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RESUMO

Em 2015-2016, o virus zika (ZIKV) foi o agente causador de um surto importante de zika no Brasil. A maioria
dos individuos infectados pelo ZIKV séo assintomaticos e naqueles sintomaticos, a doenca é em geral branda e
autolimitada. Mas, existem relatos de altera¢des neuroldgicas associadas ao ZIKV, como a sindrome de Guillain-
Barré em adultos e a Sindrome Congénita do Zika (SCZ) em criancas nascidas de maes infectadas pelo virus
na gravidez. Considerando-se que ZIKV e DENV compartilham em média 43% de identidade de aminoéacidos
nas 10 regides da poliproteina viral e que, o surto de ZIKV se deu em regibes endémicas do DENV, varios
questionamentos vém sendo levantados. Dentre eles, se existe uma imunidade cruzada entre ZIKV e DENV e
qual a consequéncia disso no desfecho clinico do paciente. Neste estudo, pretendemos avaliar os perfis
inflamatério e citotoxico dos linfécitos T CD4+ e CD8+ de memdria especificos ao ZIKV, associando a
funcionalidade das células T a expressao dos receptores de quimiocinas CCR5 e CX3CRL1. Para isso, vamos
caracterizar a resposta dos linfécitos T de memdéria de mulheres que foram infectadas pelo ZIKV durante a
gravidez em 2016-2017 na regido Metropolitana Il do RJ. As amostras de sangue foram coletadas dois ou trés
anos apos a fase aguda da doenca (2018-2019), para o estudo da meméria imunolégica ao ZIKV. Vinte e duas
maes foram avaliadas e comparadas de acordo com o desfecho clinico de seus filhos: 0 1° grupo foi constituido
de maes que tem filhos assintomaticos (n=12) e o 2°grupo, mées com filhos que apresentam alteracdes
caracteristicas da SCZ (n=10). Utilizamos um conjunto de peptideos derivados do ZIKV (megapools de ZIKV)
restrito a ligacdo aos HLAs de classe | e Il, portanto, indutores de resposta das células T CD8+ e CD4+. Esses
megapools sdo representativos das 10 regifes da poliproteina viral consideradas imunogénicas e, foram
definidos segundo percentuais de identidade de aminoacidos entre DENV e ZIKV. As PBMCs foram estimuladas
in vitro com os megapools de ZIKV e analisadas no ensaio de EliSpot para deteccéo de células produtoras de
IFN-y, detecgao de IFN-y intracelular e avaliagdo da expressao da proteina de granulo CD107a e dos receptores
de quimiocinas CCR5 e CX3CR1 por citometria de fluxo. Por fim, ensaios de bloqueio dos CCR5 e CX3CR1
foram realizadas na tentativa de entender o papel desses receptores na funcionalidade das células. Nossos
resultados indicam que independente do desfecho clinico da crianga, mais de 60% das mulheres apresentam
anticorpos 1gG anti-DENV e IgG anti-ZIKV. Em relag&o a funcionalidade das células, é possivel observar que
maes de criangas assintomaticas apresentam maior tendéncia a magnitude de produgéo de IFN-y, assim como
de frequéncia de respondedores comparado as maes de bebés com SCZ. No intuito de distinguir as respostas
das CD4 e CD8, realizamos ensaio de citometria de fluxo. Observamos que os megapools de ZIKV nas células
das mulheres com filhos assintomaticos, tendem a: induzir maior resposta das células T CD4+IFN-y+, menor
resposta CD4+CD107a+, maior resposta CD4+CCR5+ e resposta similar das CD4+CX3CR1+ comparado as
maes com filhos com SCZ. J& nas células T CD8+, os megapools de ZIKV induzem uma resposta similar das
células T CD8+IFN-y+ e CD8+CX3CR1+ especificas entre os grupos de maes, com uma frequéncia de
respondedores muito baixa. Mas, a resposta das células T CD8+CD107a+ e das CD8+CCR5+ especificas foi
maior nas mées com filhos com SCZ comparado aquelas com filhos assintométicos. No geral, as células T CD4+
e CD8+ produtores de IFN-y e que expressam CD107a sao predominantemente CCR5+CX3CR1+ nos dois
grupos de mées. Nos ensaios in vitro, parece que o bloqueio da expressdo de CCR5 ou CX3CR1 n&o altera a
producd@o de IFN-y nas células expostas ao ZIKV. Mas, os bloqueios interferem na atividade citotoxica das
células TCD8+ quando expostas ao ZIKV e nas células T CD4+ quando expostas aos megapools de ZIKV.
Assim, concluimos a imunidade ao DENV n&o teve uma influéncia importante no desfecho clinico de filhos
expostos via transmissao vertical. Ainda, que um perfil mais inflamatério e menos citotoxico das células T CD4+
das maes pode ter influenciado no desfecho clinico mais brando de seus filhos. Mas, parece que a resposta
inflamatéria e citotéxica das células T CD8+ tem menos impacto na doenca e no desfecho clinico dos bebés.
Mais experimentos devem ser realizados sobre o efeito do bloqueio de CCR5 e CX3CR1 na funcionalidade das
células T.
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ABSTRACT

In 2015-2016, Zika virus (ZIKV) was the causative agent of a major outbreak of Zika in Brazil. Most individuals
infected with ZIKV are asymptomatic and in those symptomatic, the disease is usually mild and self-limiting. But
there are reports of neurological changes associated with ZIKV, such as Guillain-Barré syndrome in adults and
Congenital Zika Syndrome (CZS) in children born from mothers infected with the virus in pregnancy. Considering
that ZIKV and DENV share on average 43% of amino acid identity in the 10 viral polyprotein regions and that the
ZIKV outbreak occurred in endemic regions of DENV, several questions have been raised. Among them, if there
is a cross immunity between ZIKV and DENV and what is the consequence on the patient's clinical outcome. The
aim of this study is to evaluate the inflammatory and cytotoxic profiles of ZIKV-specific CD4+ and CD8+ memory
T lymphocytes by associating T cell functionality with CCR5 and CX3CR1 chemokine receptor expression. To
this end, we will characterize the memory T-lymphocyte response of women who were infected with ZIKV during
pregnancy in 2016-2017 in the Metropolitan Region Il of RJ. Blood samples were collected two or three years
after the acute phase of the disease (2018-2019) for the study of ZIKV immunological memory. Twenty-two
mothers were assessed and compared according to their children's clinical outcome: the first group consisted of
mothers with asymptomatic children (n= 12) and the second group mothers with children who had characteristic
changes of CZS (n= 10). We used a set of ZIKV-derived peptides (ZIKV megapools) restricted to binding to class
I and Il HLAs, thus inducing CD8+ and CD4+ T-cell response. These megapools are representative of the 10
regions of viral polyprotein considered immunogenic and were defined according to aminoacid identity between
DENV and ZIKV. PBMCs were stimulated in vitro with ZIKV megapools and analyzed in the EliSpot assay for
detection of IFN-y producing cells, detection of intracellular IFN-y, and evaluation of CD107a granules protein
expression and CCR5 and CX3CR1 chemokine receptors by flow cytometry. Finally, CCR5 and CX3CR1
blockade assays were performed to understand the role of these receptors in cell functionality. Our results
indicate that regardless of the child's clinical outcome, more than 60% of women have anti-DENV IgG and anti-
ZIKV IgG antibodies. Regarding the functionality of cells, it is possible to observe that mothers of asymptomatic
children has greater tendency to the magnitude of IFN-y production, as well as the frequency of responders
compared to mothers of babies with CZS. In order to distinguish CD4 and CD8 responses, we performed flow
cytometry assay. We observed that ZIKV megapools in cells of women with asymptomatic children tend to: induce
higher CD4+IFN-y+ T cell response, lower CD4+ CD107a+ response, higher CD4+CCR5+ response and similar
CD4+CX3CR1+ response compared to mothers with children with SCZ. In CD8+ T cells, ZIKV megapools induce
a similar response of specific CD8+ IFN-y+ and CD8+ CX3CR1+ T cells between the mother groups, with a very
low frequency of responders. But the response of CD8+ CD107a+ T cells and specific CD8+ CCR5+ T cells was
higher in mothers with children with SCZ compared to those with asymptomatic children. In general, IFN-y
producing CD4+ and CD8+ T cells expressing CD107a are predominantly CCR5+ CX3CR1+ in both groups of
mothers. In in vitro assays, it appears that blocking CCR5 or CX3CR1 expression does not alter IFN-y production
in cells exposed to ZIKV. But blockages interfere with the cytotoxic activity of TCD8+ cells when exposed to ZIKV
and CD4+ T cells when exposed to ZIKV megapools. Thus, we concluded that DENV immunity did not have an
important influence on the clinical outcome of children exposed via vertical transmission. Moreover, that a more
inflammatory and less cytotoxic profile of mothers' CD4+ T cells may have influenced the milder clinical outcome
of their children. But it appears that the inflammatory and cytotoxic response of CD8 + T cells has less impact on
the disease and clinical outcome of infants. Further experiments should be performed on the effect of CCR5 and
CX3CR1 blockade on T-cell functionality.
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1. INTRODUCAO

1.1.Historico e Epidemiologia.

Em 1947, a floresta Zika foi escolhida como uma das areas de estudos sobre o
virus da febre amarela, por um grupo de pesquisadores na peninsula de Entebbe
(Uganda). Macacos rhesus (Macaca mulatta) foram colocados em plataformas de
madeira na copa das arvores, ao longo da floresta, sendo observados diariamente.
Foi a partir dai que ocorreu o primeiro isolamento de um virus até entdo desconhecido.
O segundo isolamento deste mesmo virus foi feito a partir de um pool de mosquitos
Aedes africanus, coletado em janeiro de 1948, na mesma floresta. Devido a suspeita
da importancia do ciclo florestal da febre amarela na época, o segundo isolamento
viral foi inoculado por via subcutdnea em um macaco rhesus. O soro do animal foi
capaz de neutralizar a suspensao viral tanto do isolado do pool de mosquitos, quanto
do primeiro isolado proveniente do macaco rhesus 766, indicando que os dois
isolamentos consistia do mesmo virus que circulava de forma endémica naquela
regido (Dick et al 1952). O virus foi entdo chamado de virus Zika (ZIKV) devido a

localidade de onde foram feitos os isolamentos.

Faye e colaboradores (2014) avaliaram a propagacao viral e a epidemiologia
molecular de 37 isolados de ZIKV coletados entre 1968 e 2002 em 6 localidades no
Senegal e na Costa do Marfim, incluindo também linhagens de outros seis paises.
Com este estudo, a analise filogenética do virus indicou sua origem em 1920 em
Uganda e duas introducbes na Africa Ocidental em tempos diferentes, que deram
origem a duas linhagens africanas distintas. Ainda, a andlise filogenética coloca a
hipétese do virus ter migrado de Uganda para a Malasia em 1945 e da Malasia para
a Micronésia em 1960, estabelecendo a linhagem asiatica (Faye et al. 2014). O
primeiro relato de uma infec¢do causada por ZIKV em humanos ocorreu na Nigéria
em 1954, onde dos 3 casos suspeitos, somente um deles foi confirmado como
infeccdo pelo ZIKV (MacNamara 1954).

Durante décadas, na Africa e na Asia tiveram casos esporadicos da doenca.
Entre abril e maio de 2007, na ilha Yap, Micronésia, ocorreu um surto de uma doenca
caracterizada por erupcgdes cutaneas, conjuntivite, febre baixa, artralgia e artrite que
se assemelhava a DENV. Durante investigacfes sorologicas, em 3 pacientes foram
detectados anticorpos IgM anti-DENV. Meses depois, as amostras coletadas dos

pacientes durante o surto foram enviadas para investigacdo no Laboratorio de
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Referéncia e Diagnostico de Arbovirus do Centro de Controle e Prevencédo de
Doencas (CDC) em Fort Collins, Colorado. Foram realizados ensaios soroldgicos,
ensaio de neutralizagdo de placa e ensaio de reacdo em cadeia da polimerase —
transcriptase reversa (RT-PCR). Os dados demonstraram que cerca de 73% dos
individuos estudados apresentam anticorpos IgM anti-ZIKV, indicando o virus como o
agente causador da epidemia que ocorreu na ilha Yap, na Micronésia (Duffy et al.
2009)

Em outubro de 2013, foi relatado um grande surto causado por ZIKV na Polinésia
Francesa (Cao-Lormeau et al. 2014). Durante o0 mesmo periodo, foi relatado um
aumento no numero de casos de sindrome de Guillain-Barré (SGB), sugerindo uma
possivel associacdo com a infeccao pelo ZIKV. No estudo realizado por Cao-Lormeau
e colaboradores (2016), 42 pacientes adultos diagnosticados com SGB apresentaram
anticorpos neutralizantes contra ZIKV e 41 pacientes apresentaram IgM ou IgG anti-
ZIKV. Assim, foi descrito pela primeira vez complicacdes neurologicas graves
relacionadas a infeccao (Cao-Lormeau et al. 2016). A analise filogenética revelou que
ZIKV foi o responsavel pelo surto da Polinésia Francesa e que este isolado era mais
préximo aos isolados dos surtos ocorridos no Sudeste Asiatico do que da estirpe da
llha Yap, sugerindo uma introducdo independente. Apds o surto na Polinésia
Francesa, o virus dispersou-se por outras ilhas do Pacifico, onde foram reportados
casos em 2014 na Nova Caledonia, nas llhas Cook e na llha da Pascoa e, ja em 2015,

nas llhas Saloméo, Vanuatu, Samoa e Fiji (Musso and Gubler 2016).

No Brasil, o primeiro caso autoctone notificado ocorreu na Bahia. Das amostras
de sangue coletadas de 24 casos, 7 foram positivos para ZIKV, porém as amostras
positivas ndo foram sequenciadas para confirmacdo e avaliacdo da linhagem
circulante (Campos et al 2015). No mesmo més foram notificados casos de ZIKV no
estado do Rio Grande do Norte, em marco de 2015. Pacientes deram entrada
apresentando sinais e sintomas semelhantes a infeccdo causada por DENV, como
artralgia, edema nas extremidades, febre branda, exantema maculopapular, dor de
cabeca, dor retroorbital, conjuntivite, mialgia e desordens digestivas. Na época, dois
arbovirus circulavam no pais no mesmo periodo, virus dengue (DENV) e virus
Chikungunya (CHIKV). Apoés realizagcdo de teste laboratoriais, foi descartado a
infeccdo por ambos os virus. As amostras foram entdo testadas para ZIKV dando

positivo em 8 das 21 amostras de soro enviadas ao Instituto Oswaldo Cruz no Parana
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(Zanluca et al. 2015). Analises filogenéticas demonstram o agrupamento dos isolados

com a linhagem Asiatica.

No estado do Rio de Janeiro, o primeiro caso autdctone ocorreu em um paciente
HIV positivo, em maio de 2015. A analise filogenética do ZIKV detectado no soro do
paciente revelou que o virus circulante se agrupava na linhagem Asiatica (Calvet et
al. 2016). De acordo com o boletim epidemioldgico, quase 300 mil casos foram
notificados por todo o pais, nos quais, mais de 70 mil casos foram notificados no Rio
de Janeiro em 2016 (Ministério da Saude, 2017). Entre 2017-2019 notou-se uma
gueda brusca de casos notificados de infec¢des por ZIKV ao Ministério da Saude. Em
2017, foram notificados no Brasil mais de 17 mil casos, sendo mais de 2 mil no estado
do Rio de Janeiro (Ministério da Saude, 2018). No ano seguinte, 2018, foram quase 9
mil casos notificados no pais com mais de 2 mil casos no Rio de Janeiro (Ministério
da Saude, 2019). E em 2019, até a semana epidemioldgica 40, foram notificados mais
de 10 mil casos suspeitos de infeccdo pelo ZIKV. No que diz respeito a gestantes e
bebés, entre 2015-2019 foram mais de 12 mil casos confirmados em gestantes e 3 mil

bebés nasceram com alteracdes associadas a infeccédo (Ministério da Saude 2019).

1.2.Virus Zika.

1.2.1. Classificagéo, caracteristicas virais e seu genoma.

Os virus sao divididos em familias e sua classificacao é regulada pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV). Atualmente, algumas das familias mais
representativas para a saude publica por causar epidemias importantes com infeccfes
em humanos e em animais sdo oriundas das familias de virus transmitidos por
artrépodes (arbovirus), como, por exemplo, a familia Togaviridae, Bunyaviridae,

Reoviridae, Rhabdoviridae e Flaviviridae (Bolling et al. 2015).

A familia Flaviviridae possui quatro géneros descritos, Pestivirus (11 espécies),
Pegivirus (11 espécies), Hepacivirus (14 espécies) e Flavivirus (53 espécies). Alguns
dos membros do género Flavivirus sao virus llheus (VILH), virus encefalite japonesa
(JEV), virus encefalite transmitida por carrapato (TBEV), virus Oeste do Nilo (WNV),
virus da febre amarela (YFV), virus dengue (DENV) e virus Zika (ZIKV) (ICTV, 2019).

Portanto, ZIKV é um arbovirus da familia Flaviviridae, género Flavivirus.



Os membros da familia Flaviviridae apresentam uma particula viral de
aproximadamente 40 a 60 nm de diametro, envelopada, com nucleocapsideo
icosaédrico (Figura 1). Seu genoma é composto por RNA de fita simples, polaridade
positiva de aproximadamente 10 kb com 2 regides nao codificantes flanqueadas (5’ e
3’ NCR) e um unico quadro de leitura aberta (ORF, open reading frame). O genoma
viral codifica uma poliproteina que dara origem a 3 proteinas estruturais e 7 proteinas

nao estruturais (Kuno and Chang 2007).
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Figura 1: Estrutura da particula de flavivirus. Representagcdo esquematica de particula viral
imatura (lado esquerdo) e madura (lado direito) mostrando proteina do capsideo (C); precursor da
proteina da membrana (prM) e membrana (M); proteina do envelope (E) (Adaptado de Heinz and
Stiasny 2017).

Dentre as proteinas estruturais, temos: capsideo (C) que é o componente
estrutural do nucleocapsideo, proteina precursora de membrana (prM)/membrana (M)
gue € uma proteina transmembranar que interage com a proteina do envelope e o
envelope (E), que é a principal proteina estrutural que realiza interacdo com
receptores celulares e fusdo de membranas, sendo também um dos principais alvos
para resposta imune humoral juntamente com a prM. Dentre as proteinas nao
estruturais temos NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Figura 2).
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Figura 2: O genomado virus dengue. Regides nao traduzidas (UTR), trés proteinas estruturais
(glicoproteinas do capsideo (C), membrana (M) e envelope (E)) e sete proteinas néo estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e N55) (Guzman et al. 2010).

Durante a replicagdo viral, todas as proteinas ndo estruturais vdo formar o
chamado complexo replicativo (CR), que é formado a partir da invaginacdo da
membrana do reticulo endoplasmatico (RE) no lumen, contendo um poro que liga o
interior da vesicula ao citoplasma. O CR coordena as etapas do ciclo viral pela
segregacao espacial do RNA viral, usado de molde na replicagéo, ribossomos e
capsideos virais submetidos a montagem. Nesse processo, uma rede complexa e
dindmica de véarias interacbes RNA-RNA e RNA-proteina deve ser estabelecido no
contexto da barreira fisica fornecida pela membrana do reticulo endoplasmatico (RE).
A utilizacdo da membrana do RE propicia a protecdo contra nucleases da células
hospedeiras e também a prevencdo de sensores de imunidade inata, como 0s
membros da familia RIG-I, que podem detectar moléculas de RNA de dupla fita (Klema

et al 2015).

A proteina nao estrutural NS1 é uma glicoproteina monomérica de
aproximadamente 48 kDa que pode ser dimerizada no reticulo endoplasmatico. Assim
como as outras proteinas ndo estruturais, a NS1 participa do complexo replicativo
juntamente com outras proteinas transmembranares (NS2A, NS4A e NS4B) e com
proteinas citoplasméaticas (NS3, NS2B e NS5). A NS1 pode ser encontrada na
superficie de células infectadas, na membrana intracelular ou secretada durante o
processo replicativo, como um hexamero circulando no sangue durante fase aguda
da doenca. Na forma secretada, NS1 poderia induzir a resposta imune inata e
adaptativa do hospedeiro (Gutsche et al. 2011). Além disso, devido a sua capacidade
de induzir a cascata de ativacao do Sistema Complemento e ao fato de que anticorpos
especificos para NS1 podem reagir de forma cruzada com células endoteliais, esta
proteina poderia estar envolvida no extravasamento vascular observado nos

pacientes infectado pelo DENV (revisado por Herrero et al. 2013).



NS2A € uma proteina transmembranar hidrofébica pequena (22 kDa) que tem
papel crucial no clico replicativo viral por participar da montagem e liberagcéo do virus
através da sua interacdo com as proteinas NS3 e NS5. Além de induzir efeito
citopatico. A por¢cdo N terminal e C terminal de NS2A é processada por uma protease
do hospedeiro ligada a membrana e pela protease viral (NS2B/NS3) (Wu et al. 2017).
A NS2B também é uma proteina pequena (~14KDa) associada a membrana, que
forma um complexo estavel com a NS3 na membrana convoluta induzida pelos
Flavivirus. A interacéo da porgao hidrofobica da NS2B com a proteina NS3, atua como
um cofator para a protease NS2B-NS3. NS2B-NS3 é uma das enzimas mais
conservadas entre os Flavivirus possuindo atividades de protease, helicase e RNA

trifosfatase estimuladas pela ligagdo de RNA fita simples (sSRNA) (Lescar et al. 2018).

A proteina NS3 é uma proteina multifuncional grande (~70KDa) que tem
importancia no processamento da poliproteina e na replicacdo do RNA. A extremidade
N-terminal da proteina apresenta atividade de protease da NS2B-NS3 clivando
NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A e NS4B/NS5. Apresenta também atividade de

helicase, devido a sua interacdo com NS5 (Lescar et al. 2018).

A NS4A e NS4B sao pequenas proteinas hidrofébicas (716 KDa e 27 KDa,
respectivamente). A NS4A é responsavel por ancorar componentes citosélicos do
complexo replicativo a membrana. Interage com outras proteinas no complexo
replicativo como a NS1, NS2A, NS3 e NS5 e se localiza em regifes perinucleares
gerado no processo replicativo. A NS4B se associa com NS2B-NS3 e NS5 no
complexo replicativo e € responsavel pela inibicdo da via de sinalizacéo de IFN-B e
IFN-a. Ele esta, portanto, associada a viruléncia e a inibigdo da resposta imune inata
(Reddy et al 2018).

Por fim, NS5 (103 kDa) é altamente conservada entre os flavivirus. Seu dominio
N-terminal apresenta funcdo de polimerase metiltransferase responsavel pela
formacdo do Cap na regido terminal 5 do genoma viral. Ja seu dominio C-terminal
apresenta funcéo de RNA polimerase RNA-dependente (RpRd) sendo deslocado para
0 nucleo durante a replicagéo viral (Zhao et al. 2017).



1.2.2. Replicacéo viral do ZIKV e outros Flavivirus.

A presenca do ZIKV nas glandulas salivares do vetor acontece apds o chamado
periodo de incubacgdo extrinseca, cerca de 14 dias a partir do momento em que o
mosquito picou um hospedeiro vertebrado infectado (revisado por Hugo et al. 2019).
Apos esse periodo de incubacado, caso o mosquito faca novo repasto sanguineo, sera
capaz de transmitir o virus.

ZIKV é capaz de infectar células presentes no local da inoculagdo, como
fibroblastos, queratindcitos, células de Langerhans (células dendriticas residentes da
pele), mondcitos e macrofagos (revisado por Sager et al. 2018). A ocorréncia de
viremias, periodo no qual o virus atinge a circulacdo sanguinea, e a sua circulacdo
nas ceélulas infectadas como as apresentadoras de antigenos, permite que o virus
chegue a diferentes locais do corpo, incluindo aqueles relacionados as patologias
relacionadas ao zika, como placenta e testiculos.

