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RESUMO

LUCENA, Jéssica Paula. Avaliacio da capacidade infectiva do virus Zika sobre
hepatocitos e células estreladas hepaticas em estudos in vitro. 2021. Dissertacdo (Mestrado
em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacao Oswaldo
Cruz, Recife, 2021.

As doencas hepaticas cronicas, de diversas etiologias, t€m em comum a inflamagdo cronica
hepatocelular que pode levar ao desenvolvimento da fibrose. Por se tratar de morbidades com
prevaléncia mundial, as hepatopatias cronicas sao doengas de base em pacientes acometidos
pelas mais variadas patologias, a exemplo de casos descritos de infec¢do por flavivirus com
acometimento hepatico ocorridos durante epidemias. O virus Zika ¢ um flavivirus e apesar de
ter sido descrito pela primeira vez em 1947, tornou-se um problema de satde publica devido a
sua implica¢do na sindrome congénita e de Guillain-Barré. A patogénese viral e possiveis
efeitos sinérgicos em comorbidades precisam ser elucidados. O objetivo desse trabalho foi
avaliar se o ZIKV ¢ infecta hepatocitos e células estreladas hepaticas, alterando o processo de
reparo hepatico. Para tal, as linhagens celulares GRX, LX-2, HepG2 e Vero foram infectadas
por ZIKV na multiplicidade de infeccao (MOI) de 0,1. Na curva de crescimento viral one step
foram observados as 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apos infec¢do. A producdo da progénie
viral foi determinada por titulagdo pelo método de TCID50 em células Vero. Também foi
feita uma curva de viabilidade avaliando 24, 72 e 120 h ap6s infecgdo, na qual foi observada
perda de viabilidade severa nas linhagens HepG2 e LX-2. As GRX apresentaram 80% de
sobrevivéncia ap6s 120 h de infeccdo. A infec¢do foi confirmada através do Kit molecular
ZDC. A citocina TGF-B1 foi quantificada pela técnica de ELISA em sobrenadante de cultura
de células infectadas em diferentes intervalos, na qual foi observado aumento nas
concentragdes da citocina em todas as linhagens, com resposta mais expressiva nas células
estreladas, cuja diferenca ja pdde ser observada a partir de 48 horas. Além disso, citocinas
pro-inflamatérias foram quantificadas pela técnica de CBA e foi observada maior produgdo de
IL-8 e IL-6 nas linhagens HepG2 e LX-2 apds 2 e 4 dias de infecgdo, respectivamente. A
citocina IL-6 ndo foi detectada na linhagem GRX, enquanto que IL-8 ndo demonstrou
diferenca entre infectada e controle. Na avaliacdo a nivel ultraestrutural foi possivel constatar
alteracdes morfologicas, tais quais hipertrofia do reticulo endoplasmatico associado a
vesiculas contendo particulas virais e rearranjo dos microtabulos, avaliados por microscopia
eletronica de transmissao. Além da presenca de autofagossomos e corpos lamelares nas
células infectadas. Os achados desse trabalho permitem concluir que o ZIKV ¢ capaz de
infectar as linhagens avaliadas, causar alteragdes celulares e levar a perda da viabilidade
celular nas linhagens HepG2 e LX-2. A linhagem GRX mostrou-se permissiva a infec¢do e
resistente ao estresse. A infeccao viral foi capaz de influenciar o processo de fibrogénese,
estimulando da producdo de citocinas pro-fibrogénicas e pro-inflamatdrias, sugerindo que
esse virus ¢ capaz de descompensar patologias pré-estabelecidas.

Palavras-chave: Infeccio pelo virus Zika; Reparo hepatico; Efeito citopatico, viral.



ABSTRACT

LUCENA, Jéssica Paula. Evaluation of the infective capacity of Zika virus on hepatocytes
and hepatic stellate cells in in vitro studies. 2021. Dissertagao (Mestrado em Biociéncias e
Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundagao Oswaldo Cruz, Recife,
2021.

Chronic liver diseases are caused by several etiologies, which have in common hepatocellular
inflammation and the development of liver fibrosisBecause they are morbidities with
worldwide prevalence, chronic liver diseases are underlying diseases in patients with various
clinical conditions. During the epidemics of arboviruses, cases of flavivirus infection with
hepatic impairment were described. The Zika virus (ZIKV) belongs to the genus flavivirus, as
does the Yellow Fever and Dengue virus. Although first described in 1947, it has become a
major public health problem due to its association with microcephaly and Guillain-Barré
Syndrome. Questions regarding pathogenesis and possible synergistic effects on
comorbidities need to be clarified. The present project aims to evaluate whether ZIKV is
infects hepatocytes and stellate liver cells and alters the liver repair process. For this, GRX,
LX-2, HepG2 and Vero (as control) were cultured and infected by ZIKV at the multiplicity of
infection (MOI) of 0,1. One-step viral growth curves were performed, at intervals of 12, 24,
48, 72, 96 and 120 hours after infection. The production of the viral progeny was determined
by titration using the TCID50 method in Vero cells. Cell viability of 24, 72 and 120 hours
post infection was assessed with the microplate XTT technique, read on a spectrophotometer,
in which was observed severe viability loss in HepG2 and LX-2 cells, with 40% survival after
120 hours. GRX cells showed 80% survival after same period. The infection was confirmed
using the ZDC Molecular Kit. TGF-B1 cytokine was quantified by ELISA technique in
infected cells culture media in different intervals, in which was founded higher levels in all
evaluated lineages, with a more expressive response in the hepatic stellate cells, with 48 hours
post infection. Moreover, proinflammatory cytokines were quantified by CBA, in which was
observed that HepG2 and LX-2 infected cells produced higher levels of IL-6 and IL-8, after 2-
and 4-days post infection, respectively. IL-6 was not detected in GRX cells and IL-8 doesn’t
have showed any difference between infected and control group. In ultrastrutural analysis, it
was observed morphological changes, such as endoplasmatic reticulum hypertrophy
associated to vesicular bodies containing viral particles, seen by transmission electron
microscopy. Furthermore, the presence of autophagossomes and lamellar bodies was founded
in infected cells. These findings allow us to conclude that ZIKV is able to infect the evaluated
cell lineages, leading to morphological changes and viability loss in HepG2 and LX-2 cells.
GRX cells have showed to be permissive to infection but resistant to stress. Moreover, we can
conclude that ZIKV infection can affect the fibrogenesis process, through production stimuli
of profibrogenic and proinflammatory cytokines, suggesting that ZIKV may cause disbalance
pre-stablished pathologies in patients with liver diseases.

Keywords: Zika virus infection, Liver regeneration, Cytopathogenic effect, viral.
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1. INTRODUCAO

As hepatopatias cronicas sdo um problema de satde publica em todo o mundo,
ocasionadas por diversas etiologias, principalmente as hepatites virais, hepatite autoimune,
abuso de alcool e esteato-hepatite ndo-alcodlica (BATALLER; BRENNER, 2005). Essas
enfermidades tém em comum a inflamacdo e/ou necrose hepatocelular que pode levar ao
desenvolvimento da fibrose hepética. Esta tltima, ¢ inicialmente uma resposta fisiologica aos
estimulos agressivos, servido de sustentacdo vascular (ANDRADE, 2005), todavia a
permanéncia do estimulo agressor leva a deposicdo excessiva de matriz extracelular
prejudicando a homeostase hepatica (POPOV; SCHUPPAN, 2009). As células estreladas
hepaticas (CEHs) sdo a principal fonte de matriz extracelular nesse processo. As CEHs sao
células perisinusoidais residentes, encontradas no espago de Disse, que, durante a lesdo
hepatica, sdo ativadas pelo microambiente inflamatério a um fenotipo pro-fibrogénico e
contratil (REEVES; FRIEDMAN, 2002).

Alguns estudos descreveram a capacidade de infeccdo das células estreladas por virus
da hepatite B (VHB) (NORTON et al., 2004; MARTIN- VILCHEZ et al., 2008 GUO et al.,
2009; XUAN et al., 2009) e resultados obtidos em experimentos in vitro demonstraram que as
CEHs tém sua proliferacdo aumentada quando infectadas pelo VHB, nos quais ¢ possivel
observar a superexpressao de fatores envolvidos na fibrogénese hepatica a exemplo do RNAm
de colageno tipo I (XUAN et al., 2009), da expressdo da citocina TGF- (GUO et al., 2009) e
da expressao de fibronectina (NORTON et al., 2004).

Na literatura, j& foram descritas mudancas no tecido hepatico durante uma infecgao
por flavivirus, tais como infiltracdo leucocitéria, esteatose ¢ edemas intracelulares (CHEN et
al., 2016; SAKINAH et al., 2017). Esses efeitos estdo relacionados tanto a toxicidade viral
quanto a reagdo imune em resposta a infecgao.

O virus Zika (ZIKV) pertence a familia Flaviviridae e foi primeiramente isolado em
1947 na floresta Zika, em Uganda (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). E responsavel por
uma doenga na qual os individuos infectados apresentam sintomas moderados semelhantes as
demais arboviroses. Apesar disso, a infec¢do por ZIKV tornou-se um grande problema de
saude publica devido ao recente surto no continente americano, onde se verificou
complica¢des neuroldgicas em adultos — a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) e encefalite
(UGARTE et al., 2017), além da microcefalia e anormalidades oculares decorrentes de

infeccao congénita em neonatos (COSTA et al., 2016).
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O ZIKV pode ser transmitido de forma vetorial por mosquitos, no Brasil mais
especificamente pela espécie Aedes aegypti e, potencialmente, pelo Culex quinquefasciatus
(GUEDES et al., 2017). Também ja foram descritas transmissdes por vias sexual e vertical,
sendo esta ultima a responsavel pelos casos de microcefalia relatados no Brasil em 2016. A
inédita associagdo da microcefalia a infec¢do pelo ZIKV trouxe um desafio as autoridades de
saude que tiveram que se adaptar em curto tempo a prestar assisténcia as diferentes
necessidades das familias. Isso vem gerando um grande custo, uma vez que maioria dos casos
registrados foram descritos nas regioes mais pobres do pais (SLAVOV et al., 2016).

Trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de avaliar a relacdo da infeccdo pelo
ZIKV e os efeitos neuropatoldgicos, porém muito progresso ainda pode ser feito. Estudos
apontam a ocorréncia de anormalidades patolégicas devido a infec¢do viral em multiplos
orgados, como figado, pulmoes e rins (SOUSA et al., 2017). Estudos in vitro relataram que
hepatocitos sdo capazes de ser infectadas por flavivirus acarretando na producdo de citocinas
préinflamatorias (LANG et al., 2016; TRICOT et al., 2018; WOODSON et al., 2011).

Esse estudo buscou observar se ZIKV pode infectar hepatdcitos e CEHs e avaliar as
implicagdes dessa infecgdo em fatores envolvidos no processo de reparo hepatico. Com isso,
espera-se acrescentar conhecimentos necessarios ao envolvimento do virus Zika em

coinfec¢des em morbidades hepaticas.
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2. REFERENCIAL TEORICO-CONCEITUAL

Atuando na manutencdo da homeostase, o figado recebe um grande aporte sanguineo e
possui diversas fungdes no organismo, como produzir proteinas séricas e bile, manter os
niveis de glicose sanguinea (através da glicogénese, glicogendlise e gliconeogénese) e o
metabolismo de xenobiodticos pela detoxificagdo (KIETZMANN, 2017). Principalmente
devido a esta ultima func¢ao, o figado torna-se um 6rgao susceptivel a diversos tipos de lesdo.

As hepatopatias cronicas sdo caracterizadas pela presenga de estimulos agressores
persistentes ao 6rgdo, que estimulam uma resposta cicatricial - o processo fibrogénico, e pode
acarretar em cirrose ou insuficiéncia hepatica (SEKI & SCHWABE, 2015). A avaliacao do
onus decorrente das hepatopatias cronicas pode ser particularmente dificil, tendo em vista que
se trata de quadros clinicos caracterizados por danos continuos e longos periodos de laténcia.
Os pacientes costumam procurar ajuda médica apenas em estagios clinicos avangados, quando
os sintomas hepaticos surgem (BELL et al., 2008). Os métodos diagnésticos incluem biopsia,
considerada como padrdo-ouro, no entanto ¢ um método invasivo e possui algumas limitagdes
quanto a acurdcia como variagdes no tamanho da amostra. Além disso, alguns métodos nao
invasivos podem ser empregados, como ultrassom, tomografia computadorizada, ressonancia

magnética (SHARMA et al., 2014).

2.1. EPIDEMIOLOGIA DAS DOENCAS HEPATICAS CRONICAS

Apesar de se tratar de um problema de saude publica mundial, as doencas hepaticas
cronicas ainda sao negligenciadas, com taxa de mortalidade estimada de 2 milhdes de mortes
por ano no mundo (MARCELLIN & KUTALA, 2018). A cirrose hepatica descompensada ¢
responsavel por cerca de 170.000 de mortes por ano na Europa, sendo a principal causa do
transplante hepatico e fator de risco no desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (HCC)
(PAROLA et al., 2018).

De acordo com o Ministério da Saude do Brasil, dados disponiveis no DATASUS do
Sistema de Internacdes Hospitalares do SUS totalizaram 817.881 internacdes em todo o
Brasil, no periodo de 12 anos compreendido entre janeiro de 2008 a janeiro de 2020,
referentes aos termos ‘doenga alcodlica do figado’, ‘hepatite aguda B’, ‘outras hepatites

virais’, ‘esquistossomose’ e ‘outras doencas do figado’ (Figura 1) (BRASIL, 2020).
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Figura 1: Distribui¢dao geografica de morbidade hospitalar do SUS por local de internacao no
Brasil.
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Fonte: Ministério da Saude - Sistema de Informagdes Hospitalares do SUS (SIH/SUS).

Nota: De acordo com dados disponiveis no DATASUS TabNet, durante o periodo de janeiro de 2008 a janeiro
de 2020 ocorreram 817.881 internagdes (compreendendo o sistema publico e privado) referentes aos termos
‘doencga alcodlica do figado’, ‘hepatite aguda B’, ‘outras hepatites virais’, ‘esquistossomose’ e ‘outras doengas
do figado’ da Classificagdo Internacional de Doengas-10 (CID-10). Essas internagdes estdo distribuidas em
69.954 casos na regiao Norte, 203.685 na regido Nordeste, 345.492 na regido Sudeste, 146.714 na regido Sul e
52.036 na regido Centro-Oeste.

Entre as doengas hepaticas cronicas, o uso abusivo de alcool € a principal causa de
mortalidade relacionada ao figado no ocidente, geralmente decorrente de insuficiéncia
hepatica ou cirrose (STEIN et al., 2016). O consumo de bebidas alcodlicas ¢ considerado um
fator de risco “dose-dependente” para diversas doencas (PIMPIN, 2018). Quanto as hepatites
virais B ¢ C, a maioria dos casos estd distribuida na Asia e na Africa Subsaariana. As
complicagdes decorrentes da hepatite C sdo responsaveis por cerca de 700.000 mortes
anualmente, enquanto que a hepatite B, por aproximadamente 600.000 mortes (ROWE,
2017). J& a hepatite autoimune, ¢ uma doenga hepéatica relativamente rara, caracterizada por
altos niveis de IgG e autoanticorpos circulantes (GATSELIS, 2015). Suas causas ainda nao
foram elucidadas, porém, ¢ mais comum em mulheres (AIZAWA & HOKARI, 2017), assim
como outras doengas autoimunes.

A esteato-hepatite ndo-alcodlica (NASH — non alcoholic steatohepatitis) € prevalente
no mundo todo e vem emergindo com o sedentarismo e a popularizagdo de habitos
alimentares ocidentais, como o fast food (YU et al., 2018). No entanto, além dos fatores

ambientais, a NASH também ¢ decorrente de fatores genéticos e metabdlicos, podendo estar
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associada a doengas cardiovasculares, diabetes e sindrome metabdlica (YOUNOSSI et al.,
2016). Além disso, a lesdo hepatica ¢ uma das reacdes adversas mais comuns associadas ao
uso de medicamentos. A exposicao prolongada a compostos hepatotoxicos € responsavel por
altos indices de morbidade (TOMLINSON et al., 2019).

