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RESUMO

LIMA, Morganna Costa. Neuroinflamacgao e Sindrome Congénita do Zika: estudo
da assinatura imune em liquido cefalorraquidiano (LCR) de criancas com
microcefalia e da infeccdo de células neuronais e endoteliais vasculares in vitro.
2022. Tese (Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu
Magalh&es, Fundacéo Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

A Sindrome Congénita do Zika (SCZ) parece estar relacionada a causa multifatorial.
Apesar da fungéo protetora, a neuroinflamagéo tem sido apontada como um dos
processos chave para o0 desenvolvimento da SCZ, uma vez que a
desregulacéo desta resposta estd associada a efeitos deletérios graves no Sistema
Nervoso Central (SNC). Este trabalho avaliou o perfil imune da infeccdo congénita
por ZIKV em LCR de criangas com microcefalia versus controle, e em ensaios in
vitro, pelo uso de células de linhagem neuronal (células SH-SY5Y) e endoteliais
vasculares cerebrais (HBMECs). Foram observados aumentos significativos de IFN-
la, CXCL-9/MIG e CXCL-10/IP-10 nas amostras de LCR do grupo microcefalia
(n=51) versus controle (n=27). Corroborando com esses dados, o aumento da
producdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-1p3, IL-6 e IL-12p70) foram detectadas no
sobrenadante de células SH-SY5Y infectadas por ZIKV. Além disso, ensaios de
expressdo génica demonstraram que o ZIKV induz aumento dos transcritos de
TLR3, IFNA1, IFNB1, MMP-1, -3 e -9, e reduz a expressao de MMP2. A inibicéo
parcial da via de IFN potencializa os efeitos da infec¢do, ocasionando aumento no
percentual de células apoptoéticas, maior replicacdo viral, reducdo nos niveis de
CXCL-8/IL-8, CXCL-10/IP-10, CCL2/MCP-1 e CCL-5/RANTES. A ativacao da via
MAPK p38 também foi observada. As HBMECs demonstraram suscetibilidade e
permissividade a infeccdo ao ZIKV, o qual utiliza o citoesqueleto de actina para
producdo da nova progénie viral. Em consequéncia da infec¢do, estas células
produzem TNF e diminuem a expressdo de MMP-9. MMP 1, 2 e 3, ICAM-I e VCAM-
1, no entanto, nao foram alterados pela infec¢do. Nossos achados contribuiram para
a identificacdo de moléculas imunes essenciais a resposta inflamatoria frente a
infeccdo por ZIKV, as quais podem ser utilizadas como base para o estudo de
estratégias terapéuticas e profilaticas que auxiliem no controle da resposta imune
em gravidas e recém-nascidos.

Palavras-chave: virus Zika; sindrome congénita do Zika; neuroinflamacao; resposta
imune inata.



ABSTRACT

LIMA, Morganna Costa. Neuroinflammation and Congenital Zika Syndrome:
Study of the immune profile in microcephaly children cerebrospinal fluid (CSF) and of
the in vitro neuronal and vascular endothelial cells infection. 2022. Tesis (Doctorate
degree in Biosciences and Biotechnology in Health) — Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundacao Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