A replicacgéo viral (Figura 3) comeca quando o virus se liga aos receptores da
membrana plasmatica das células do hospedeiro como por exemplo as familias de
receptores TIM-1 e TAM (Tyro3 e AXL) e aos receptores DC-SIGN (Hamel et al. 2015),
seguido de sua internalizacdo por endocitose mediada por clatrinas, de maneira
dependente da glicoproteina E viral (Kaufmann and Rossmann 2011). O pH &cido do
endossomo causa modificagdes conformacionais no envelope viral (E), o que resulta
na fusdo da E com a membrana do endossomo, liberando assim, o nucleocapsideo
viral no citoplasma da célula. A replicacdo do RNA viral ocorre em associacdo com o
reticulo endoplasmatico rugoso (RER). Sdo formadas estruturas de membrana
induzidas por virus conhecidos como complexos de replicacdo (CR), formados pelo
RNA viral e suas proteinas nao estruturais, além de um conjunto de fatores da célula
hospedeira necessarios para a sintese de RNA viral (Gillespie et al. 2010).

As moléculas de RNA recém-sintetizadas poderao ser utilizadas para a traducao
e replicacao viral ou séo enviadas para a regido de montagem dos novos virions. Os
RNAs que seguirem para traducéo seréo responsaveis pela geracdo da poliproteina,
e a acdo da protease viral (NS2B-NS3) é importante para clivar as proteinas
estruturais e ndo estruturais. As proteinas estruturais seguirdo para o local proximo
da replicacdo onde ocorre a montagem da nova particula viral e associacdo com o
RNA recém-sintetizado, formando uma particula viral imatura. Essas particulas virais

imaturas entram na via secretoéria, onde ocorre a clivagem da proteina prM em M, se
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tornando assim uma particula viral madura, capaz de infectar outras células. Essas
particulas sdo enviadas até a membrana da célula hospedeira onde séo liberadas via

exocitose juntamente com prM clivado (Pierson and Diamond 2012).

Liberacao (8) u

Ligagio virus-<éiula (1)

*x*
Endocitose (2)

- Fusio da membrana (3)
@ )

Figura 3: Ciclo de replicativo proposto para o ZIKV. Oito etapas principais do ciclo de replicacédo
viral sdo indicados: (1) Interacdo virus-célula, (2) endocitose via receptores presentes nas células do
hospedeiro, (3) fusdo de membranas virais e do hospedeiro no endossoma com pH &cido, (4) traducéo,
(5) replicacdo de RNA viral em regides do RE onde ha formac¢do do complexo de replicacdo, (6)
montagem, (7) clivagem da prM para maturagéo do virus maduro e (8) liberagédo do virion maduro por
exocitose (Adaptado de Song et al 2017).

1.2.3. Rotas de infeccdao.

Os arbovirus, do inglés “arthropode-borne virus”, sdo virus transmitidos por
artropodes, como por exemplo, mosquitos, carrapatos, entre outros (Gubler 1998).
S&o virus mantidos na natureza, principalmente por conta de ciclos que envolvem
vetores artropodes-hematéfagos que sdo capazes de se infectar com um patégeno
por via oral. Esses vetores sobrevivem a replicacdo do patbgeno em seu interior e séo
capazes de transmiti-lo a um hospedeiro susceptivel (Figueiredo 2007; Fauci and
Morens 2016).

Séo descritos dois ciclos principais: (i) ciclo silvatico, envolvido na manutencéo
do ZIKV entre primatas ndo-humanos e mosquitos arboreos nas florestas; e (ii) ciclo
urbano, envolvido na transmissdo do ZIKV entre seres humanos e mosquitos
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presentes em regides urbanas. Ocasionalmente, o virus é transmitido por mosquitos
presentes em regides de mata tendo como origem primatas ndo-humanos. Quando
humanos entram nas regides de mata onde o virus circula, ele pode ser contaminado
pela picada do mosquito infectado (Figura 4). ZIKV ja foi isolado a partir de vérias
espécies diferentes de mosquitos do género Aedes (A. aegypti, A. africanus, A.
albopictus, A. apicoargenteus, A. furcifer, A. luteocephalus, A. opok e A. vittatus), que
podem atuar como vetores para transmissdo viral em um determinado ambiente
dessas areas endémicas (Song et al. 2017). No Brasil, a transmisséo de ZIKV se da
principalmente por picada de A. aegypti e A. albopictus. Outras rotas de infecgdo vém
sendo discutidas, como a transfusdo de sangue, transmisséao vertical e transmissao
sexual (Sakkas et al 2016).

Figura 4: Ciclos de transmissédo vinculados ao vetor. Existem dois ciclos de transmissao
relacionados aos mosquitos: (1) ciclo silvatico, no qual o virus circula entre primatas ndo humanos e
mosquitos arbéreos; e (2) ciclo urbano, em que o virus circula entre humanos e mosquitos urbanos.
Sob certas circunstancias, o ZIKV pode ser transmitido de primatas para seres humanos através de
mosquitos arbéreos. (Adaptado de Song et al. 2017).

As infeccBes vinculadas a transfusdo de sangue foram estudadas por Saa e
colaboradores (2019). No momento suspeito da introducdo do ZIKV em Porto Rico,
estavam ocorrendo concomitantemente surtos de virus chikungunya (CHIKV) e
dengue (DENV) no pais. Devido a auséncia de testes de triagem nos bancos de
sangue e o risco de transmisséo de CHIKV e DENV por transfusdes, a Cruz Vermelha
Americana (ARC) fez uma parceria com a Cerus Corporation para distribuir
concentrados de plaguetas com reduzido risco de contaminacdo de patégenos, a

partir de fevereiro de 2015. Devido a coincidéncia temporal do estudo e da introducéo



do ZIKV em Porto Rico, foi realizada uma triagem retrospectiva de amostras de
repositérios coletados entre fevereiro de 2015 e maio de 2016, que identificou infeccéao
aguda pelo ZIKV em uma das 788 amostras de doadores de plaguetas que n&o foram
transfundidos. Esse estudo reforgou a importancia de ser realizado um screening das
doacbes de banco de sangue, utilizando metodologias de identificacdo de material
genético viral, como por exemplo NAT (do inglés nucleic acid testing), além da
importancia de utilizar metodologias que sejam capazes de reduzir possiveis

patégenos presentes nas bolsa de sangue (Saa et al. 2019).

Estudos indicaram possivel transmissdo sexual nos Estados Unidos em 2016.
Foram relatados 9 casos de transmissao sexual de ZIKV nos Estados Unidos. Os
casos reportados tiveram inicio em homens que haviam viajado recentemente para
areas com transmisséo ativa do ZIKV, incluindo Colémbia, Costa Rica, El Salvador,
Haiti, Porto Rico e Suriname. Todas as mulheres apresentaram pelo menos um dos
sintomas caracteristicos de infeccdo pelo ZIKV e nenhuma delas reportou viagem
recente para areas endémicas. Para o diagnostico dos casais com suspeita de
transmissao sexual, foram realizados ensaios de RT-gPCR, ensaio de imunoabsorcéo
enzimatica de captura de anticorpos imunoglobulina M (IgM) (MAC-ELISA) e ensaio
de neutralizac&o por reducéo de placa (PRNT). Todos os viajantes tiveram evidéncias
laboratoriais de infeccdo recente por ZIKV ou infec¢do por algum flavivirus. Um dos
viajantes apresentou RT-gPCR positivo para ZIKV, 5 apresentaram deteccéo de IgM
anti-ZIKV e positividade nos testes de anticorpos neutralizantes e 3 pacientes tiveram
deteccédo de IgM anti-flavivirus e positividade nos testes de anticorpos neutralizantes.
Nesse estudo também foi possivel detectar RNA viral em amostra de sémen até 48
dias ap0s inicio dos sintomas (Russell et al. 2017).

Os relatos da incidéncia de microcefalia no Brasil se sobrepdem
geograficamente aos locais onde houve relatos de infecgdo por ZIKV. A maioria das
maes cujos bebés foram diagnosticados com microcefalia queixaram-se durante a
gravidez de manifestacdes clinicas, como febre baixa, dor de cabeca e erupcgbes
cutaneas, que podem ter sido sintomas de infecg&o pelo virus ou por outra espécie de
arbovirus prevalente na regido. Melo e colaboradores (2016) examinaram duas
mulheres gravidas do estado da Paraiba, cujos filhos tiveram diagnostico de
microcefalia fetal e ambas relataram sintomas relacionados a infec¢éo pelo ZIKV. Foi

detectado o genoma do virus no liqguido amniético de ambas as mulheres gravidas,
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mas o0 virus nao foi detectado na urina ou no soro destas mulheres visto que as
amostras foram coletadas ap6s o diagnéstico de microcefalia por imagem. Os
resultados encontrados pelo grupo, indicam associacdo entre o ZIKV e os casos de
microcefalia em neonatos no Brasil, sugerindo que o virus pode atravessar a barreira
placentaria (Oliveira Melo et al. 2016; Calvet et al. 2016).

O genoma viral foi detectado em diferentes fluidos corporais como urina
(Gourinat et al. 2015), saliva (Musso et al. 2015), leite materno (Besnard et al. 2014)
e fluido vaginal (Paz-Bailey et al. 2018).

1.2.4. Manifestacdes clinicas.

A epidemia causada por ZIKV em 2015-2016 se tornou um desafio para a saude
publica, porque além das caracteristicas clinicas que se sobrepdem as doencas
causadas por outro arbovirus que ja circulam no pais, como DENV e CHIKYV, surgiram
complicacBes graves relacionadas a infeccao.

Cerca de 80% das infec¢des pelo ZIKV sdo assintomaticas (Ministério da Saude
2015; Bogoch et al. 2016). Duffy e colaboradores realizaram investigacdes soroldgicas
em 557 individuos residentes nas llhas Yap, Micronésia. Dos 557 individuos
participantes, 414 tiveram IgM anti-ZIKV positivo (74%). Dos individuos que tiveram
deteccdo de IgM anti-ZIKV, 156 individuos (38%) relataram alguma sintomatologia
caracteristica de infeccdo por ZIKV, os demais, portanto, desenvolveram infeccbes
assintomaticas (Duffy et al. 2009).

Os individuos que apresentam sintomatologia podem apresentar uma doenca
leve e autolimitada, com um periodo de incubac¢éo de 4-10 dias. Entre os sintomas ja
descritos, os individuos infectados podem apresentar febre, erupcéo cutanea, mialgia,
artralgia, conjuntivite, dor retro-orbital, dor de cabeca, edema e vémito (Sakkas et al
2016; Song et al. 2017). Embora a infecgdo causada por ZIKV tenha sido descrita
como uma infeccdo leve, existem relatos de alteracdes neuroldgicas, como a
sindrome de Guillain-Barré (SGB), encefalite, mielite transversa, polineuropatia
desmielinizante inflamatdria crénica em adultos e malformagfes congénitas, como a
Sindrome congénita do Zika (SCZ) em criangas (Cao-Lormeau et al. 2016; Créange
2016; Oliveira Melo et al. 2016).

A sindrome de Guillain-Barré (SGB) € uma doenca autoimune, na qual o sistema

imunoldgico acomete parte do sistema nervoso periférico, causando formigamento,
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fraqgueza muscular, paralisia e até morte (Créange 2016). O primeiro estudo que
abordou uma possivel associacdo entre a infeccdo pelo ZIKV e o desfecho
neurolégico foi realizado por Cao-Lormeau e colaboratores (2016). Entre outubro de
2013 e abril de 2014, a Polinésia Francesa presenciou o maior surto de ZIKV até o
momento. As investigacfes viroldgicas incluiram RT-PCR para ZIKV, ensaios de
imunofluorescéncia e soroneutralizacdo por microesferas para ZIKV e DENV.
Quarenta e dois pacientes foram diagnosticados com SGB durante o periodo do
estudo, 98% deles tinham IgM ou IgG anti-ZIKV, e todos apresentavam anticorpos
neutralizantes contra o ZIKV. Cerca de 88% haviam experimentado uma doenca
autolimitada compativel com sintomas presentes em uma infec¢éo causada por ZIKV,
em média 6 dias antes do inicio dos sintomas neurolégicos, sugerindo infeccéo
recente por ZIKV. Esses resultados indicam possivel ligagédo da infeccdo por ZIKV e
o desenvolvimento de SGB (Cao-Lormeau et al. 2016).

No Brasil, Da Silva e colaboradores (2017) avaliaram as taxas de infeccdo aguda
por ZIKV em pacientes hospitalizados e diagnosticados com SGB, meningoencefalite
ou mielite transversa, entre dezembro de 2015 e maio de 2016. Amostras de soro e
liquido cefalorraquidiano foram testadas para o ZIKV usando RT-gPCR e um ensaio
de imunoabsorcao ligado a enzima de captura de anticorpos IgM (MAC-ELISA). Foram
incluidos 40 pacientes, destes 29 (73%) com SGB, 7 (18%) com encefalite, 3 (8%)
com mielite transversa e 1 (3%) com polineuropatia desmielinizante inflamatoria
cronica. Os resultados dos diagnésticos moleculares e sorolégicos mostraram que 35
pacientes (88%) apresentaram evidéncias moleculares e/ou soroldgicas de infeccao
recente por ZIKV em pelo menos um dos materiais coletados. Dos pacientes positivos
para a infeccdo pelo ZIKV, 27 apresentaram SGB, 5 tiveram encefalite, 2 mielite
transversa e 1 polineuropatia desmielinizante inflamatéria crénica. Sendo entdo
associado, nesta coorte brasileira, a um aumento na incidéncia de um espectro
diverso de sindromes neuroldgicas graves relacionado com infeccédo por ZIKV (Da
Silva et al. 2017).

A Sindrome Congénita do Zika (SCZ) é caracterizada por alteracées congénitas
em fetos e recém-nascidos infectados pelo ZIKV durante a gravidez. Essa sindrome
resulta do dano neurologico direto causado pela replicacdo viral nas células
progenitoras neurais e inducdo da apoptose ou necrose das celulas neurais. Esses

eventos de morte celular reduzem o volume da cabeca e promovem a calcificacao
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cortical, bem como o aumento ventricular (Schuler-Faccini et al. 2016). As
sintomatologias relatadas em bebés com SCZ s&do microcefalia, calcificagcdo do
sistema nervoso central, hidrocefalia, desproporc¢éo craniofacial; alteracdes oculares,
tbnus muscular e postural; reflexos primitivos exagerados, hiperexcitabilidade,
hiperirritabilidade, artrogripose e deformidades articulares (Ministério da Saude,
2017).

A ocorréncia de malformagdes congénitas associadas ao ZIKV durante a
gestacdo depende de uma variedade de fatores, dentre eles, a carga viral e a resposta
imune e genética do hospedeiro. Caires-Junior e colaboradores analisaram as células
progenitoras neurais de pares de gémeos dizigéticos discordantes para o
desenvolvimento da SCZ. Foram coletadas amostras de sangue de 3 pares de
gémeos dizigdticos discordantes em relacdo ao desenvolvimento da sindrome. Os
autores isolaram célula-tronco humana pluripotente induzida (hiPC) derivadas de
eritroblastos das criancas, que foram em seguida diferenciadas em células
progenitoras neuronais. As células progenitoras neuronais foram infectadas in vitro
com uma cepa brasileira de ZIKV. Os resultados demonstraram que criancas afetadas
gue desenvolveram a SCZ sdo mais permissivas a infecdo comparada as nao-
afetadas. Com base em analises de expressdo génica das células progenitoras
neurais dos bebés com SCZ e dos ndo-afetados, os autores sugeriram que 0s dois
grupos de bebés tém assinaturas de expressao génica significativamente diferentes.
Essas diferengas eram principalmente em regides reguladoras que levam a diferentes
respostas epigenéticas, e a uma maior susceptibilidade aos efeitos patoldgicos do
ZIKV nos bebés com SCZ em comparacgao ao grupo de bebés nédo-afetados (Caires-
Junior et al. 2018).

Até o dado momento, nenhum estudo foi publicado avaliando a resposta das
células T de mulheres que foram infectadas durante a gravidez pelo ZIKV, nem de

seus filhos.

1.3.Imunopatogénese.

DENV e ZIKV pertencem ao mesmo género e a mesma familia, compartilhando
uma alta homologia de sequéncias proteicas. Os quatro sorotipos DENV compartilham
aproximadamente 70% de identidade de aminoacidos entre si, enquanto o ZIKV exibe
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uma homologia global de 43% com DENV (com até 68% de identidade para proteinas

nao estruturais mais conservadas) (Lazear and Diamond 2016).

Algumas teorias sao discutidas principalmente em infec¢cdes causadas por
DENV, mas o aparecimento de ZIKV em regides endémicas de DENV levantou uma
guestao critica de como a interacdo das imunidades entre ZIKV e DENV influenciaria
o desfecho clinico do paciente. As teorias mais discutidas sé@o a teoria da facilitacéo
da infec¢éo dependente de anticorpos (ADE), a Teoria do Pecado Antigénico Original

e a teoria da Tempestade de citocinas.

1.3.1. Teoria da facilitacdo da infec¢cdo dependente de anticorpos (ADE).

O DENV apresenta 4 sorotipos antigenicamente distintos (DENV1-4), com
aproximadamente 67-75% de homologia estrutural entre eles (Guzman et al. 2016;
Botta 1944). A teoria da facilitacdo da infeccdo dependente de anticorpos (ADE) é o
fendbmeno em que anticorpos sub ou ndo neutralizantes facilitam a entrada de virus
heterdlogos nas células hospedeiras, sendo mais bem caracterizada para DENV e
ainda discutida para ZIKV. Essa teoria estabelece que anticorpos especificos de um
sorotipo conferem imunidade ao longo da vida para o sorotipo homélogo. Mas, quando
o individuo se infecta por um sorotipo heterélogo, os anticorpos gerados na primeira
infeccdo s@o capazes de se ligar ao virus infectante, mas ndo sdo capazes de
neutraliza-lo, pois a ligacéo € de baixa avidez. A interacdo virus e anticorpo sub- ou
nao-neutralizante facilitaria a entrada do virus na célula hospedeira, via receptores
Fcy. Dentro da célula, com a reducdo do pH do endossomo, o complexo virus-
anticorpo se desprenderdo um do outro, potencializando assim a replicagédo viral
(Figura b).
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Figura 5: Teoria da facilitacao da infec¢cdo dependente de anticorpo. Em células que expressam o
receptor Fcy, os complexos virus-anticorpo sdo internalizados através da endocitose mediada pelo
receptor Fc. Por causa da neutralizagdo incompleta, o virus pode se fundir no endossomo e dar inicio
areplicacao viral. Complexos imunoldgicos contendo o virus completamente neutralizado também pode
ser absorvidos pelas interacées com o receptor Fc, mas ndo se funde no endossomo e, portanto, ndo
leva a producéo de mais particulas virais (lado direito) (Adaptado de Heinz and Stiasny 2017).

A imunidade humoral mediada por anticorpos desempenha um papel crucial no
controle de infecgdes virais. Em 1973, estudo realizado por Halstead e colaboradores,
postulou essa teoria baseados em estudos feitos em macacos Rhesus
monotipicamente imunes aos sorotipos DENV-1, -3 ou -4 e que foram em seguida,
infectados com DENV-2. Outro grupo de macacos nunca tinham sidos expostos aos
sorotipos de DENV e foram infectados também com o DENV-2. Os macacos imunes
a qualquer um dos trés sorotipos, quando infectados com DENV-2, apresentaram
maiores titulos virais no sangue comparados aos animais nao-imunes infectados com
DENV-2. Sendo uma das primeiras descricbes da teoria da facilitagdo da infeccéo
dependente de anticorpos na dengue (Halstead et al 1973).

O principal alvo da resposta humoral tanto para o DENV, como para o ZIKV é a
proteina E. A proteina E apresenta cerca de 60—75% idéntica entre os sorotipos do
DENV. Entre ZIKV e o0s sorotipos virais, a identidade é de 54-59% (Dowd et al. 2016;
Diamond et al 2018; Ngono and Shresta 2018). Como a infec¢ao pelo ZIKV no Brasil
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ocorreu em areas onde a populacao ja tinha sido exposta aos sorotipos de DENV em
anos anteriores, e considerando que o ZIKV é um flavivirus intimamente relacionado
ao DENV, varios questionamentos foram gerados sobre a possibilidade de reagéo
cruzada entre DENV e ZIKV.

Em estudo realizado no nordeste da Tailandia, foram coletadas amostras de
sangue de individuos nas fases aguda e convalescente de uma infec¢cao secundaria
por DENV, durante periodo no qual ndo havia circulagdo de ZIKV. O objetivo principal
deste estudo foi avaliar uma possivel reatividade-cruzada de anticorpos anti-DENV e
anti-ZIKV, através de ensaio de neutralizacdo em placa (PRNT) e ensaio de facilitagdo
da infeccdo dependente de anticorpos (ADE), utilizando linhagens celulares. Os
resultados demonstraram que anticorpos monoclonais isolados de pacientes
infectados com DENV apresentaram reatividade cruzada com ZIKV. No entanto,
poucos sao neutralizantes, indicando possibilidade de ADE em uma infeccéo por ZIKV

em individuos imunes ao DENV (Dejnirattisai et al. 2016).

Estudo realizado por Terzian e colaboradores analisou uma coorte de pacientes
gue foram previamente expostos ao DENV e mais tarde, infectados pelo DENV-2 ou
pelo ZIKV. Em relacdo aos niveis de citocinas inflamatérias, ndo foi observado
diferenga em relacdo aos individuos imunes ao DENV e posteriormente infectados
pelo ZIKV ou a outro sorotipo heter6logo ao DENV. Também néo houve diferenca na
carga viral entre os pacientes, portanto os autores ndo demonstraram o fenébmeno de

ADE na coorte estudada (Terzian et al. 2017).

1.3.2. Teoria do Pecado Antigénico Original e Tempestade de citocinas.

O sistema imunoldgico é didaticamente dividido em dois ramos principais: a
imunidade inata e a imunidade adaptativa. As células do sistema imunolégico inato
sdo extremamente importantes para o reconhecimento rapido do agente infeccioso e
essenciais para iniciar uma resposta rapida contra o patdégeno. A resposta gerada
inicialmente por células da imunidade inata é importante na contencgdo inicial da
infeccdo, assim como no direcionamento da expanséo e da diferenciacdo de células
imunes adaptativas (linfécitos B e T). Os linfécitos T e B naives respondem aos trés

sinais dados pelas células apresentadoras de antigenos, constituidas pela
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apresentacao antigénica via MHC de classe Il, interagdo com moléculas co-
estimulatérias e producéol/liberacéo de citocinas. Esses linfocitos sdo estimulados a
proliferar e a diferenciar-se em células efetoras ou de memoéria (Masopust and
Schenkel 2013)

Os linfocitos T e B séo classicamente divididos em subpopulagdes funcionais e
apresentam uma gama de funcgfes caracteristicas. No curso de uma infeccao, a partir
de um clone de células naive ou de células efetoras, a maioria das células efetoras
vao morrer por apoptose quando o patégeno é controlado, e uma menor parte destas
células dardo origem as células de memoaria. Tanto as células efetoras, como as
células de memodria apresentam diferentes fatores de transcricdo que levam a
polarizacdo de diferentes perfis celulares, padrdes de expressdo de moléculas co-
estimulatorias e de receptores celulares relacionados a um padrdo diferencial de
migracdo. As células de memadria sdo responsaveis por mediar uma resposta imune
rapida e protetora em caso de reinfeccdo. Desta forma, a geracdo da memoria
imunoldgica é essencial para capacitar o sistema imunolégico a responder com maior

vigor e rapidez ao reencontro com o patdégeno (Masopust and Schenkel 2013)

Em uma infec¢@o priméria pelo DENV, células T especificas sofrem expanséo
clonal apropriada, auxiliando na resolucdo da infeccdo. No entanto, quando um
individuo é exposto a uma segunda, terceira ou quarta infeccdo por um sorotipo

heter6logo do DENV, o fenbmeno do pecado antigénico original pode ocorrer.