O desenvolvimento de doenga cronica no figado também pode ser decorrente da
infeccdo pelo parasito Schistosoma mansoni. Este € responsavel pela esquistossomose
mansoOnica, uma parasitose tropical e negligenciada, endémica e de interesse de saude publica
no Brasil. As manifestacdes cronicas incluem a fibrose e hipertensdao periportal no figado,
decorrente da reacdo granulomatosa em resposta a deposi¢do de ovos (NELWAN, 2019). Em
2015 foi estimado que 252 milhdes de pessoas estariam infectadas no mundo, enquanto que
em 2016, 10,1 milhdes de mortes foram atribuidas a esquistossomose (SILVA-MORAES et
al., 2019; GBD, 2016). No Brasil, a esquistossomose mansdnica ¢ endémica em 19 dos 27

estados (NASCIMENTO et al., 2019).

2.2. PATOGENIA DAS DOENCAS HEPATICAS

O figado ¢ composto por um tipo de célula parenquimal, os hepatdcitos, e por células
ndo parenquimatosas, como as células endoteliais, células epiteliais biliares, células de
Kupffer (macrofagos residentes), linfocitos intra-hepaticos, células progenitoras ovais,
colangiocitos e as células estreladas hepaticas (CEHs) (DENG et al., 2018). Os hepatdcitos
constituem aproximadamente 80% da populacdo total de células hepaticas e sdo responsaveis
pelas fun¢des metabdlicas do figado (GAO et al., 2008).

Diferente de outros tipos celulares, os hepatdcitos nao estdo ligados a uma lamina
basal firme, e sim cercados por MEC de baixa densidade contendo fatores de crescimento e
proteinas secretadas por outras populagdes celulares (GISSEN et al., 2015). Essa auséncia de
lamina basal facilita a troca de macromoléculas entre o [imen dos sinusoides e o parénquima.
Dessa forma, durante o processo de lesao hepatica, os hepatocitos sdo as principais células
comprometidas, pois estdo continuamente expostos a metabodlitos, nutrientes, hormonios e
diferentes gradientes de oxigénio (KIETZMANN, 2017).

O termo ‘hepatite’ se refere ao processo inflamatorio decorrente do dano hepatico.
Esta pode ser caracterizada como aguda ou cronica, de acordo com o tempo de persisténcia do
estimulo inflamatoério, se este ¢ um curto ou longo periodo, acarretando em lesdes limitadas
ou progressivas, respectivamente. Na analise morfologica, a hepatite aguda apresenta areas de

necrose ¢ inflamagdo, enquanto que no quadro cronico, esses achados costumam estar
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acompanhados de fibrose (NEGASH & GALE, 2015). No geral, a hepatite ¢ um resultado da
acdo de células hepaticas em resposta a um patégeno e/ou metabolito.

A morte celular dos hepatocitos leva a um processo inflamatorio e, portanto, capaz de
exercer estimulo pro-fibrogénico, que se relaciona diretamente a fibrose e a severidade do
quadro clinico (ALTAMIRANO-BARRERA et al., 2017). O dano hepatocelular acarreta na
liberacdo de corpos apoptoticos, fragmentos de DNA e espécies reativas de oxigénio. Em
casos especificos de lesdo decorrente de infecgdo viral, as particulas virais liberadas pela
morte dos hepatocitos infectados também geram uma resposta inflamatéria (RACANELLI et
al., 2006). Além de citocinas, as células de Kupffer secretam quimiocinas, que atraem os
leucdcitos da corrente sanguinea e CEHs para o local de lesdo (YANG et al., 2016).

Em resposta ao dano celular, a depender do tipo de estimulo agressor, os hepatdcitos
remanescentes reentram no ciclo celular, proliferam e recompdem a massa e fung¢ao hepatica,
porém, essa regeneracdo ¢ atenuada durante a fibrogénese, principalmente devido aos
componentes da MEC cicatricial. A MEC fornece o suporte de adesdo para proliferacdo de
hepatdcitos, portanto alteragdes em sua composicao € o acumulo desta no espaco de Disse
acarretam a distor¢cdo da arquitetura hepatica e o funcionamento atipico dos hepatdcitos

(GISSEN et.al., 2015).

2.2.1. Fibrogénese hepatica

As hepatopatias cronicas sdo caracterizadas por lesdes continuas ao parénquima —
principalmente aos hepatdcitos e colangidcitos. A persisténcia de uma lesdo hepatica causa a
inflamagdo cronica, que estimula uma resposta de reparo que envolve regeneragdo e
cicatrizagdo progressiva (BAIOCCHINNI et al., 2016). A cicatrizagdo ¢ um processo
complexo e a progressao desse quadro pode levar ao acimulo de tecido cicatricial no 6rgao e,
por conseguinte, a fibrose hepatica (PAROLA et al., 2018).

Células apresentadoras de antigeno residentes no figado (células de Kupffer, células
endoteliais do sinusoides hepaticos e células dendriticas) sdo recrutadas ao local de lesdo,
onde fagocitam células apoptoticas e/ou antigenos que podem passar pelo figado e secretam
citocinas proinflamatorias, como TNF-qa, IL-1 e IL-6 (PELLICORO et al., 2014). Apds o
estimulo, células de Kupffer (e hepatdcitos, em menor propor¢do) liberam citocinas que
promovem o recrutamento de células da resposta imune inata para o local de lesdo

(RACANELLI et al., 2006).
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Os estimulos inflamatoérios levam a resposta cicatricial (wound healing), que ¢ a
responsavel pela alta capacidade do figado de se adaptar a lesdo (WANG et al., 2017b). Essa
resposta consiste em deposi¢ao de matriz extracelular de tecido conjuntivo no local de lesao
na tentativa de conter o dano (POPOV; SCHUPPAN, 2009). Inicialmente, esse mecanismo ¢
favoravel ao organismo, pois fornece sustentacdo vascular ao 6rgao durante a evolugdo do
quadro clinico. Porém, o acimulo e a alteragdo dos componentes da MEC inibem a
proliferagdao dos hepatocitos (ZOUBEK et al., 2017; LUEDDE et al., 2014).

A fibrose hepatica continua ¢ um quadro determinante para o desenvolvimento da
doenca hepatica cronica (Figura 2) e do microambiente inflamatério, contendo debris
celulares, mediadores inflamatérios e fatores de crescimento (TGF-f1, PDGF) levam a

ativacdo das células estreladas hepaticas (YOON; FRIEDMAN; LEE, 2016).

Figura 2: A evolugdo da doenga hepatica cronica.
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Fonte: Adaptado de PELLICORO et al., 2014.

Nota: A fibrose hepatica ¢ uma resposta cicatricial a estimulos continuos, de diversas causas, a exemplo das
hepatites virais/autoimunes, uso de alcool e/ou medicamentos, NASH, desordens colestaticas, doengas
metabolicas. A lesdo cronica acarreta na inflamagdo decorrente da lesdo hepatocelular, deposi¢do de matriz em
locais de lesdo e angiogénese. A fase de fibrose inicial ¢ caracterizada pela perda da arquitetura hepatica, perda
gradual da func@o e pela inibicdo da regeneragdo dos hepatocitos, o que pode evoluir para a cirrose, na qual
ocorre a insuficiéncia hepatica e hipertensdo portal. Os possiveis destinos sdo a resolucdo através do transplante
hepatico ou a evolugao do quadro para o carcinoma hepatocelular.

Atualmente, a Unica terapia disponivel para casos avangados de doenca hepatica € o
transplante de figado. Porém, trata-se de um procedimento laborioso e invasivo, que depende
da disponibilidade de 6rgdos no sistema de satde e do uso cronico de imunossupressores pelo

paciente (PELLICORO et al., 2014). A busca por alternativas terapéuticas levou a ascensao
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de pesquisas acerca de terapias antifibréticas, como a terapia com citocinas antifibroticas,
através da terapia celular ou lipossomas, o bloqueio do efeito de citocinas fibréticas, como

TGF-B1, entre outras (SCHON et al., 2016).

2.2.2. Células Estreladas Hepaticas

As células estreladas hepaticas (CEHs), também conhecidas como células de Ito ou
lipdcitos, constituem cerca de 10% da populacdo de células do figado. As CEHs sdo células
ndo parenquimatosas perisinusoidais residentes, encontradas no espago de Disse, entre a
superficie basolateral da trave de hepatdcitos e o lado anti-luminal das células endoteliais
sinusoidais (PUCHE et al., 2013). Quando quiescentes, as CEHs sdo responsaveis por manter
a homeostase, armazenar vitamina A e retinoides em depositos lipidicos intracelulares e, em
menor propor¢do, detoxificacdo. Essas células sao a principal fonte de matriz extracelular
cicatricial durante a fibrogénese.

Durante a lesdo hepatica, o microambiente inflamatério, contendo citocinas e
hormonios secretados tanto pelas células residentes (células de Kupffer, hepatocitos, células
epiteliais biliares, células epiteliais sinusoidais), quanto pelas células recrutadas ao local de
lesdo, vai mediar a ativagdo das CEHs (Figura 3) (TRAUTWEIN et al., 2015). Quando
ativadas, as CEHs passam por mudangas e adquirem um fendtipo semelhante a fibroblastos ou
miofibroblastos. Essa diferenciacdo consiste principalmente em duas etapas: iniciacdo e
perpetuagdo. Durante a iniciacdo, as células que foram ativadas por estimulos pardcrinos
sofrem alteracdes genotipicas que as deixam mais susceptiveis aos estimulos da segunda
etapa, além de passar por mudangas fenotipicas precoces (TSUCHIDA & FRIEDMAN,
2017).



22

Figura 3: Desenho esquematico do Espaco de Disse.

Fonte: Adaptado de FRIEDMAN & ARTHUR, 2002.

Nota: As células estreladas hepaticas encontram-se entre a trave de hepatocitos e o endotélio dos sinusoides. (A)
No figado normal, as macromoléculas sdo transportadas do [imen do sinusoide para o parénquima através das
fenestras do epitélio sinusoidal. (B) Durante o dano, os hepatdcitos sdo lesionados e perdem suas vilosidades
(seta preta) e o epitélio perde suas fenestras (seta amarela), ativando as células de Kuppfer (seta vermelha), que
secretam citocinas e quimiocinas, que atraem leucécitos da corrente sanguinea. O microambiente inflamatdrio
vai ativar as células estreladas, que passam a secretar componentes de matriz extracelular e proliferar (asterisco).

No estagio de perpetuagdo do fendtipo ativado (Figura 4), as CEHs perdem seus
depositos lipidicos e adquirem potencial contratil (responséavel pelo perfil “miofibroblasto-
like”), devido principalmente ao aumento na expressao de filamentos intermediarios do
citoesqueleto, como a-SMA e desmina. Também ganham capacidade proliferativa acentuada,
mediada principalmente por PDGF (Fator de crescimento derivado de plaquetas) e se tornam

capazes de migrar para os locais de lesdo (FRIEDMAN, 2008).
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Figura 4: Iniciacdo e perpetuagdo do fendtipo ativado das CEHs.
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Fonte: Adaptado de TSUCHIDA & FRIEDMAN, 2017.

Nota: A lesdo hepatica inicia a transdiferenciacdo das células estreladas hepaticas quiescentes para o fenotipo
semelhante a miofibroblastos. A etapa de perpetuacdo ¢ caracterizada por mudangas fenotipicas relacionadas ao
aumento na proliferacdo, contractilidade, fibrogénese (producdo de componentes da MEC), degradagao alterada
da MEC, quimiotaxia e na sinaliza¢do inflamatoria. A resolucdo desse processo, que pode acontecer apos a
retirada do estimulo primario, pode acontecer através da reversdo, na qual a célula ativa retorna ao fendtipo
quiescente, ou apoptose celular.

As CEHs passam a produzir componentes de MEC em maior propor¢ado, devido a agdo
do TGF-1 (NAVARRO-CORCUERA, 2019), o principal mediador do fenotipo ativado. Ja
foi descrito que ocorrem alteragdes importantes da MEC durante a progressao da fibrose. Seu
conteudo, inicialmente de colageno tipo IV, proteoglicanos e laminina, torna-se
majoritariamente composto por coldgeno fibrilar tipo I e III, aumentando a densidade e
rigidez da MEC, gerando estimulo mecanico para ativacdo de CEHs (WELLS, 2008).

A degradacdo da matriz extracelular ¢ de responsabilidade das enzimas
Metaloproteinases (MMPs), cuja acdo bioldgica ¢ inibida pelos Inibidores teciduais de
metaloproteinases (TIMPs). Ambos sdo secretados pelas CEHs e células de Kupffer; e se
mantém em equilibrio para remodelamento da matriz. Durante a perpetuacdo das CEHs, além

da producdo de componentes da MEC, também ¢ aumentada a expressao de TIMPs
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(IREDALE; FALLOWFIELD, 2017). O quadro de desequilibrio entre a producdo e
degradacdo de matriz € o principal responsavel pelo seu acimulo, caracteristico da fibrose.
Durante o processo fibrogénico decorrente de infec¢des virais, o principal estimulo da
resposta cicatricial sdo as espécies reativas de oxigénio decorrente da infec¢do e da necrose
dos hepatocitos (PAROLA et al, 2018). No entanto, o HBV e o HCV sao virus nao citopaticos
em hepatocitos e a lesdo tecidual ¢ mediada pela resposta do hospedeiro. Com o tempo, essa
resposta torna-se insuficiente, levando a infec¢ao cronica e resposta inflamatdria persistente.
Além disso, apesar de ndo infectar as CEHs, algumas proteinas nao estruturais (NS3 e NS5)
do HCV sdo capazes de estimular diretamente a ativagdo das CEHs, de forma profibrogénica

(BOTTCHER et al, 2017; GUIDOTTI et al., 2006).

2.2.3. Coinfeccdes na doenca hepatica cronica

A grande maioria dos estudos acerca de coinfecgdes com hepatites virais foram feitos
com o HIV, tendo em vista que esses virus compartilham rotas de transmissdo (sexual,
vertical e parenteral) (EASTERBROOK et al., 2016). Nesses casos, ¢ observada progressao
acelerada da doenca hepatica e maiores taxas de mortalidade (CHEW et al., 2016; SINGH et
al.,, 2017). Um estudo realizado no México detectou a coinfeccio de HCV ¢ DENV (um
flavivirus), no qual foi observado que, de 240 pacientes diagnosticados com dengue, 31
apresentaram a coinfec¢do. Além disso, a maior frequéncia de coinfec¢do foi observada em
pacientes masculinos com quadro de dengue hemorragica (19/31, ou 61,29%) (MACHAIN-
WILLIAMS et al., 2014).

Por se tratar de morbidades com prevaléncia no mundo inteiro, as hepatopatias
cronicas sdo doengas de base em pacientes acometidos pelos mais variados quadros clinicos.
As recentes epidemias de arboviroses no continente americano levantam algumas questdes
sobre o possivel efeito dessas viroses sobre patologias previamente estabelecidas e seus
processos. Dessa forma, casos de coinfecgao sdo situagdes muito provaveis, tendo em vista
areas de prevaléncia compartilhada entre as doengas e as rotas de transmissdo em comum
(assim como o HBV e o HCV, o ZIKV também ¢ transmitido por via sexual e vertical)
(MUSSO et al., 2015; BESNARD et al., 2014).

Durante as epidemias de arboviroses ja foram descritos casos de infeccdo por
flavivirus com acometimento hepdatico. Por exemplo, necrose multilobular e aumento das

enzimas hepdticas decorrentes de infeccdo por febre amarela (CHEN, 2016). Assim como ja
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foi observado que o virus da Dengue sorotipo 2 acomete o figado de camundongos da
linhagem BALB/C, com perda da integridade celular, necrose hepatocelular, infiltragdo
mononuclear, edemas e esteatose (SAKINAH et al., 2017). Estudos in vitro com CEHs
demonstraram que durante a infeccao pelo HBV, elas apresentaram aumento na proliferagdo e
aumento na expressao de colageno I, PDGF, TGF-B1 e a-SMA (GUO et al., 2009; BAI, et al.,
2012). Isso também ja foi visto com infeccdo pelo HCV, estudo no qual foi observado
upregulation de MMP1, CCL2, IL-1 e IL-13 (AKIL et al., 2019), fatores envolvidos no

processo fibrogénico.