Congenital Zika Syndrome (CZS) seems to be related to multifactorial causes.
Despite its protective function, neuroinflammation has been identified as one of the
key processes for the CZS development. This imbalance response is associated with
severe deleterious effects on the central nervous system (CNS). This work evaluated
the immune profile of congenital ZIKV infection in cerebrospinal fluid (CSF) of
children with microcephaly versus control, and in in vitro assays using neuronal
lineage cells (SH-SY5Y cells) and cerebrovascular endothelial cells (HBMECS).
Significant increases in IFN-la, CXCL-9/MIG and CXCL-10/IP-10 were observed in
CSF samples of microcephaly group (n=51) versus control (n=27). Corroborating with
these data, increased production of pro-inflammatory cytokines (IL-18, IL-6 and IL-
12p70) were detected in the supernatant of SH-SY5Y infected cells by ZIKV. In
addition, gene expression assays showed that ZIKV induces overexpression of
TLR3, IFNAL, IFNB1 MMP 1, 3 and 9 transcripts, while reducing the expression of
MMP2. Partial inhibition of IFN pathway intensifies the infection causing an increase
in the percentage of apoptotic cells and greater viral replication. In addition, there is a
reduction on CXCL-8/IL-8, CXCL-10/IP-10, CCL2/MCP-1 and CCL-5/RANTES levels.
MAPK p38 pathway activation was also observed on infected neuronal cells.
Endothelial cells showed susceptibility and permissiveness to ZIKV infection which
uses the actin cytoskeleton to produce new viral progeny. As a result of the infection,
HBMECs produces TNF and reduces MMP9 expression. MMP 1, 2 and 3, ICAM-I
and VCAM-1, however, were not altered by the infection. Our findings contributed to
the identification of essential immune molecules in the inflammatory response
against ZIKV infection. Which may suggest its uses as a basis for therapeutic and
prophylactic strategies that can support the immune response control on pregnant
women and newborns.

Keywords: Zika virus; congenital Zika syndrome; neuroinflammation; innate immune
response.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome Congénita do Zika (SCZ) é, sem duvidas, uma das maiores
preocupacdes acerca da infeccdo pelo virus Zika (ZIKV) (MUSSO; KO; BAUD,
2019). Caracterizada por um conjunto de malformacdes fetais e neuroldgicas graves,
gue compreende anomalias craniofaciais, restricdo do crescimento fetal,
artrogripose, comprometimento ocular e perda auditiva (LEAL et al.,, 2016;
MARQUES et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2020). A relagéo entre a infeccao por ZIKV
e o comprometimento fetal ocorreu durante a epidemia que atingiu o Brasil e
diversos paises da América, entre os anos de 2015 e 2016 (MARQUES et al., 2019;
MUSSO; KO; BAUD, 2019). Neste periodo, estima-se que a SCZ tenha atingido um
total de 757.703 criancas distribuidas em 26 paises do Continente Americano
(MARQUES et al., 2019).

Uma série de estudos vém sendo conduzidos, na tentativa de compreender
0s mecanismos fisiopatoldgicos da sindrome (LIMA et al., 2019a; TANG et al., 2016;
VAN DEN POL et al., 2017). Condicdes fisiologicas, mutacbes virais, fatores
genéticos do hospedeiro e fatores ambientais, tém sido frequentemente associados
(BARBEITO-ANDRES et al., 2020; CAIRES-JUNIOR et al., 2018; ROSSI et al.,
2019; SCREATON; MONGKOLSAPAYA, 2017a; YUAN et al., 2017). No entanto, o
neurotropismo viral direto e a resposta inflamatoria que ocorre dentro do Sistema
Nervoso Central (SNC), parecem ser imprescindiveis para o seu estabelecimento
(ALIMONTI et al.,, 2018; FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019a; MINER,
DIAMOND, 2017; MUSSO; KO; BAUD, 2019; TANG et al., 2016; TEIXEIRA et al.,
2020).