A teoria do Pecado Antigénico Original foi descrita em 2003 por Mongkolsapaya
e colaboradores na dengue, no intuito de explicar a participacdo das células T de
memoria DENV-especificas na gravidade da doenca, mais comumente observada nas
infec¢des secundarias por sorotipos heterélogos (Mongkolsapaya et al. 2003). Assim,
durante uma infeccdo priméaria ocorre expansao clonal da populacdo de células T
especificas para o sorotipo infectante. Mas, em uma infeccdo secundéaria por um
sorotipo heterdlogo, as células T de memoria especificas ao sorotipo da infeccéo
anterior sdo capazes de reconhecer e de responder de forma cruzada ao sorotipo da
infeccdo atual. Essa resposta € muito rapida em relacdo as células T efetoras da
infeccd@o atual. No entanto, o reconhecimento dos antigenos virais da infec¢ao atual €
de baixa afinidade. Desta forma, a resposta cruzada das células T de memaria ao

sorotipo viral infectante € menos eficiente e caracterizada por uma menor capacidade
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citotoxica, pouco indutora de citocinas antivirais o que leva a um menor clearance viral,
mas muito potente em relacéo a producéo de citocinas pré-inflamatorias (Ngono and
Shresta 2018) (Figura 6).

Primeira infecgéo - DENV-1 Shgundainfeceio™
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Figura 6: Pecado antigénico original das células T. O pecado antigénico original postula que
as células T expostas a um primeiro virus sofrem expanséo clonal apropriada. No entanto, apds nova
infeccdo e apresentagdo do antigeno viral de reacdo cruzada, sdo ativadas as populacdes de células
T previamente expandidas que tém baixa afinidade ao virus atualmente infectante. Isso resulta em uma
falha em eliminar adequadamente as células infectadas levando a respostas imunes patogénicas
(Adaptado de Ngono and Shresta 2018).

Com o surgimento da epidemia de ZIKV, principalmente em regides onde os
sorotipos de DENV sdo endémicos, estudos vem apontando para a reatividade-
cruzada das células T entre esses virus. Grifoni e colaboradores demonstraram que
as respostas das células T da memdria de individuos imunes ao DENV (ou por uma
infec¢@o natural ou apos vacinagéo) reconhecem e reagem de forma cruzada com os
peptideos de ZIKV. Neste mesmo estudo, ao analisar os alvos da resposta das células
T, foi observado que as proteinas estruturais do ZIKV (E, prM e C) sédo os principais
alvos das respostas das células T CD4+ e CD8+, enquanto que para DENV essa

resposta se dirige, principalmente, as proteinas nao estruturais (Grifoni et al. 2017).
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Principalmente por conta das citocinas pré-inflamatorias produzidas e liberadas
como consequéncia do pecado antigénico original, € desencadeado um terceiro
mecanismo envolvido com a imunopatogénese da dengue que é a “tempestade de
citocinas”. O conceito geral do termo ‘tempestade de citocinas’ vem ligada a ideia de
liberacdo excessiva ou descontrolada de citocinas pré-inflamatorias. O primeiro uso
do termo ‘tempestade de citocinas’ esta em um artigo publicado em 1993 sobre a
doenca do enxerto versus hospedeiro. Na dengue, a tempestade de citocinas esta
ligada a uma infec¢cdo secundaria por um sorotipo heterélogo, que leva a um aumento
da permeabilidade vascular e por consequéncia, extravasamento plasmatico/vascular
e gravidade clinica (Tisoncik et al. 2012). Além da liberagdo excessiva de citocinas
pré-inflamatérias, as quimiocinas apresentam um papel importante no aumento da
permeabilidade endotelial e no extravasamento plasmatico (Guzman and Harris 2015)

Pouco se sabe sobre a tempestade de citocinas em infec¢cbes causadas por ZIKV.

1.4.Quimiocinas e seus receptores.

1.4.1. Classificacédo e funcionalidade.

Quimiocinas sao proteinas de baixo peso molecular (7 a 15 kDa) que fazem parte
da familia das citocinas. Sua interacdo com a célula se da via receptores de
guimiocinas acoplados a proteina G ou por receptores atipicos. Sado conhecidas por
sua alta capacidade quimiotatica, responsavel pela migracao celular e pela residéncia
de células imunolégicas em tecidos especificos. Sado importantes na manutencéo da
homeostase e no processo inflamatério frente as infec¢des, podendo estar envolvidas

em diversas patologias (Kufareva 2016).

Quimiocinas podem ser definidas pela sua sequéncia primaria de aminoacidos
(X) e pela disposicéo de residuos de cisteina (C) na proteina. Podem ser divididas
classicamente em quatro familias: CC, CX3C, CXC e C. Além da classificacdo de
acordo com critérios estruturais, as quimiocinas também sao classificadas de acordo
com sua atividade funcional principal: homeostaticas, inflamatorias ou de dupla funcéo
(mistas). Quimiocinas inflamatorias sdo essenciais no controle do recrutamento de

leucécitos durante a inflamacdo, enquanto quimiocinas homeostaticas estédo
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envolvidas no direcionamento da migracéao de leucdcitos durante o desenvolvimento,
migracdo durante a resposta imune e manutencdo de células imunoldgicas nos
tecidos periféricos. Por fim, as quimiocinas de dupla funcdo ou mistas sao aquelas
que compartilham fungdes das quimiocinas inflamatdrias e das homeostaticas (Zlotnik
and Yoshie 2012; Moser et al. 2004).

Sao descritas em torno de 50 quimiocinas e 20 receptores de quimiocinas. Ha
uma certa “promiscuidade” entre receptores e ligantes, ou seja, a maioria dos
receptores interage com mais de uma quimiocina e a maioria das quimiocinas usa

mais de um receptor (Gonzalez-Motos et al 2016; Lépez-Cotarelo et al. 2017).
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Figura 7: Quimiocinas e seus receptores. Quimiocinas agrupadas de acordo com sua estrutura em
quatro familias distintas (em azul): C, CC, CXC e CX3C. Nomenclatura antiga e habitual, seus
respectivos receptores e células imunes que expressam esses receptores. As linhas de cores verde,
preto, vermelho e azul, indicam que varios ligantes podem se ligar a um Unico receptor de quimiocinas
(adaptado de Matsushima et al. 2011).
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A familia de quimiocinas CXC é caracterizada pela presenca de um unico
aminoacido entre as duas primeiras cisteinas N-terminais, enquanto os membros da
classe CC n&o possuem esse aminoacido. As quimiocinas CXC podem ser
subdivididas com base na presenca de uma sequéncia de aminoécidos glu-leu-arg
(ELR) no seu N-terminal, sendo portanto, subdivididas nas classes ELR+ e ELR-
(Kiefer and Siekmann 2011). As CXC ELR+, como a CXCLB8/IL-8, atraem leucdcitos
polimorfonucleares para sitios especificos em processos agudos de inflamacéo.
Mediadores inflamatérios como IL-1B, TNF-a e LPS induzem a producdo destas
guimiocinas, tendo papel importante nas primeiras fases de cicatrizacao e atuando na
angiogénese. O grupo ELR- atua de forma antagbnica ao grupo ELR+, tendo papel
angiostatico. Dentre as quimiocinas angiostéaticas, podemos mencionar CXCL4/PF4,
CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 e CXCL11/I-TAC (Santoni et al. 2014).

A familia C possui um unico residuo de cisteina em sua estrutura, tendo duas
quimiocinas presentes nesse grupo (XCL1 e XCL2). Sdo secretadas por células T,
NK, NKT, e particularmente sdo secretadas na ativacao de perfil de resposta Th1l. Tem
um unico receptor (XCR1) que é expresso em células dendriticas (Kiefer and
Siekmann 2011).

A familia CC é a mais numerosa e diversificada familia dos quatro subgrupos
definidos com base na estrutura. Nessa familia, as cisteinas sdo diretamente
justapostas (CC) e atuam em um espectro mais diversificado de células-alvo,
principalmente no sistema hematopoiético, mas também em células epiteliais, células
endoteliais e da musculatura lisa (Santoni et al. 2014). Alguns membros dessa familia
apresentam envolvimento na angiogénese, como CCL1, CCL2, CCL5, CCL11, CCL15
e CCL16 (Ridiandries et al 2016). Outros estdo mais ligados a resposta inflamatoria

contra patégenos.

A familia CX3C é composta somente por um membro, CX3CR1/Fractalcina. E a
Gnica quimiocina que possui trés aminoacidos entre essas duas cisteinas é a CX3C.
Apresenta-se tanto na forma ligada a membrana quanto na forma solavel. A interacéo
entre a fractalcina e seu receptor exclusivo (CX3CR1) induz adesédo celular,
quimiotaxia, rolamento de leucdcitos e migragdo. O receptor da fractalcina CX3CRL1 é
expresso em mondcitos/macréfagos, células NK e linfocitos T citotéxicos (Nanki et al
2017).
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1.4.2. O papel de CCL5, CX3CL1 e seus receptores nos Flavivirus.

Na dengue, um aumento da expressao de CCR5 nas células T e uma diminuicéo
dos niveis plasmaticos de CCL5 em pacientes na fase aguda da dengue foi observado.
Porém, ao analisar os tecidos hepaticos de 4 casos fatais de dengue foi encontrado
uma alta frequéncia de células CCL5+ teciduais, indicando um provavel recrutamento
de células T CCR5+ da circulacdo para o figado. Nossa hipotese é de que esse
recrutamento poderia estar envolvido no estabelecimento de um intenso processo
inflamatorio tecidual (de-Oliveira-Pinto et al. 2012). Ao estudar as respostas das
células T e a expressdo dos receptores de quimiocinas nas infeccdes humanas
causadas por ZIKV, DENV e na co-infeccdo DENV e ZIKV foi possivel observar que
independente do virus, a expressédo de CCR5, CX3CR1 e CXCR3 nas células T CD4
e CD8 foi similar entre os pacientes, indicando um perfil de ativagéo e/ou capacidade

migratoria dessas células (Badolato-Corréa et al. 2018).

Nos Flavivirus, a imunidade mediada por células é critica para contencédo da
infeccdo viral no sistema nervoso central (SNC), como visto na infeccéo pelo virus do
Oeste do Nilo Ocidental (WNV). Estudo utilizando camundongos selvagens C57BL/6
e os geneticamente deficientes de CCR5, os CCR57, infectados com WNV,
demostrou que os camundongos CCR57 apresentaram um aumento da morbidade e
da mortalidade apés infeccdo subcutanea com WNV. A carga viral no cerebelo dos
animais CCR57 infectados com WNYV foi significativamente aumentada nos tecidos
corticais, incluindo o hipocampo, no 8° dia pés-infeccéo. Além disso, foi observado um
aumento significativo da expressdo CCL3 e CCL5 no cortex de camundongos CCR5"
" infectados por WNV comparado aos animais selvagens infectados. Em conjunto,
esse aumento na carga viral e na expressédo de CCL5* no cértex dos animais CCR57
infectados foram associadas a um meno infiltrado de células mononucleares e uma
maior permeabilidade da barreira hematoencefalica. Esses dados indicam que as
diferencas regionais na expressdo de quimiocinas ocorrem em resposta a infeccao
por WNV do SNC e que os neurdnios corticais requerem atividade do CCR5 para

limitar a carga viral nessa regido do cérebro (Durrant et al. 2015).

Em modelo murino de infeccdo pelo DENV, a inibicdo do CCR5 pelo Met-
RANTES reduziu a carga viral e aumentou a sobrevida dos camundongos infectados.
Esse mesmo estudo demonstrou a importancia do CCR5 na migracao celular, e no

controle da replicacao e disseminacdo do DENV para regides especificas. Com isso,
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a inibicdo da interacdo de CCL5/RANTES com seu receptor CCR5 € um importante

alvo terapéutico para a dengue (Guzman and Vazquez, 2010).

No que diz respeito ao CX3CR1, poucos estudos vém abordando esse receptor
de quimiocina nas arboviroses. Weiskopf e colaboradores avaliaram doadores sadios
expostos ao dengue. Neste estudo, os autores puderam observar uma fracdo
importante de células T CD4+ especificas ao DENV que expressam CX3CR1+ e que
sdo altamente produtoras de interferon- gama (IFN-y). A andlise dessa subpopulacdo
em doadores portadores do alelo de HLA-DR, relacionado a dengue branda, indicou
gue essas células apresentam um importante potencial citotoxico, consequentemente
esses doadores teriam um melhor controle da infeccao viral e melhor desfecho clinico
(Weiskopf, D. et al. 2015).

Na infeccdo por ZIKV, um mecanismo observado para explicar o
desenvolvimento da microcefalia € a capacidade do ZIKV infectar células progenitoras
neurais humanas e de desencadear apoptose nessas células (Zhang et al. 2016). Em
um estudo liderado por Mesci e colaboradores, as interacBes imunes de células
progenitoras neurais (CPN) e macrofagos/micréglia, sdo interacbes que ocorrem no
cérebro em desenvolvimento de fetos/recém-nascidos infectados pela cepa brasileira
do ZIKV, usando uma plataforma experimental de células-tronco pluripotentes
induzidas. Os dados indicam gque a microglia humana infectada com a cepa brasileira
do ZIKV induz uma resposta pré-inflamatdria semelhante aquela encontrada nos
tecidos humanos infectados por ZIKV. E importante ressaltar que, o estudo mostrou a
interacdo da microglia com os CPNs infectadas pelo ZIKV levando a disseminacéao do
virus (Mesci et al. 2018). Uma molécula importante na funcdo homeostéatica da
microglia € o CX3CR1, uma vez que a interacdo desse receptor de quimiocina com
seu ligante, CX3CL1, tem sido relatada como reguladora do crescimento de axdnios
durante a embriogénese. Além disso, a sinalizacdo CX3CR1 controla a densidade
microglial dentro dos circuitos neurais (Pagani et al. 2015). Esses estudos
demonstram a importancia desses receptores de quimiocinas em infec¢des causadas
por arbovirus, principalmente em infeccbes que podem levar a acometimentos

neuroldgicos.
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1.5. Justificativa.

DENV e ZIKV pertencem ao mesmo género e a mesma familia, compartilhando
uma alta homologia de sequéncias proteicas. Os quatro sorotipos DENV compartilham
aproximadamente 70% de identidade de aminoacidos entre si, enquanto o ZIKV exibe
uma homologia global de 43% com DENV (com até 68% de identidade para proteinas
nao estruturais mais conservadas) (Lazear and Diamond 2016). Além disso, esses
virus apresentam algumas regides endémicas compartilhadas. Com isso surgiram
guestionamentos envolvendo o papel da imunidade especifica na protecdo ou na

patogénese da infeccéo sequencial pelo outro flavivirus.

Estudos vem avaliando a reatividade cruzada entre DENV e ZIKV em humanos.
A maioria dos estudos utilizam peptideos sintetizados de acordo com as sequéncias
das proteinas virais do DENV e do ZIKV. Lim e colaboradores (2018) demonstraram
que 70% dos individuos inumes ao DENV apresentam células T capazes de
reconhecer o peptideo ZIKV NS3 ex vivo, indicando reatividade cruzada. Por outro
lado, a reacdo cruzada para o peptideo ZIKV Capsideo foi baixa ou ausente. Além
disso, os individuos imunes ao DENV apresentam células T CD4+ e CD8+ de memoria
de reacao cruzada com capacidade de exercer fungdes efetoras antivirais contra as
células infectadas in vitro por ZIKV, produzindo mediadores antivirais (IFN-y, TNF -q,
IL-2 e granzima B) e apresentando capacidade citotoxica pelas células T CD8+. Esses
resultados sugerem que, em humanos, a imunidade pré-existente de células T em
relacdo ao DENV pode fornecer um papel imunoprotetor a infec¢ao pelo ZIKV (Lim et
al. 2018)

Outros estudos também demonstram um alto grau de reatividade cruzada entre
as respostas de linfécitos T ao DENV e ao ZIKV, tanto em humanos quanto em
camundongos, porém, até o momento, ndo foi possivel estabelecer uma relagéo direta
com um impacto negativo no desfecho da doenca (Pardy and Richer 2019). Sendo
necessarios mais estudos para entender o real impacto da exposi¢ao prévia ao DENV

na resposta imune uma infeccdo subsequente causada por ZIKV.

Além de da reacéo cruzada das células T de memoria e dos anticorpos sub ou
nao neutralizantes, uma producao exacerbada de citocinas e quimiocinas constituem

fatores envolvidos na imunopatogénese da dengue (Malavige and Ogg 2013).
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Dados do nosso grupo demonstraram aumento da expressdo de CCR5 nas
células T e uma diminuicdo dos niveis plasmaticos de CCL5 em pacientes na fase
aguda da dengue. Em contrapartida, encontramos uma alta frequéncia de células
CCL5+ no tecido hepatico de casos fatais por dengue, indicando recrutamento de
células T CCR5+ para o figado. A presenca dessas células no tecido hepatico poderia
estar envolvido no estabelecimento de um intenso processo inflamatorio tecidual e/ou
na ativacdo de resposta imune antiviral (de-Oliveira-Pinto et al. 2012). Outro
importante estudo demonstrou que camundongos infectados pelo DENV e tratados
com o Met-RANTES, potente inibidor do CCR5, apresentaram uma carga viral
reduzida e aumento de sobrevida, indicando que a inibicAo da interacéo
CCL5/RANTES com CCR5 é um importante alvo terapéutico para a dengue (Marques
et al. 2015).

Até o momento, poucos estudos vém abordando o receptor CX3CR1 na dengue.
Weiskopf et al demonstraram que linfocitos T CD4+ especificos ao DENV expressam
CX3CR1 e sao polarizadas para uma atividade citolitica (CTL, cytotoxic T lymphocyte).
Os autores demonstraram ainda que esses linfécitos CD4+CTL séo especificos ao
DENV e sao mais frequentes em doadores que carregam um alelo HLA-DR protetor,
0 que levaria a um maior controle da infecgao viral in vivo (Weiskopf D. et al. 2015).
Recentemente, nosso grupo demonstrou uma frequéncia aumentada de linfocitos T
expressando CCR5+ ou CX3CR1+ em pacientes agudos monoinfectados pelo DENV
ou ZIKV e coinfectados pelo DENV/ZIKV (Badolato-Corréa et al. 2018).

Um dado interessante publicado por Bottcher e colaboradores em um grupo de
pacientes infectados cronicamente pelos virus da hepatite B ou C (HBV ou HCV) e
recuperados da infeccdo pelo citomegalovirus (CMV), demonstrou uma alta
frequéncia de linfécitos T CD8+ de memoria CMV-especificos CX3CR1+granzima
B+perforina+, mas baixa frequéncia de linfocitos T efetores CD8+ HBV ou HCV-
especificos CX3CR1l+granzima B+perforina+. Com esses dados, os autores
defendem a relevancia de intervencgdes terapéuticas que aumentem a frequéncia das
subpopula¢cdes CX3CR1+ para um melhor controle da infecgéo viral (Bottcher et al.
2015).

Nosso grupo é pioneiro no estudo de linfécitos T de memaria de mulheres que

foram naturalmente infectadas pelo ZIKV durante a gravidez. Portanto, esse projeto
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pretende avaliar a resposta dos linfocitos T CD4+ e CD8+ de memdria de mulheres
que foram infectadas naturalmente pelo ZIKV na gravidez, dois a trés anos apos
infeccdo. Para nossas andlises, as mulheres foram divididas em dois grupos:
mulheres que tiveram filhos assintomaticos e mulheres que tiveram filhos sintométicos
(filhos nascidos com Sindrome congénita do Zika). As células T foram estimuladas in
vitro com epitopos do ZIKV e a capacidade inflamatdria (producéo de IFNy) e atividade
citotdxica (expressao de CD107a que € um marcador de degranulacéo de células com
funcéo citotoxica) foram avaliadas. Considerando que os receptores de quimiocinas
sdo descritos como importantes marcadores de subpopulacbes de células T,
caracterizam diferentes perfis migratorios das células e mais recentemente,
consideradas moléculas importantes no controle da carga viral e resposta imune anti-
viral, nds avaliaremos, em particular, o possivel envolvimento dos receptores CCR5 e

CX3CR1 na resposta imune especifica ao ZIKV.

27



2. Objetivos gerais e especificos.
2.1. Geral:

Avaliar os perfis inflamatorio e citotoxico dos linfécitos T CD4+ e CD8+ de
memoria de mulheres infectadas pelo ZIKV durante a gestacdo, associando a

funcionalidade das células T a expresséo dos receptores CCR5 e CX3CR1.

2.2. Especificos:

- De acordo com o desfecho clinico dos filhos, pretendemos comparar as
caracteristicas demograficas, clinicas, contagem de linfocitos T e exposi¢cao prévia ou
nao ao DENV de mulheres infectadas pelo ZIKV na gravidez, avaliadas 2 a 3 anos
pés-infeccao;

- Avaliar a inducéo da resposta imune especifica ou de reacdo-cruzada através
da medida de producdo de IFN-y pelos linfécitos T frente a epitopos do ZIKV de
diferentes grupos de doadores imunes ou ndo ao DENV e ou n&o ao ZIKV;

- Avaliar a intensidade de producao de IFN-y e a frequéncia de respondedores
aos epitopos do ZIKV pelos linfocitos T de mulheres infectadas pelo ZIKV na gravidez

e reagrupadas de acordo com o desfecho clinico de seus filhos;

- Avaliar a atividade citotoxica dos linfocitos T de mulheres infectadas pelo ZIKV
na gravidez ap0ds estimulagéo in vitro com os epitopos de ZIKV, utilizando o marcador
de degranulacdo CD107a;

- Avaliar se h4 modulacdo da frequéncia de linfécitos T expressando os
receptores CCR5 e CX3CR1 e se héa relacdo da expresséo desses receptores com a

funcionalidade das células;
- Expandir isolados do ZIKV de pacientes brasileiros in vitro para ensaios futuros;

- Avaliar se a modulacdo da expressao de CCR5 ou de CX3CR1, seguido da
estimulacado in vitro com epitopos do ZIKV ou pelo isolado do ZIKV, influencia na

capacidade de producéao de IFNy e da citotoxicidade pelos linfocitos T.
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3. Material e Métodos.

3.1. Desenho Experimental:

Cultura de células
VERO

l Doadores saudaveis expostos ao ZIKV "3
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producgdo de massa
viral
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por 6h e 20h recombinantes das quimiocinas
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cD8 fluxo IgM e IgG anti-CHIKV
CCR5 ch3
CX3CR1 cp4
IFNy cos
CD107a CD107a

3.2. Populacéo de estudo.

Foram incluidas no presente estudo, 22 mulheres que foram infectadas pelo
virus zika (ZIKV) entre 2015 e 2017, durante a gravidez. Todas apresentaram
erupcbes cutdneas, com ou sem outros sintomas sugestivos de infecdo por
arbovirose. Amostras de sangue e/ou urina foram coletadas na data proxima ao
aparecimento do exantema e enviadas ao Laboratério Central de Saude Publica do
Rio de Janeiro (LACEN- RJ) para realizacéo de diagndstico diferencial molecular por
PCR em tempo real (RT-gPCR) para os trés arbovirus circulantes (DENV, ZIKV e
CHIKV). A partir dos resultados do LACEN, foi confirmado o diagndstico molecular de
zika para todas as mulheres incluidas neste estudo.