2.3. VIRUS ZIKA

O virus Zika (ZIKV) pertence a familia Flaviviridae e ao género flavivirus, assim
como o virus da Febre Amarela, Dengue e Febre do Oeste do Nilo. Este virus possui RNA de
fita simples e polaridade positiva, com 10,5 kb, envelopado e icosaédrico (HASAN, 2018)
(Figura 5A). De acordo com analises filogenéticas, existem 3 cepas homologas: linhagens
africana, asiatica e sul americana (PAWITWAR et al., 2017). O RNA viral possui apenas um
quadro aberto de leitura, que codifica uma poliproteina precursora, a qual ¢ clivada apds a
tradu¢ao em trés proteinas estruturais (capsideo, pré-membrana e envelope) e sete nao-
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (LEE & SHIN, 2019) (Figura
5B). Comparagdes entre a estrutura do ZIKV com os demais flavivirus demonstram um

padrao de organizagdo semelhante entre eles (SIHORI et al., 2017).
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Figura 5: O Virus Zika.
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Fonte: (A) Disponivel no PDB (https:/pdb101.rcsb.org/learn/paper-models/zika-virus-with-and-without-
antibodies, acesso em 02/02/2019)

(B) Adaptado de LEE & SHIN, 2019.

Nota: (A) Representacdo em 3D de uma particula madura do virus Zika, produzida por microscopia
crioeletronica. Os mondmeros E estdo em amarelo, laranja e vermelho; os sitios de glicosilagdo estdo em azul.
(B) Organizagdo esquematica do genoma do virus Zika. A unica ORF codifica uma poliproteina com trés
componentes estruturais (capsideo, pré membrana e envelope) e sete ndo-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5).

No geral, a principal forma de transmissdo de um arbovirus ¢ a vetorial, cujo ciclo se
inicia quando uma fémea adulta de mosquitos vetores ingere sangue virémico de um
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. Sao descritos dois ciclos de transmissao:
o ciclo silvestre, responsavel por manter a circulagdo do virus em primatas e mosquitos nas
florestas; e o ciclo urbano, no qual ocorre a transmissao entre mosquitos (principalmente as
espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus) e seres humanos nas cidades (SONG et al., 2017;
WEAVER et al., 2016).

O virus ¢ capaz de atravessar a barreira do intestino médio do mosquito e replicar nas
células do epitélio do intestino e tecidos secundarios, até atingir as glandulas salivares
(FRANZ et al., 2015). Dessa forma, no préximo repasto sanguineo, a saliva do mosquito

contendo altos titulos virais atinge espacos extravasculares da pele do hospedeiro durante a
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picada. Entdo, o virus se replica nos queratinocitos e fibroblastos dermais e atinge a
circulacdo (BRIANT et al., 2014). Varias populacdes celulares ja tiveram sua permissividade
a infeccdo pelo ZIKV descrita, como neurdnios, astrécitos, células do nervo Optico,
trofoblastos, células dendriticas e células endoteliais do pulmao, figado, cérebro e cordao
umbilical (SIROHI et al., 2017; PUERTA-GUARDO et al., 2019).

Inicialmente acreditava-se que a transmissdo ocorria apenas através da picada de
mosquitos do género Aedes, no entanto, apds a epidemia no Brasil em 2015, foi descrito que o
género Culex também ¢ capaz de transmitir o virus (GUEDES et al., 2017). Além disso,
principalmente durante a epidemia na Polinésia Francesa, foram descritas as formas nao
vetoriais, como a transmissdo sexual (FOY et al., 2011; MUSSO et al., 2015), perinatal
(BESNARD et al., 2014) e transfusional (MUSSO et al., 2014). Diferente de outros flavivirus,
o ZIKV ¢ capaz de ultrapassar a barreira placentdria e infectar os tecidos do feto em
desenvolvimento (MINER, 2017). Além disso, o RNA viral ja foi detectado no liquido
amniotico, urina e soro de maes cujos fetos apresentaram ma formagdes; € no soro de recém-
nascidos com microcefalia.

Estudos transversais avaliaram que o risco de transmissdo sexual ¢ mais comum de
homem para mulher, devido a persisténcia viral no s€émen por um periodo mais prolongado
(COUNOTTE et al., 2018; SANCHEZ-MONTALVA et al., 2018). Além do sémen, o ZIKV
foi detectado em fluido cervical, vaginal, saliva e urina. Para outros flavivirus, ainda ndo ha
evidéncias de transmissdo sexual em humanos (MEAD et al., 2018a). Ademais, estudos in
vitro observaram susceptibilidade de células humanas de Sertoli, prostaticas, testiculares e
espermatozoides a infec¢do pelo ZIKV (KUMAR et al., 2018; CHAN et al., 2016; SPENCER
etal., 2018; BAGASRA et al., 2017).

2.3.1. Epidemiologia do ZIKV

O ZIKV foi primeiramente isolado em 1947 na floresta Zika, em Uganda, do sangue
de macacos-sentinela durante um estudo sobre febre amarela (DICK; KITCHEN; HADDOW,
1952). A deteccao viral em mosquitos se restringia ao continente africano até que, em meados
da década de 1980, houve uma expansdo em sua distribuicdo geografica para a Asia
equatorial, incluindo India, Paquistao, Malasia e Indonésia (DARWISH et al., 1983;
MARCHETTE et al., 1969; OLSON et al., 1981).
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A primeira epidemia de ZIKV foi descrita em 2007, na Ilha de Yap, dos Estados
Federados da Micronésia. Como a ilha ndo ¢ habitat de macacos, ¢ considerado mais provavel
que a viagem de um humano ou mosquito infectado seja responsavel por esse surto
(GUILLAUMOT et al., 2009). Antes desta epidemia, nao haviam sido relatados casos fora da
Africa e Asia. Também ocorreram surtos em outras ilhas do Pacifico, como na Polinésia
Francesa em 2013. Durante essa epidemia, foi descrito aumento de casos com complica¢des
neurologicas e autoimunes (como a SGB). Antes disso, ndo haviam sido descritos casos
severos de infeccdo por ZIKV (IOOS et al., 2014). Esse surto foi seguido por casos na Ilha de
Pascoa, Ilhas Cook ¢ Nova Caledonia (CAO-LORMEAU et al., 2014; MUSSO & NILES,
2014; ROTH et al.,2014).

No ano de 2015, o ZIKV se espalhou rapidamente pelo continente americano e
continuou a circular na area do Pacifico. Estima-se que até o fim do ano de 2015, houve cerca
de 1.000.000 casos de ZIKV no Brasil, com relatos de casos autoctones a partir do més de
fevereiro de 2016 na maioria dos estados. Além disso, também foi observado aumento nos
casos de sindrome neuroldgica e cerca de 400 casos suspeitos de microcefalia no Nordeste no
mesmo ano (KINDHAUSER et al, 2016). Estudos sugeriram que esses casos seriam
decorrentes da infeccdo pelo ZIKV durante a gestacdo e que pessoas de condicdo de vida
precaria apresentaram uma prevaléncia maior nos casos de microcefalia em relagdo a
populacdo de boa condicdo (DE ARAUJO et al., 2016; SOUZA et al, 2018), devido a fatores
relacionados a proliferacdo do mosquito vetor, como falta de saneamento bdasico e
reservatorios de dgua nas residéncias.

Apds a epidemia na Polinésia Francesa, onde se verificou a associacdo com a
sindrome neurologica em adultos, como a Sindrome de Guillain-Barré¢ (CAO-LORMEAU et
al., 2016), mielite ¢ meningoencefalite (DA CRUZ et al., 2018), o ZIKV mostrou-se um
perigo para a saude publica. Além disso, também se destacam a microcefalia e anormalidades
oculares em neonatos decorrentes da transmissdo perinatal (COSTA et al., 2016), muito
observados durante a epidemia que aconteceu no Brasil, e que acometeu principalmente a

regido Nordeste, atingindo muitas familias pobres (Figura 6).



29

Figura 6: Difusdo espacial dos casos de microcefalia no Brasil, 2015-2016.
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Fonte: LOWE et al., 2018.

Nota: Durante o periodo de junho de 2015 a margo de 2016 ainda ndo havia evidéncias quanto a relagdo entre os
casos de microcefalia e ZIKV. No entanto, a dispersdo espacial dos casos de microcefalia seguiu a epidemia de
ZIKV, tendo atingido principalmente a regido Nordeste.

Devido ao grande numero de casos de microcefalia associado a circulagdo de ZIKV, a
Organizacao Mundial de Saude e Organizacdo Pan Americana de Satde declararam o ZIKV
como uma emergéncia de saude publica no ano de 2015 (PAHO & OMS, 2015a). Apos a
epidemia de ZIKV no Brasil, foram descritos casos em Cabo Verde, Colombia, Suriname,
Panama, El Salvador, México, Paraguai, Venezuela, Honduras e Guatemala (PAHO & OMS,
2015b). Atualmente, a infec¢do por ZIKV possui baixa incidéncia mundial, sendo responséavel
por alguns surtos sazonais, coincidindo com o periodo de reprodug¢dao dos mosquitos vetores

(CHEN et al., 2019). A SCZ (sindrome congénita relacionada a infec¢ao pelo ZIKV) tornou-
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se um agravo de notificagdo compulséria, com os casos suspeitos de gestantes ou recém-
nascidos notificados no SINAN (Sistema de informac¢do de notificagdo de agravos de
notificacao) e confirmados, no RESP (Registro de eventos de saude publica) (BRASIL,
2017).

2.3.2. Fisiopatologia do ZIKV

O ZIKV, em geral, ¢ responsavel por uma doenga autolimitada de sintomas
moderados, com 4 a 10 dias de incubagdo. Seus principais sintomas sdo bastante similares as
demais arboviroses. As manifestagdes clinicas consistem em cefaleia, conjuntivite, hipertrofia
ganglionar, febre, artralgia, mialgia, fatiga, rash cutanea e coceira (PLOURDE & BLOCH,
2016) (Figura 7). Apesar de estar descrita desde 1952 na literatura, a infec¢dao por ZIKV nao

recebia a devida atencdo, devido aos casos esporadicos nos continentes africano e asiatico.

Figura 7: Sintomas da infec¢ao causada pelo virus Zika.
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Fonte: Ministério da Saude, disponivel em http://portalms.saude.gov.br/saude-de-a-z/zika-virus, acesso em
01/03/2019.

Nota: O virus Zika geralmente causa uma doenga de acometimento moderado, de sintomas semelhantes as
demais arboviroses, como dor de cabeca, rash cutinea, febre, hipertrofia ganglionar, coceira, inchaco nas
articulagdes, conjuntivite e dor nas articulagdes e musculos. No entanto, em alguns casos hd o acometimento
neurologico, podendo acarretar em sindrome neurolégica.
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Pesquisas acerca da patogénese do ZIKV demonstraram que além do cérebro, o RNA
viral pode ser detectado no figado e rim de camundongos (YADAYV et al., 2017) e macacos
Rhesus (DUDLEY et al., 2017) apos infec¢ao por picada de mosquitos infectados. Também
foi descrito que um dos efeitos da infeccao por ZIKV ¢ a indugao de resposta inflamatoria
através da secre¢do de IL-1p, observada no cérebro, bago, figado e rim de camundongos A129
infectados (WANG et al., 2018).

Analises post mortem observaram que pacientes infectados por ZIKV apresentaram
necrose hepatocelular, edema, esteatose multifocal e infiltrado inflamatério em analises
histopatologicas do figado (AZEVEDO et al., 2016). Além disso, foi descrito na China um
caso fatal, no qual o paciente desenvolveu disfun¢do hepatica severa e alteracdes na
coagulagdo ap6s acometimento por ZIKV (WU et al., 2017). Além disso, estudos sugerem
que o ZIKV pode se replicar de forma constante em alguns tipos celulares, como foi
observado em células progenitoras neurais humanas da linhagem hNP e células epiteliais do
tubulo proximal da linhagem HK2, sugerindo potenciais reservatorios do virus no corpo
humano (HANNERS et al.,, 2016; CHEN et al.,, 2017). Além disso, ja foi descrita a
persisténcia do ZIKV em amostras de sémen por cerca de 3 meses em pacientes sintomaticos
(MEAD et al., 2018b; MANSUY et al., 2016).

Estudos in vitro realizados com infec¢do pelo ZIKV em hepatocitos imortalizados
(células imortalizadas derivadas de tumor hepatico das linhagens Huh7 e HepG2) e células
hepatécito-like derivadas de células-tronco humanas pluripotentes demonstraram que essas
linhagens sdo capazes de suportar o ciclo de replicagdo viral e apresentaram efeito citopatico
(CPE) (SHERMAN et al., 2019; TRICOT et al., 2018). No entanto, aspectos relacionados ao
processo de reparo hepatico ainda ndo foram avaliados. Foram realizados trabalhos
relacionando CEHs e infecgdo viral, nos quais foi observada superexpressao de alguns fatores
fibrogénicos, no entanto apenas com HCV e HIV (AKIL et al., 2019; GANESAN et al., 2018;
DEVHARE et al., 2017).

Durante a execugdo desse estudo, pretendeu-se avaliar a permissividade dos
hepatéeitos e CEHs de linhagem quanto a infeccao pelo ZIKV, a taxa de replicagao do virus
nessas células e as possiveis implicagdes na viabilidade celular e na expressdo de fatores

envolvidos no processo de fibrogénese hepatica.
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3. JUSTIFICATIVA

Apesar de encontrarmos na literatura descricdo do virus Zika desde 1952, o
conhecimento adquirido sobre coinfec¢des ainda ¢ bastante restrito. Tendo em vista sua rapida
expansdo na distribui¢do geografica, além de rotas de transmissdo em comum com as
hepatites B e C, ¢ muito provavel que tenham ocorrido casos de coinfec¢do entre o virus e
doencas hepaticas previamente estabelecidas. Ainda nao existem dados epidemiologicos
concretos acerca dessa infec¢do concomitante, porém alguns relatos de caso pontuais
descrevem o acometimento hepatico decorrente da infecgdo por ZIKV, além de estudos post-
mortem, nos quais foi possivel observar a presenca do RNA viral no figado, rim e cérebro.

No figado ocorrem inumeros processos complexos, fisiologicos e patologicos, que
envolvem diferentes populagdes celulares. Possivelmente o decorrer e o resultado desses
processos podem ser influenciados pela infec¢do viral, devido a resposta inflamatoria em
resposta ao virus ou a propria toxicidade viral. Dessa forma, esse estudo se prop0s a verificar
a capacidade infectiva do virus Zika sobre os hepatocitos e células estreladas hepaticas, tendo
como foco avaliar o processo de lesao das células hepaticas associado a infec¢ao pelo ZIKV,
analisando as possiveis alteracdes em fatores envolvidos no processo de cicatrizagdo e reparo
do figado decorrentes da infecgdo. Com os dados obtidos neste trabalho, espera-se contribuir
com a literatura, acrescentando novas informagdes sobre a infec¢ao pelo ZIKV e sua

fisiopatologia.



4. HIPOTESE

O virus Zika infecta hepatocitos e células estreladas hepaticas e inibe o processo de

reparo hepatico.

33



34

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral

Verificar se hepatocitos e células estreladas hepaticas sao permissivos a infecgdo pelo ZIKV e

suas implicagdes no reparo hepatico.

5.2. Objetivos especificos

Verificar a capacidade de infec¢do pelo ZIKV nas linhagens celulares HepG2, LX-2 e GRX;

Caracterizar e comparar aspectos ultraestruturais das linhagens celulares HepG2, LX-2 e

GRX apos infec¢ao pelo ZIKV.

Determinar a viabilidade das linhagens celulares HepG2, LX-2 e GRX apo6s infeccao pelo
ZIKV;

Avaliar a produgdo de citocinas pro-fibrogénicas e pro-inflamatorias nas linhagens celulares

HepG2, LX-2 e GRX apos infecgdo pelo ZIKV;
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6. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Nessa se¢do serdo descritos os procedimentos e materiais que foram utilizados durante a

execucao deste trabalho.

6.1. CULTIVO DAS LINHAGENS CELULARES

Todas as linhagens cultivadas apresentam capacidade de aderéncia ao pléstico e foram
cultivadas em DMEM (Gibco, South America) suplementado com diferentes concentragdes
de soro fetal bovino - SFB (Gibco, USA) e solucdo de penicilina/estreptomicina a 1% (Gibco,
USA) e mantidas em estufa a 37°C e com 5% de CO,. Apds atingirem 70%-90% de
confluéncia, as células eram lavadas com PBS e tratadas com solu¢do de tripsina 0,2% +
EDTA 0,02% e repassadas numa propor¢ao de 1:4. A troca do meio de cultura foi realizada a

cada 3-4 dias apos a passagem. As células foram visualizadas através de microscopia Optica.