Alteracdes relacionadas ao neurodesenvolvimento, apoptose e inflamacéo, ja
foram identificadas em células neurais infectadas por ZIKV (DANG et al., 2016;
OJHA et al., 2018; TANG et al., 2016). Simultaneamente, a interagdo do virus com
0s Receptores de Reconhecimento de Padrdo (PRRs) dao inicio a imunidade
antiviral (BARROWS et al., 2018; KIM et al., 2019). A ativacao da via do Interferon-I
a/B (IFN-I a/B) desencadeia uma cascata de eventos que incluem fosforilagdo de
proteinas quinase, liberacdo de mediadores inflamatorios, recrutamento e ativagéo
de células imunes e ativacdo do sistema complemento, favorecendo uma atuacéo
integrada das imunidades inata e adaptativa (celular e humoral) (GARCIA et al.,
2017; KIM et al., 2019; NOORBAKHSH et al., 2019; SCHIELA et al., 2018).
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As células endoteliais microvasculares cerebrais humanas (HBMECs, do
Inglés, Human Brain Microvascular Endothelial Cells), principais componentes da
Barreira Hematoencefalica (BHE), também auxiliam na regulacdo imune do SNC
(KLEIN et al.,, 2019; SONAR; LAL, 2018). Nas infeccbes por virus neurotrépicos,
facilitam a comunicacdo sangue e cérebro, uma vez que regulam a passagem de
patdgenos, células e outras moléculas através da via hematoencefélica (KLEIN et
al., 2019; LI et al., 2015; AL-OBAIDI et al., 2018). Além disso, dirigem a resposta
imune local pela liberacdo de mediadores inflamatorios e aumento da expressao de
moléculas de adeséo celulares (AL-OBAIDI et al., 2018; HSIEH et al., 2019; LI et al.,
2015; ROE; ORILLO; VERMA, 2014). Juntos, esses fatores contribuem para a
migracao de células imunes, além de modular a expressao de proteinas necessarias
a estabilidade de BHE (KLEIN et al., 2019). As metaloproteinases de matriz (MMPS),
por exemplo, dirigem processos de angiogénese, neurogénese, remodelagéo
sinptica, degradacdo de matriz extracelular e apoptose (SPINDLER; HSU, 2012;
YANG; HILL; ROSENBERG, 2011).

A desregulacéo da resposta pro-inflamatéria, perda de estabilidade endotelial
e o desencadeamento de alteragBes na estrutura e funcionamento do SNC, ja tém
sido descritos para alguns Flavivirus, como o Virus da Encefalite Japonesa (JEV) e
Virus do Nilo Ocidental (VNO) (AL-OBAIDI et al., 2018; HSIEH et al., 2019; KLEIN et
al., 2019; AL-OBAIDI et al., 2018; MUSTAFA et al., 2019; ROE; ORILLO; VERMA,
2014). Baseado nesses dados, acredita-se na imunopatologia da SCZ como um
processo dinamico, que envolve a interacdo da resposta imune local e periférica
(CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; DIOP et al., 2018; LIMA et al, 2019;
MANANGEESWARAN; IRELAND; VERTHELYI, 2016). No entanto, oS mecanismos
de interacdo ZIKV e hospedeiro, que determinam o0s quadros congénitos da
infecg¢do, ainda ndo sdo bem compreendidos.

Uma hipotese relevante é que ao acessar a unidade neurovascular, o ZIKV
induz uma resposta proé-inflamatéria persistente baseada na liberacdo de IFN-I e
outras citocinas proé-inflamatérias e quimiocinas. A producdo dessas moléculas,
assim como a presenca do virus no SNC, ativa células imunes locais e a BHE,
promovendo a amplificacdo da resposta neuroinflamatoria. Consequentemente, o
fluxo de linfécitos, macrofagos e neutrdéfilos, assim como a liberacdo de substancias
neurotdxicas aumentam, gerando danos permanentes ao desenvolvimento fetal e

infantil.
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2 REFERENCIAL TEORICO CONCEITUAL

Os topicos a seguir abordam uma revisdo acerca dos mecanismos
imunopatogénicos associados a infeccdo congénita por virus Zika. Além disso,
aspectos gerais relacionados a epidemiologia, transmissdo, diagndstico e

tratamento, também sao retratados.