As pacientes foram recrutadas da Unidade de Doencas Exantematicas (UDE) do
Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP), Universidade Federal Fluminense
(UFF), situado em Niteroi, RJ. O HUAP é o unico centro de referéncia publica que
atende 7 cidades na regido Metropolitana Il (Niter6i, S&o Gongalo, Marica, Itaborai,
Tangua, Rio Bonito e Silva Jardim) do estado do Rio de Janeiro. Durante a gravidez,
foram realizadas triagens sorologicas para outros patdgenos, como sifilis,
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toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus e herpes virus (STORCH). Foi também
realizado teste sorolégico para o antigeno viral p24 do HIV. Todas as mulheres
presentes neste estudo apresentaram sorologia negativa tanto para os antigenos do
STORCH, como para HIV. Mé&es e filhos encontram-se em acompanhamento

ambulatorial pela equipe do HUAP coordenada pela Dra. Claudete Araujo Cardoso.

Devido ao acompanhamento clinico-ambulatorial realizado no HUAP, amostras
de sangue vém sendo coletadas desde 2018. Assim, neste estudo incluimos amostras
coletadas nos periodos de 2018-2019, ou seja, 2 a 3 anos apoés a infeccéo pelo ZIKV.
Essas amostras foram enviadas ao Laboratério de Imunologia Viral (LIV) para

realizagéo dos protocolos descritos abaixo.

Além do grupo de mulheres que foram infectadas pelo ZIKV durante a gravidez,
foram incluidos somente no primeiro momento desse estudo, doadores saudaveis que
nunca foram expostos ao DENV e ao ZIKV (grupo ZIKV"9/DENV") e doadores
saudaveis que nunca foram expostos ao ZIKV mas foram expostos ao DENV (grupo
ZIKV"®9/DENVP®s), Esses grupos foram utilizados para avaliacdo da respota cruzada
das células T frente a estimulacédo com peptideos do ZIKV. Para o estudo da influéncia
das quimiocinas CCL5 e CX3CL1 na funcionalidade das células T especificas ao
ZIKV, foram recrutados doadores saudaveis moradores de areas endémicas de ZIKV

e DENV, que foram expostos ao ZIKV.
3.3. Procedimentos éticos.

O presente estudo é de carater observacional, predominantemente analitico
transversal, iniciado em 2018. Esta dissertacdo faz parte de um grande estudo
intitulado: “Acompanhamento clinico de gestantes com erupgéao e seus filhos: estudo
prospectivo coorte ". Foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com o nimero
de certificado CAAE: 56913416.9.0000.5243 e foi realizado no Laboratorio de
Imunologia Viral, Instituto Oswaldo Cruz, Fundagdo Oswaldo Cruz. Todas as
pacientes foram entrevistadas e a participacdo delas no estudo deu-se apoés
conhecimento dos principais objetivos do projeto e assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido.
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3.4. Separacédo de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) por

gradiente de densidade.

Foram coletados aproximadamente 20 mL de sangue venoso periférico de pacientes
adultos, coletados em tubos com anticoagulante ACD (citrato de sédio 22,0 g/L, acido
citrico 8,0 g/L e dextrose 24,5 g/L) (BD Vacutainer ACD Solution A). Para a separacao
das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi utilizado o gradiente de
densidade Ficoll-Paque™ PLUS (GE Healthcare, Uppsala, Sweden). Em um tubo
conico de 50 mL, foram adicionados 15 mL de solucdo gradiente Ficoll-Paque™
PLUS, seguido da adi¢céo lenta do sangue periférico sobre o gradiente. Os tubos foram
centrifugados a 400 g durante 30 minutos (Centrifuga Universal 320R, Hettich
Zentrifugen). Apos centrifugacao, o anel de PBMCs foi recuperado com auxilio de uma
pipeta Pasteur estéril e o anel, transferido para um tubo conico estéril de capacidade
de 15 mL. As células recuperadas foram lavadas 2x em meio RPMI 1640 estéril ndo-
suplementado (Gibco, Invitrogen). Apds as lavagens, as células foram contadas e
avaliadas quanto a viabilidade com o uso do corante Azul de Trypan (Trypan Blue
Stain 0,4%, Gibco, Invitrogen). Aproximadamente 10 PBMCs foram ressuspendidas
em 1 mL de solu¢édo de congelamento composto por 90% de SFB inativado com 10%
de Dimetil sulfosido (DMSO, Sigma), armazenados inicialmente a -70°C durante 24h
no Mr. Frosty™ Freezing Container (Thermo Scientific™), Apos esse periodo, as

aliquotas foram transferidas para o nitrogénio liquido até o momento de uso.

3.5. Ensaio de imunoabsorcéao ligadoa a enzima (ELISA) para a deteccéo de
aniticorpos IgG anti-DENv e anti-ZIKV.

As sorologias foram realizadas pela Dra. Monique Queiroz Lima integrante da
equipe do Laboratério de Imunologia Viral.

Para a deteccao de anticorpos IgG anti-ZIKV foram utilizados os kits comerciais
IgG anti-DENV (PANBIO, Abbott, US) por ELISA de captura e DENV IgG NS1
(EUROIMMUN, Alemanha) para verificar infeccdo anterior pelo DENV. Para ZIKV
foram utilizados os kits comerciais ZIKV IgG (EUROIMMUN, Alemanha) e NS1do ZIKV
IgG (EUROIMMUN, Alemanha). As sorologias foram realizadas seguindo as

recomendacdes do fabricante.
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3.6. Caracterizacao do pool de Peptideos (megapool) de ZIKV.

O pool de peptideos foi sintetizado a partir da sequéncia do isolado BeH818995
de ZIKV. Com auxilio de ferramentas de bioinformética foram recuperados dados de
103 sequéncias de proteoma da poliproteina do ZIKV de diversas localidades que
apresentaram surto da doenca (Canada, Africa, Asia e Américas), sendo 42
sequéncias provenientes das Américas. Os isolados apresentam uma alta frequéncia
de conservacao (99,2%) em todas as regides da poliproteina viral. Além disso, as
sequéncias de ZIKV foram comparadas com sequéncias de proteoma de outros
Flavivirus, como a do virus dengue (DENV), virus da febre amarela (YFV), virus do
Nilo Ocidental (WNV), virus da encefalite japonesa (JEV), virus da encefalite
transmitida por carrapatos (TBEV), sendo realizado andlises de identidade e de
reacao-cruzada entre sequéncias de ZIKV com outros Flavivirus mencionados

anteriormente em relacao a resposta das células T (Xu et al., 2016).

Foram realizados ensaios de predi¢ces para ligacdo dos peptideos a uma ou
mais das 27 variantes alélicas do HLA de classe | (A e B), escolhidas devido sua alta
prevaléncia na populacao (Weiskopf, D.et al. 2013), e ensaio de predicéo para ligacao
dos peptideos a variantes alélicas do HLA de classe Il (DR) (Weiskopf, D. et al. 2016).
Os megapools de peptideos de ZIKV sdo compostos por um conjunto de peptideos
de 9 e 10-mer contendo todas as regides da poliproteina viral (C, prM, E, NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, 2K, NS4B e NS5) juntamente com um conjunto de peptideos de
15-mer, sobrepostos por 10 residuos de aminoacidos de toda a poliproteina viral
(Tabela 1). Portanto, os megapools de peptideos do ZIKV utilizados neste estudo sédo

direcionados tanto para linfocitos T CD8+ quanto para linfocitos T CD4+.

Os megapools de ZIKV foram definidos segundo percentuais de identidade de
aminoacidos (ID) entre DENV e ZIKV: (i) ZIKV"t com %ID de 70-79% (similaridade
intermediaria) e (ii) ZIKV'°" com %ID de 58-69 (considerados com baixa similaridade)
(Xu et al., 2016)

No presente estudo, foram utilizados dois dos megapools de peptideos ZIKV
acima mencionados, o ZIKV'*" e ZIKV™, Os megapools foram gentilmente cedidos por
nossos colaboradores, Drs. Alessandro Sette e Daniela Weiskopf do La Jolla Institute
for Allergy & Immunology (LJI, CA, USA).
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Tabela 1: Constituicdo dos megapools de peptideos de ZIKV.

Miamero de peptideos positivos para:

iAlelo € pr M E W51 MNS2A NS2B NS3 NS4A 2K NS4B NS5 Touml
Confjunio previsio de pentidens de ZEV composio par

mendidens de 9 e 10mer
HLA-A"01:01 0 11 31 1] & 8 '] 21 4 i 17 38 134
HLA-A"G2:01 7 6 & i 1 3 5 17 10 LI 16 134
HLA-A"02:03 g 0 & 16 3 23 B 20 g 4 13 15 136
HLA-A"02:06 4 2 14 & 25 5 17 17 & 15 13 134
HLA-A"03:01 12 4 4 1" 10 17 4 22 5 o 8 39 136
HLA-A"11:01 14 & 2 1" ] [ 7 23 [ o 11 41 136
HLA-A"23:01 5 2 4 0 s 7 1 21 7 o 41 136
HLA-A"24:02 4 i 4 16 5 9 2 16 7 o 4 46 136
HLA-A"26:01 [ 5 1 15 & L[] 15 16 9 3 17 33 136
HLA-A"30:01 @ 3 1 18 16 8 3 26 3 0 0 39 136
HLA-A"30:02 1 1 5 17 n 2 8 24 1 0 n 36 136
HLA-A"31:01 w3 8 B 18 11 1 15 1 0 5 45 136
HLA-A"32:01 [ i 6 n 9 18 ] 16 7 1 1 32 135
HLA-A"33:01 ¥ 1 5 6 15 12 3 12 2 0 ] 1] 135
HLA-A"58:01 g 4 5 12 13 ] ] 35 3 i T 17 134
HLA-A"58:02 7 5 8§ 17 & 1 T 18 8 5 12 25 135
HLA-B"07:02 4 F I 12 15 18 5 14 [ 2 11 22 134
HLA-B 0801 1 4 2 13 13 1% ] 4 10 o T 15 134
HLA-B"15:01 4 7 7 18 & 12 7 17 [ 1 b3 8 134
HLA-B"35:01 4 5 L] 14 8 12 ] 23 7 - 26 134
HLA-B"40:01 2 4 4 17 17 4 ] 25 10 o & 39 136
HLA-8"44:02 1 4 1 15 18 3 7 32 7 o 5 43 134
HLA-B*44:03 3 3 2 14 20 3 7 33 7 o 4 40 136
HLA-B*510 4 o0 8 13 6 1% ] 17 g 5 17 9 136
HLA-B*5310 [ 3 2 18 13 12 6 18 8 2 17 31 136
HLA-B*5710 3 5 4 15 16 12 3 13 4 o 13 48 136
HLA-B*58:01 7 1 5 17 16 14 3 11 5 0 1 46 136
Toital 161 %3 113 409 288 3N 49 587 178 34 393 940 3672
Peptidecs 13mer aorangendo 3 poliprote e ZEY
HILA clzsse 25 18 15 100 7O &6 26 123 25 5 50 180 683

3.7. Estimulacgéo in vitro dos linfécitos T com Megapools de ZIKV.

As PBMCs foram descongeladas rapidamente em banho-maria a 37°C e lavadas
em meio RPMI 1640 para retirada da solucdo de congelamento. Em seguida, 2 x 106
PBMC por mL foram ressuspensas em meio RPMI suplementado com 1% Hepes, 1%
L-glutamina, 1% Penicilina/estreptomicina. Cerca de 2x10° PBMC em 100uL foram
cultivadas em placas de 96 com fundo em U (Costar) em triplicatas em meio RPMI na
presenca ou ndo de estimulos. Dentre os estimulos, foram adicionados 50 pL de (i)
megapools de peptideos de ZIKV'OW ou (i) ZIKVNT (1 ug/mL, A & A, San Diego, CA)
ou (iif) PMA (acetato de miristato de forbol, 50 pg/mL, um ativador da proteina C
quinase) e ionomicina (50ug/mL, um ionoforo de célcio). PMA/lono foram utilizados
como controle positivo da estimulagcdo in vitro. Para marcagao intracelular por
citometria de fluxo, essa estimulacéo foi durante 6 horas a 37°C com 5% de CO2. Nas
dltimas 4 horas de incubacao, foi adicionado 50 pL de brefeldina A (10pg/mL, um
inibidor do transporte de proteinas do aparelho de Golgi para o reticulo

endoplasmatico).
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3.8. Marcacéo Extracelular e Intracelular por Citometria de Fluxo.

Apés 6h de estimulacdo in vitro, as PBMCs cultivadas em triplicatas foram
ressuspensas e reunidas em um Unico poc¢o das placas de 96 com fundo em U
(Costar). A placa foi centrifugada a 555x g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante
descartado por versao de placa e as células ressuspensas em 150 pL de solucéo de
lavagem (BSA 1%, NaNs 0,1% em PBS pH 7,4). A placa foi centrifugada novamente
a 555x g, 5 minutos a 4°C e o sobrenadante desprezado. Em seguida, foram
adicionados 20 pL por poco da mistura contendo anticorpos monoclonais conjugados
a fluorocromos diluidos em solucdo de lavagem para marcadores extracelulares
(Tabela 2). Ap6s adicdo da mistura de anticorpos monoclonais, a placa foi incubada
a temperatura ambiente por 30 minutos ao abrigo de luz. Ao final da incubacéo, foram
adicionados 100-150 pL da solucédo de lavagem para duas lavagens sequenciais.
Apos a Ultima lavagem, as células foram fixadas com 100 pL da solucdo de
paraformaldeido a 4% (PFA 4%) por 15 minutos a 4°C, seguido de lavagem com PBS
pH 7,4 para retirada do PFA. Por fim, as células foram ressuspensas em PBS pH 7,4

e mantidas a 4°C no abrigo de luz overnight.

No dia seguinte, as células foram centrifugadas e ressuspensas em 150 pL de
solucéo de permeabilizacéo (0,15% Saponina, 1% BSA, 0,1% NaN3 em PBS pH 7,4)
e novamente centrifugadas a 555 x g por 5 minutos. No pellet de células foram
adicionados 100 pL da solucéo de bloqueio (10% plasma humano inativado, 0,15%
Saponina, 1% BSA, 0,1% NaNs em PBS pH 7,4) com incubacdo por 15 minutos a
temperatura ambiente ao abrigo de luz. Apds o periodo de incubacédo, a placa foi
centrifugada e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 20 puL do anticorpo
monoclonal anti-IFN-y diluido em soluc&o de permeabilizacdo, seguindo de incubacao
a temperatura ambiente por 30 minutos. Passados os 30 minutos, a placa foi lavada
com 100 pL por poco da solugéo de permeabilizagéo. O sobrenadante foi descartado,
o pellet foi ressuspenso e lavado duas vezes com a solucdo de permeabilizacdo. Apos
essas lavagens, as células marcadas foram lavadas duas vezes com PBS,
ressuspensas em PBS e transferidas para tubos de citometria. As células foram
mantidas a 4° C ao abrigo de luz até a aquisicdo imediata no FACS ARIA BD
(Plataforma de Citometria — PDTIS - FIOCRUZ) e as analises foram feitas utilizando o
software FlowJo 10.5.2 (Tree Starl).
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As respostas das células T frente a estimulacdo in vitro com os megapools de
peptideos ZIKV'Y ou frente a estimulacdo in vitro com os megapools de peptideos
ZIKV'"t foram analisadas juntas, visto que o objetivo era avaliar a resposta das células
T frente a estimulacdo com os megapools. Sendo assim, ndo foram incluidas anélises
comparativas de resposta das células T frente ao megapool ZIKV'°Y e frente ao

megapool ZIKV"tseparadamente.

A apresentacéo dos dados de producdao intracelular do IFN-y dentro das células
T CD4+ e CD8+ apoés estimulacdo in vitro com os megapools de ZIKV foram

subtraidos dos valores obtidos das culturas de células em meio RPMI.

Foram considerados individuos “respondedores” aqueles cuja raz&o ou indice de
estimulacdo da producéo de IFN-y com megapools de ZIKV foi dividido da producédo

de IFN-y basal (estimulagcado detectada nas culturas em meio RPMI) foi = 2.
Respondedores

%CD4+ ou CD8+IFN-y+ apés megapools de ZIKV =2
%CD4+ ou CD8+ IFN-y+ em meio de cultura

Tabela 2: Anticorpos monoclonais utilizados na marcacgéo extracelular por Citometria de fluxo.

Alvo Fluorocromo Clone Empresa Catalogo
IFN-y FITC 4S.B3 eBiosciense 11-7319-82
CD4 PE SK3 BD 347327
CD8 PE-Texas Red 3B5 Invitrogen MHCDO0817
CX3CR1 PECy7 2A9-1 Biolegend 341612
CD3 AF-700 UCHT1 BD 557943
CD107a APC Cy7 H4A3 Biolegend 328630
CCR5 Pacific Blue J418F1 Biolegend 359124

35



3.9. Ensaio de EliSpot para deteccéo de células produtoras de IFN-y.

Conforme a indicagdo do fabricante, a placa de EliSpot (MultiScreen HTS,
Millipore, Burlington, MA, USA) foi pré-ativada com &lcool 35% por 1 minuto em
ambiente estéril seguido de 5 lavagens com PBS pH 7,4. ApOs as lavagens, foi
adicionado anticorpo de captura anti-IFNy (clone 1-DK1; Mabtech, Nacka Strand,
Sweden) a 2,5 pg/mL e a placa foi incubada por 12-16 horas a 4°C. Apds incubacao
com o anticorpo de captura, foram realizadas 3 lavagens utilizando PBS estéril. Em
seguida, foi realizado bloqueio com meio RPMI 1640 suplementado contendo 10%
Soro Fetal Bovino (SFB), 1% Tampéao Hepes e 1% L-glutamina, seguido de incubacédo
por 2h em estufa a 37°C e 5% de CO2. Posteriormente, o meio foi removido por verséao
de placa e adicionado 100 plL/pogo dos seguintes estimulos: (i) megapool de
peptideos ZIKVOW (1 ug/mL A&A, San Diego, CA); (ii) megapool de peptideos ZIKV'NT
(1 pg/mL — A&A, San Diego, CA); (iii) mitégeno PHA (5ug/mL) como controle positivo.
No poco com os estimulos, foi adicionado 100 uL/pogo da suspensao de células (2-
2,5x10° células/100 uL/pogo). A placa foi incubada por 20 horas a 37°C com 5% COo..

Apoés o periodo de incubacédo, em condi¢cdes ndo estéreis, foram realizadas 3
lavagens com 200 uL/poco de PBS. Em seguida, foram adicionados 100 pL/poco de
anticorpo de detecgédo biotinilado anti-IFN-y (clone 7-B6-1; Mabtech) a 1 pg/mL em
solucéo diluente (1% SFB em PBS) seguido de incubacdo por 3 horas na estufa a
37°C. Apos incubacao, a placa foi novamente lavada 4 vezes com 200 ulL/poco de
PBS e foi adicionado 100 pL/pogo de estreptavidina conjugada a fosfatase alcalina
(SA-ALP - Mabtech) diluida 1:1000 em solugéo diluente com incubacéo de 1 hora a
37°C. A partir desta etapa, a placa foi protegida da exposicao a luz. A placa foi lavada
4 vezes com 200 uL/pogo de PBS, e adicionado 50uL/pogo da solucéo reveladora
NBT/BCIP (Ready to use — Sigma - B3804). A reacao foi parada com agua corrente
apos visualizacdo dos spots na membrana. Em seguida, o residuo da solucéo
reveladora foi removido batendo firmemente a placa sobre papel absorvente. A
membrana inferior da placa foi removida e a placa contendo os spots foi colocada para
secar no escuro a temperatura ambiente até a leitura. As leituras foram realizadas no
equipamento ImmunoSpot S6UV Ultra (ImmunoSpotlS6UV Ultra, Cleveland, OH,
USA) na Plataforma de EliSpot — PDTIS-Fiocruz.
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Assim como nos ensaios de citometria de fluxo, as respostas das células T frente
a estimulacao in vitro com os megapools de peptideos ZIKV'®" ou frente a estimulagdo
in vitro com os megapools de peptideos ZIKV™, foram analisadas juntas, visto que o
objetivo era avaliar a resposta das células T frente a estimulagdo com os megapools.
Sendo assim, ndo foram incluidas analises comparativas de resposta das células T

frente ao megapool ZIKV'*" e frente ao megapool ZIKV" separadamente.

Para obter o valor da producédo de IFN-y pelas PBMCs é realizada uma média
das triplicatas e depois o resultado dessa média € normalizado para que os resultados
sejam apresentandos como a quantificacdo do numero de células secretoras de

citocinas, no caso IFN-y, ou spot forming cell (SFC) por 10 PBMC.
Média das triplicatas x 5 = valor final normalizado

Os valores de SFC produzidos ap6s estimulacdo com os megapoos| de ZIKV in
vitro € resultado da subtracdo dos valores encontrados nas culturas celulares néo-

estimulados (apenas com meio de cultura).

Foram considerados individuos “respondedores” aos megapools de ZIKV
aqueles que apresentaram valores 220 SFC apods subtracado dos valores obtidos nas
culturas ndo-estimuladas. Para os pocos estimulados com o mitdgeno PHA, séo
considerados imunocompetentes aqueles individuos que apresentaram 250 SFC apds

calculo no qual foram subtraidos valores dos SFC das culturas ndo-estimuladas.

3.10.Ensaio de bloqueio com recombinantes das quimiocinas CCL5 e CX3CL1

e com anticorpos anti-CCL5 e anti-CX3CL1.

Inicialmente, nés fomos avaliar se a presenca de proteinas recombinantes
humanas (rh) dos ligantes CCL5 e CX3CL1 ou o uso de anticorpos bloqueadores anti-
CCL5 e anti-CX3CL1 nas culturas eram capazes de modular a expressao dos
receptores CCR5 e CX3CRL1 nos linfocitos T de doadores saudaveis. Para isso, 2 x10°
PBMC foram plagueadas em placas de 96 com fundo em U (Costar) em um volume
de 50uL em triplicatas na presenga ou nao de: (i) rh CCL5/RANTES (100ng/mL,
Biolegend CNS, Inc, San Diego, CA, USA); (ii) rh CX3CL1/Fractalcina (100ng/mL,
Biolegend CNS, Inc, San Diego, CA, USA); (iii) anticorpo blogueador anti-

CCL5/RANTES (10 ug/mL, R&D System, Inc, Minneapolis, MN, USA); (iv) anticorpo
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bloqueador anti-CX3CL1/Fractalcina (10 ug/mL) (R&D System, Inc, Minneapolis, MN,
USA); (v) controle isotipico IgG (10 ug/mL, BioLegend, San Diego, CA) durante 20
horas a 37°C com 5% de CO2 (Quadro 1). Apoés incubacdo, as PBMC foram
centrifugadas a 555 x g por 5 minutos (Universal 320R, Hettich Zentrifugen). As células
foram ressuspensas em solucéo de lavagem (BSA 1%, NaN3 0,1% em PBS pH 7,4)
e as triplicatas foram reunidas em um unico poco. As células foram marcadas com um
conjunto de anticorpos monoclonais (Tabela 3) expressos na superficie das células.
O processo de marcagéao extracelular foi descrito no item 3.8.

Quadro 1: Esquema de cultura de PBMCs com recombinantes de quimiocinas ou com anticorpos anti-
guimiocinas

Estimulo Bloqueio Tempo de | Metodologia
incubagao

Meio de cultura | Anticorpo Anti-CCL5 (10 ug/mL)

Meio de cultura | rh CCL5 (100ng/mL) 20 h Citometria

Meio de cultura | rh CX3CL1 (100ng/mL) de fluxo

Meio de cultura | Anticorpo Anti-CX3CL1 (10 ug/mL)

Tabela 3: Anticorpos monoclonais utilizados na marcacédo extracelular por Citometria de fluxo.