6.1.1. HepG2

Linhagem de célula imortalizada com morfologia semelhante a células epiteliais,
isolada de hepatoblastoma primario humano e caracterizada como hepatocito imortalizado.
Foi fornecida pela Dra. Valéria Pereira Hernandez do Laboratério de Imunopatologia e
Biologia Molecular, do Departamento de Imunologia do Instituto Aggeu Magalhdes (IAM —
FIOCRUZ PE). Foi mantida em cultivo com DMEM low glucose suplementado com 10% de
SFB.

6.1.2. LX-2

Linhagem de CEH estabelecida em 2005, obtida espontaneamente de tecido hepatico
humano, imortalizadas através de transfeccdo do antigeno T SV40 e selecionada em
condig¢des de baixa disponibilidade de SFB. Essas células foram gentilmente cedidas pelo Dr.
Scott L. Friedman (Division of Liver Diseases, na Icahn School of Medicine do Hospital
Mount Sinai). Foi mantida em cultivo com DMEM high glucose suplementado com 10% de

SFB.
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6.1.3. GRX

Linhagem imortalizada de CEH estabelecida em 1985, isolada de granulomas
hepaticos do figado de camundongos C3H/HeN infectados por penetracdo transcutanea de
cercarias de Schistosoma mansoni Cepa BH. Essas células foram adquiridas do Banco de
Células do Rio de Janeiro (BCRIJ, Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Rio de

Janeiro). Foi mantida em cultivo com DMEM low glucose suplementado com 10% de SFB.

6.1.4. Vero

Linhagem celular imortalizada de morfologia epitelial, isolada em 1962 a partir do rim
de macaco-verde africano (YASUMURA; KAWAKITA, 1963). Essa linhagem ¢é bastante
utilizada em procedimentos de virologia, pois possui susceptibilidade comprovada para varios

tipos de virus. Foi mantida em cultivo com DMEM low glucose suplementado com 10% de

SFB.

6.2. ESTOQUE VIRAL

O estoque de ZIKV utilizado nesse estudo foi a cepa ZIKV/H.
Sapiens/Brazil/PE243/2015, cedida pelo grupo de pesquisa Dr. Lindomar Pena do
Departamento de Virologia e Terapia Experimental (LaViTe) do Instituto Aggeu Magalhaes
(IAM — FIOCRUZ PE). Essa cepa foi isolada em 2015, de paciente exantematico no estado de
Pernambuco (GenBank sequence: KX197192.1). O estoque foi amplificado pelo crescimento
em cultura de células Vero e armazenado a -80°C em DMEM suplementado com 2% SFB
para posterior uso. A titulacdo das aliquotas foi feita utilizando o ensaio de TCID50 em

células Vero.

6.3. ENSAIO DE PLACA TCIDS50

Para analisar a capacidade de replicagdo viral nas linhagens celulares em estudo, foi
realizada a curva de crescimento viral one-step, na qual foram avaliadas as variaveis ‘tempo’
e ‘tipo celular’. Para isso, as linhagens celulares foram cultivadas na densidade de 1x10°
células em placas de cultura de 6 pogos e, apds 24h, foram infectadas com 300uL. de DMEM
contendo ZIKV na multiplicidade de infecgdo (MOI) de 0,1. Para realizar essa curva de

crescimento viral one-step também foi cultivada a linhagem de células Vero, que foi utilizada
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como comparativo, por ter efeitos citopaticos bem descritos durante a infeccdo pelo ZIKV
(COELHO et al., 2017; NIKOLAY et al., 2018).

Apo6s o intervalo de 1h, os pogos foram lavados 2 vezes com PBS e cultivados em
3mL de DMEM suplementado com 2% de SFB e 1% de penicilina/estreptomicina. As células
foram fotografadas nos intervalos de 1, 3 e 5 dias apos a infec¢do, assim como foram
coletados 300uL de sobrenadante nos intervalos 12h, 24h, 48h, 72h, 96h e 120h apos
infecgao.

Os sobrenadantes coletados foram titulados em células Vero pelo método de TCIDS50,
onde ¢ calculada a quantidade de virus necessaria para produzir efeito citopatico em 50% das
células inoculadas. Células Vero foram plaqueadas na densidade de 10* células/poco em
placas de 96 pocos, e apos 24h, foram condicionadas com 50ul de diferentes dilui¢cdes do
sobrenadante, em 7 dilui¢des seriadas feitas em quadruplicata. Apos 1h, os pogos receberam
150pL de meio DMEM 2% SFB, para completar o volume final de 200uL. As placas foram
avaliadas em microscopio invertido para observagdo de possiveis efeitos citopaticos depois de
4 dias de incubacdo na estufa. O TCIDS50 foi calculado através de planilha no Microsoft
Office Excel versao 2013, pelo método de Reed-Muench, tendo como base quantos pocos

apresentaram efeito citopatico em cada uma das diluicdes.

6.4. ULTRAESTRUTURA

Para avaliar e comparar os efeitos da infec¢do pelo ZIKV nas linhagens estudadas foi

utilizada a técnica de microscopia eletronica de transmissao.

6.4.1. Microscopia eletronica de transmissiao

A caracterizagdo do efeito citopatico no nivel ultraestrutural, além da localizag¢do do
virus nas células infectadas foi realizada através da microscopia eletronica de transmissao. As
linhagens celulares foram cultivadas na densidade de 10° células/mL em garrafas T25cm?” de
cultura. As células do grupo infectado foram infectadas apds 24h, como descrito
anteriormente, enquanto que nas garrafas do grupo controle foi realizada a troca de meio.
Apos o intervalo de 3 dias depois da infec¢ao, o meio de cultura foi retirado cuidadosamente e
as c¢lulas foram lavadas em meio livre de soro e antibiodtico, seguido de lavagens com PBS
estéril. A fixacdo foi feita com solug¢do de glutaraldeido (2,5%) em cacodilato de s6dio 0.1M
(pH 7,2) por lh e apos isso, a pos-fixacdo, com tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto de

potassio 1,6%, por 1h. Entdo, as células foram lavadas com PBS e desidratadas em séries
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crescentes de acetona (70% - 90% - 100%). As células foram infiltradas em resina EPON 812
e emblocadas em estufa a 60°C. Os cortes (espessura entre 60nm — 70nm) foram feitos em
ultramicrétomo e contrastados com acetato de uranila. A analise das grades contendo o
material foi realizada no microscopio eletronico de transmissao JEOL 100CXII (JEOL,

Massachusets, USA).

6.5. ENSAIO DE VIABILIDADE

A viabilidade das linhagens celulares apos infeccdo pelo ZIKV foi determinada por
ensaio de XTT. Cada linhagem foi cultivada na densidade de 5x10° em placas de cultura de
96 pocos, em triplicata. Apos 24h, o ZIKV foi adicionado nos pog¢os no MOI de 0,1. Apds os
intervalos de 24h, 72h e 120h de infeccao, o meio foi retirado e os pogos foram lavados com
PBS. As células foram incubadas com 50ul de XTT diluido em meio livre de fenol
(concentracdo final de 0,25 mg/ml) por 4h. A reagdo se baseia no principio de que as células
vidveis reduzem o composto 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-
carboxanilida em cristais de formazan, que dao a coloragdo laranja a reagao. Apds o periodo
de incubacdo, as placas foram agitadas gentilmente para solubiliza¢do dos cristais. A leitura
da placa foi realizada no espectrofotometro leitor de microplacas (Thermo Scientific), no

comprimento de onda de 455nm, com correcdo de 570nm. A porcentagem de sobrevivéncia

foi calculada com a formula (ABS;nfectadas/ABSnio-infectadas) X 100.

6.6. ENSAIOS IMUNOLOGICOS

Para quantificar a produgdo de citocinas envolvidas no processo de reparo e
cicatrizagdo hepatica pelas linhagens celulares avaliadas, foram realizados os ensaios

imunologicos descritos nessa se¢ao.

6.6.1. CBA

A dosagem das citocinas IL-8, IL-1B, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70 humanas presentes
em amostras de sobrenadante coletadas nos intervalos de 24h, 48h, 72h e 96h apds infecgdo
pelo ZIKV no MOI de 0.1 foi feita utilizando o Kit CBA Inflamatério (BD Biosciences),
segundo as recomendacdes do fabricante. Foi adicionado 50ul de beads conjugadas a
anticorpos de captura, seguidos de 50ul de cada amostra (em triplicata) ou dilui¢ao do padrao
e 50ul de anticorpos de detec¢do conjugados ao fluorocromo PE. Apos o intervalo de

incubacdo de 3h em local protegido da luz, foi adicionado 1 ml da solucdo de lavagem em
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cada tubo, para que fossem centrifugados a 200 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado cuidadosamente e 300ul de solug¢do de lavagem foram adicionados aos tubos para
ressuspender os pellets. As reagdes foram lidas no citometro de fluxo (FACSCalibur) e os
dados foram avaliados de acordo com o padrao de migracao de cada analito no histograma

durante a aquisicao.

6.6.2. ELISA

Para a dosagem da citocina TGF-B1 presente em amostras de sobrenadante coletadas
nos intervalos de 24h, 48h, 72h e 96h apos infeccao pelo ZIKV no MOI de 0.1, foi utilizada a
técnica de ELISA Sanduiche com os kits Human/Mouse TGF-B1 (eBioscience, San Diego,
CA, USA) e Mouse IL-6 Quantikine ELISA (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Foram adicionados 100ul dos anticorpos de captura
por pogo em placas de 96 pocos. As placas foram incubadas overnight em camara Uimida e
refrigerada. Entdo, apds uma série de lavagens, a curva-padrao foi feita através de diluig@o
seriada e 100ul das amostras foi adicionado aos seus respectivos pogos, em duplicata. Apds
incubagdo overnight (para otimizar a sensibilidade), as placas foram lavadas e foram
adicionados os anticorpos de detec¢ao conjugados a biotina (100ul/pogo). Ap6s incubadas por
2h e lavadas, as placas foram incubadas com 100pul da enzima peroxidase e, entdo, novamente
lavadas para posterior adicdo de 100ul do substrato TMB. A reacdo do substrato com a
enzima conjugada aos anticorpos aderidos a placa confere a colora¢ao azul aos pogos. Para
interromper a reagao, foi adicionado 100ul de acido sulftrico (H,SO4). A leitura da densidade
optica foi determinada por leitor de microplacas (Thermo Scientific), no comprimento de

onda de 570nm. A concentragdo das citocinas foi calculada em pg/mL.

6.7. ENSAIOS MOLECULARES

Para realizar a quantificagdo da carga viral relativa do ZIKV nas amostras foram

realizados os processos descritos nessa se¢ao.

6.7.1. Extracao de RNA total

As linhagens celulares foram cultivadas na densidade de 1x10° células/pogo em placas
de cultura de 6 pocos e, apos 24h, foram infectadas com ZIKV como descrito anteriormente.
Apos o intervalo de 12h, 24h, 48h, 72h, 96h e 120h dpi, as células foram lavadas com PBS e

tripsinizadas. Os pellets celulares foram ressuspendidos utilizando 1ml de Trizol (Invitrogen).
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Para isolamento do RNA dos demais componentes, foi adicionado 200ul de cloroférmio,
seguido de homogeneizag¢ao por 15 segundos e centrifugagdo a 12000 x g por 15 minutos,
para separacdo. A fase superficial e translucida (RNA) foi cuidadosamente removida para um
novo tubo. O RNA foi precipitado em 500ul de isopropanol absoluto overnight a -20°C.
Posteriormente, os tubos foram centrifugados por 10 minutos e os pellets, lavados com 500uL
de etanol 70% e centrifugados por mais 15 minutos. O material foi ressuspendido em 22pL de
agua ultra-pura. O RNA total foi entdo submetido a uma corrida em gel de agarose 1,5%
corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain (Applied Biosystems) para verificagdo de sua
integridade e sua concentragdo foi quantificada utilizando o espectrofotometro NanoDrop D-

1000. O RNA total foi tratado com a enzima DNase 1.

6.7.2. RTPCR

Para confirmacgdo da infec¢do e quantificacdo da carga viral total de ZIKV presente
nas amostras isoladas nos intervalos de 24h, 48h, 72h, 96h e 120h dpi, também foi realizada a
técnica de RT-PCR, utilizando o kit molecular ZDC (Biomanguinhos). Para isso, a placa com
o mix contendo 1,0 ug de RNA total, enzima RT, primers ZC e sondas ZC foi incubada no
ABI Prism 7500 (Applied Biosystems). O procedimento foi realizado nas condigdes de 45
ciclos de 95°C por 15 minutos, 50°C por 2 minutos, 95°C por 15 segundos e 60° por 1 minuto.
Assim como indicado pelo fabricante, foram consideradas negativas amostras que

apresentaram valores de Ct maiores que 38 ciclos.

6.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos em valores médios (média = DP). Inicialmente, os dados
quantitativos foram submetidos a um teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e baseados no
valor de P, os dados foram submetidos a um teste paramétrico (one way ANOVA), ou nao-
paramétrico (Kruskal-Wallis, com pds-hoc de Dunn). Os dados da curva de crescimento viral
foram inicialmente submetidos ao teste two way ANOVA, para avaliar a interagdo entre as
variaveis ‘tempo’ e ‘linhagem celular’. A partir disso, os valores de titulo viral nas diferentes
linhagens foram comparados entre si dentro de cada periodo avaliado, utilizando two way
ANOVA com pos-hoc de Tukey. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa Graphpad Prism (versdo 5.0, San Diego, CA, USA). O valor de P < 0.05 foi

considerado estatisticamente significativo.
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7. CONSIDERACOES ETICAS

Para este estudo foram utilizadas trés linhagens celulares estabelecidas (GRX, LX-2 e

HepG2) que ndo necessitaram de aprovagédo pela Comissdo de Etica.
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8. RESULTADOS

Nessa se¢ao serao descritos os resultados obtidos nos experimentos e suas respectivas

analises.

81. AS LINHAGENS CELULARES HEPG2, GRX E LX-2 SAO
PERMISSIVAS A INFECCAO PELO ZIKV

Foi observado que as linhagens celulares avaliadas nesse trabalho se apresentaram

permissivas a infec¢do pelo ZIKV.
8.1.1. Replicacao viral nas linhagens celulares

A curva de crescimento viral foi executada para avaliar a infectividade e replicagcdo do
ZIKV nas células hepaticas in vitro. Todas as linhagens celulares avaliadas se mostraram
permissivas a infec¢do. Apos titulagdo e calculo do TCID50, foi observado que as quatro
curvas de crescimento viral se mostraram distintas (Figura 8). No primeiro intervalo
observado, de 12 horas, nao foi observado titulo viral detectavel em nenhuma das linhagens
celulares. Tal fato pode ser explicado pela fase de eclipse viral, que se refere ao periodo no
qual o virus em questdo leva para penetrar na membrana celular e iniciar a sintese das

particulas virais.
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Figura 8: Curva de crescimento one-step do ZIKV nas linhagens Vero, HepG2, LX-2 e GRX.
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Fonte: A autora.

Nota: Dados referentes a producdo de particulas virais infecciosas nas linhagens celulares estudadas. Os
resultados foram denotados em cores distintas para facil visualizagdo. Em preto: Linhagem Vero; Em vermelho:
Linhagem HepG2 (hepatécito); Em azul: Linhagem LX-2 (CEH humana); Em verde: Linhagem GRX (CEH
murina). TCID50/mL: Dose Infectiva em 50% da cultura de tecidos/mililitro. Asteriscos denotam dados
estatisticamente significantes em relacdo a linhagem controle de células VERO em cada intervalo especifico
(*¥** = p<0.001; ** = p<0.01; * = p<0.05).