2.1 Descoberta e Caracterizagdo de um Novo Virus

A emergéncia e reemergéncia dos Arbovirus — virus transmitidos por
artréopodes — sdo de grande importancia para a saude publica resultando em
epidemias em todo o mundo (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019). Dentre
0s principais, destacam-se os Virus Dengue (DENV 1-4), Virus da Febre Amarela
(VFA), Virus Chikungunya (CHIKV) e o Virus Zika (ZIKV), os dois ultimos com
histérico epidemiolégico importante nas Udltimas décadas, principalmente nas
Américas (ESPINAL et al.,, 2019; LETA et al.,, 2018). Todos estes virus estédo
relacionados com morbidade e mortalidade na populacdo atingida e requerem
medidas de controle anual para evitar novas epidemias (HUANG; HIGGS;
VANLANDINGHAM, 2019; JONES et al., 2020). A introducdo do ZIKV no continente
americano, promoveu uma pandemia sem precedentes apdés anos de circulacao
restrita aos continentes africano e asiatico (ESPINAL et al., 2019; KAZMI et al.,
2020).

O ZIKV foi, ocasionalmente, descoberto em 1947 na floresta de Zika em
Uganda, isolado de um macaco Rhesus que se apresentava com febre durante um
estudo para o VFA (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). No ano seguinte, o virus foi
detectado em um pool de mosquitos Aedes africanus coletados nesta mesma regiao
(DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). O isolamento do ZIKV em momentos distintos e
de maneira independente, junto com suas caracteristicas patogénicas e auséncia de
neutralizagéo para os virus da VFA e Dengue, confirmaram ent&o a existéncia de um
novo virus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Somente em 1952 a primeira
infeccdo em humanos foi entédo relatada e a disseminacao esporadica em diferentes
regibes daquele Continente foi observada (SAKKAS; ECONOMOU;
PAPADOPOULOU, 2016; SMITHBURN, 1952).
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ApoOs sua identificagé@o, o ZIKV foi caracterizado como um Flavivirus, devido a
sua similaridade com outros virus que compdem este género, como por exemplo,
DENV, VFA, o Virus do Nilo Ocidental (VNO) e o Virus da Encefalite Japonesa (JEV)
(HAYES, 2009; SAKKAS; ECONOMOU; PAPADOPOULOU, 2016). Estes virus
apresentam uma estrutura caracteristica formada por um capsideo icosaédrico,
envolto por envelope lipidico e que tendem a apresentar um alto indice de
reatividade cruzada quando cocirculantes em uma mesma regido (CASTANHA et al.,
2020; DAI et al., 2016; HASAN et al., 2018). Quanto ao genoma, apresentam um
RNA fita simples (~11 kb), polaridade positiva, e que contém uma unica regido de
leitura aberta (ORF, do Inglés, Open Reading Frame), a qual codifica uma
poliproteina unica (HASAN et al., 2018). Através da clivagem da poliproteina, sédo
geradas trés proteinas estruturais (capsideo [C], envelope [E] e pré-membrana
[prM]) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5) que participam tanto da formacdo da nova progénie viral, como de processos
celulares de infeccdo e desencadeamento da resposta imune no hospedeiro (ASIF
et al., 2017; HASAN et al., 2018) (Figura 1).

Ainda sobre o processo de identificacdo e caracterizacdo do ZIKV, alguns
estudos filogenéticos foram realizados, o que permitiu identificar a origem e
heterogeneidade de diferentes cepas do virus (HU et al., 2019; LOWE et al., 2018;
METSKY et al., 2017; RAJAH et al., 2016). Através do sequenciamento do seu
genoma completo foi possivel confirmar que as duas linhagens — Africana e Asiatica
— atualmente existentes do ZIKV sdo um produto da evolugdo da cepa africana
ancestral e ambas apresentam uma ampla distribuicdo geografica (RAJAH et al.,
2016). Devido a sua grande heterogeneidade, a linhagem Africana foi subdividida
em dois clusters, um da Africa Oriental e outro da Africa Ocidental (KAZMI et al.,
2020; LOWE et al., 2018).
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Figura 1- Estrutura e genoma do ZIKV
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Fonte: Singh et al., (2016, traducéo da autora).