Alvo Fluorocromo Clone Empresa Catalogo
CD4 PE SK3 BD 347327
CD8 PE-Texas Red 3B5 Invitrogen MHCDO0817
CX3CR1 PECy7 2A9-1 Biolegend 341612
CD3 AF-700 UCHT1 BD 557943
CCR5 Pacific Blue J418F1 Biolegend 359124
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3.11. Efeito do bloqueio da expressao de CCR5 e CX3CR1 na producéao de IFN-
y e expressao de CD107a apos estimulagao com o isolado de ZIKV ou

megapools do ZIKV

Toda parte descrita no item 3.9, referente a metodologia de EliSpot foi realizada
até adicdo da solucdo de bloqueio. A partir dai, foram adicionados 50 uL/poc¢o dos
estimulos (esquema abaixo) e em seguida, 100 yL/pogo da suspensdo de 2x10°
células. Para realizacao da deteccao de producao de IFNy por EliSpot, a placa foi
incubada por 20 horas a 37°C com 5% CO2. O esquema da cultura é descrito abaixo
(Quadro 2):

Quadro 2: Esquema de cultura de PBMCs com recombinantes de quimiocinas, ZIKV e MOCK

Estimulo Bloqueio Tempo  de | Metodologia | Recuperagdo
incubacao de células

Mock -

Mock rh CCL5 (100ng/mL)

Mock rh CX3CL1 (100ng/mL) 20 h EliSpot Citometria

ZIKV MOI 0,1 - de fluxo

ZIKV MOI 0,1 rh CCL5 (100ng/mL)

ZIKV MOI 0,1 rh CX3CL1 (100ng/mL)

Apos incubacdo, em condi¢des ndo estéreis, as células foram recuperadas nas
3 lavagens com 200 uL/poco de PBS e transferidas para tubos para realizacdo da
marcacao extracelular por citometria de fluxo, como descrito no item 3.8. As células
recuperadas foram marcadas com o painel de anticorpos descrito tabela 4. Um
esquema semelhante de estimulacdo (Quadro 3) foi realizado utilizando-se
megapools ZIKV'°"intem placa de 96 pogos para cultura celular. Nesse momento do
estudo, as células foram estimuladas na presenca dos dois megapools de peptideos
de ZIKV (ZIKV'PY e ZIKV™), sem ser realizada estimulacGes separadas para cada

peptideo.
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Quadro 3: Esquema de cultura de PBMCs com recombinantes de quimiocinas e megapool de ZIKV

Estimulo Bloqueio Tempo de | Metodologia
incubacao

Meio de cultura | -

Meio de cultura | rh CCL5 (100ng/mL)
Meio de cultura | rh CX3CL1 (100ng/mL) 6h Citometria
Megapool ZIKV | - de fluxo
Megapool ZIKV rh CCL5 (100ng/mL)
Megapool ZIKV rh CX3CL1 (100ng/mL)

Tabela 4: Anticorpos monoclonais utilizados na marcacgéo extracelular por Citometria de fluxo

Alvo Fluorocromo Clone Empresa Catalogo
CD4 FITC Multiclone (Leu-32-3b) BD 347413
CD8 PE-Texas Red 3B5 Invitrogen MHCDO0817
CD3 AF-700 UCHT1 BD 557943
CD107a APC Cy7 H4A3 Biolegend 328630

3.12. Manutencéo da cultura de células VERO.

A linhagem celular VERO ¢ originada de células renais de primata Cercopithecus
aethiops (Macaco-Verde Africano) e utilizada no presente estudo para isolamento e
propagacédo do ZIKV assim como para a titulacdo do propagado por Plaque Assay. A
cultura de células VERO foi mantida a 37°C em atmosfera com 90% de umidade e 5%
CO2 em Meio 199 (Gibco, Invitrogen Corporation) suplementado com 10% SFB, 2,5%
Hepes (Gibco, Invitrogen Corporation), 1% L-glutamina (Gibco, Invitrogen
Corporation), 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, Invitrogen Corporation), 0,1%
fungizona e 3% bicarbonato de sodio em frascos para cultura de células (T-25)
(Corning, Life Sciense) até atingirem 90-95% de confluéncia.

Apos atingir a confluéncia pretendida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS

estérii ou DPBS (Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline, Gibco, Invitrogen
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Corporation) e posteriormente descoladas das garrafas de cultura utilizando solugéo
de 0,25% Tripsina e 0,2g/L EDTA (Ultrapure 0,5 EDTA pH 8,0, Invitrogen — Life
tecnologies). A acdo da Tripsina/EDTA é neutralizada com Meio 199 suplementado
com 10% de SFB a temperatura ambiente. As células soltas eram recolhidas das
garrafas e transferidas para um tubo cénico estéril de 15 mL, seguido de centrifugacéo
a 230 x g durante 5 minutos (Universal 320R, Hettich Zentrifugen). O sobrenadante foi
descartado e o pellet de células foi desfeito e diluido em 1mL de Meio 199
suplementado. Em 5mL de Meio 199 suplementado com 10% SFB, 500 pL da
suspensao celular era adicionada em garrafa estéril (T-25) para manutencdo das
culturas de células VERO.

O Meio 199 suplementado foi trocado a cada 2 dias e eram realizadas passagens
semanais a fim de manter as melhores condicbes para o desenvolvimento e

manutencao das células.

3.13.Propagacéo do ZIKV.

A propagacéo do isolado ZIKV ES29116 (isolado de um paciente oriundo do
Espirito Santo durante epidemia de 2015) foi realizada em cultura de células da
linhagem VERO que apresentavam 90- 95% de confluéncia nas dltimas 48 horas.
Foram utilizadas duas garrafas pequenas (T25), uma para a propagacao do ZIKV e
outra sem o virus para preparacdo do Mock. Em ambas as garrafas, o Meio 199 foi
descartado e as monocamadas de células VERO foram submetidas a duas lavagens
com PBS ou DPBS estéreis. Apés as lavagens, em uma das garrafas foi adicionar 100
pL do isolado viral ZIKV ES29116 e na outra garrafa foi adicionado mesmo volume de
Meio 199 (Mock). A aliquota do isolado viral foi gentilmente cedida pelo Dr. Alex
Pauvolid do Laboratdrio de Flavivirus chefiado pela Dra. Ana Bispo, IOC/Fiocruz. Em
seguida, foi realizada incubacé&o por 1 hora a 37°C com 5% CO2, com leve agitacédo a
cada 10 minutos, para adsorc¢ao viral. Ao final deste periodo, foram adicionados 5 mL
de Meio 199 suplementado com 2% SFB em cada garrafa. A monocamada foi
observada diariamente a fim de detectar possivel efeito citopatico causado pela
propagacao viral. No 3° dia pos-infeccao, foi observado efeito citopatico. As células e
o sobrenadante foram coletados e centrifugados a 370 x g por 7 minutos a 4°C. Apés
a centrifugacéo, o sobrenadante foi recuperado e o pellet descartado. Foi adicionado
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20% de SFB no sobrenadante contendo o propagado viral e foram feitas 20 aliquotas

contendo 200 pL cada. As aliquotas foram armazenadas a -70°C.

3.14.Extracdo de RNA do propagado de ZIKV nas células VERO utilizando o
kit QlAamp® VIRAL RNA.

A extracao do RNA viral foi realizada com o QlIAamp® VIRAL RNA kit (Qiagen,
Alemanha) dentro da capela para manipulacdo de RNA seguindo as recomendacdes
do fabricante. Cerca de 140uL do propagado viral e controle Mock foram inicialmente
lisados sob condi¢cBes desnaturantes para inativar RNAses e garantir o isolamento do
RNA viral. As condi¢gbes tamponantes foram ajustadas para proporcionar a ligacao do
RNA com a membrana de silica presente na coluna. As amostras do propagado viral
e do mock foram adicionadas a coluna que foi posteriormente centrifugada. O RNA se
ligou a membrana, e os contaminantes foram lavados utilizando dois tampdes de
lavagem diferentes (Buffer AW1 e AW2). RNA foi eluido em 60uL com tampé&o isento
de RNase (Buffer AVE). Os 60 yL de RNA extraido foram armazenados a -70°C.

3.15. Deteccéo do RNA ZIKV por PCR em Tempo Real.

Para a confirmacdo da pureza do propagado viral, foram realizados diferentes
ensaios de RT-PCR contendo pares de iniciadores e sondas especificas para os
DENV (Johnson et al. 2005); ZIKV (Lanciotti et al. 2008), CHIKV (Lanciotti et al. 2007)
e YFV (Domingo et al. 2012).

A técnica de PCR em tempo real (PCR) utilizando o sistema Tagman® foi
realizada em uma plataforma em Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System
(Termofisher Scientific). As reacdes do PCR foram preparadas em um local
fisicamente separado e todo o protocolo de biosseguranca e de boas praticas no
laboratério foi seguido. As reacdes foram realizadas em duplicata utilizando
Superscript 11l Platinum One Step gRT-PCR (Invitrogen). Foi utilizado o controle
negativo da reacdo (NTC, non template control), contendo 4gua, e uma amostra

sabidamente negativa.
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3.16.Titulacdo da massa viral por Plague Assay

O ensaio de placa (Plague Assay) foi a metodologia utilizada para quantificar o
propagado viral. Para o ensaio, em placas de 6 pocos foram cultivadas 6 x10° células
VERO/poco. As placas cujas células apresentaram confluéncia de 90-95% foram
utilizadas ap6s 48 horas. A aliquota do isolado de ZIKV foi submetida a diluicdo
seriada (10! a 107°) em seistuplicatas. Ap6s a inoculacdo, as células foram
submetidas a incubacéo por 1h em estufa a 37°C e 5% CO2, com leve agitacdo a cada
15 minutos, para melhor adsorcéo viral. Durante o periodo de incubacéao, foi preparado
0 primeiro overlay que é composto pelo Meio 199 suplementado (5% SFB, 2,5%
Hepes, 1% L-glutamina, 1% de penicilina/estreptomicina, 0,1% fungizona e 3%
bicarbonato de sodio) com adicdo de 1% de agarose. O overlay foi mantido em banho
maria a 42°C até seu uso para evitar solidificacdo. Apos o periodo de adsorcao viral,
foi adicionado 3 mL do overlay em cada poc¢o contendo as monocamadas celulares,
mantido a temperatura ambiente até a sua solidificacao. Apds esse periodo, as placas
foram incubadas em estufa a 5% CO:2 a 37°C por 5 dias.

As plagues foram observadas diariamente até a visualizacdo de areas
descoloridas, caracteristica de destruicdo celular causada por unidades formadoras
de placas (PFU, proveniente do inglés plaque-forming unit). As monocamadas
receberam uma segunda camada da mesma solucéo de overlay, desta vez contendo
o corante vermelho neutro, e foram novamente incubadas por 24h.

As areas onde ocorreu efeito citopatico (plaque) ficaram brancas. Considera-se
que cada plaque é originada de uma particula viral infectiva. Cada plaque observada
por poco foi contada e calculada a média de plaques por diluicdo. Com base nas
médias obtidas foram selecionadas as duas diluicdes que apresentaram 210 PFU. O
calculo realizado para obter o titulo do propagado viral € descrito abaixo.

Utilizando o ZIKV nas diluicGes de 10° a 10, efetuou-se o seguinte calculo:

1° Foi calculado a média do niumero de placas encontrado por diluicdo

2° Foi escolhida duas diluicbes que apresentavam médias =210 plaques

3° Foi calculado a média de plaques obtido nas duas diluicdes selecionadas

Para calculo do titulo em PFU:

Valor obtido no item 3° x 100ul (volume utilizado para a inoculagéo viral) x 10*
(diluicdo) = PFU/mL
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MOI é o indice de multiplicidade de infeccdo sendo a razdo de agentes (virus)

para alvos de infeccao (célula).

O calculo do MOI do propagado viral foi realizado utilizando a seguinte formula:
MOl =  PEFU/mL x Volume

Numero de células que serdo infectadas

3.17. Analise estatistica.

As diferencgas entre os grupos de pacientes recrutados com relacdo aos dados
demograficos foram feitas pelo teste Mann-Whitney. Para a andlise dos dados obtidos
pelo EliSpot foi utilizado o Teste Mann-Whitney e Teste exato de Fisher. Para a
Citometria de fluxo foram utilizados os seguintes testes: teste Wilcoxon, Teste de
Mann Whitney e Teste Friedman. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. O software utilizado para a analise foi GraphPad
PRISM (version 5) (GraphPad Software).
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4. Resultados

4.1. Dados clinicos dos pacientes infectados pelo ZIKV durante a gravidez

Neste estudo foram incluidas 22 mulheres, cujo diagnostico laboratorial foi
confirmado por RT-PCR como infec¢céo pelo ZIKV durante a gravidez no periodo de
2016-2017. Essas mulheres junto de seus filhos, vem sendo acompanhados pela
Unidade de Doencas Exantematicas do HUAP. Nosso estudo avaliou as células
obtidas nas coletas de sangue que ocorreram entre 2018-2019, ou seja, 2 a 3 anos

apos a infeccéo aguda pelo ZIKV.

Essa coorte foi classificada de acordo com o desfecho clinico da crianca ao
nascimento. O primeiro grupo foi constituido por 12 mulheres que tiveram filhos
assintomaticos, ou seja, criancas que foram expostas ao ZIKV por transmissao
vertical, mas as criancas nao apresentaram alteracfes clinicas, radiolégicas ou
neurolégicas. O segundo grupo foi composto por 10 mulheres que tiveram filhos com
caracteristicas clinicas da Sindrome Congénita do Zika (SCZ). As criancas
diagnosticadas com SCZ apresentaram duas ou mais das seguintes anormalidades:
alteracdes neuroldgicas (confirmadas por ressonancia magnética), neuroanatémicas
€ neurossensoriais, visuais ou auditivas e funcionais, como irritabilidade, disfagia e

espasmos (Brasil, P. et al. 2016)

Iniciamos nossas analises comparando a média das idades das mulheres nos
anos de 2018 e 2019, momento em que o sangue foi coletado. Como visto, néao foi

observado diferenca estatistica significativa entre a média de idades entre 0s grupos

No momento do atendimento laboratorial em 2016-2017, todas as mulheres
apresentaram erupcdes cutanea (rash) em diferentes trimestres de gravidez. Entre o
grupo de mulheres que tiveram filhos assintomaticos, uma (8%) mulher foi infectada
no 1° trimestre da gestacao, 9 (75%) foram infectadas no 2° trimestre e duas (17%)
mulheres foram infectadas no 3° trimestre da gestacdo. No grupo de mulheres que
tiveram filhos com SCZ, 3 (30%) foram infectadas no 1° trimestre, 5 (50%) no 2°
trimestre e uma (10%) no 3° trimestre gestacional. De forma surpreendente, uma
(10%) mulher foi detectado o ZIKV 94 dias antes da data da ultima menstruacéo. De
acordo com esses dados, independente do desfecho clinico do bebé, a maioria das

mulheres foram infectadas no 2° trimestre da gravidez (Tabela 5).
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Outros sintomas foram relatados durante a infec¢do pelo ZIKV, destacamos
artralgia, febre, dor de cabeca, mialgia e hiperemia conjuntival. No grupo de mulheres
que tiveram filhos assintomaticos, 9 (75%) delas apresentaram artralgia, 5 (42%)
apresentaram febre, 4 (33%) mialgia, 3 (25%) dor de cabeca e duas (17%)
apresentaram hiperemia conjuntival. No grupo de mulheres que tiveram filhos
nascidos com SCZ, 3 (30%) mulheres apresentaram artralgia, 3 (30%) mialgia, duas
(20%) febre, duas (20%) dor de cabeca e duas (20%) apresentaram hiperemia
conjuntival (Tabela 5).

Em relacdo ao desfecho clinico dos filhos, dentro do grupo de criancas com SCZ,
podemos observar que 3 (30%) criangas tem microcefalia e todas (100%) apresentam
alteracdo neuroldgica (Tabela 5). As impressdes neurologicas séo avaliadas através
de exame DENVER, que € um teste que rastreia alguns riscos no desenvolvimento
infantil, incluindo avaliacdo de comportamento social, linguagem e habilidades
motoras preconizadas como tipicas do periodo de desenvolvimento. Esse teste é 0
mais utilizado no Brasil, sendo empregado também em diversos paises (Brito et al.
2011). Outras complicacdes relatadas foram alteracdes oftalmologicas (20%), disfagia
(70%), alteracBes ortopédicas (55%), incluindo alguns casos de artrogripose e

alteracdes auditivas (16%).
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Tabela 5: Caracteristicas das gestantes infectadas pelo ZIKV e de seus filhos expostos ao ZIKV durante
a epidemia em 2016 e 2017.

Mulheres Sintomaticas RT-PCR ZIKV + na
gestagdo (2016-2017)n=22

Filhos Filhos
Assintomaticos"= 12 Sintomaticos"= 10
Idade (anos)? 29,87 31,8+ 9,5
Trimestre gestacional do aparecimento do rash, n (%)
1° 1(8) 3(30)
2° 9 (75) 5 (50)
3° 2(17) 1(10)
Antes da gestagdo 0(0) 1(10)
Presenca dos sintomas, n (%)
Febre 5(42) 2 (20)
Dor de cabega 3 (25) 2 (20)
Mialgia 4 (33) 3(30)
Artralgia 9 (75) 3(30)
Hiperemia conjuntival 2(17) 2 (20)
Desfecho da crianga no nascimento, n (%)
Assintomaticos 12 (100) 0(0)
Microcefalia 0(0) 3(30)
Sindrome congénita do zika 0(0) 10 (100)
Impressdes neuroldgicas 0(0) 10 (100)

média + desvio padrao?
As estatisticas foram realizadas pelo Prism 6.0. Teste estatistico utilizado foi Mann-Whitney, p<0,05.

4.2. Deteccgéo de anticorpo IgG anti-ZIKV nas mulheres convalescentes que

foram infectadas durante a gravidez por ZIKV.

A deteccgéo de anticorpos contra a imunoglobulina G (IgG) especifica para ZIKV
e DENV foi determinada pelo ensaio de imunoabsorcéo ligado a enzima de captura
(ELISA) comercial nas amostras de sangue coletadas entre 2018 e 2019. Das 22
mulheres testadas, 18 (82%) delas tem deteccédo de IgG anti-ZIKV, 14 (64%) tem
deteccdo de IgG anti-DENV e em apenas 4 (18%) nao foi detectado IgG anti-ZIKV
(Tabela 6).

Com os dados de deteccao de 1gG anti-DENV e anti-ZIKV foi possivel separar
quatro grupos: IgG anti-DENV positivo/lgG anti-ZIKV negativo, 1gG anti-DENV
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positivo/lgG anti-ZIKV positivo, IgG anti-DENV negativo/lgG anti-ZIKV positivo e IgG
anti-DENV negativo/lgG anti-ZIKV negativo. Independente do desfecho clinico da
crianga, foi observado uma maior frequéncia de mulheres (em torno de 60%),
gue apresentam anticorpos IgG anti-DENV positivo/lgG anti-ZIKV positivo.

Dentro do grupo de mées que tiveram filhos assintomaticos, foi possivel observar
que 4 (33%) mulheres apresentaram anticorpos IgG anti-ZIKV, mas néo
apresentavam anti-DENV e em uma (8%) nédo foi detectado anticorpos IgG para
nenhum dos dois virus. Dentro do grupo de maes que tiveram filhos acometidos com
SCZ, uma delas (10%) apresentou somente anticorpos IgG anti-ZIKV, uma (10%)
apresentou anticorpos IgG anti-DENV, mas n&o apresentou anti-ZIKV e em duas
(20%) nao foram detectados anticorpos IgG anti-DENV nem anti-ZIKV.

E necesséria a realizacdo de outros ensaios soroldgicos para determinar
se 0s anticorpos anti-ZIKV detectados estdo associados a atividade
neutralizante através do ensaio de neutralizacdo de placa (PRNT). Além disso,

determinar a especificidade ou a reatividade cruzada desses anticorpos.

Tabela 6: Caracteristicas das gestantes convalescentes infectadas pelo ZIKV recrutadas de 2018 a
2019

Mulheres Sintomaticas RT-PCR ZIKV + na
gestagdo (2015-2017)n=22

Filhos Filhos
Assintomaticosn=12 Sintomaticosn=10

Positividade de I1gG, n (%)

anti-DENV IgG+/ anti-ZIKV IgG- 0(0) 1(10)
anti-DENV 1gG+/ anti-ZIKV 1gG+ 7 (58) 6 (60)
anti-DENV IgG-/ anti-ZIKV 1gG+ 4(33) 1(10)
anti-DENV IgG-/ anti-ZIKV IgG- 1(8) 2(20)
Frequéncia de células T, n (%)
Células T CD4 61,5 (58,9-68,0) 57,6 (51,2-60,1)
Células T CD8 21 (19,1-24,1) 26,9 (24,3-25,5)"
Razdo CD4/CD8 3,0 (2,5-3,5) 2,1(1,9-2,4)

mediana (25 — 75 interquartil)2
As estatisticas foram realizadas pelo Prism 6.0. Teste estatistico utilizado foi Mann-Whitney,
p<0,05.
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Outra avaliacdo realizada foi a medida da frequéncia das subpopulacées de
células T através da metodologia de citometria de fluxo. Os dados de frequéncia de
células T CD4 e CD8 e a razao entre as duas subpopulagfes € apresentado na tabela
acima (Tabela 6). Nao foi observado diferenca significativa nas frequéncias de células
T CD4 entre os grupos. No entanto, foi observado uma maior frequéncia de células
T CD8 no grupo de mulheres que tiveram filhos nascidos com SCZ quando
comparado ao grupo de mulheres que tiveram filhos assintomaticos (p<0,0242).
Como esperado, ao analisarmos a razao da frequéncia de linfocitos T CD4 sobre
linfécitos T CD8, observamos que o grupo de mées que tiveram bebés com SCZ
apresentam uma razdo CD4/CD8 menor comparada as que tiveram bebés

assintomatico (p<0,0152).

4.3. Producao de IFNy dos linfécitos T de individuos expostos ao ZIKV apo6s
estimulac&o in vitro com epitopos do ZIKV.

A partir deste ponto, concentramos na analise das respostas das células T de
mulheres que foram infectados pelo ZIKV. Neste experimento, incluimos também
individuos que nunca tiveram ZIKV ou DENV (ZIKV"9DENV"9) e doadores expostos
ao DENV (DENV+), a fim de avaliar uma possivel resposta cruzada aos peptideos do
ZIKV. Inicialmente, a resposta ex vivo das células do sangue aos epitopos ZIKVLow/nt

foi medida através da producédo de IFN-y através do ensaio EliSpot.

Inicialmente avaliamos a imunocompeténcia das células do sangue de todos os
grupos de doadores estudados através da estimulagcdo com o ativador policlonal
(mitégeno), voltado principalmente para os linfécitos T, a fitohemaglutinina (PHA).
Apenas uma doadora infectada pelo ZIKV na gravidez e que teve bebé assintomatico
apresentou valor de SFC ap6és estimulagdo com PHA < 100 e indice de estimulagéo
< 0 (SFC do meio foi de 203 SFC e do PHA 90 SFC), indicando algum
imunocomprometimento. Todos os demais doadores apresentaram valores de SFC >
800 apods PHA e indices de estimulagédo > 2. Assim, com excec¢ao de uma doadora,

todos os individuos participantes deste estudo sdo imunocompetente (Figura 8 A).

Ao avaliar a produgéo de IFN-y apos estimulagdo com o megapool ZIKVtow/nt

confirmamos que todos os 5 doadores considerados ndo expostos nem ao ZIKV nem
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ao DENV (ZIKV"9DENV™9Y), ndo responderam aos estimulos com o megapool
ZIKVtowint (Eigura 8 B e C).