A partir das primeiras 24 horas apos infec¢do, apenas as linhagens Vero e LX-2
apresentaram replicagdo viral detectdvel. As células Vero atingiram pico de replicacdo no
intervalo de 48 horas (com 7,99 x 10° TCID50/mL) ¢ a partir desse momento, os valores de
titulo decaem, porém, mantém o titulo viral acima das outras linhagens em todos os intervalos
avaliados. J4 a linhagem de hepatocitos HepG2 apresentou replicagdo viral detectavel a partir
das 48 horas, com pico replicativo nas 96 horas ap0s infec¢do (com 5,874 x 10° TCID50/mL).
A partir desse intervalo, os valores de titulo de Vero e HepG2 apresentam diferencas
estatisticas quando comparados com a linhagem LX-2 e GRX, mas ndo entre si. A partir das
96 horas apos infec¢do, a linhagem HepG2 se mostrou tdo eficaz na produgdo de particulas
virais quanto a linhagem Vero.

As linhagens de CEHs LX-2 e GRX ndo apresentaram picos nos valores de titulo viral
em nenhum dos intervalos, mantendo valores aproximados do comeco ao fim. No entanto, tais
valores apresentaram diferengas estatisticas mutuamente a partir do primeiro intervalo, com
LX-2 produzindo cerca de 3,491 x 10* TCID50/mL ¢ GRX, 1,2 x 10? TCID50/mL, em média,

durante o experimento. O tempo ¢ responsavel por 43,63% da varidncia total, enquanto que a
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linhagem celular ¢ responséavel por 34,31%. Se ndo houvesse interagdo, existiria menos de
0,01% de probabilidade deste evento ser observado aleatoriamente. Ambas sdo interagdes

significantes (p<0,0001).

8.1.2. Efeito citopatico

Os ensaios de cultura celular realizados com células imortalizadas de hepatdcitos
(HepG2) e células estreladas hepaticas (GRX e LX-2) demonstraram morfologias
caracteristicas das linhagens utilizadas, apresentando aspecto epitelidide e fibroblastoide,
respectivamente. Tendo em vista a propor¢ao de 1:4 por repique, as linhagens HepG2 e GRX
apresentaram capacidade proliferativa aumentada quando comparadas a linhagem LX-2.
Enquanto que as primeiras atingem confluéncia de 80% com um intervalo curto (entre 3 a 4
dias), as células LX-2 levaram cerca de 10 a 15 dias para atingir a confluéncia desejada e
requeriam um meio como maior concentracdo de glicose para se proliferar (DMEM high
glucose).

A linhagem GRX ¢ capaz de crescer além da monocamada quando atingem
confluéncia acima de 80%, proliferam-se uma sobre as outras, formando estruturas de hills
and valleys, como descrito durante seu isolamento (BOROJEVIC et al., 1985). Enquanto que
as células LX-2 apresentaram o crescimento moderado e aparéncia achatada durante
visualizagao em microscopio invertido.

Durante os ensaios de infec¢ao viral, foi observado que nenhuma das linhagens
celulares avaliadas apresentou efeito citopatico aparente no intervalo de 24 horas apos infecgao.
Isso se deve ao curto periodo de tempo, no qual o virus ainda ndo atingiu um titulo capaz de
causar algum dano visivel a célula hospedeira.

Assim como ¢ esperado para esta linhagem, as células Vero apresentaram efeito
citopatico caracteristico decorrente da infeccdo viral apds 72 horas de infecgdo. Foi possivel
observar que o virus acarretou em alteragdes na permeabilidade celular, levando a turgidez
(“rounding”), vacuolizacao e individualizacao das células (Figura 9). O pico na replicagao
viral de ZIKV na linhagem de célula Vero coincide com os efeitos citopaticos observados
durante o experimento. Em comparacdo, as demais linhagens celulares ndo apresentaram

nenhum efeito citopatico nesse periodo.
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Figura 9: Linhagens celulares infectadas por ZIKV e controles (MOCK) nos intervalos de 1, 3 e 5 dias apds a infecgao.

ZIKV MOCK ZIKV MOCK ZIKV MOCK

HepG2

Vero
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Fonte: A autora.
Nota: As células foram fotografadas com camera fotografica acoplada ao microscopio invertido.
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Por fim, durante a observagdo do ultimo intervalo avaliado, de 5 dias apods infecg¢ao,
foi possivel observar efeito citopatico mais agressivo na linhagem Vero, que apresentou
destacamento da superficie da placa e acimulo de debris no sobrenadante. Isso indica que
grande parte das células havia morrido, além do inchago celular inicial que podia ser
observado nas células aderidas que restaram.

Nas linhagens HepG2 e LX-2, as células controles apresentam-se confluentes,
enquanto que nos pogos infectados foi observado destacamento da superficie e poucas células
aderidas, indicando efeito citopatico decorrente da infec¢do viral. Além disso, em uma
pequena parte das células LX-2 aderidas pode ser observada vacuolizacdo. Enquanto que na
linhagem GRX, ndao foi observada diferenca entre as células controles e infectadas,

demonstrando que essas cé¢lulas ndo apresentam efeito citopatico para infec¢ao do ZIKV.

Tendo em vista os resultados da curva viral, dentre as linhagens de interesse deste
trabalho, a HepG2 ¢ a que produz as maiores titulagdes virais e o intervalo em que o efeito
citopatico pdde ser observado condiz com o pico de replicagdo viral: a partir de 96 horas.
Quanto as células estreladas, a LX-2 ndo produz grandes valores de titulo e, no entanto,
apresentou efeito citopatico no ultimo intervalo avaliado, o que sugere susceptibilidade
celular pronunciada. Por fim, a linhagem GRX manteve-se vidavel durante todo os periodos

avaliados, o que pode ser explicado pelos baixos titulos virais que produz.

8.1.3. Quantificacdo da carga viral

A confirmagdo da infec¢cdo nas amostras de cultura celular foi realizada utilizando
amostras de 120 horas apds infeccao, para executar a técnica de RT-PCR. Do ponto de vista
qualitativo, a infec¢do viral foi confirmada, tendo em vista que houve amplificagdo nas
amostras provenientes de todas as linhagens. Do ponto de vista quantitativo, a amplificagao
precoce observada na linhagem Vero, apos 14,5 ciclos, indica que o virus estava presente em
maior quantidade. A linhagem HepG2 amplificou apds 17 ciclos, enquanto que a LX-2, apos

21,7 ciclos, indicando menores titulos virais.
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8.1.4. Analise ultraestrutural

O ZIKV foi visualizado em células representativas utilizando a técnica de
miscroscopia eletronica de transmissdao. A linhagens foram avaliadas 72 horas apds infecgao,
em busca de alteragdes morfologicas. A linhagem Vero apresentou hipertrofia do reticulo
endoplasmatico associado a compartimentos vesiculares contendo particulas virais e
interconexdes nas redes de microtiibulos (Figura 10 B-D) em comparacao ao controle (Figura

10 A).

Figura 10: Ultraestrutura das células Vero.

Fonte: A autora.

Nota: Imagens referentes a analise ultraestrutural da linhagem Vero. (A) Vero ndo infectada (MOCK),
apresentando o nucleo (N) de duas células adjacentes, mitocondrias eletrodensas (setas), reticulo endoplasmatico
(ponta de setas) e vacuolos (v). (B) Vero infectada pelo ZIKV, apresentando reticulo endoplasmatico
hipertrofiado (setas). (C) Vero infectada em maior detalhe, com reticulo endoplasmatico hipertrofiado composto
por rede de inimeros tubulos interconectados (setas). (D) Vero infectada em maior detalhe com a presenga de
virus dentro dos tiibulos do RE (setas).
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A linhagem de hepatocitos HepG2 infectada pelo ZIKV apresentou autofagossomos
particulas virais periféricas proximas a rede de microtubulos (Figura 11 B) em comparacao ao
controle (Figura 11 A). Além disso, também se observa mitocondrias contendo vesiculas

internas e acaimulo de material amorfo no citoplasma e vactiolos (Figura 11 C-D).

Figura 11: Ultraestrutura das células HepG2.

Fonte: A autora.

Nota: Imagens referentes a analise ultraestrutural da linhagem HepG2. (A) HepG2 ndo infectada (MOCK),
apresentando nucleo ovalado (N), numerosas mitocondrias (m) e reticulo endoplasmatico (setas). (B) HepG2
infectada pelo ZIKV, apresentando autofagossomos (setas) e particulas virais (setas ¢argas) proximo a uma
matriz tubular (M). (C) HepG2 infectada apresentando complexo de Golgi (G) e mitocondrias eletrondensas,
contendo estruturas vesiculares (setas). (D) HepG2 infectada apresentando intimeros vacuolos contendo
possivelmente glicogénio (v) e o citoplasma apresenta grande acimulo deste material amorfo (seta larga).

A linhagem de CEHs humanas [LX-2 infectada pelo ZIKV apresentou hipertrofia no
reticulo endoplasmatico com formagdo de vesiculas contendo particulas virais e formacao de

matriz tubular (Figura 12 B-D) em comparagao as células nao infectadas (Figura 12 A).
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Figura 12: Ultraestrutura das células LX-2.

200 nm

Fonte: A autora.

Nota: Imagens referentes a analise ultraestrutural da linhagem LX-2. (A) LX-2 ndo infectada (MOCK),
demonstrando presenga de nucleo (N), mitocondrias (m), reticulo endoplasmatico (setas), vactolos (v) e reticulo
endoplasmatico (seta). (B) LX-2 infectada pelo ZIKV, apresentando reticulo endoplasmatico hipertrofiado
(setas) e formagdo de uma matriz tubular e producdo de vesiculas (seta larga). (C) LX-2 infectada com maior
detalhe da formacdo de particulas virais no interior de vesiculas da matriz tubular do reticulo endoplasmatico
(setas largas). (D) LX-2 infectada apresentando intimeras particulas virais associados & membranas do reticulo
endoplasmatico.

A linhagem de CEHs murinas GRX infectadas pelo ZIKV apresentou maior numero
de vacutolos e hipertrofia do reticulo endoplasmatico (Figura B-C) quando comparadas as
células controle (Figura 13 A). Além disso, também ¢ possivel observar algumas mitocondrias
apresentando perda de cristas e corpos lamelares (Figura 13 D). Particulas virais podem ser
observadas em maior quantidade no grupo infectado, no entanto também foram encontradas
no grupo controle. O trabalho de Borojevic e colaboradores em 1985, que descreve o
isolamento dessa linhagem celular, identificou a presenca de particulas virais, as quais foram

descritas como esféricas e correspondentes a retrovirus em tamanho.
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Figura 13: Ultraestrutura das células GRX.

Fonte: A autora.

Nota: Imagens referentes a analise ultraestrutural da linhagem GRX. (A) GRX nio infectada (MOCK), com
presenca de nucleo (N), mitocondrias (setas), reticulo endoplasmatico (ponta de setas), vacuolos (v) e Complexo
de Golgi (G) e particulas virais (asterisco). (B) GRX infectada pelo ZIKV apresentando nucleo (N), mitocondria
eletrodensa (seta) e inimeros vacuolos (v). (C) GRX infectada com nucleo (N), reticulo endoplasmatico dilatado
(setas) e vactiolos (v) e particulas virais (seta larga). (D) GRX infectada com nticleo (N), mitocondrias
eletrodensas com perda de cristas (setas) e inumeros corpos lamelares (L).

8.2. A INFECCAO PELO ZIKV DIMINUI A VIABILIDADE DAS
LINHAGENS CELULARES HEPG2, GRX E LX-2

Foi observado que a infec¢do pelo ZIKV acarretou na diminuicdo da viabilidade

celular das linhagens celulares avaliadas neste trabalho com o decorrer do tempo.
8.2.1. Ensaio de XTT

O ensaio de XTT foi realizado para avaliar a sobrevivéncia das linhagens celulares
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apods infeccdo viral. Este ensaio ¢ baseado na mudanca de coloragdo observada no meio
resultante da reducdo extracelular do composto XTT em cristais de formazan soluveis,
realizada por células vidveis. Foi observado que a partir das primeiras 24 horas apenas a
linhagem HepG2 apresentou diminuicdo relevante na viabilidade celular (caindo para 80%).
Com 72 horas, as linhagens HepG2 e LX-2 apresentaram diminui¢do mais drastica, com 66 e
54% de viabilidade, respectivamente, enquanto que as demais ndo demonstraram queda

significante (Figura 14).

Figura 14: Curva temporal de viabilidade apos infeccdo pelo ZIKV nas linhagens Vero,
HepG2, LX-2 e GRX
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Fonte: A autora.
Nota: Dados referentes a redugdo do composto XTT em cristais de formazan soliiveis no meio pela enzima
NADH presente na mitocondria de células vidveis apds infeccdo viral, avaliados quanto a intervalo de tempo. Os
resultados foram denotados em cores distintas para facil visualizagdo. Em preto: Linhagem Vero; Em vermelho:
Linhagem HepG2; Em azul: Linhagem LX-2; Em verde: Linhagem GRX. Asteriscos denotam dados

estatisticamente significantes em relacdo a linhagem controle de células VERO em cada intervalo especifico
*** = p<0.001; ** = p<0.01; * = p<0.05).

No ultimo intervalo avaliado (120 horas apos infeccdo), as células
apresentaram o mesmo padrdo observado anteriormente: HepG2 e LX-2 demonstram ser as
linhagens mais prejudicadas (41 e 47%, respectivamente); ao passo que, curiosamente, GRX e

Vero apresentam viabilidade acima de 80% (82 e 81%, respectivamente).
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Avaliando a curva de cada linhagem ao longo dos intervalos, observa-se que as
linhagens HepG2, LX-2 e Vero apresentaram diminui¢do a partir do intervalo de 72 horas
apos a infecgdo (Figura 15 A, B e D, respectivamente); e dentre elas, a LX-2 demonstra queda
mais abrupta. Enquanto isso, a linhagem de célula estrelada GRX apresenta uma resposta

mais tardia, com uma pequena queda na viabilidade celular apenas apds 120 horas (Figura 15
O).

Figura 15: Ensaio de viabilidade celular apo6s infeccdo pelo ZIKV nas linhagens Vero,
HepG2, LX-2 e GRX
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Fonte: A autora.

Nota: Dados referentes a redugdo do composto XTT em cristais de formazan soliiveis no meio pela enzima
NADH presente na mitocondria de células viaveis apos infec¢do viral, avaliados quanto a linhagem. Os
resultados foram denotados em cores distintas para facil visualizagdo. A: Linhagem HepG2; B: Linhagem LX-2;

C: Linhagem GRX; D: Linhagem Vero. Asteriscos denotam dados estatisticamente significantes (*** =
p<0.001; ** =p<0.01; * = p<0.05).
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Considerando os dados, a interagdao entre as variaveis ‘linhagem celular’ e ‘tempo’ ¢
significante (p<0,0001) e denota 17,9% da variancia total. Ambas as varidreis apresentam
efeito sobre o resultado final e refletem 20,4% e 53,1% da variancia total do resultado final.
Tal efeito ¢ considerado muito significante e a chance do mesmo resultado ser observado de

forma aleatoria em um experimento desse tipo ¢ menor que 0,01%.

8.3. A INFECCAO PELO ZIKV ALTERA VIAS DE IMUNOMODULACAO
DO REPARO HEPATICO NAS LINHAGENS CELULARES HEPG2,
LX-2 E GRX

Foi observado que a infecgdo pelo ZIKV alterou algumas vias de citocinas pro-

inflamatoérias/pro-fibrogénicas o relacionadas a imunomodulagdo apds infecgdo pelo ZIKV.

8.3.1. Citocina pro-fibrogénica TGF-p1:

A concentracdo da citocina pro-fibrogénica TGF-f1 foi quantificada a partir do
sobrenadante de células das linhagens HepG2, LX-2 e GRX infectadas e controles (MOCK)
nos intervalos de 24h, 48h, 72h e 96h. Na linhagem de hepatocitos foi observado aumento na
producao de TGF-B1 a partir de 72 horas de infec¢ao (Figura 16), enquanto que, no controle,
as células apresentaram concentra¢des aproximadas em todos os intervalos avaliados (em

média, 47 pg/ml).
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Figura 16: ELISA sanduiche da citocina TGF-1 da linhagem HepG2.
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Fonte: A autora.

Nota: Grafico produzido utilizando o GraphPad Prism Versdo 5.1. Concentragdes de TGF-B1 em pg/mL nos
intervalos de 24h, 48h, 72h e 96h na linhagem de hepatocitos HepG2. As colunas pretas se referem as células
infectadas, enquanto as cinzas, as células controle (MOCK — sem infeccdo). Asteriscos denotam dados
estatisticamente significantes (*** = p<0.001; ** = p<0.01; * = p<0.05).

