was mof so evidest {370

Throogh the transoiptional profle analysis and muolbplex
pathways and infameatory maders Transcriptomic data of
experimentally FIKV infecdied cells hawve been generated by
several independent gromps (39-41), however, given the large
varizhility of the cell bnes employed, time of infection, viras
strzins and amcant of infections particdes on =ach appeoach,
comibinatory analysis of swéh data beoomes challenging. e
demonsirated that 1FN-a, CXCL10, and CXCLS levels were
significantly higher in C5F samples chiqized from Z1EKV-imduced
microcephaly cases, mompared o healthy control subjects. [t is
important to note that all C5F samphing was performed right
afier hirth, up io 2 maximum of 4 weels of life, sosurimg that
the presemce of soluble immune medialom is repressntative of
2 sastained infhmmatory process. High vanation in expression
levels of a few oyiokines (notahbly IL-13 and [L-1RA) was
ohserved, potentially demonstrating that we missad the detection
of specific pertuchations as the result of a single time point
sampling (afier birth). Ao, sveral cptokines were bedow the
detection himit, indicating their low levels of expression in
the CSF. We mold mot predict exactly whem the infection
ocoarred, whidh may explin some of the varatioss observed.
However, even thongh the vines was not detected in most of the
sohjects analyzed, as illustraled by the large proportion of tET-
PCH megative C5F mmples, we mn assome that the resulbing
infammation is pessistent.

Remariably, several different coegenital infections bead to a
commaon dimical presentation, collactively denommnated TORCH
thess congemital inferfions alsy result in micocsphaly amd
nerotropic, bot fis, they muost cross the placesta o induce
fetal damage (42). Corrently, it remains nncear how Z1KY can
reach the feal compariment, as well &= the exact foial Geones
targeted. Albeit ZIKY antipens and virl ENA were defecied
2l mycest in the brains of infanis and fetuses with
microcephaly (7, 8, 43) no desoriptions reganding the newmal
muﬁmhummmlmm
Gontiéres syndrome (AGE) resembles the dinicl Gndings

of ZIKV.induced microcephaly 4GS patients presemt brain
caldfications, chamges in white matter. cerebral atrophy and the
labomatnry fimdings indode increased bevels of IFN-2 in the CSF
(#4). Mechandctically, AGS patients hawe been classified in the
group of type-1 interferonopathies, which comprise a groap of
gemetic [Mendslian) disorders cansed by a susiained type-1 1PN
the chromic exposure of astmooytes v high levels of ]F.H'
o resulied i redwced cell prolifeabion, increase in antigen-
pressnbing genes and down-regulation of pro.angiogenic fadors
(#5). Besides, the tramsgemic expression of IFN-2 in the CHS of
mice induces inflammation and newrodegenembion, simiar to
that seen in AGE {45-42). Based on this we can aszrme that the
sustaimed levels of bype-1 IFN, here deccribed, may play a role
in ZIK¥.induced microcephaly comtributing to the indndion of
detrimental developmental effects.

Recently poblished reporis from amimal models, which
explored the efecis of FIKY dorimg pregeancy, regquired the
blockade of type-] 1FNs to achiewe suscephible hosts {15, 49).
Thus, the absemce of type-l IFN signaling im ZIKY animal
experiments bicks an imporiant component in stodies relabed
to ZIKY immamopathogenesis. In agreement with our daka, the
induction of fype-1 IFN signaling, as a remdt of ZIKV infacton
im mice, led o increased apoptosis in the placental bbyrinth,
type-1 1FN ireatment of human midgestation villoms explants
led b abmormal villoms structures, which are sirongly assciated
with growth restriction amd spostameous abortions (50). Albeit
of greal relevance, the mathaors explored the effects of type-1 [FNs
exciusively om the developing phoenta. Here, we propose that
W]L%mphmmtﬂm&md.ﬂdﬂmﬂidc&m

caused by ZIKV, specifically in the conlest of brain damage, asa
result of chromic ool inflammatios.

As reported, ZIKY non-smciural prodeies are effedive in
inhibiting bype-1 IFN, which fvors virus replication and may lead
to viral pemistence in diferent body compartmests (51-33). In
fact, recent repaorts describe ZIKV persistence in infasts (34, 55}
and adnlts (55). Here, we hypothesize that peripheral type-1 1PN
inhihilion is am essenbial step that Bofitates CHS invasion. Once
im the (NS, the virus induces a smustained, suboptimal type-1
IFN response that leads io extensive newoinflammatios and
tssne injury. Interestingly, activabion of type-1 IFN sigraling
in hrain endothefial and epithelial barriers resolis in CEOCLID
refease imto the brin parenchyma and this signafing cscade
was recemtly comrelated to “sckmess behavior” 2 common s=t of
symptoms doe to viml infections (7). Of note, CXCLLO and
CHCL? cam be induced by bath, type-II (IFM-y) and type-1
IFMs (58] Increased levels of IFN.2 and CXCLIO in the CSF
of AGS patients were already dooumented, and these findings
were assnciated with the absence of IFN-y (5%). Medanistically,
CXCLe and CXCL10 bind to CXCRE3, a receplor primarily
expressed on T cells and ME cells (60) also found in NPCs
(61). Among other efects, (0CLL0 tregied meurons developed
increased membrame permeability, which was followsd by
caspase-3 dependend apopiosis (62). In fack, FIEY infecbon
leads bo eviensive caspase-3 activabion in different animal and
in vifro modds (19, 29, 63, 64l This comelation becomes
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more 2pparent that IFM-2/® treatment leads to
eofomncsl cldfication of ulmred homan vasoular smooth
musche cells (65), indicating that IFN-a promotes the generation
of caldnm and supports the propositios that [FN-a
acts directty on FIEV.indoced microcephaly cldfictioes, a
Hremﬁ.iudncﬁnlnfLFH-uh;rII}W'-In:inlmlnhrﬂra
apopinsis. (O the other hand, -:'IJ.:-n:I.]I'H--:]q::ud.:-.mdu:h-:m
af CXCLIG has been documented for differend BMA viruses {55-
58], [mierestimgly, CXCLID elidks apoptosis in fetal newrons,
dependent on intmcellular Cal24) inoease and caspase-3
activation {59). Based om this, we proposs a modd in which
these infammatory mediadors act symergistcally costribubing
v most of the alterabions cbserved in microcephaly cases
Tao our knowledge, we are the fir? to demonstraie 2 meore
d&ﬂdmhﬁmﬁ:ﬂpﬂﬂeﬁmhﬂlmﬁn{m

indwced microcephaly. Collectively, our data corrobomie other
independent findings that implicte type.] IF2s a5 a potential
madulating Goor in LKY.asodind pregrancy complicitioes
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