No entanto, a média de SFC do grupo de 10 doadores que j& tiverem infeccao
pelo DENV ao longo da vida, mas nunca foram expostos ao ZIKV (amostras anteriores
a 2013) foi de 17,3 (desvio padrao de + 27,6). De acordo com a referéncia utilizada
para classificar os doadores como “respondedores” (ver Materiais e Métodos), nés
observamos que um mesmo doador respondeu tanto ao ZIKV'°Y como ao ZIKV" e 2
diferentes doadores responderam apenas ao ZIKV™. Assim, tivemos 4 (40%)
respondedores DENV+ (e ZIKV"9) aos megapools ZIKV-" e/ou ZIKV'™ e portanto,
caracterizando a resposta cruzada aos peptideos ZIKV/ow/int,

Por fim, avaliamos os dois grupos de mulheres infectadas pelo ZIKV na gravidez.
Relembrando que em aproximadamente 60% delas também foram detectados
anticorpos anti-DENV, indicando imunidade prévia ao DENV. A média de SFC do
grupo das 9 maes que tiveram bebés assintomaticos foi de 28,1 (+ 55,6). Duas delas
responderam ao peptideo ZIKV°" e outras duas responderam ao ZIKV™, totalizando
4 (44%) diferentes méaes respondedoras a algum dos peptideos do ZIKV. No grupo de
maes que tiveram bebés com SCZ, a média de SFC foi de 6,9 (+ 15,0) e das 7 maes
avaliadas, apenas uma (7,1%) delas respondeu tanto ao peptideo ZIKV'Y como ao
ZIKV,

N&o observamos diferencas estatisticas entre os grupos, porém, nossos dados
confirmam dados anteriores sobre a reatividade-cruzada de peptideos do ZIKV em
individuos imunes ao DENV, mas ndo ao ZIKV. Das 16 mées estudadas, 5 delas
responderam aos peptideos do ZIKV, indicando que >30% delas apresentaram
respostas de células T para ZIKV. Todas as 5 maes tiveram IgG anti-ZIKV detectavel
e 3 delas eram também IgG anti-DENV positivo. Em relacdo ao desfecho clinico
dos bebés, embora sem significancia estatistica, é possivel observar que maes
de criancas assintomaticas apresentam uma tendéncia a uma magnitude maior
de resposta com producédo de IFN-y, assim como uma frequéncia maior de
respondedores em relacdo as méaes de bebés com SCZ. Esses dados precisam

ser confirmados utilizando outros peptideos derivados do ZIKV.
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Figura 8: Resposta aos megapools de peptideos derivados de ZIKV em diferentes grupos de
doadores. A resposta das células T foi avaliada pela medida da producéo de IFN-y através do ensaio
de EliSpot. A figura mostra doadores ndo expostos nem ao ZIKV, nem ao DENV (ZIKV"9/DENV"e9, n=
5), doadores expostos ao DENV, mas nao ao ZIKV (ZIKV"®9/DENVP°s, n=5), doadores expostos ao ZIKV
(ZIKVPos) que inclui mulheres expostas ao virus durante a gravidez que tiveram filhos assintomaticos
(n=9) ou sintomaticos com SCZ (n= 7). Em (A), a resposta das células T & estimula¢édo por PHA e em
(B) a magnitude da reatividade das células T aos megapools ZIKV (a apresentacdo demonstra o dobro
de pontos, porque foram testados ZIKVtow e ZIKV'™), As respostas foram expressas como o numero de
células secretoras de IFN-y por 10® PBMC. (C) Percentual de individuos “respondedores” cujo valor de
SFC/108 PBMC foi 2 20 SFC apés 20 h de estimulagao in vitro com peptideos do ZIKV. As analises
estatisticas foram avaliadas utilizando o teste Kruskal-Wallis test. A significancia estatistica para
diferencas na frequéncia de "respondedores" foi realizada usando teste Fisher.

4.4.Deteccdao de células T produtoras de IFN-y especificas aos megapools

de ZIKV pelo ensaio de marcacdao intracelular de citocinas (ICS).

A partir das analises dos dados pelo ensaio de EliSpot, avaliamos pelo ensaio
de marcacéao intracelular de citocinas (ICS) a resposta especifica aos epitopos de
ZIKVtowint das células T CD4+ e CD8+ quanto a producéo de IFN-y, apenas no grupo
de mulheres expostas ao virus durante a gravidez que tiveram filhos assintométicos
(n= 6) ou sintométicos com SCZ (n= 7). A estratégia da gate foi demonstrada na
Figura 9 A.

A média da magnitude da resposta das células T CD4+IFN-y+ especificas aos
epitopos de ZIKV-e"I"t do grupo das méaes que tiveram bebés assintomaticos foi de
0,05 (x 0,08), enquanto das mées que tiveram bebés com SCZ foi de 0,02 (+ 0,02)
(Figura 9 B). Em relacdo a resposta das células T CD4+, 6 (50%) das méaes testadas

com bebés assintomaticos e 3 (21,4%) das mées testadas com bebés com SCZ foram
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consideradas respondedores aos megapools ZIKV-" efou ZIKV'" (Figura 9 C).
Embora sem significancia estatistica, foi possivel observar que tanto em relacao
a magnitude da resposta, como em relacédo a frequéncia de respondedores, 0s
megapools de ZIKV induzem maior resposta das células T CD4+IFN-y+
especificas em mulheres com filhos assintomaticos do que naguelas méaes que

tiveram filhos com SCZ.

Para a resposta das células T CD8+IFN-y+ especificas aos epitopos de
ZIKVtowint 5 média da magnitude da resposta do grupo das maes que tiveram bebés
assintomaticos foi de 0,13 (x 0,23) e das mées que tiveram bebés com SCZ foi de
0,04 (£ 0,04) (Figura 9 D). Em relacdo a resposta das células T CD8+, apenas 3 (25%)
das mées testadas com bebés assintomaticos e duas (14,3%) das méaes com bebés
com SCZ foram consideradas respondedores aos megapools ZIKVtoW e/ou ZIKV'
(Figura 9 E). Desta forma, foi possivel observar que em relacdo a magnitude da
resposta das células T CD8+IFN y+ especificas, 0s megapools de ZIKV induzem
resposta similar a resposta das células T CD4+IFN-y+ especificas em mulheres
com filhos assintométicos e naquelas com filhos com SCZ. Em relacdo a
frequéncia de respondedores, observamos uma tendéncia de maior percentual
de respondedoras dentro do grupo de maes que tiveram bebés assintométicos
quando comparado com o grupo de méaes que tiveram filhos com SCZ. Porém
observamos um menor percentual de mulheres respondedoras em ambos 0s

grupos para as células T CD8 quando comparado as células T CDA4.

Em resumo, das 13 maes estudadas, 9 (69,2%) delas apresentaram células T
IFN-y+ especificas apods estimulo com os megapools de ZIKV. Das méaes
respondedoras, curiosamente duas delas foram IgG anti-ZIKV"e92tVo/gntj-DEN\/"egativo,
as demais foram anti-ZIKVPostvo com anti-DENVPOS™® ou negativo (dado né&o
demonstrado).
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Figura 9: Detecgdo de células T CD4+ e CD8+ produtoras de IFN-y. Dados apresentados de
mulheres com doenca sintomatica infectadas pelo ZIKV (RT-PCR ZIKV+) durante gestacdo em
2016-2017. (A) indica estratégia de andlise por citometria de fluxo. 106 PBMC/mL foram cultivadas por
6h (com adicdo de brefeldina nas udltimas 4h) nas seguintes condi¢cdes: meio de cultura (n&o-
estimulada), epitopos do ZIKV (ZIKV'ew e ZIKViM) ou mitbgeno PMA/lonomicina. (B) Cada ponto
representa o valor % CD4+ (D) e CD8+ produtores de IFNy apés estimulagdo com megapools de ZIKV
subtraido do meio de cultura. Em (C e E) sdo demonstrados os percentuais de “respondedores”, ou as
maes que tém células T CD4+ (C) e CD8+ (E) que responderam aos megapools de ZIKV. Os graficos
representam dados de mulheres gue tiveram filhos assintomaticos (n=6, [12 pontos por conta do ZIKV/'ow
e ZIKVin]) ou com SCZ (n=7, [14 pontos por conta do ZIKV'owv e ZIKVIN]). As andlises estatisticas foram
avaliadas utilizando o Mann-Whitney test. A significancia estatistica para diferencas na frequéncia de
"respondedores" foi realizada usando teste Fisher

4.5. Avaliacdo da atividade citotoxica de linfécitos T CD4+ e T CD8+ de

mulheres expostas ao ZIKV.

Apés as analises da producéo de IFN-y, avaliamos se as células T CD4+ e CD8+
frente aos epitopos do ZIKV sao capazes de liberar seus granulos citotéxicos através
da marcacéo extracelular da proteina 1 da membrana associada ao lisossomo (LAMP-
1, lysosome-associated membrane glycoprotein 1) ou CD107a. Essa analise também
foi feita apenas no grupo de mulheres expostas ao virus durante a gravidez que
tiveram filhos assintomaticos (n=4) ou sintomaticos com SCZ (n= 7). A estratégia da

gate foi demonstrada na Figura 10 A.
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Inicialmente, a média da magnitude da resposta das células T CD4+CD107a+
especificas aos epitopos de ZIKV:o¥'"t do grupo das méaes que tiveram bebés
assintomaticos foi de 1,1 (= 0,9), enquanto das maes que tiveram bebés com SCZ foi
de 1,6 (£ 0,9) (Figura 10 B). Em relac&o a resposta das células T CD4+, apenas uma
(12,5%) das maes testadas com bebés assintomaticos e 6 (42,9%) das mées testadas
com bebés com SCZ foram consideradas respondedores aos megapoos ZIKV-°" e/ou
ZIKV'™ (Figura 10 C). Embora sem significancia estatistica, foi possivel observar
que a magnitude da resposta das células T CD4+CD107a+ especificas e a
frequéncia de respondedores aos megapools de ZIKV-oW e/ou ZIKV'" foi maior
nas maes com filhos com SCZ comparado aquelas com filhos assintomaéaticos.
Essa resposta foi inversa ao observado nas células T CD4+IFN-y+ especificas
aos epitopos de ZIKVtow/nt,

Para a resposta das células T CD8+CD107a+ especificas aos epitopos de
ZIKVowint 3 média da magnitude da resposta do grupo das maes que tiveram bebés
assintomaticos foi de 1,0 (+ 0,8) e das maes que tiveram bebés com SCZ foi de 1,9 (£
1,9) (Figura 10 D). Em relacéo a resposta das células T CD8+, apenas uma (12,5%)
das maes testadas com bebés assintomaticos e 6 (42,9%) das maes testadas com
bebés com SCZ foram consideradas respondedores aos megapools ZIKV-*" e/ou
ZIKV'™ (Figura 10 E). Desta forma, foi possivel observar que em relacdo a
magnitude da resposta e da frequéncia de respondedores, 0s megapools de
ZIKVowint induzem uma maior resposta nas maes com filhos com SCZ do que
em relacdo as mées com filhos assintomaticos. Diferente da resposta das
células T CD8+IFN-y+, observamos um percentual muito maior de

respondedores.

Em resumo, das 11 mées estudadas, 6 (54,5%) delas apresentaram células T
CD107a+ especificas apods estimulo com os megapools de ZIKV. Das maes
respondedoras, curiosamente uma delas foi IgG anti-ZIKV"e9aVo/anti-DENV"e%ative  gg

demais foram anti-ZIKVPositvo com anti-DENVPsi™ve (dado ndo demonstrado).
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Figura 10: Deteccgéo de células T CD4+ e CD8+ com atividade citotoxica. Dados apresentados de
mulheres com doenca sintomatica infectadas pelo ZIKV (RT-PCR ZIKV+) durante gestacdo em
2016-2017. (A) indica a estratégia de analise por citometria de fluxo. 108 PBMC/mL foram cultivadas
por 6h (com adicdo de brefeldina nas Ultimas 4h) nas seguintes condi¢des: meio de cultura (néo-
estimulada), epitopos do ZIKV (ZIKVow e ZIKVn) ou mitégeno PMA/lonomicina. (B) Cada ponto
representa o valor % CD4+ (D) e CD8+ expressando CD107a apds estimulagdo com megapools de
ZIKV subtraido do meio de cultura. Em (C e E) sdo demonstrados os percentuais de “respondedores”,
ou as maes que tém células T CD4+ (C) e CD8+ (E) que responderam aos megapools de ZIKV. Os
graficos representam dados de mulheres que tiveram filhos assintomaticos (n=4, [8 pontos por conta
do ZIKVo¥ e ZIKVI"]) ou com SCZ (n=7, [14 pontos por conta do ZIKV'®v e ZIKVN]). As analises
estatisticas foram avaliadas utilizando o Mann-Whitney test. A significAncia estatistica para diferencas
na frequéncia de "respondedores" foi realizada usando teste Fisher.

4.6. Expressdo dos receptores de quimiocinas CCR5 e CX3CR1 dos

linfécitos T apoOs estimulacao in vitro com epitopos do ZIKV.

Além de avaliar a producao de IFN-y e a citotoxicidade pelas células T, avaliamos
a frequéncia de expressao de CCR5 e 0 CX3CR1, dois receptores de quimiocinas que
distinguem subpopulacdes de células T e que influenciam no perfil de migracdo e na
funcionalidade das células que as expressam. Em relacdo a frequéncia das células T
expressando CCR5, observamos que ap0s estimulacdo com o0os megapools de

ZIKV, apenas as mées que tiveram filhos com SCZ aumentaram a frequéncia das
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células T CD4+CCR5+ (em meio 8,8 + 7,5 versus ap0s megapool ZIKV 11,2 + 7,1)
(Figura 11 B) e T CD8+CCR5+ (em meio 11,8 £ 10,1 versus ap0s megapool ZIKV
14,1 + 8,3), mas as maes com filhos assintoméaticos, ndo (Figura 11 C). No que
diz respeito a frequéncia das células T expressando CX3CR1, tanto no grupo de
maes que tiveram bebés assintomaticos (em meio 10,6 + 10,2 versus apoés
megapool ZIKV 11,8 + 9,5) como no grupo de maes com bebés com SCZ (em meio
4,1 £ 4,5 versus ap0s megapool ZIKV 5,5 + 4,2), observamos um aumento da
frequéncia de células TCD4+CX3CR1+ apls estimulagdo com os megapools de
ZIKV (Figura 11 D). No entanto, nenhuma diferenca foi vista ap6s estimulacéao
com 0s megapools de ZIKV nas células T CD8+CX3CR1+ (Figura 11 E).
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Figura 11: Linfocitos T expressando CCR5 e CX3CR1 ap6s estimulacédo in vitro com epitopos
ZIKV. Mulheres sintomaticas infectadas pelo ZIKV (RT-PCR ZIKV+) durante gestacdo nas epidemias
de 2016-2017. Graficos representam dados das PBMCs dessas pacientes obtidas em 2018. (A) Figura
representativa da marcagdo de CCR5 e CX3CRL1 nos linfocitos T CD4+ e CD8+ de um paciente sem
estimulacdo e apds megapools de ZIKV. 106 PBMC/mL foram cultivadas por 6h (com adicdo de
brefeldina por 4h) nas seguintes condi¢cdes: meio de cultura (n&o-estimulada), mitégeno
PMA/Ionomicina ou epitopos do ZIKV (ZIKV'*% e ZIKV™), Cada ponto representa o valor % CD4 (B) e
CD8 (C) expressando CCR5+ ou CX3CR1+ (D-E) ap6s estimulagdo com megapools de ZIKV ou sem
estimulacao. Os gréficos representam dados das pacientes que tiveram filhos assintomaticos (n=4, [8
pontos por conta do ZIKV'®¥ e ZIKVM]) e sintomaticos (SCZ, n=7, [14 pontos por conta do ZIKV'*v e
ZIKVIM)). Ap6s estimulacéo, as PBMCs foram coradas com uma mistura de anticorpos anti- CD3, CD4,
CD8, CCR5, CX3CR1, CD107a e IFN-y. O teste estatistico Wilcoxon matched-pairs signed rank test foi
aplicado e valor p<0,05 foram considerados estatisticos.
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4.7.Associacao do perfil inflamatoério e citotéxico de linfécitos T expressando

CCRS5 e/ou CX3CR1 ap06s estimulacao in vitro com epitopos do ZIKV.

Baseado nos dados anteriores, nossa pergunta nesta etapa do trabalho é saber
se a funcionalidade das células T CD4+ e CD8+ quanto a producédo de IFN-y e
atividade citotdxica estéa relacionada ou néo a expressao de CCR5 e/ou CX3CR1.

Para isso, inicialmente na regido das células T em condi¢fes basais, avaliamos
a frequéncia de 4 subpopulagdes celulares baseado na expressdo ou ndo de CCR5 e
CX3CRL1. As analises demonstram que nos dois grupos de mées, independente do
desfecho clinico de seus filhos, as células T CD4+ sao predominantemente CCR5-
CX3CR1-.

Apés estimulacdo com os megapools de ZIKV, foram selecionadas as regides
funcionais, ou seja, as CD4+IFN-y+ e as CD4+CD107a+. Como demonstrado, em
ambos o0s grupos de maes, as células T CD4+IFN-y+ sdo predominantemente as
subpopulacdes CCR5+CX3CR1+. No caso das células T CD4+CD107a+, estas
também sao predominantemente CCR5+CX3CR1+ em ambos 0s grupos estudados
(Figura 12).

O mesmo tipo de andlise foi feito para as células T CD8+. Primeiramente, a
regido das células T CD8+ foi selecionada. Dentro dela, observamos um predominio
de células CCR5-CX3CR1-, seguido das CX3CR1+CCR5- em ambos os grupos de
mulheres, independente do desfecho clinico de seus filhos. Apds estimulacdo com os
megapools de ZIKV, foram selecionadas as regides CD8+IFN-y+ e as CD8+CD107a+.
De acordo com as analises, ndo foi possivel detectar qual (is) subpopulacdes quanto
a expressdo ou ndo de CCR5 e/ou CX3CR1 estdo as IFN-y+. Semelhante as
CD4+CD107a+, as CD8+CD107a+ sao predominantemente CCR5+CX3CR1+ em

ambos os grupos de maes estudados (Figura 13).
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Figura 12: Subpopula¢des de Linfécitos T CD4+, CD4+IFN-y+ e CD4+CD107a+ de acordo com a
expresséo de receptores de quimiocinas CCR5 e CX3CR1 seguido ou ndo da estimulac¢éo in vitro
com epitopos ZIKV. (A) Estratégia de andlise da coexpressdo ou ndo de CCR5 e/ou CX3CR1 dentro
das subpopulagbes CD4+, CD4+IFN-y+ e CD4+CD107a+ por citometria de fluxo. Cerca de 106
PBMC/mL foram cultivadas por 6h (com adicdo de brefeldina por 4h) nas seguintes condi¢es: ndo-
estimulada, PMA/lonomicina ou epitopos do ZIKV (ZIKV'ev/nt), (B) Frequéncia basal de células T CD4+
que expressam CCR5 e/ou CX3CR1 na condicdo ndo-estimulada em mulheres que tiveram filhos
assintomaticos. Neste mesmo grupo de mées, foram selecionadas células T CD4+ produtoras de IFN-
Y (C) e as CD4+CD107a+ (D) ap0s estimulagdo com megapools de ZIKV (n=4, [8 pontos por conta do
ZIKVow e ZIKViM)) e as células T analisadas segundo coexpressao ou ndo de CCR5 e/ou CX3CR1. (E-
G) Mesmo tipo de andlise foi realizada em mulheres que tiveram filhos com SCZ (n=7 [14 pontos por
conta do ZIKV'®" e ZIKVM]). As andlises estatisticas foram realizadas com o teste Friedman
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Figura 13: Subpopulagdes de Linfécitos T CD8+, CD8+IFN-y+ e CD8+CD107a+ de acordo com a
expressdo de receptores de quimiocinas CCR5 e CX3CR1 seguido ou ndo da estimulagao in vitro
com epitopos ZIKV. (A) Estratégia de analise da coexpressdo ou ndo de CCR5 e/ou CX3CR1 dentro
das subpopulagbes CD8+, CD8+IFN-y+ e CD8+CD107a+ por citometria de fluxo. Cerca de 108
PBMC/mL foram cultivadas por 6h (com adi¢do de brefeldina por 4h) nas seguintes condi¢es: ndo-
estimulada, PMA/lonomicina ou epitopos do ZIKV (ZIKVIow/Int). (B) Frequéncia basal de células T
CD8+ que expressam CCR5 e/ou CX3CR1 na condi¢édo ndo-estimulada em mulheres que tiveram filhos
assintoméaticos. Neste mesmo grupo de maes, foram selecionadas células T CD8+ produtoras de IFN-
Yy (C) e as CD8+CD107a+ (D) ap6s estimulagdo com megapools de ZIKV (n=4, [8 pontos por conta do
ZIKVow e ZIKVin) e as células T analisadas segundo coexpressédo ou ndo de CCR5 e/ou CX3CR1. (E-
G) Mesmo tipo de andlise foi realizada em mulheres que tiveram filhos com SCZ (n=7 [14 pontos por

conta do ZIKV'®" e ZIKV]). As andlises estatisticas foram realizadas com o teste Friedman.
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4.8. Avaliacdo da pureza e calculo do titulo do ZIKV propagado.

O virus (ZIKV ES29116) proveniente de uma paciente infectada pelo ZIKV em
2015, no Espirito Santo foi propagado em monocamadas de células VERO. A massa
viral foi submetida ao RT-PCR para ZIKV, bem como para os DENV, CHIKV e YFV.
Essas avaliacbes foram realizadas no intuito de confirmar o virus propagado e
auséncia de virus no controle celular (mock). O ensaio de RT-PCR foi realizado em
duplicata para cada virus testado. A suspensao viral deu resultado negativo para todos
os arbovirus, com excecao do ZIKV (CT médio de 15,8). O controle celular foi também

testado e foi negativo para todos os virus.

O ensaio de placa (Plague Assay) foi a metodologia utilizada para titular a
suspensao viral. Observamos aparecimento de algumas placas nos po¢os com as
diluicGes de 10t a 10°. Conforme esperado, nas duas primeiras diluicdes (101 e 10
2), o nimero de particulas virais foi alto, mas por conta da total destruicdo da
monocamada néo foi possivel contar. As médias das diluicées foram: 102 77 placas,
104 12 placas, 10° 1 placa e 10° apresentou média de 0,3 placas. Nas diluicées 10
7a 10° ndo houve aparecimento de placas. Para o célculo do titulo foi escolhido a

diluicdo 103 e 10 por apresentarem médias maiores que 10 placas.

As diluigbes escolhidas (médias 210 placas) foram 102 e 10*. Em seguida, foi

calculado a média de placa obtido nas duas diluicdes selecionadas:

77 x10% + 12 x10% = 7,7x10% + 12x10% = 9,85x104
2 2

O célculo final do PFU foi de 9,85 x 100ul (volume do virus) x 10# (diluicdo) =
9,85 x 10° PFU/mL.

Figura 14: Titulagdo da massa viral de ZIKV por Plague Assay. A contagem das plaques foi

realizada no 4° apos a infeccao.
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4.9. Avaliacdo dainfluénciade CCL5 e CX3CL1 nafuncionalidade das células

T especificas aos megapools de ZIKV e ao propagado viral.

Nesta etapa, foi proposto avaliar o grau de influéncia dos receptores CCR5 e
CX3CR1 sobre a funcionalidade das células T ao serem tratadas com bloqueadores
desses receptores no contexto de uma reexposic¢ao in vitro ao isolado do ZIKV ou aos
megapools de ZIKV.