Nas células HepG2 infectadas, observa-se que a producao inicial de TGF-B1 de, em
média, 47,8 pg/ml, elevou-se para 60,9 pg/ml no intervalo de 72 horas e manteve valores
aproximados em 96 horas. Ja nas células controle, podemos observar que as concentragdes se
mantiveram semelhantes em todos os intervalos avaliados, com média de 47 pg/ml.

A interagdo entre as variaveis ‘tempo’ e ‘infec¢do’ € significante (p<0,0001) e denota
23,3% da variancia total do resultado observado para producdo de TGF-B1 pelas células
HepG2. O tempo transcorrido ndo teve efeito independente no resultado final, denotando
7,6% da variancia total, enquanto que a infec¢@o tem efeito significante sobre o resultado final
e ¢ responsavel por 26,3% da variancia total. Caso ndo houvesse efeito, existe 0,001% de
chance do mesmo resultado ser observado aleatoriamente em um experimento assim.

Quanto a linhagem LX-2, foi observado aumento gradual na produ¢do de TGF-B1 a
partir de 48 horas apds infec¢ao (Figura 17). Enquanto que as células do grupo controle sé

apresentaram algum aumento na concentracao da citocina apos 96 horas de cultivo.
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Figura 17: ELISA sanduiche da citocina TGF-B1 da linhagem LX-2.
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Fonte: A autora.

Nota: Grafico produzido utilizando o GraphPad Prism Versdo 5.1. Concentragdes de TGF-B1 em pg/mL nos
intervalos de 24h, 48h, 72h e 96h na linhagem de células estreladas humanas LX-2. As colunas pretas se referem
as células infectadas, enquanto as cinzas, as células controle (MOCK — sem infec¢do). Asteriscos denotam dados
estatisticamente significantes (*** = p<0.001; * = p<0.05).

No primeiro intervalo, tanto as células LX-2 infectadas quanto as células controles
apresentaram concentragdes aproximadas, de 280 pg/ml, em média. Durante os intervalos de
48 e 72 horas, pode-se observar que as células infectadas produziram, em média, 235% a mais
do que foi observado no controle (743,9 e 315,9 pg/ml, respectivamente). Ja no ultimo
intervalo, as células infectadas produziram cerca de 979,8 pg/ml, enquanto que as células ndo
infectadas so apresentaram aumento na concentrac¢do dessa citocina nesse intervalo (média de
590 pg/ml).

Apo6s andlise, observou-se que a interacdo entre as variaveis ‘tempo’ e ‘infeccao’ ¢€
significante (p<0,0001), representando 10,2% da varidncia total. Tanto o tempo quanto a
infeccdo tém efeito sobre o resultado final, representando 42,6 e 35,2 da variancia total,
respectivamente. Existe menos de 0,01% de chance do mesmo resultado ser observado de
forma aleatoria em um experimento desse tipo.

De forma semelhante ao perfil observado na LX-2, a linhagem GRX apresentou
crescimento gradual na produgdo da citocina TGF-B1 apds infeccdo pelo ZIKV no decorrer

dos intervalos observados (Figura 18), enquanto que as células controles demonstraram
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aumento na concentracdo da citocina apds 48 horas, mantendo valores aproximados nos

demais periodos.

Figura 18: ELISA sanduiche da citocina TGF-B1 da linhagem GRX.
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Fonte: A autora.

Nota: Grafico produzido utilizando o GraphPad Prism Versdo 5.1. Concentragdes de TGF-B1 em pg/mL nos
intervalos de 24h, 48h, 72h e 96h na linhagem de células estreladas murinas GRX. As colunas pretas se referem
as células infectadas, enquanto as cinzas, as células controle (MOCK — sem infec¢do). Asteriscos denotam dados
estatisticamente significantes (*** = p<0.001).

E possivel observar que a concentragio da citocina nas células GRX infectadas no
primeiro intervalo avaliado ¢ semelhante ao observado nas células controle (em média 514
pg/ml). Até o periodo de 48 horas as concentra¢des da citocina se mantém aproximados entre
os dois grupos, em média de 998,2 pg/ml. A partir do intervalo de 72 horas, o grupo infectado
se destaca, produzindo 1287,3 pg/ml de TGF-B1, comparando a 1000,8 pg/ml do controle. A
tendéncia de aumento se mantém no ultimo intervalo, com média de 1626,7 pg/ml no grupo
infectado, enquanto o grupo controle continua com valores aproximados aos anteriores.

Foi observado que, para a produ¢ao de TGF-B1 pela linhagem GRX, a interagdo entre
as variaveis ‘tempo’ e ‘infeccdo’ € significante (p<0,0001) e denota 17% da variancia total.

Além disso, ambas as variaveis tém efeito sobre o resultado final observado, sendo o tempo
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responsavel por 72,2% da variancia total, e infeccdo, 8,16%. Se eles ndo tivessem efeito
algum sobre o resultado, a chance do mesmo ser observado em um experimento desse tipo de
forma aleatoria seria menor do que 0,01%.

Comparando as trés linhagens avaliadas entre si podemos observar que as duas
linhagens de células estreladas hepaticas produzem a citocina TGF-f1 em maior quantidade
quando comparadas a linhagem de hepatédcitos HepG2 (a GRX cerca de 40 vezes mais e LX-
2, 24 vezes mais). Além disso, o perfil de resposta da HepG2 a infecgdo viral pelo ZIKV pode
ser considerado mais tardio, tendo em vista que a diferenca entre os valores no grupo
infectado foi observada apenas apds 72 horas, enquanto que ambas as células estreladas
apresentaram aumento na producdo da citocina a partir de 48 horas de infec¢dao. Contrapondo
apenas as cé€lulas estreladas entre si, a GRX produz maiores concentragdes da citocina do que

a LX-2, cerca de 1,5 vezes mais.

8.3.2. Citocinas Inflamatorias

Foi realizada a dosagem de citocinas inflamatorias no sobrenadante de células da
linhagem HepG2, LX-2 e GRX infectadas e controles (MOCK) nos intervalos de 24h, 48h,
72h, 96h; na qual IL-6 e IL-8 foram detectadas nas linhagens HepG2 e LX-2 (Figura 19). As
citocinas IL-1B, TNF-a e IL-12 avaliadas pela técnica de CBA apresentaram valores abaixo

do limite de detecg¢do e, portanto, ndo foram quantificadas.
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Figura 19: Dosagem de IL-6 e IL-8 nas linhagens LX-2 ¢ HepG2.
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Nota: Grafico produzido utilizando o GraphPad Prism Versdo 5.1. Concentragdes de IL-8 e IL-6 em pg/mL nos
intervalos de 24h, 48h, 72h e 96h. As barras pretas se referem as linhagens celulares infectadas (ZIKV),
enquanto os cinzas, as células controle sem infeccdo (MOCK). Asteriscos denotam dados estatisticamente
significantes entre os intervalos ou entre os grupos infectado e controle (*** = p<0.001; ** = p<0.01; * =
p<0.05).

Observando atentamente os graficos dispostos, podemos observar que a linhagem LX-
2 produz as citocinas em questdo com cerca de 10 vezes mais intensidade do que a HepG2. A
linhagem LX-2 apresentou aumento significativo na producdo das citocinas IL-6 e IL-8
apenas no quinto dia apos infecgdo. Além disso, as células HepG2 demonstraram aumento
sucessivo na produgdo das citocinas a partir das primeiras 48 horas apds infecc¢do, sugerindo
uma resposta mais gradual frente a infeccdo viral, enquanto que a LX-2 apresentou uma
resposta mais robusta, no entanto mais tardia. Quanto a linhagem GRX, apenas a citocina IL-8

apresentou valores quantificaveis (Figura 20).
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Figura 20: Dosagem de IL-8 na linhagem GRX.
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Nota: Grafico produzido utilizando o GraphPad Prism Versdo 5.1. Concentracdes de IL-8 em pg/mL nos
intervalos de 24h, 48h, 72h e 96h. As barras pretas se referem as linhagens celulares infectadas (ZIKV),
enquanto as cinzas, as células controle sem infeccdo (MOCK). Asteriscos denotam dados estatisticamente
significantes entre os intervalos ou entre os grupos infectado e controle (** = p<0.01; * = p<0.05).

E possivel observar que a linhagem GRX produz por volta de 4000 vez menos IL-8
quando comparada a LX-2, de origem humana. Além disso, o padrao de resposta mostra-se
distinto: enquanto a LX-2 responde mais tardiamente a infec¢do, a linhagem GRX apresenta

producdo significativa de IL-8 a partir do terceiro dia de infeccao.
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9. DISCUSSAO

Ap6s a epidemia mundial de 2015, o ZIKV emergiu como um problema de satde
publica, estimulando o surgimento de inumeras pesquisas. Apesar de descrito desde 1952,
ainda sdo vagos os estudos sobre tropismo do virus no figado, possiveis efeitos sinérgicos e
mecanismos do ZIKV associados a doencas hepaticas pré-estabelecidas. Estudos in vivo
demonstraram que o RNA viral pode ser detectado no figado de camundongos
imunodeprimidos e macacos ap6s infeccdo experimental (DOWALL et al., 2016; ADAMS
WALDOREF et al., 2016). Também ja foi relatada inflamacao severa no figado de embrides de
galinha e camundongos imunodeprimidos decorrente de infec¢do em laboratorio, tendo sido
observado aspectos similares aos de hepatite (ZHANG et al., 2019).

No presente estudo, foi descrito a replicagdo do ZIKV e seus impactos em hepatdcitos
e CEHs. As linhagens de células hepaticas se mostraram permissivas a infeccao pela cepa
circulante de ZIKV no estado de Pernambuco. A linhagem de hepatocitos humanos
apresentou titulos virais semelhantes aos observados na cultura de células Vero, que sdo
usadas para amplificagdo viral em laboratorio, sugerindo também um potencial biotecnologico
para essa linhagem. A infeccdo de hepatocitos pelo ZIKV ja foi descrita anteriormente na
literatura. No trabalho de Sherman e colaboradores em 2019 foi observado aumento nos
valores de RNA viral presente no sobrenadante de cultura de HepG2 e Huh 7.5 (caracterizado
como linhagem derivada de hepatocarcinoma celular) a partir do dia 1 ap6s infeccdo. Através
do ensaio de viabilidade celular foi possivel observar que, as células HepG2 apresentaram
sobrevivéncia de apenas 40% apds 120 horas de infec¢do, o que também ¢ demonstrado na
avaliacdo do efeito citopatico, no qual podermos observar morte celular severa. Além disso,
observamos que a infec¢cdo estimulou a produgdo de IL-6 e IL-8 48 horas, assim como da
citocina TGF-B1 apds 72 horas da infecgdo pelo ZIKV.

As células HepG2 ja foram utilizadas em estudos que avaliaram a infeccdo por
flavivirus. Trabalhos utilizando o DENV observaram que essa linhagem suporta a infeccao,
com titulagdes virais detectaveis antes das primeiras 24 horas para todos os sorotipos
(THEPARITT et al., 2004), com produ¢do de metaloproteinases (SEANPONG et al., 2015).
Também ja foi descrito que, quando infectadas pelo YFV, geram progénie viral a partir de 24
horas, expressdo aumentada de genes envolvidos na apoptose e das citocinas pro-
inflamatoérias 1L-6 e IL-8 (LEFEUVRE et al.,, 2006; HOLANDA et al., 2019). Um dos

mecanismos patogénicos do ZIKV consiste em estimular a autofagia celular, através do
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estresse no reticulo endoplasmatico para formar complexos replicativos, incitado pelas
proteinas ndo estruturais NS4A e NS4B (CHIRAMEL & BEST, 2018). Além disso, outros
processos foram descritos, tais quais a entrada via receptores de lectina tipo-C ou lipideos
negativamente carregados (AGRELLI et al., 2019).

Esse ¢ o primeiro trabalho a descrever a infeccao das CEHs pelo ZIKV. Foi observado
que ambas as linhagens produzem titulos virais detectaveis, no entanto, em menores
quantidades quando comparadas as demais linhagens avaliadas. Apesar disso, foi observado
que CEHs produziram virions de forma constante durante todo o periodo avaliado, € no caso
da GRX, sem apresentar nenhum tipo de efeito citopatico, demonstrando infec¢do continua
sem inducdo de citolise. Os achados de viabilidade celular corroboram essa hipotese, pois
demonstram que ambas as linhagens sdo afetadas pelo virus, porém, as células GRX em
menor grau (apresentando 80% de viabilidade apenas no intervalo de 120 horas apos
infec¢do). Tal fato revela que o ZIKV ¢ capaz de infectar essas células de forma persistente,
sugerindo um possivel reservatério viral no corpo humano, o que ¢ significativo, tendo em
vista que pode acarretar na transmissao viral por periodos prolongados. Além disso, tendo em
vista que a linhagem GRX j4 ¢ infectada, demonstra que essas células suportam coinfecgao.

A andlise ultraestrutural das linhagens Vero, HepG2, LX-2 ¢ GRX demonstrou que
essas células sofrem algumas alteragcdes morfologicas em resposta a infec¢do viral, tais quais
vacuolizacdo, hipertrofia do reticulo endoplasmatico associado a vesiculas contendo
particulas virais e formagao de matrizes tubulares. A particula viral do ZIKV tem cerca de 50
nm de didmetro e ¢ composta por um capsideo cercado por uma bicamada lipidica da célula
hospedeira contendo suas proteinas estruturais (SIHORI et al., 2017). O principal mecanismo
de entrada do virus na célula hospedeira ¢ clatrina-dependente. Esse processo consiste na
difusdo do virus pela membrana celular até os hotspots, onde se iniciard um processo de
invaginacdo e excisao da membrana, seguido da maturagao do endossomo até a liberagdo do
genoma viral e traducdo no reticulo endoplasmatico (HACKETT & CHERRY, 2018).

O processo de tradu¢do e clivagem da poliproteina viral induz o rearranjo e
invaginacdo da membrana do reticulo endoplasmatico em vesiculas, que serdo os locais de
replicacdo viral, caracterizadas como “fabricas de replicacdo” (NEUFELDT et al., 2019;
PAUL&BARTENSCHLAGER,2013; GILLESPIE et al., 2010). As proteinas nio-estruturais
NS4A e NS4B do ZIKV desregulam a via AKT-mTOR e induzem a formagdo de
autofagossomos e estimulam a morte celular (LIANG et al., 2016), também descrito para o
DENV (WU et al., 2016; HEATON&RANDALL, 2011). Além disso, o processo de autofagia

secretoria (exossomos), que tem acgdo protetiva para a célula, pois expulsa proteinas
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defeituosas e mantém a homeostase, acarreta na expulsdo das particulas virais e estd associado
a passagem do ZIKV pela barreira placentaria (ZHANG et al., 2016). Também foi observado
que a autofagia esta relacionada a ativagdo das CEHs ao perfil semelhante a miofibroblastos
(WEISKIRCHEN&TACKE, 2019; HERNANDEZ-GEA et al., 2012).

O trabalho de Cortese e colaboradores em 2017 com a linhagem HuH7.5 demonstrou
que a replicacdo do ZIKV ¢ dependente do rearranjo do citoesqueleto celular e da estabilidade
dos microtabulos. Além disso, também foi descrito que a droga paclitaxel, estabilizadora dos
microtibulos, suprime a replicagdo do ZIKV. Ja foi observado que a infecgdo pelo ZIKV
acarreta em uma drastica reorganizacdo dos microtiibulos e filamentos intermediarios, que
formam estruturas ao redor das fabricas de replicagdo (ZHANG et al., 2019).

Corpos lamelares sdo organelas relacionadas aos lisossomos devido as similaridades
no conteudo proteico de ambas (WEAVER et al., 2002). Essa organela tem funcao secretora e
seu conteudo proteico ¢ especifico para o tipo celular em que esta presente. Estdo descritas
principalmente nos pneumdcitos, células alveolares, queratindcitos e melandcitos, pois
produzem e armazenam surfactante pulmonar, melanina e lipideos (ROSZELL et al., 2012;
CHEONG et al., 2007; BOWMAN et al., 2019; ROGER et al., 2019; FEINGOLD, 2012).
Ainda ndo foi bem descrita sua fun¢do e conteudo em células hepaticas, apenas que os
hepatocitos apresentam corpos lamelares em maior quantidade quando expostos ao dano por
medicamentos in vivo (ASAOKA et al., 2013). Também ndo ha trabalhos sobre a possivel
relagcdo entre o ZIKV e os depositos de glicogénio, algo que foi observado na linhagem LX-2

pos-infecgao.

Alteragdes nas mitocondrias foram descritas na infec¢do pelo DENV. No trabalho de
Chatel-Chaix e colaboradores em 2016 observou que a infec¢do nas células Huh-7 estimulou
o alongamento da mitocondria, associado a formacdo de subestruturas caracterizadas como
membranas convolutas, um ambiente favoravel a replicagao viral e que inibe a resposta imune
celular (SMITH et al., 2017). Ja foi descrito que a infeccdo pelo ZIKV em astrocitos humanos
acarretou no prejuizo ao metabolismo mitocondrial e acumulo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Acredita-se que o gasto energético para replicagdo viral leva ao estresse das
mitocondrias e organelas associadas ao processo, como o reticulo endoplasmatico (LEDUR et
al., 2020).

Nas doengas hepaticas cronicas, o acimulo de ROS acarreta na morte celular dos
hepatdcitos, que vai estimular o recrutamento de leucdcitos e a transdiferenciacdo das CEHs

(LTANG et al., 2016). O estresse do reticulo endoplasmatico e da mitocondria leva a producao
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de ROS via NADPH oxidase (NOx). Os superoxidos produzidos sdo rapidamente convertidos
em peroxido de hidrogénio pelas enzimas antioxidantes superdxido desmutase (SOD) e
catalase (CAT). No entanto, foi descrito que a infecgdo por flavivirus estimula a expressao de
NOx e leva ao acumulo de ROS (ZHANG et al., 2019). O trabalho de Almeida e
colaboradores em 2012 descreveu que o ZIKV induz o aumento de ROS e peroxidagao
lipidica celular in vitro, acompanhado de diminui¢do de SOD e CAT nas células HepG2 apds
infeccdo e in vivo no figado de camundongos C57BL/6.

Além de caracterizar a infeccdo, o foco desse estudo foi avaliar as alteragdes na
expressdo e secrecdo de fatores envolvidos nos mecanismos da fibrose. Quanto a isso,
observou-se aumento da producdo da citocina pro-fibrogénica TGF-B1 em todas as linhagens
avaliadas: nas CEHs, a partir de 48 horas e nos hepatdcitos, a partir de 72 horas. Além disso,
foi observado que as citocinas proinflamatorias IL-6 e IL-8 foram produzidas em maior
quantidade na linhagem de CEHs humanas ap6s 96 horas de infeccdo. Curiosamente, esse
mesmo perfil inflamatdrio ja foi observado em estudos realizados com DENV, nos quais foi
observada associagdo entre a elevacao dos niveis séricos dessas citocinas e pacientes com
quadros mais graves de dengue (MEHTA et al., 2018; IANI et al., 2016). Além disso, esse
perfil de resposta a infecgdo por ZIKV também ja foi observado in vitro em trabalhos que
avaliaram células endoteliais (linhagem HUVEC), PBMCs e células progenitoras neurais,
com producao de IL-6 e IL-8 com 24 horas ap6s infeccao.

A citocina TGF-B1 ja foi amplamente descrita como chave durante o processo de
fibrogénese hepdtica, por ser a principal citocina envolvida na ativacdo e manutencdo do
perfil ativado das CEHs (DEWIDAR et al., 2019; FABREGAR et al., 2016; XU et al., 2016).
Durante a infec¢do pelo DENV, altas concentragdes de TGF-1 foram encontradas no plasma
de pacientes infectados, associado quadros de dengue moderada e hemorragica (TILLU et al.,
2016; LAUR et al., 1998; AGARWAL et al., 2001). Além disso, foi observado que o figado
de pacientes cuja causa da morte foi a infec¢do por YFV apresentou maior expressdo dessa
citocina (QUARESMA et al., 2006). Quanto ao ZIKV, o trabalho de Sousa e colaboradores
em 2018 avaliou amostras de tecido cerebral de 5 pacientes fatais de microcefalia induzida
pelo ZIKV, nas quais foi observado maiores concentracdes de TGF-f1, TNF-a, IL-18, IL-4 ¢
IL-10, em comparagdo ao grupo controle.

Ja foi descrito o envolvimento da citocina pré-inflamatoria IL-6 no processo de
fibrogénese hepatica, cardiaca, renal, muscular e intestinal associada a Doenga de Cronh
(FRIEDMAN, 2018; KUMAR et al., 2019; CHEN et al., 2019; FORCINA et al., 2019;

NIJHUIS et al., 2017). No figado, essa participagdo ocorre principalmente através do estimulo
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a mecanismos de ativacdo das CEHs a um fen6tipo semelhante a miofibroblastos (KAGAN et
al., 2017; XIANG et al., 2017). Sabe-se que as principais fontes celulares de IL-6 durante esse
processo sao as células progenitoras hepaticas, células do ducto biliar e as proprias CEHs,
agindo de forma parécrina e autdcrina (TSUCHIDA&FRIEDMAN, 2017; HIGASHI et al.,
2017).

O estudo de Shah e colaboradores em 2015 avaliou a associacdo entre pacientes
infectados pelo HCV e IL-6, no qual foi observado que a severidade da fibrose hepatica esta
relacionada a altas concentragdes de IL-6 no soro dos pacientes. Dados acerca da participagao
da IL-6 na resposta imune ao ZIKV ainda sdo escassos e contraditorios. O trabalho de Tappe e
colaboradores em 2016 descreveu que niveis elevados de IL-6 sdo observados em pacientes
com ZIKV nas fases aguda e de recuperacdo. Essa elevacdo também foi observada em
amostras de colostro de puérperas infectadas (DE QUENTAL et al., 2019). No entanto, o
contrario também ja foi descrito. No trabalho de Silva e colaboradores em 2019, foram
observados valores similares na expressdo relativa de IL-6 entre o grupo de pacientes
infectados e o controle. Além disso, em 2018 Colavita e colaboradores observou que a
infeccao pelo ZIKV induz uma resposta pro-inflamatoria em PBMCs. No entanto, a elevagao
de IL-6 e IL-8 foi apenas transiente e ndo significante.

A citocina pro-inflamatoria IL-8 estd principalmente associada a quimiotaxia de
granuldcitos aos locais de lesdo e pode ser produzida por qualquer tipo celular, em especial,
os mondcitos/macrofagos e células epiteliais (TURNER et al., 2014). J& foi observado que
altos de niveis de IL-6 e IL-6 séricos estdo envolvidos na exacerbacao aguda e quadros mais
graves de fibrose pulmonar (PAPIRIS et al., 2018; YANG et al., 2018). Além disso, existem
correlagdes entre os niveis de IL-8 com o processo fibrogénico no pancreas e glandula
prostatica, associado a ativacao de miofibroblastos (MANOHAR et al., 2017; SCHAUER et
al., 2008).

Altas concentragdes de IL-8 estdo relacionadas & quadros severos de fibrose hepatica
por NAFLD (GLASS et al., 2018). Além disso, o trabalho de Zimmermann e colaboradores
em 2011, avaliou 200 pacientes com doenca hepatica cronica, nos quais foi encontrado altos
niveis séricos dessa citocina, principalmente em pacientes com cirrose avancada. Sua
expressao de IL-8 também estava aumentada em mondcitos circulantes e amostras de figado.
Ademais, o estudo de Clément e colaboradores em 2010 descreveu um potencial pro-
fibrogénico para essa citocina. Foi observado que a expressao de a-SMA estava aumentada
em cé¢lulas da linhagem LX-2 apds tratamento com meio de cultura, proveniente de

hepatocitos imortalizados (linhagem Huh-7) infectados pelo HBV e a IL-8 foi identificada
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como principal indutor.

O envolvimento da citocina IL-8 com a resposta imune aos flavivirus ja foi descrito
para o DENV em alguns trabalhos. O trabalho de Medin e colaboradores em 2005 observou
que as células HepG2 infectadas pelo DENV aumentaram a produgdo de IL-8, acompanhado
de aumento na expressdo génica, estimuladas pela proteina ndo-estrutural NS5 do virus. No
ano seguinte, esse mesmo grupo observou que esse aumento estd associado aos fatores de
transcricdo NF-kB e AP-1 (MEDIN&ROTHMAN, 2006). Além disso, estudos avaliando o
soro de pacientes infectados observaram niveis aumentados de IL-8 para todos os sorotipos de
DENV (PANDEY et al., 2015; PATRO et al., 2019).

Os achados deste trabalho corroboram os perfis de resposta celular observados em
infec¢des por outros flavivirus, tais quais DENV e YFV. Além disso, traz novos dados em
relagcdo a infec¢ao do ZIKV em células hepaticas e sua influéncia sobre os processos celulares

e citocinas envolvidas no processo de reparo e cicatrizagdo hepatica.
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10.CONCLUSOES

Com base no que foi observado nos resultados obtidos neste trabalho, ¢ possivel concluir
que as linhagens celulares HepG2, LX-2 e GRX sdo susceptiveis a infeccao pelo ZIKV in
vitro. Além disso, o ZIKV acarretou em mudancas morfologicas a nivel ultraestrutural,
relacionadas ao estresse celular em resposta ao virus e levou a perda de viabilidade nessas
linhagens. Ademais, também podemos concluir que o ZIKV foi capaz de estimular a producao
de citocinas pro-inflamatérias e pro-fibrogénica envolvidas no processo de fibrogénese
hepatica, indicando que o ZIKV tem potencial de descompensar processos patoldgicos pré-

estabelecidos em pacientes hepatopatas.
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Abstract

Chronic liver diseases are a serious public health problem worldwide, caused by several
etiologies, which have in common hepatocellular necrosis and the development of liver
fibrosis. It is characterized by excessive deposition of scar extracellular matrix in sites of
injury, mainly by hepatic stellate cells. Because they are morbidities with worldwide
prevalence, chronic liver diseases are underlying diseases in patients with various clinical
conditions. During the epidemics of arboviruses, cases of flavivirus infection with hepatic
impairment were described. The Zika virus (ZIKV) belongs to the genus flavivirus, as does
the Yellow Fever and Dengue virus. Although first described in 1952, it has become a major
public health problem in the past years due to its association with microcephaly and Guillain-
Barré¢ Syndrome. Questions regarding pathogenesis and possible synergistic effects on
comorbidities need to be clarified. We infected Hepatocytes (HepG2 cell line) and Hepatic
Stellate Cells (LX-2 and GRX cell lines) and evaluated that they support infection. The
infection was confirmed through the ZDC Molecular Kit and virus titers were quantified by
TCIDS50 plaque assay. No cytopathic effect was observed in these strains when compared to
the Vero lineage. We determined expression changes in genes involved in liver repair process
(Smooth Muscle a-actin, TGF-B, Galectin 3 and Collagen I) [qPCR and electron microscopy

results]

Keywords: Zika virus infection, Liver fibrosis, Hepatic stellate cells, In Vitro techniques,

Cytopathogenic effect, viral.
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Author Summary

In the past few years, Zika virus re-emerged as a public health emergency. During its epidemy
in Brazil, it was related an increased number of microcephaly and birth defects, especially in
northeastern region of the country. Despite been described since the 50s, its association to
chronic diseases are still a uncertain matter. Some studies describe liver impairment during
the disease, suggesting a possible synergistic effect on established liver diseases. In this in
vitro study, we observed that liver cells involved in the repair process, such as hepatocytes
and hepatic stellate cells support ZIKV infection. Furthermore, genes involved in fibrogenesis
(e.g. a-Smooth Muscle Actin, Galectin-3, TGF-bl, Collagen IV) were superexpressed after

ZIKV infection.
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Introduction

Given its multiple roles in homeostasis maintenance, mainly due to detoxification -
when xenobiotics are metabolized, liver cells are susceptible to damage constantly [1].
Among chronic liver diseases, viral hepatitis, abusive use of alcohol and/or drugs and NASH
are the most common. Hepatic cirrhosis is responsible for over a hundred deaths in Europe
per year and it is the main cause of transplant [2-5]. Despite its major health problem status,

liver diseases are still considered neglected.

Chronic liver diseases are characterized by continuous damage stimuli, leading to a
repair response and fibrogenesis [6-8]. During liver damage, hepatocytes are the main
affected cell population, due to its exchange of metabolites in the sinusoids. Cell death leads
to an inflammatory microenvironment, containing cytokines such as TGF-bl and PDGF,
which works as a profibrogenic stimulus to hepatic stellate cells (HSCs) [9-11]. This type of

cell plays the main role in fibrogenesis, as the major source of ECM components [12-14].

Hepatic fibrosis is determinant in chronic liver disease development. During viral
infection-related fibrogenesis, ROS and some non-structural proteins (e.g. NS3 and NS5) are
described as the main scarring stimuli [15]. It has been observed that Flavivirus infection
(such as YFV, DENV and ZIKV) can have a synergistic role in liver impairment in patients
with established hepatic diseases [16-18]. Given the coprevalence areas and common
transmission routes (as HBV and HCV, ZIKV can be transmitted sexually and vertically),

coinfection cases are a possibility.

Zika virus is an arbovirus with an enveloped single-stranded positive-sense RNA
genome. Similar to Dengue fever, its symptoms include headache, arthralgia, fever, fatigue

and cutaneous rash in most cases [19,20]. It is considered a neglected tropical disease since its
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discovery in 1952, with sporadic reported cases in Africa and Asia, until 2007 with local
epidemics in the Pacific Islands [21-25]. It emerged as a public health problem in 2015,
during the global epidemic, with reported cases in Asia, USA and Latin America. The World
Health Organization declared ZIKV as a Global Health Emergency in 2016, due to its
association to microcephaly and birth defects in newborns and Guillain-Barré development in

adults [26-28].

Case report studies have observed liver cells necrosis, edema and esteatosis in post
mortem analysis of ZIKV affected patients [29]. In vitro studies observed that ZIKV can
infect and constantly replicate in some cell lineages, suggesting potential viral reservoirs in
the human body [30-32]. Furthermore, the mechanisms of ZIKV in liver function impairment

is a field still poorly understood.

Therefore, in this study we evaluated the impact of ZIKV replication in hepatocytes
and HSCs, and its consequences in the liver repair process, assessing cell viability

implications and fibrogenesis related-factors expression.
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Results

HepG2, LX-2 and GRX cells are permissible to ZIKYV infection

Hepatocytes and HSCs were infected with ZIKV at 0.1 MOI, followed by viral replication
monitoring until 5 days post-infection (dpi). All evaluated cell lines have shown
permissibility to infection. Vero cells have shown rounding and individualization, until 5 dpi,
when it presented a more aggressive cytopathic effect (CPE), with cell detachment from the
plate surface. Unlike Vero cells, that presented CPE starting from 3 dpi, HepG2 and LX-2
cells demonstrate CPE after 5 dpi (Fig 1). It was observed detached cells and

individualization. GRX cells didn’t shown CPE in any of the intervals.

Fig 1. Cell lines infected by ZIKV and controls (MOCK) within 1, 3 and S days-post
infection. Cells were photographed with a camera through an inverted microscope.

ZIKV MOCK ZIKV MOCK
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LX-2

GRX

Vero

1 DPI ) 3 DPI

Supernatants virus titers were quantified by TCID50 assay (Fig 2). Vero cells were used for

comparison. In the first analyzed gap (12 hours post-infection), there was no quantifiable
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virus titer, probably due to the viral eclipse, the period it takes to a virus to penetrate the cell
membrane and initiate virions synthesis. The hepatocyte cell line presented a rising number of
virions starting from 2 dpi and reached a peak of 5.8 x 10° TCID50/mL on 4 dpi, when it
were as effective as Vero cells. Regarding human HSCs (GRX and LX-2 cells), there was no
peak. The quantified progeny viruses were the same throughout the evaluated periods, with
3.4 x 10* TCID50/mL for LX-2 and 1,7 x 10*> TCID50/mL for GRX, starting from 1 until 5

dpi.