Inicialmente, foi realizado um ensaio no qual testamos qual seria o melhor
bloqueio, se 0 uso de recombinantes humanos das quimiocinas (rhCCL5 e rhCX3CL1)
ou anticorpo anti-quimiocina (anti-CCL5 ou anti-CX3CL1). Nesta etapa também foi
utilizado um controle isotipico anti-lgG. Como observado na Figura 15 A, o uso de
rhCCL5 ou rhCX3CL1 nas culturas de PBMC de doadores expostos ao ZIKV, reduziu
significativamente a expressdo de CCR5 tanto nas células T CD4+ (em meio a
expressdo de CCR5 nas CD4 foi de 14,2% e na presenca de rhCCL5 foi de 2,01)
guanto nas T CD8+ (em meio a expressdo de CCR5 nas CD8 foi de 23,3% e na
presenca de rhCCL5 foi de 1,64) desses doadores. Isso também foi observado com o
tratamento com rhCX3CL1 (em meio a expressédo de CX3CR1 nas CD4 foi de 5,2% e
na presenca de rhCX3CL1 foi de 0,23% e em meio a expressao de CX3CR1 nas CD8
foi de 48,9% e na presenca de rhCX3CL1 foi de 9,6%). Provavelmente, o tratamento
com os recombinantes humanos ocupa os sitios de ligacdo de seus receptores
especificos, resultando em uma diminuicdo da expresséo desses receptores (Figura
15 A).

Por outro lado e de forma surpreendente, o uso de anticorpos bloqueadores anti-
CCL5 ou anti-CX3CL1 ndo modificou a expressao de seus receptores especificos,
nem nas células T CD4+ (na presenca de anti-CCL5 a expressao de CCR5 nas CD4+
foi de 12,2% e com anti-CX3CL1 foi de 8,8%) nem nas T CD8+ (na presenca de anti-
CCL5 a expressao de CCR5 nas CD8+ foi de 19,3% e com anti-CX3CL1 foi de 43,8%).
Desta forma, para dar continuidade aos experimentos, decidimos utilizar apenas os

recombinantes humanos para os ensaios posteriores (Figural5 A).

Para avaliar se o bloqueio da expressao de CCR5 ou CX3CR1 humanos poderia

interferir na expressao de CD107a e, portanto, na atividade citotoxica das células T
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expostas ao ZIKV (MOI 0,1) ou ao mock, realizamos uma cultura por 20h, até o

momento com um Unico doador imune ao ZIKV.

Como demonstrado na Figura 15 B, a exposi¢ao in vitro ao ZIKV néo alterou a
expressdo de CD107a nas células T CD4+ quando comparadas as culturas com mock
(mock CD4+CD107a+ foi de 1,2% e com ZIKV foi de 1,7%). Na condi¢do de mock, o
tratamento com os rhCCL5 ou rhCX3CL1 também ndo modificou a expressdo de
CD107a nas CD4+ (com rhCCL5 a expressao de CD4+CD107a+ foi de 1,3% e com
rhCX3CL1 foi de 1,3%). Na condicdo de exposicdo ao ZIKV, o tratamento com 0s
rhCCL5 ou rhCX3CL1 ndo modificou a expressao de CD107a nas CD4+ (com rhCCL5
a expresséo de CD4+CD107a+ foi de 1,3% e com rhCX3CL1 foi de 1,9%).

De forma similar, como demonstrado na Figura 15 C, na condi¢do de mock, o
tratamento com os rhCCL5 ou rhCX3CL1 ndo modificou a expressdo de CD107a nas
CD8+ (com rhCCL5 a expressao de CD4+CD107a+ foi de 3,2% e com rhCX3CL1 foi
de 4,1%). A exposicao in vitro ao ZIKV néo alterou de forma importante a expressao
de CD107a nas células T CD8+ quando comparadas as culturas com mock (mock
CD8+CD107a+ foi de 3,4% e com ZIKV foi de 4,8%). Por outro lado, na condicéo de
exposigdo ao ZIKV, o tratamento com os rhCCL5 ou rhCX3CL1 modificou a expressao
de CD107a nas CD8+ (com rhCCL5 a expressdo de CD8+CD107a+ foi de 2,1% e com
rhCX3CL1 foi de 3,3%). Esses dados precisam ser confirmados com um maior nimero
de doadores, mas ao que parece, 0 bloqueio da expressdo de CCR5 ou CX3CR1
humanos parece diminuir a expressdo de CD107a e talvez a atividade citotéxica
das células T CD8+ expostas ao ZIKV.

Nesse mesmo modelo de ensaio foi avaliado a producédo de IFN-y pelo EIISPOT
(Figura 15 D). A exposicéo in vitro ao ZIKV aumentou o valor de producdo de IFN-y
pelo SFC/108 PBMC de 470 na cultura com mock para 840 na presenca de ZIKV MOI
0,1. Parece que na condicao de mock, o tratamento com os rhCCL5 ou rhCX3CL1
aumentou o valor de producédo de IFN-y SFC/10® PBMC (com rhCCL5 618,5 e com
rhCX3CL1 712,5). No entanto, na condi¢cdo de exposicédo ao ZIKV, o tratamento com
0s rhCCL5 ou rhCX3CL1 ndo modificou de forma importante produgédo de IFN-y (com
rhCCL5 873,3 e com rhCX3CL1 778). Assim, parece que o bloqueio da expressao
de CCR5 ou CX3CR1 humanos néo altera a producdo de IFN-y nas células

expostas ao ZIKV.
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Por fim, nos avaliamos o modelo in vitro acima substituindo o isolado de ZIKV
pelos megapools de ZIKV'°"i"tem uma cultura 6h em 3 diferentes doadores imunes
ao ZIKV (Figura 15 E). A exposi¢cdo aos megapools de ZIKV aumentou a expressao
de CD107a nas células T CD4+ (em meio 2,2 + 2,8 e na presenca dos megapools de
ZIKV 11,4 = 7,1) e nas células T CD8+ (em meio 1,3 £ 0,7 e na presenca dos
megapools de ZIKV 12,1 + 5,2) como observado nas mulheres expostas ao ZIKV
durante a gravidez. Agora, de forma interessante, o tratamento com o rhCCL5 na
presenca dos megapools de ZIKV nao alterou a expressao de CD107a nas CD4+
(11,3 £ 2,1) nem nas CD8+ (12,1 £ 5,2). No entanto, o tratamento com o rhCX3CL1
na presenca dos megapools de ZIKV diminuiu expressédo de CD107a nas CD4+ (8,7
*+ 3,7) e nas CD8+ (9,0 + 4,0). Assim, parece que o bloqueio da expressédo de
CX3CR1, mas nédo de CCRS5, diminui a expressdo de CD107a células T CD4+ e

CD8+ quando expostas aos megapools de ZIKV.

Esses resultados sdo ainda muito preliminares e deveréo ser reavaliados na
busca de um maior entendimento, por exemplo, dos mecanismos de modulacao da
expressdo dos receptores de quimiocinas com o0 uso de anticorpos bloqueadores ou

proteinas recombinantes e da modulacéo da funcéo efetora das células.
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Figura 15: Influéncia de CCR5 e CX3CR1 sobre a funcionalidade das células T na reexposicao in
vitro ao isolado do ZIKV ou aos megapools de ZIKV. Em (A), os dados demonstram expressao de
CCR5 e de CX3CR1 nas células T CD4+ e CD8+ em ensaio no qual foram utilizados recombinantes
humanos rhCCL5 e rhCX3CL1 ou anticorpos anti-CCL5 ou anti-CX3CL1. Analise da expressdo de
CD107a nas células T CD4+ (B) e CD8+ (C) por marcacdo extracelular por citometria de fluxo em
culturas de 20h tratadas com rhCCL5 ou rhCX3CL1 seguida da exposicdo ao mock ou ao isolado de
ZIKV. (D) Andlise da producéo de IFN-y por EIISPOT em culturas de 20h tratadas com rhCCL5 ou
rhCX3CL1 seguida da exposi¢cdo ao mock ou ao isolado de ZIKV. (A a D) n = 1 doador imune ao ZIKV.
(E) Andlise da expressao de CD107a nas células T CD4+ e CD8+ em culturas de 6h tratadas com
rhCCL5 ou rhCX3CL1 seguida da exposi¢do aos megapools de ZIKV. Analise de 3 doadores imunes
ao ZIKV. Apenas nos dados da (E) foram aplicado o Kruskal-Wallis test, seguido do Dunn's multiple
comparisons test que demonstraram resultados significativamente estatisticos (p<0,05).
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5. Discussao

Embora possamos encontrar numerosos estudos descrevendo a gravidez como
um estado de “supressdo imunoldgica” e, portanto, um periodo de maior
susceptibilidade as doencas infecciosas, aspectos clinicos e evolutivos sao contrarios
a esse conceito. A gravidez representa o periodo mais importante de conservacéao da
espécie, portanto, é fundamental fortalecer todos os meios para proteger tanto a mée,
como a prole. Contrariando os mitos, o sistema imunolégico materno durante a
gravidez é caracterizado por uma rede reforcada de reconhecimento, comunicacéao,
trafego e reparo celulares; capaz de manter o bem-estar da mae e do feto. Por outro
lado, o feto, sem nenhuma duivida, fornece um sistema imunol6gico ativo em
desenvolvimento que modifica a maneira como a mée responde ao meio ambiente,
proporcionando uma “singularidade do sistema imunolégico” durante gravidez. Assim
sendo, é apropriado referir a gravidez como uma condi¢do imunoldgica Unica, ativa,
funcional e cuidadosamente modulada, mas n&do suprimida. A gravidez ndo deve
implicar em uma maior susceptibilidade as doencas infecciosas, em vez disso, hd uma
modulacdo do sistema imunoldgico que leva a respostas diferenciais. dependendo
nao apenas dos microrganismos, mas também do estagio da gravidez (Mor and
Cardenas 2010).

A interface materno-fetal € formada por varios tipos de células imunes que
contribuem para a protecdo contra 0s microorganismos. A decidua basal, parte da
placenta derivada do endométrio materno, contém macrofagos, células natural killer
(NK) e células T regulatérias (Treg). Setenta por cento dos leucdcitos deciduais sdo
células NK, 20-25% sao macrofagos e 1,7% sao células dendriticas. As células B
estdo ausentes, mas as células T constituem cerca de 3-10% das células imunes
deciduais. Durante o 1° trimestre, as células NK, células dendriticas e macréfagos se
infiltram na decidua e se acumulam ao redor das células trofoblasticas (células
periféricas do blastocisto, que ligam o zigoto a parede uterina e se tornam a placenta
e as membranas que nutrem e protegem o organismo em desenvolvimento). Estudos
mostraram que, na auséncia de células NK uterinas, as ceélulas trofoblasticas nao
conseguem atingir a vascularizacdo endometrial levando ao término da gravidez. Da
mesma forma, a deplecdo das células dendriticas uterinas impede o implante de
blastocisto e a formacdo da decidua. Consequentemente, a presenca de células

imunes no local da implantacéo néo esta associada a uma resposta ao feto "estranho”,
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mas a protecdo da gravidez. Do lado fetal, nas vilosidades placentarias, ha vasos
sanguineos fetais cercados por fibroblastos, macrofagos fetais (células Hofbauer),
citotrofoblastos e o sinciciotrofoblasto multinucleado, uma cobertura epitelial que esta
em contato direto com o0 sangue materno (Racicot and Mor 2017).

Virus ganham acesso as células dentro da decidua e da placenta subindo pelo
trato reprodutivo inferior ou via transmissdo hematogénica. Apds 0 acesso ao trato
reprodutivo superior, o tropismo viral para a decidua e/ou placenta é dependente da
expressao do receptor de entrada viral nas células desses tecidos e da resposta imune
materna especifica ao virus. Embora infeccbes virais sejam comuns durante a
gravidez, a passagem transplacentaria e a infeccao fetal parecem ser uma excecao,
ao invés de regra. As infec¢des virais durante a gravidez tém sido associadas a
resultados adversos da gravidez e defeitos congénitos na prole; infelizmente, existem
limitadas ferramentas terapéuticas ou preventivas para proteger a mae e o feto

durante as pandemias (Racicot and Mor 2017).

O recente surto de ZIKV no Brasil redirecionou a atencdo sobre os riscos
associados as infeccfes virais durante a gravidez. Membro da familia Flaviviridae,
ZIKV é transmitido pela picada de mosquito, mas € potencialmente transmitido por via
sexual (Venturi, Zammarchi, et al. 2016). Além disso, durante o surto mais recente de
ZIKV, quando as mées adquiriram o virus durante a gravidez, ocorreu um aumento
surpreendente na incidéncia de casos de anormalidades no cérebro e no sistema
nervoso central de fetos (Oliveira et al. 2016; Mlakar et al. 2016; Rasmussen et al.
2016). Entre novembro de 2015 a outubro de 2019, o Ministério da Saude foi notificado
sobre 18.282 casos suspeitos de alteracdes no crescimento e desenvolvimento, dos
quais 3.474 (19,0%) foram confirmados e relacionados a infec¢éo pelo ZIKV. Entre os
casos confirmados, 2.969 (85,5%) eram recém-nascidos ou criancas vivas e 505
(14,5%) eram fetos ou Obitos fetais, neonatais e infantis. Considerando apenas 0s
casos confirmados, a grande maioria (78,3%) foi representada por recém-nascidos
com microcefalia, seguida por criangas com microcefalia e/ou altera¢gbes do sistema
nervoso central (14,9%), em fetos (2,8%), em natimortos (2%) e em abortos
espontaneos (1,9%). A maioria dos casos notificados concentrou-se na regiao
Nordeste (56,9%) do pais, seguido das regides Sudeste (26,1%) e Centro-Oeste

(7,7%). Os cinco estados com maior niumero de casos notificados foram Pernambuco
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(16,2%), Bahia (14,9%), Séao Paulo (10,3%), Rio de Janeiro (6,6%) e Paraiba (6,6%)
(Ministério da Saude 2019).

Na tentativa de entender como foi o priming da resposta imune ao ZIKV durante
a infeccdo no periodo gestacional, avaliamos os perfis inflamatério e citotoxico dos
linfécitos T CD4+ e CD8+ de memoria especificos ao ZIKV de mulheres que foram
infectadas pelo ZIKV na gestagdo, associando a funcionalidade das células T a
expressao dos receptores de quimiocinas CCR5 e CX3CRL1. A resposta dos linfocitos
T de memoaria frente aos megapools de ZIKV foi avaliada em 22 mulheres, dois a trés
anos apos a fase aguda da infeccéo por ZIKV, reagrupadas de acordo com o desfecho
clinico de seus filhos nascidos vivos em: assintomaticos e sintomaticos (alteracdes

neurologicas caracterizadas pela SCZ).

Em nossa coorte, observamos que 64% das mulheres foram infectadas pelo
ZIKV no 2° trimestre da gravidez, periodo no qual 75% delas tiveram filhos
assintomaticos e 50% filhos com SCZ. Nossos dados foram corroborados por Brasil e
colaboradores que acompanharam uma coorte de 345 mulheres gravidas, recrutadas
entre setembro de 2015 e maio de 2016 no Rio de Janeiro. Nesta coorte, os autores
descreveram as manifestacdes clinicas da infeccdo na mée durante a gestacdo e as
repercussoes da infeccdo em seus filhos. Segundo os autores, a infeccao pelo ZIKV
ocorreu na 6° até a 39° semana de gestacdo, na qual 55% das maes que tiveram
criancas acometidas com alguma alteracdo neuroldgica foram infectadas no 1°
trimestre de gestagao, 52% no 2° trimestre e 29% no 3° trimestre (Brasil et al. 2016).
Assim, mesmo com um n amostral muito pequeno, nossos dados corroboram os
dados de Brasil e colaboradores indicando que o periodo gestacional pode néo estar
diretamente relacionado como a causa principal para o desenvolvimento das

anormalidades neuroldgicas em algumas das criancas.

Entretanto, o periodo gestacional parece influenciar no grau de acometimento
neurolégico das criancas expostas ao ZIKV intradtero. Estudo de caréter
observacional-longitudinal avaliou o progresso clinico de criancas, desde o
nascimento até 18 meses de vida (2016 a 2018), nascidas de maes que
desenvolveram erupg¢do cutédnea durante a gravidez ou até 3 meses antes da
gestacdo. Em 69% dos casos de SCZ, a mée apresentou erupg¢do cutanea no 1°

trimestre de gestacdo, mostrando uma associacdo entre o periodo gestacional da
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infeccdo materna com um pior prognaostico clinico, caracterizado por acometimento

neuroldgico grave e artrogripose nas criancas (Vianna et al. 2019).

Outra questdo importante levantada pelos cientistas e que independe do
momento da infeccdo pelo ZIKV na gravidez € entender como pares de gémeos
dizigéticos podem ser discordantes em relacdo ao acometimento neuroldgico, uma
vez que ambos foram expostos ao ZIKV no mesmo periodo gestacional. Neste
contexto, Caires-Junior e colaboradores analisaram células progenitoras neurais
geradas a partir de amostras de sangue de 3 pares de criancas dizigoticas
discordantes em relacdo ao desenvolvimento da SCZ. As células progenitoras
neuronais provenientes dos gémeos foram isoladas e infectadas in vitro com uma
cepa brasileira de ZIKV. Os autores observaram que as células progenitoras neurais
de criangas nascidas com SCZ sao mais permissivas a infeccdo quando comparada
as células das criancas assintomaticas. Ainda foi possivel observar um perfil
diferencial de expressdo génica das células progenitoras neurais das criangas com
SCZ comparando-as as assintomaticas. Desta forma, os autores defendem que a SCZ
ndo é um evento estocastico, depende da suscetibilidade intrinseca das células
progenitoras neurais, possivelmente relacionada a mecanismos oligogénicos e/ou

epigenéticos (Caires-Junior et al. 2018).

Todas as mulheres incluidas neste estudo tiveram diagndstico clinico e
laboratorial (RT-PCR+) confirmado como infeccédo causada pelo ZIKV. Ao avaliar a
exposicdo prévia ao DENV, como ja esperado, observamos que 63,6% das mulheres
estudadas apresentaram IgG anti-DENV e 81,2% apresentaram IgG anti-ZIKV. A
maioria dos ELISA de IgG para diagnosticos disponiveis no mercado, foram ajustados
para medir a exposicdo prévia aos arbovirus e, em geral, tendem a ter alta
sensibilidade, mas sofrem de baixa especificidade devido a alta reatividade cruzada
entre os arbovirus (flavivirus ou alfavirus) que circulam em uma determinada area
geografica ou com a vacinagédo recomendada contra o YFV (Charrel 2016; Haug, et al
2016). Desta forma, os falsos positivos podem levar a um viés de informacgéo, mas
gue podem ser corrigidos com 0s ensaios de neutralizagdo. Somente 0s ensaios de
neutralizacdo medem os parametros bioldgicos da neutralizacdo de virus in vitro e sdo
0s testes soroldgicos mais especificos para virus (Venturi, G et al. 2016). Esses testes,
no entanto, consomem muito tempo, exigem muito trabalho e sao caros e néo sao téo

passiveis de testar muitos soros quanto o ELISA. Quando néo é possivel realizar os
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testes de neutralizacdo para complementar os resultados do IgG ELISA, devem ser
considerados ao interpretar os resultados de soro prevaléncia, o contexto especifico
de cada pais, incluindo a presenca de outros flavivirus ou alfavirus em circulagéo e

programas de imunizacao para YFV (Fritzell et al. 2018).

Estudo recente de Montoya e colaboradores avaliaram o0s anticorpos
neutralizantes para o ZIKV e para os 4 sorotipos de DENV no soro de pessoas
residentes da América Latina e Asia. Foi um estudo longitudinal de pacientes
acompanhados apos a infeccdo pelo DENV durante 3 anos e de pacientes apos a
infeccdo pelo ZIKV por até 6 meses. Os resultados mostraram que nos pacientes
expostos ao ZIKV, os titulos de anticorpos neutralizantes foram muito altos, com baixa
reatividade cruzada aos DENV1-4. A neutralizagdo cruzada foi maior na fase de
convalescenca precoce, mas depois a neutralizacédo do ZIKV diminuiu, permanecendo
em niveis baixos ao longo do tempo. Assim, 0s autores concluiram que os titulos de
anticorpos neutralizantes podem distinguir as infecgdes pelo ZIKV e pelo DENV,
guando ambos séo analisados simultaneamente (Montoya et al. 2018). Outro estudo
recente e muito interessante examinou coortes de individuos que apresentaram altos
titulos de anticorpos neutralizantes para o ZIKV no Brasil e no México. Os autores
constataram que a reatividade sorologica ao dominio Il da proteina E do DENV1,
antes da exposicdo ao ZIKV, esta associada ao aumento dos titulos de anticorpos
neutralizantes do ZIKV ap6s sua exposicao. Esses anticorpos recorrentes reagem de
maneira cruzada com o DENV1, mas ndo com outros flavivirus, neutralizam o DENV1
e 0 ZIKV e protegem os camundongos contra o desafio do ZIKV. Assim, altas
respostas neutralizantes ao ZIKV estdo associadas a reatividade pré-existente ao
DENV1 em humanos (Robbiani et al. 2017). Desta forma, embora ndo tenhamos
avaliado a especificidade dos resultados dos nossos ELISAs, nem a atividade
neutralizante dos anticorpos, é possivel que um percentual de nossos achados se dé
pela reatividade-cruzada entre DENV e ZIKV, e que funcionalmente esses anticorpos

sejam neutralizantes.

Como nosso estudo foi focado na resposta celular, n6s fomos avaliar a
frequéncia das células T CD4+ e T CD8+, assim como a razédo dessas subpopulacgdes,
gue sao dados utilizados como indicativo de agravo de certas doencas, principalmente
na fase aguda, como na infeccdo pelo HIV e progressdo para AIDS. Aqui, neste

estudo, néo foi observado diferenca significativa nas frequéncias de células T CD4+
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entre os grupos. No entanto, foi observado uma maior frequéncia de células T CD8+
no grupo de mulheres que tiveram filhos nascidos com SCZ quando comparado
aquelas que tiveram filhos assintomaticos. Por consequéncia, uma menor razdo
CD4/CD8 no grupo de mées que tiveram bebés com SCZ comparada as que tiveram
bebés assintomaticos. Estudo anterior de nossa equipe observou uma reducdo nas
frequéncias absolutas tanto das CD4+ como das CD8+ nos pacientes infectados pelo
DENV nas fases agudas e convalescente precoce. Em outro estudo do nosso grupo,
utilizamos uma coorte de individuos coinfectados DENV e HIV, na fase aguda da
infeccdo pelo DENV. Foi observado que pacientes coinfectados DENV/HIV
apresentaram altos percentuais de células T CD8+ e, assim, uma menor razao
CD4/CD8 quando comparado aos individuos saudaveis e individuos monoinfectados
com DENV (Torrentes-Carvalho et al. 2016). Vale lembrar que no presente estudo, o
aumento observado na frequéncia relativa de células T CD8+ no grupo de mées que
tiveram filhos com SCZ, em comparacéo as maes com filhos assintomaticos, 2-3 anos
apos a infeccdo pelo ZIKV. Portanto, ndo foi possivel determinar se ha uma relagéo
desses dados nas mées com o desfecho clinico das criangas.