Fig 2. Viral growth curve. Data regarding the production of infectious viral particles in the
studied cell lines. TCID50/mL: Infective dose in 50% of tissue culture/milliliter. Asterisks
denote statistically significant data in relation to the control cell line VERO in each specific
interval (*** = p <0.001; ** = p <0.01; * = p <0.05). Graphs were produced using GraphPad
Prism Version 5.1.
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Infected cells were analyzed after 72 hours post infection by transmission electron

microscopy (Fig 3). It was visualized that most lineages have showed hypertrophy in

endoplasmatic reticulum associated with vesicular bodies and vacuolization. Also was
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observed that microtubule was rearranged next to viral particles. HepG2 cells” mitochondria
presented internal vesicular bodies. LX-2 cells presented glycogen accumulation. Viral
particles were also seen in GRX controls, indicating that this lineage was preinfected with

other type of virus.

Fig 3. Transmission electron microscopy of ZIKV-infected cells and controls (MOCK)
within 3 days-post infection. (A) Vero cells, presenting nucleous (N), mitochondria (black
arrows) and endoplasmatic reticulum (black arrow heads) in MOCK and hypertrophy in
endoplasmatic reticulum associated with viral particles (black arrows) in ZIKV group. (B)
HepG2 cells presenting nucleous (N), mitochondria (m) and endoplasmatic reticulum (black
arrows) in MOCK. And in ZIKV group, autophagossomes (black arrows), amorphous
material accumulation, possibly glycogen (M). (C) GRX cells presenting nucleous (N),
mitochondria (black arrows) and viral particles (*) in control group (MOCK). ZIKV-infected
cells presented dilated endoplasmatic reticulum (black arrows), vacuolization (v),
mitochondria with crest loss (arrows) and lamellar bodies (L). (D) LX-2 cells presenting
nucleous (N), mitochondria (m), vacuoles (v) and endoplasmatic reticulum (black arrows) in
MOCK cells. In ZIKV group, its observed hypertrophy in endoplasmatic reticulum containing
viral particles (black arrows) and microtubule matrix associated to vesicules (large arrows).




170

171
172
173
174
175
176
177
178
179
180

181
182
183

184
185

186
187
188
189

ZIKY infection disrupts cells mechanisms

Cell survival was assessed by XTT technique (Fig 4), in which XTT compound is
converted in soluble formazan crystals by viable cells, which leads to color change. It was
observed that only HepG2 cells presented a decrease in viability after 24 hours (to 80%). In
72 hour gap, HepG2 and LX-2 cells demonstrate intense decrease in survival (to 66 and 54%,
respectively). In 120 hour interval, a similar pattern was observed: HepG2 and LX-2 cells
decrease to 41 and 47% survival. Meanwhile, GRX have showed a mild decrease, with 82%
survival. Interestingly, Vero cells’ viability doesn’t drop as much as was expected, showing
80% of survival. This is probably due to biased assessment of XTT, that is unable to evaluate

viability with accuracy in confluent cells.

Fig 4. Cell viability after ZIKV infection in Vero, HepG2, LX-2 and GRX cells. It was
observed that during this experiment, HepG2 and LX-2 cells were the most damaged, with
less than 50% survival, in comparison to GRX and Vero cells.
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Furthermore, the data was analyzed by cell lineage point of view. HepG2, LX-2 and
Vero cells presented decrease starting from 72h gap (Fig. 5 A, B and D, respectively); and
that LX-2 showed abrupt impairment. Meanwhile, GRX cell line presents a belated response,

with survival decrease only after 120 hours (Fig 5 C).
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Fig S. Cell viability by cell lineage. Data regarding the survival of the studied cell lines after
ZIKV infection. Asterisks denote statistically significant data in relation to other columns
(*** =p <0.001; ** =p <0.01; * =p <0.05). Graph produced using GraphPad Prism Version
5.1
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ZIKY infection alters immunomodulation routes in the liver repair process

The concentration of profibrogenic and proinflammatory cytokines on infected cells
supernatants were analyzed by immunologic assays, such as ELISA and CBA. We observed
that the ZIKV-infection leaded to increased production of TGF-B1, a profibrogenic cytokine
involved in HSCs activation, in all cell lineages on the evaluated periods (Fig 6). HSCs

lineages (GRX and LX-2) presented an early response, with significant increase after 48
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hours. TGF-B1 production was higher in GRX cells, that produce an average of 1679 pg/ml
after 72 hours of infection (Fig 6C). LX-2 cells produce an average of 979 pg/ml after same

interval (Fig 6B). HepG2 response was late (only after 72 hours) and slight in comparison

(Fig 6A).

Fig 6. TGF-B1 concentrations after ZIKV infection in and hepatocytes (A) and HSCs (B
and C). TGF-B1 concentrations in pg/mL in the intervals of 24h, 48h, 72h and 96h. Increased
production of TGF-B1 was observed in all lineages after ZIKV infection. Graph were
produced using GraphPad Prism Version 5.1.
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Regarding proinflammatory cytokines, it was observed that human HSCs have increased its
production of IL-6 and IL-8 after ZIKV infection, starting from 4 dpi (Fig 4). Hepatocytes
presented a more early and progressive response, starting from 2 dpi. However, HSCs
produced these cytokines about 10 times more than human hepatocytes, suggesting a robust,

but late response after viral infection.
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Fig 4. Proinflammatory cytokines increased production after ZIKV infection. IL-8
production has raised 4 days after ZIKV infection in human HSCs (A), and in 2 days in
hepatocytes (B). Also, IL-6 production shown a similar pattern in HSCs (C) and hepatocytes
(D). Graph produced using GraphPad Prism Version 5.1. Cytokines concentrations in pg/mL
in the intervals of 24h, 48h, 72h and 96h.
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Discussion

ZIKV arised as an important health issue after 2015 global epidemic. Despite been
described since 1952, studies regarding liver tropism and possible synergistic effects related
to stablished diseases are sparse. In vitro studies have evidenced viral RNA detection in
immunodepressed mice and monkeys after experimental ZIKV infection [33-34]. Severe liver
inflammation (similar aspects to hepatitis) in chicken embryos and immunodepressed mice
[35].

In this study, ZIKV replication and its impacts on hepatocytes and HSCs were
evaluated. Hepatic cells have shown to be permissive to infection with the circulating strain in
Pernambuco. Hepatocytes cell line analyzed in this study was capable to produce virus titers
as much as Vero cells, routinely used in lab techniques. This found also demonstrate a
biotechnological potential to this lineage. Sherman and colleagues have done HepG2 infection
by ZIKV and described high viral titers after 24 hours of infection [36]. We also observed that
HepG2 viability dropped to less than 50% after 120 hours post infection, agreeing to CPE
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data. Besides, we demonstrated that TGF-f1, IL-6 and IL-8 production was increased,
meaning that ZIKV can impair the hepativ repair process.

This is the first paper to describe ZIKV infection in HSCs. It was observed that,
despite been able to produce less virus titers than others, HSCs were persistent infected
without presenting any CPE. This suggests a possible viral reservoir in human body. Viability
assay data also showed that GRX cell was the less damaged after 120 hours, meaning that this
cell line is permissive to ZIKV infection (and coinfection, thus is already infected by
retrovirus) and resistant to injury.

Ultrastrutural analysis denoted that HepG2, LX-2 and GRX cell lines suffer
morphological changes such as hypertrophy of endoplasmatic reticulum and microtubuli
rearrangement, as does Vero cells. ZIKV particles have 50 nm diameter and its entry in host
cells is clathrin-dependent. After an invagination process, replication factories bud to ER-
membrane and lead to mitochondrial an ER stress, associated to autophagossomes and
exossomes induction [37]. It is described that ZIKV replication is directly dependent of
cytoskeleton rearrange [38]. Besides, similar ultrastructural changes were described to DENV
infection [39].

ROS accumulation is described as one of the firsts stimuli to HSCs activation to a
myofibroblast-like profile [40]. ER and mitochondria stress leads to high production of ROS.
Also, flavivirus infection stimulates NOx expression, a complex associated to ROS
production in mitochondria [41]. It was observed that ZIKV infection is associated to
impairment in SOD and CAT, antioxidative enzymes, in HepG2 cells and in mice livers after
infection [42].

Besides characterize infection, this study’s focus was to evaluate changes in fibrosis-
related factors expression and production. Regarding that, it was observed that IL-6 and IL-8
proinflammatory cytokines were more produced by human hepatocytes and HSCs after ZIKV
infection. Interestingly, similar profiles were founded in DENV patients, associating the
elevation in these cytokines to more severe outcomes, such as hemorrhagic dengue and
neurological symptoms [43,44].

TGF-B1 cytokine is considered the major stimuli of HSCs and hepatic fibrogenesis.
During DENV infection, high levels of TGF-B1 were founded in dengue fever pacients [45-
47]. As for ZIKV, Sousa and colleagues have described that brain tissue samples of
microcephaly fatal cases showed higher levels of TGF-B1, TNF-a, IL-1p, IL-4 and IL-10 [48].
IL-6 and IL-8 is also described in inflammatory microenvironment of liver repair process [49-

51]. A profibrogenic potential was also described for IL-8 in hepatic fibrogenesis [52].
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Besides, IL-8 response to flavivirus was also observed with DENV infection [53,54]. IL-6
was found in higher levels in sera samples of patients with chronic hepatic liver disease HCV-
related [55].

Findings described in this work corroborates cellular responses profiles observed in
other flaviviruses infection, such as DENV. Besides brings new data related to ZIKV
infection in hepatic cells, in special in HSC population and its influence on cytokines

involved in liver repair and wound healing process.

Conclusions

Based in these findings, we can conclude that ZIKV is able to infect HepG2, LX-2 and
GRX cells in vitro. Furthermore, ZIKV results in morphological changes in an ultrastructural
level, related to cellular stress in response to viral infection. Moreover, ZIKV infection leads
to increased production of profibrogenic and proinflammatory cytokines involved in
fibrogenesis, indicating that ZIKV has potential to cause disbalance in pre-stablished

pathological processes in patients with liver diseases.

Methods

Cells

In this study, we used Immortal human hepatocytes (HepG2 cell line), derived from human
primary hepatoblastoma, provided by Dr. Valéria Pereira, from the Immunology Department

Oswaldo Cruz Foundation - Aggeu Magalhdes Institute. GRX cell line, immortal HSCs
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isolated from murine schistossomotic granulomas, was purchased from Rio de Janeiro Cell
Bank (BCRJ 0094). LX-2 cell line, immortal HSCs isolated by spontaneous migration from
human liver, was given by Dr. Scott Friedman, from Icahn School of Medicine at Mount
Sinai. Vero cell line was provided by the Department of Virology and Experimental Therapy,
Oswaldo Cruz Foundation - Aggeu Magalhaes Institute. Cells were maintained in DMEM
media, supplemented with 10%FBS, 1% Penicillin/Streptomycin (Gibco, USA), at 37°C in

5% COa,. Cells were passaged every 3-4 days, with Trypsin 0,2%/EDTA 0,02% solution.

Virus stock

The ZIKV viral stock used in this study (ZIKV/H. Sapiens/Brazil/PE243/2015) was provided
by the Department of Virology and Experimental Therapy, Oswaldo Cruz Foundation -
Aggeu Magalhaes Institute. This virus strain was isolated from a patient with exantematic
disease from Pernambuco, Brazil (GenBank sequence: KX197192.1). This viral stock was
amplified by growth in Vero Cells culture and preserved in 2%FBS DMEM at -80°C. Its titers

were quantified by TCIDS50 assay in Vero cells.

Virus inoculation

Cells were grown at 70-80% confluency and infected at 0.1 MOI. The inoculum was adsorbed
in cell culture surface by shaking culture plates every 15 minutes during 1 hour, followed by 2
washes with sterile PBS and adding fresh culture media supplemented with 2% FBS.

Cells were maintained at 37°c, in a CO; incubator for predetermined periods.

Photomicrography
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ZIKV-infected and MOCK (negative controls) cells were observed in 1, 3 and 5 days post-
infection at Nikon TE-2000 inverted microscope, to evaluate possible cytopathic effects

(CPE). Photographs were taken in 200x magnification in a coupled camera.

Evaluation of viral replication

In order to evaluate ZIKV replication in the target cell lines, we performed 2 methods: end-

point dilution titer by plaque assay and quantitation by real-time PCR.

TCIDS0 Assay

Supernatant samples were collected at 12-, 24-, 48-, 72-, 96- and 120-hours post-infection.
This samples were serially diluted 7-fold in DMEM. Then 50 pL were added in Vero cells
monolayers, in quadruplicate, using 96-wells cell plates (Corning, USA). The inoculum was
adsorbed for 1 hour, followed by adding 150 pL of fresh medium. Plates were incubated for 4
days at 37°C in 5% CO,. Cells were then examined to observe CPE in Nikon TE-2000
inverted microscope. Positive wells (presenting CPE) were counted. Data was plotted in
Reed-Muench datasheets, using Microsoft Office Excel. All experiments were performed in

triplicates.

Viral load quantification

Cells were harvested at 24-, 48-, 72-, 96- and 120-hours post-infection, using Trypsin
0,2%/EDTA 0,02% solution. Then washed with sterile PBS and suspended in Trizol
(Invitrogen, USA) and chloroform. After centrifugation, the superficial translucent phase were

carefully collected in order to isolate total RNA. After precipitation in isopropanol and
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washes with ethanol 70% (vol/vol), samples were suspended in DEPC-water. RNA was
quantified in NanoDrop D-1000 and then, aliquots containing 1,5 pg were used in a RT-PCR
assay, with ZDC Molecular Kit (BioManguinhos, Brazil), according to manufacturer's

recommendations. Samples presenting Cts lower than 38 were considered negative.

Cell viability assessment

Cells were infected at 0.1, 0.5, 1 and 5 MOI as described above. Cells were washed with
sterile PBS after 1-, 3- and 5-days post-infection. Then cell viability was evaluated using XTT
assay kit (ThermoFisher, USA), according to manufacturer's protocols. Cells were incubated
with XTT diluted in phenol-free media (final concentration: 0,3 mg/ml) for 4 hours, followed
by adding of DMSO. Colorimetric changes were quantified by spectrophotometer plate reader

(ThermoFisher, USA), at 600 nm, with 570 nm correction. The percentage of survival was

calculated using the formula: (ABSinfected/ABSuninfected) X 100.

Cytokines quantification

In order to quantify possible changes in the production of cytokines involved in fibrogenesis
process due to ZIKV infection, we performed immunological assays. Supernatant samples
were collected at 24-, 48-, 72- and 96- hours post-infection. Human IL-6 and IL-8 present in
HepG2 and LX-2 supernatants were quantified using CBA Human Inflammatory Kit (BD
Biosciences), following manufacturer's protocols. Samples were analyzed in FACScalibur
flow cytometer. IL-6 and IL-8 present in GRX supernatant were quantified using sandwich
ELISA assay. TGF-B1 were quantified using Human/Mouse ELISA kit (eBioscience, USA).
Colorimetric changes were quantified by spectrophotometer plate reader (ThermoFisher,

USA), at 570 nm.
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Electron microscopy

In order to evaluate and compare post-infection effects in the target cell lines in a

ultrastructural level, we performed transmission (TEM).
TEM

Cells were grown in T25 culture bottles and infected in 0.1 MOI as described above and
harvest at day 3 post-infection. ZIKV-infected and MOCK cells were washed with sterile
PBS, followed by incubation with 2.5% glutaraldehyde/sodium cacodylate buffer fixative for
1 hour. Following fixation, samples were maintained in 1% osmium tetroxide and 1,6%
potassium ferrocyanide in post-fixative buffer for 1 hour. Cells were submitted to a
dehydration process in serial acetone baths. Samples were infiltrated in EPON 812 and
maintained in an incubator at 60°C. Sections (60-70 nm) were contrasted with uranyl acetate

and examined in JEOL 100CXII transmission electron microscope.

Statistical analysis

Data were expressed in medium values and submitted to a normality test (Shapiro-Wilk).
Given the p-value, parametric (one-way ANOVA) and non-parametric (Kruskal-Wallis,
Dunn’s post-hoc) tests were executed as needed. The viral curve growth data was first
submitted to a two-way ANOVA, in order to evaluate interactions between ‘time’ and ‘cell
line’ variants. Then, viral titers data were analyzed in each time lapse with one-way ANOVA
and Tukey’s post-hoc. A p-value of p > 0,05 or p > 0,001 was considered significant.

Statistical analysis was made in GraphPad Prism 5.0.
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