Partimos agora para as analises funcionais das células T, realizando uma
abordagem que visava avaliar a imunocompeténcia dos individuos de nossa coorte.
Para isso, observamos o grau de estimulacdo, principalmente das células T, a
mitdgeno como a PHA pelo ensaio de EliSpot. Essas andlises nos indicaram que
todos, com excecao de 1 individuo, sdo imunocompetentes. Bosco e colaboradores
fizeram uma avaliacdo similar, utilizando dois grupos de pacientes, aqueles com
tuberculose ativa comprovadamente imunocomprometidos (ATB) e o0s com
tuberculose latente (ILTB) para confirmar o grau de imunocomprometimento desses
individuos pelo ensaio de EliSpot. De acordo com os autores, células de pacientes
ATB imunocomprometidos respondem ao estimulo PHA com menor producéo de IFN-
y comparado aos pacientes ILTB, mostrando que esse ensaio pode ser utilizado para

auxiliar na indicacao de pacientes imunocomprometidos com ATB (Bosco et al. 2017).

Dada a imunocompeténcia dos individuos presentes nesse estudo e tendo
conhecimento prévio de que esses epitopos do megapool de ZIKV sado imunogénicos
(Grifoni et al. 2017), fomos avaliar a resposta especifica das células T de pacientes
comprovadamente expostos ao ZIKV aos peptideos de ZIKV (megapools ZIKV'oVint) g

a resposta-cruzada a esses peptideos em individuos imunes ao DENV pelo ensaio de
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EliSpot. Nossos resultados demonstraram que 40% dos individuos imunes ao DENV
sao respondedores aos peptideos do ZIKV. Grifoni e colaboradores demonstraram
que as células T CD8+ de um terco dos doadores imunes ao DENV reconheceram
peptideos derivados de ZIKV. Ja as células T CD4+ tiveram um maior nivel de
reatividade cruzada, ja que os peptideos derivados do ZIKV foram reconhecidos pelas
células T CD4 de 4 de 5 individuos imunes ao DENV. Além disso, as células T CD8+
de mais de 50% de doadores que foram vacinados com a vacina atenuada tetravalente
de dengue reconheceram os peptideos derivados do ZIKV (Grifoni et al. 2017). Desta
forma, corroborando os dados de Grifoni e colaboradores, a analise das respostas das
células T de doadores imunes ao DENV revelou reatividade cruzada substancial aos

peptideos derivados de ZIKV.

Um dado muito surpreendente obtido em nosso estudo foi que 44% das maes
gue tiveram filhos assintomaticos e apenas 7,1% de maes que tiveram filhos com SCZ
apresentaram resposta especifica aos peptideos do ZIKV. Esse dado é muito
intrigante, pois poderia indicar que o priming da resposta imune, principalmente das
células T produtoras de IFN-y nao foi suficientemente eficiente na maioria das maes
que tiveram filhos com SCZ. N&o existe na literatura dados que possamos confrontar,
mas vamos continuar nossa discusséo observando as subpopulacdes celulares pela

ensaios de ICS.

Como visto em nossos resultados, foi possivel observar uma maior tendéncia de
resposta, tanto em relacdo a magnitude como a frequéncia de respondedores, das
células T CD4+ produtoras de IFN-y estimuladas in vitro com os megapools de ZIKV
em mulheres com filhos assintomaticos do que nas mées que tiveram filhos com SCZ.
Em contraste, a magnitude da resposta e a frequéncia de respondedores aos
megapools de ZIKV pelas células T CD4+CD107a+ foi menor nas méaes com filhos
assintomaticos comparado aquelas com filhos com SCZ.

Em relacdo as células T CD8+ produtoras de IFN-y+ foi possivel observar que
em relacdo a magnitude da resposta, os megapools de ZIKV induzem resposta similar
nas mulheres, independente do desfecho clinico de seus filhos, com uma frequéncia
de respondedores muito baixa. J4 a resposta das células T CD8+CD107a+ aos

megapools de ZIKV, a magnitude da resposta e a frequéncia de respondedores foi
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maior nas maes com filhos com SCZ do que nas mées com filhos assintomaticos, com

alta frequéncia de respondedores.

Dados coletados em humanos, embora ndo tdo abundantes quanto os estudos
em animais, sugerem que a protecdo mediada por células T CD8+ contra a dengue
grave esta ligada a producdo de IFN-y e a alelos do antigeno leucocitario humano
(HLA) que induzem respostas do tipo polifuncionais. Isso considerando que as
respostas das células T CD4+ do tipo polifuncionais sédo correlacionadas com a
dengue branda (Weiskopf et al. 2013; Hatch et al. 2011).

Em estudo anterior, autores demonstraram diferencas altamente significativas
na producdo de IFN-y e TNF-a no grupo de pacientes infectados pelo DENV que
desenvolveram a Febre Hemorragica do Dengue (FHD) quando comparados ao grupo
de pacientes que desenvolveram a Febre do Dengue (FD). De grande interesse neste
estudo foi a constatacdo de que na FHD, menos células T produzem CD107a,
enquanto uma maioria produz apenas citocinas inflamatorias. Essa situagdo é
revertida na FD, na qual a maioria das células T produz apenas CD107a e a minoria,
citocina. A expressao de CD107a foi encontrada tanto nas células T CD4+ como nas
CD8+, o0 que se encaixa nos relatos de citotoxicidade das células T CD4+ anti-DENV,
indicando possivelmente que essa populagdo tenha um importante papel citotéxico in
vivo (Duangchinda et al. 2010). Nosso grupo estudou anteriormente uma coorte de
pacientes infectados pelo DENV nas fases aguda e convalescente. Na fase aguda da
doenca, foi possivel avaliar os pacientes que desenvolveram a dengue branda e
aqueles com sinais de alarme/graves. Embora sem significAncia estatistica,
observamos uma maior frequéncia de células T CD4+ expressando CD107a nos
pacientes com dengue branda comparados aos pacientes com sinais de

alarme/graves (de-Oliveira-Pinto et al. 2012).

E dificil extrapolar os dados da literatura que se basearam na infeccdo aguda
pelo DENV com os nossos dados obtidos a partir de amostras coletadas 2-3 apos a
fase aguda da doenca causada pela infeccdo pelo ZIKV. De qualquer forma,
acreditamos que a resposta observada no nosso estudo revela um priming da
resposta aguda a infeccdo pelo ZIKV, portanto, passivel de comparacao.
Clinicamente, as mulheres envolvidas em nossa coorte de estudo foram todas

sintomaticas, apresentando um curso da doenca bastante semelhante, diferenciando
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apenas no desfecho clinico de seus filhos. Um dado intrigante e que merece maiores
avaliacoes € que, diferente da dengue, em que um perfil mais citotéxico e menos
inflamatorio esta relacionado a um bom progndéstico da doenca, na zika parece que o
priming de células T com um perfil semelhante (mais citotéxico e menos inflamatorio)
estaria relacionado ao acometimento neuroldgico dos bebés. Esses dados precisam
ser investigados, inclusive utilizando outros epitopos do ZIKV para confirma-los. Além
disso, nosso estudo avaliou mulheres que foram infectadas durante a gestacao, o que
poderia modular todo o priming da resposta imune primaria ao ZIKV.

Durante um processo inflamatorio, as quimiocinas inflamatérias e seus
respectivos receptores sao induzidos e passam a ser expressos nas células-alvo para
o controle da migracdo coordenada de células para o sitio de inflamacgéo, além do
deslocamento de células imunes de locais periféricos até os o6rgaos linfoides de
drenagem, a fim de iniciar uma resposta imunologica (Griffith et al 2014). Além de
avaliar os aspectos funcionais das células T, extrapolamos nossas analises
observando a magnitude da ativagcdo das células T pela analise da expresséo ex vivo
dos receptores CCR5 e CX3CR1, uteis para dissecar subconjuntos de células T com
distintas capacidades migratoria e efetoras. Nesse estudo, demonstramos que apenas
0 grupo de mulheres que tiveram criangas com SCZ apresentam um aumento da
frequéncia de células T CD4+ e T CD8+ expressando CCR5+ ap0s estimulagdo com
0s megapools de ZIKV. Ja em relacdo ao CX3CR1, as células T CD4+ de ambos 0s
grupos de mulheres estudadas, aumentaram a frequéncia de células expressando
CX3CR1, mas as células T CD8+ nao.

Em estudo mais recente do nosso grupo, demonstramos um aumento da
frequéncia de células T CD4+ e T CD8+ expressando tanto CCR5 como CX3CR1 na
fase aguda da infeccéo pelo ZIKV em adultos ndo-gravidos, em relacao aos doadores
saudaveis (Badolato-Corréa et al. 2018). Esses dados vao parcialmente em acordo
com os dados demonstrados no estudo atual, indicando que na infeccdo pelo ZIKV,
h&a um priming de células T expressando CCR5 e CX3CR1, o que foi revelado 2-3
anos apos a fase aguda da infeccdo apos estimulagéo in vitro com os peptideos de
ZIKV.

Nés também demonstramos em estudo anterior que as frequéncias de células T

expressando CCR5+ foram marcadamente mais altas em pacientes apresentado
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dengue aguda com sinais de alarme/graves, em relacdo aos dengue brando,
pacientes na fase de convalescéncia e aos controles saudaveis. Além disso,
detectamos uma diminuicdo dos niveis plasmaticos de CCL5 em pacientes na fase
aguda da dengue, mas, ao analisar tecidos hepéticos dos casos fatais, encontramos
uma alta frequéncia de células CCL5+. A partir do conjunto desses achados,
sugerimos na época que as células CCR5+ do sangue estariam aptas a migrar para
os tecidos hepaticos, estabelecendo um intenso processo inflamatorio tecidual
fortemente envolvido com um pior desfecho clinico do paciente (de-Oliveira-Pinto et
al. 2012). Extrapolando esses achados com nossos dados atuais, como 0 aumento da
frequéncia de células T CCR5+ apds estimulacéo in vitro com os megapools de ZIKV
se deu principalmente no grupo de méaes que tiveram filhos com SCZ, de forma
bastante especulativa poderiamos pensar que nessas maes, as células T CCR5+
exerceriam uma maior capacidade migratoria para o sistema nervoso central do feto
e, portanto, poderiam promover uma maior inflamacdo e/ou maior citotoxicidade
tecidual. Lembrando que toda essa discussdo ainda é muito especulativa e precisa

ser avaliada.

Estudo anterior bastante interessante de Weiskopf e colaboradores
demonstraram em doadores expostos ao DENV, uma frequéncia aumentada de
células T CD4+CX3CR1+ apresentando atividade citotoxica especifica ao DENV.
Essas células T CD4+ citotoxicas eram mais frequentes em doadores que carregam
um alelo HLA-DR protetor, o que levaria a um maior controle da infeccao viral in vivo
(Weiskopf et al. 2015). A luz de nossos achados, independente do desfecho clinico de
seus filhos, os dois grupos de mées apresentaram um aumento da frequéncia de
células T CD4+CX3CR1+ apods estimulo in vitro com os peptideos de ZIKV, podendo
indicar que na infeccéo aguda pelo ZIKV, ocorreu um priming das células T CD4+ com

atividade citotoxica.

No entanto, ndo detectamos um aumento da frequéncia de células T
CD8+CX3CR1+ nos dois grupos de mées, apds estimulacdo com os megapools de
ZIKV. Bottcher e colaboradores avaliaram pacientes infectados cronicamente pelos
virus da hepatite B ou C (HBV ou HCV), mas recuperados da infeccdo pelo
citomegalovirus (CMV). Nestes pacientes, os autores demonstraram uma alta
frequéncia de linfécitos T CD8+ CMV-especificos CX3CR1+granzima B+perforina+,

mas baixa frequéncia de linfoctos T CD8+ HBV ou HCV-especificos
74



CX3CR1+granzima B+perforina+. Esses dados poderiam indicar a relevancia dessa
subpopulacao de células T CD8+CX3CR1+ no controle de infecc¢des virais (Boéttcher
et al. 2015). Também de forma bastante especulativa, sera que na infeccdo aguda
pelo ZIKV em mulheres gravidas, ndo ocorreu um priming das células T CD8+ com
atividade citotéxica especifica? Como esses dados foram semelhantes nos dois
grupos de mées, ndo conseguimos encontrar um paralelo com o desfecho clinico da
crianca. De qualquer forma, continuando as analises em nossa coorte, pudemos
observar que a atividade citotoxica das células T CD4+ e T CD8+ dependem bastante
da coexpressao de CCR5 e CX3CR1.

Assim, na tentativa de associar a funcionalidade das células T com a aquisi¢ao
da expresséao dos receptores CCR5 e CX3CR1 em individuos expostos ao ZIKV, ndo
gravidos, nés blogueamos esses receptores com o0 uso de recombinantes humanos

especificos, como descrito anteriormente.

Nossos dados ainda sdo bem preliminares, mas observamos que a atividade
citotdéxica, mas nao a inflamatoria, das células T CD4+ e T CD8+ foram influenciadas
pelo bloqueio de ambos os receptores CCR5 e CX3CR1. Por outro lado, a forma de
apresentacao antigénica parece também influenciar na funcionalidade das células T,
seguido do bloqueio dos receptores. Assim, quando as células foram estimuladas in
vitro com o isolado de ZIKV seguido do bloqueio dos receptores CCR5 e CX3CR1, as
células T CD8+ diminuiram a expressao de CD107a. Enquanto que, quando as células
foram estimuladas in vitro com os megapools de ZIKV, seguido do bloqueio dos
receptores CX3CR1, mas ndo de CCR5, as células T CD4+ e CD8+ diminuiram a
expressdo de CD107a. Esses dados serdo futuramente reavaliados com um maior
namero de doadores imunes ao ZIKV, inclusive com as células das maes. Outras
abordagens deverdo ser utilizadas além da medida da frequéncia de células T
expressando os receptores de quimiocinas, como a medida da intensidade média de
fluorescéncia desses receptores na célula. Avaliagdes adicionais como, cinética de

estimulacdo e de bloqueio e perfil inflamatorio serdo realizadas.
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6. Conclusdes

A partir de nossos achados, concluimos que em estudo realizado numa coorte
de mulheres que foram infectadas pelo ZIKV na gravidez, a imunidade ao DENV ou o
periodo gestacional no qual ocorreu a infeccdo pelo ZIKV néo influenciaram no
desfecho clinico dos bebés. Diferente da infeccdo aguda pelo DENV no qual um perfil
mais citotoxico e menos inflamatdrio estaria relacionado a um bom progndéstico, na
infeccdo pelo ZIKV parece que o priming de células T com um perfil semelhante estaria
relacionado a um pior acometimento neurolégico dos bebés. Em adicao, o priming de
células T CCR5+ principalmente nas maes com bebés com SCZ, poderia contribuir
para um maior perfil migratério das células T para o tecido cerebral fetal,
estabelecendo maior atividade citotoxica tecidual e consequentemente, um maior
acometimento neurolégico do bebé. O papel das células T CD4+ na infec¢do aguda e
resolucdo da infeccdo pelo ZIKV parece ser bastante importante, mas o papel das

células T CD8+ precisa ser melhor investigado.

Acreditamos que este estudo possa contribuir na avaliacdo da resposta cruzada
das células T de individuos que apresentam imunidade prévia ao DENV sendo
exposto ou ndo ao ZIKV. Assim como em outros estudos, nosso estudo indica que o
periodo gestacional no qual a mulher foi infectada n&o influenciou no desfecho clinico
do bebé, mas que o priming da resposta imune ao ZIKV, no qual células T mais
inflamatodrias e menos citotoxicas estariam envolvidas com um melhor desfecho clinico
do bebé.
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Anexos

7.1.Anexo A - Aprovagdo do Comité de Etica em pesquisa
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7.2. Anexo B — Termos de consentimento e assentimento.

Modelo 1: Para as gestantes maiores de 18 anos de idade

Pesquisadora responsavel: Profa. Claudete A. Aradjo Cardoso
Instituicdo a que pertence a pesquisadora responsavel: Faculdade de Medicina-UFF
Telefones para contato: (21) 3674-7282 e (21) 99497-2575.

Identificacdo da participante da pesquisa (iniciais do nome):

Idade: anos

R.G.

Responsavel legal (quando for o caso):

R.G. responsavel legal:

A Sra esta sendo convidada a participar do projeto de pesquisa “Rastreamento molecular para
0 ZIKV em gestantes no Hospital Universitario Antbnio Pedro da Universidade Federal
Fluminense”, de responsabilidade da pesquisadora Profa. Claudete A. Aratijo Cardoso.

O objetivo deste documento é fornecer informagdes sobre essa pesquisa. Aqui esta explicado
em detalhes, como o estudo serd feito. Sua participacdo neste trabalho € voluntéria. Isto quer dizer que
vocé pode ou ndo querer participar, mas se concordar, podera desistir de participar a qualquer hora. Se
quiser participar desta pesquisa, vamos pedir que vocé assine duas vias deste documento, uma delas
ficara guardada com a gente e a outra com vocé.

A infeccdo pelo ZIKV vem causando doencas em muitas pessoas em nosso pais e na nossa
comunidade. O virus chega no corpo da gente pela picada do mosquito Aedes aegypti. A doencga pode
causar nas pessoas febre, dor nas articulacGes e manchas pelo corpo que podem cocgar. A doenca se cura
sozinha, e geralmente ndo causa prejuizos para a gente. O problema aparece quando a infec¢ao pelo zika
ocorre durante a gravidez, podendo o virus passar para 0 bebé ainda dentro da barriga da mée, com
aparecimento de problemas no cérebro em formac&o do beb&. Na maioria dos casos, a pessoa pode ter a
infeccdo por Zika e ndo sentir nada, dai é importante a gente ver também em algumas pessoas que nao
sentem nada se elas tém alguma alteracdo que mostre a infeccéo pelo virus.

Vocé foi encaminhada para o nosso hospital porque, provavelmente, apresentou algumas
manchas na pele que parece com infeccéo viral e por isso, deve ser examinada com cuidado.

Queremos saber se vocé teve ou ndo infeccdo pelo ZIKV durante esta gravidez. Para isso
precisamos coletar sangue e urina se vocé estiver com as manchas vermelhas no corpo agora. Porém, se
tiver apresentado manchas anteriormente, nds iremos te acompanhar nas consultas médicas e no dia do
seu parto coletaremos suas amostras de sangue, urina e leite materno e também sangue e urina do seu
neném para que possamos Ver se ele apresenta o0 virus no seu corpo.
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Vamos utilizar uma parte do sangue coletado para exames de rotina para saber se vocé tem Zika.
Para fazermos os exames de sangue nos vamos precisar coletar 5 mL de sangue e para 0s exames de
urina vamos obter cerca de 10mL. Ainda coletaremos cerca de 5 mL do leite materno para confirmacéo
da infeccdo ou néo.

Ao nascer o seu bebé serd submetido a exame clinico de rotina, feito pelos médicos pediatras,
com medida do tamanho da cabecinha no momento do parto e depois de 24 horas do nascimento, e testes
de laboratdrio para o diagnostico de infeccdo causada pelo Zika, incluindo 2 mL de sangue e 2mL de
urina. A coleta sera realizada pelo técnico de laboratério da UPC, profissional com muita experiéncia
em coleta de sangue. As coletas feitas no pos-parto serdo realizadas na maternidade do HUAP-UFF pela
equipe de enfermagem, também com muita experiéncia em coletas de adultos e bebés.

NoOs gostariamos também de pedir a sua autorizacdo para ver os resultados de seus exames
laboratoriais, clinicos e de imagens descritos no seu prontudrio e do seu bebé.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica da paciente (ou seu responsavel legal):

A coleta de sangue pode ser um pouco incdmoda, e pode até dar um pequeno sangramento com mancha
roxa no lugar da coleta de sangue, mas ndo ¢ diferente e nem tem maior risco do gque as outras coletas
de sangue gque vocé faz nos seus exames de sangue de rotina. A pesquisadora responsavel pelo estudo
deve ficar sabendo caso vocé tenha algum problema com a coleta do sangue. Se for o caso, o Comité de
Etica em pesquisa também sera comunicado.

Participar desse estudo ndo aumenta riscos ou beneficios para vocé ou para o seu bebé, pois
participar ou ndo, ndo muda a forma como vocé ou seu bebé serdo acompanhados nessa instituicdo. Sua
identificacdo e de seu bebé serdo mantidos em segredo durante a pesquisa. Ainda, nés mantemos o
compromisso de tornar publico os resultados desta pesquisa cientifica.

Antes de vocé comegar a participar do estudo, se vocé tem a confirmagcdo da infecgdo pelo ZIKV
e caso queira, tera a oportunidade de conversar com a assistente social do servico para falar com ela
sobre as suas dividas, os seus anseios e as suas dificuldades em lidar com a situagdo de infecgdo pelo
ZIKV. Vocé também tera liberdade para tratar desses assuntos com a Dra Claudete A. Aradjo Cardoso,
gue estara no ambulatério durante as consultas e também podera ser contactada pelo telefone (21)
99497-2575.

Vocé ndo precisara pagar para fazer parte do estudo, e também n&o receber& remuneracéo por
participar. No entanto, esta garantido a vocé o ressarcimento dos gastos decorrentes da participacdo no
estudo, tais como transporte e alimentacéo nos dias em que for necessaria sua presenga para consulta e
exames.

Caso vocé concorde em participar do estudo e autorize a coleta de material biol6gico, esse
material serd armazenado no Laboratério Multiusuario de Apoio a Pesquisa em Nefrologia e Ciéncias
Médicas da Universidade Federal Fluminense (LAMAP-UFF) mediante a sua autorizagdo por escrito.

Vocé tem total liberdade de retirar a autorizagdo quanto a guarda e uso do material biolégico a
qualguer momento, sem prejuizo para vocé e/ou para o (a) seu (ua) filho (a). As informacdes que esse
estudo pode nos dar poderao ser utilizadas em estudos no futuro. Em caso de surgimento de outro estudo
no futuro, nds vamos pedir uma nova permissao ao Comité de Etica em Pesquisa e vamos chamar vocé
novamente para convida-la para participar do novo estudo. Caso vocé concorde, devera assinar um novo
termo de consentimento para a nova pesquisa.
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Em caso de problemas causados pela sua participacdo no projeto de pesquisa, voceé tera direito
de assisténcia total gratuita como participante da pesquisa, além do direito a indenizagdo, garantidos
pela pesquisadora responsavel pelo estudo.

Se vocé tiver qualquer duvida sobre esta pesquisa, podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel, a Profa. Claudete A. Araujo Cardoso, no Laboratério Multiusuario de Apoio a Pesquisa em
Nefrologia e Ciéncias Médicas da Universidade Federal Fluminense (LAMAP-UFF), pelos telefones
(21) 3674-7282 e (21) 99497-2575, a fim de esclarecer as suas questdes.

Rubrica do pesquisador:

Rubrica da paciente (ou seu responsavel legal):

Outra forma de contato para falar das suas duvidas ¢ através do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal Fluminense, situado a Rua Marqués de Parana, 303, quarto andar, prédio anexo
ao HUAP. O Comité de Etica em Pesquisa é um comité formado por um grupo de varios profissionais
gue se reline para avaliar os projetos e garantir que 0s mesmos nao trazem nenhum dano aos participantes
das pesquisas. O seu horario de funcionamento é nas tercas e quintas de 10 a 16 horas, e 0 contato pode
ser pessoal ou pelo telefone (21) 2629-9189.

Vocé e a pesquisadora responsavel pelo estudo deverdo rubricar todas as folhas do termo de
consentimento livre e esclarecido, colocando a sua assinatura na Gltima pagina do referido termo.

Eu, , RG n° , declaro ter sido
informada e concordo em participar, como voluntaria, do projeto de pesquisa acima descrito.

Niteroi, de de

Nome e assinatura do paciente ou seu responsavel legal

Testemunha

Nome e assinatura do responsavel por obter o consentimento

Concordancia com o armazenamento de material biolégico:
Eu concordo com o armazenamento de material bioldgico meu.
Niteroi,
(Assinatura) (Nome) Ou:
Eu ndo concordo com o armazenamento de material bioldgico da minha filha.

Niterai,

(Assinatura) (Nome)
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