Legenda: O genoma do ZIKV é composto por RNA fita simples, com polaridade positiva, que codifica
uma poliproteina Unica. A partir de sua clivagem, realizada por proteases virais e do hospedeiro, sdo
geradas 3 proteinas estruturais: Capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E) que irdo favorecer
a formacg&o de novos virions; e, sete proteinas ndo-estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e NS5, essenciais a replicacéo viral e inducdo da resposta imune no hospedeiro.

Quanto a cepa asiatica, desde que surgiu no Oceano Pacifico e na América
do Sul, tem demonstrado alta capacidade de disseminacado e apresenta mutacdes e
caracteristicas imunopatogénicas particulares, quando comparada a cepa africana
(HU et al., 2019; KAZMI et al., 2020; LIMA et al., 2019c; METSKY et al., 2017).
Dentre estas Ultimas, podem-se destacar as cepas isoladas no Brasil, primeiras
associadas com o desencadeamento da microcefalia e anormalidades congénitas,
além do uso de novas vias de transmissdo para o estabelecimento da infeccéo
(CALVET et al., 2016; FARIA et al., 2016). Indagacdes sobre a circulacao de cepas
africanas do ZIKV no Brasil foram recentemente levantadas, trazendo preocupacoes
acerca de uma nova epidemia, visto que a populagédo é naive para essa linhagem
(ALMEIDA et al., 1947; KASPRZYKOWSKI et al., 2020; MELLO et al., 2019). A
hipotese surgiu a partir de estudos que identificaram linhagens filogeneticamente



23

similares a MR766 em solo brasileiro (ALMEIDA et al., 1947; KASPRZYKOWSKI et
al.,, 2020; MELLO et al., 2019). Estas, foram isoladas tanto de macacos Alouatta
guariba quanto de mosquitos Aedes albopictus e Haemagogus leucoceanos e
correspondem a 5,4% das cepas que circularam no pais em 2019 (ALMEIDA et al.,
1947; KASPRZYKOWSKI et al., 2020; MELLO et al., 2019).

2.2 Recentes epidemias de ZIKV

A primeira infecgdo humana por ZIKV foi relatada em 1952, no continente
africano, regido onde o virus apresentava dispersdo muito lenta (SMITHBURN,
1952). Somente quase 40 anos apds a sua descoberta (1983) é que o ZIKV cruzou
as fronteiras do solo africano e chegou ainda de maneira irriséria ao continente
asiatico (PIELNAA et al., 2020). Foi entdo que nos anos 2000 o virus comecou a
escrever um novo capitulo na histéria da satde publica humana (CAO-LORMEAU et
al.,, 2014; DUFFY et al., 2009; PIELNAA et al.,, 2020). Em 2007, causou uma
epidemia que atingiu 70% da populacédo da llha de Yap no Estados Federados da
Micronésia, seguida por uma introducdo eficiente na Polinésia Francesa (2013),
infectando 63% da sua populacdo (CAO-LORMEAU et al., 2014; DUFFY et al.,
2009). Nesta época, houve um aumento nos casos de aborto e alteracdes
congénitas, mas estudos que sugerissem a associacdo dessas condicbes a
exposicdo ao ZIKV somente foram relatados em 2016, através de analise
restropectiva (CAUCHEMEZ et al., 2016) (Figura 2).

Com a sua chegada ao Brasil o ZIKV se tornou o protagonista de uma
epidemia que atingiu uma média de 440.000 a 1.300.000 pessoas, com a maior
concentracdo de casos, cerca de 40% deles, na regido nordeste do Pais (DEMIR;
KILIC, 2016; FARIA et al., 2017). Desde a sua introducdo nas Américas (2014), mais
de 87 paises ja notificaram transmissédo autdctone do ZIKV até julho de 2019, porém
com uma gueda substancial no nimero de casos desde a epidemia que ocorreu
entre o final de 2015 e a primeira metade de 2016 (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2019; ZANLUCA et al., 2015) (Figura 2). Em 2018 foram notificados 31.587
novos casos de infeccdo por ZIKV nas Américas, dos quais 19.020 deles foram
registrados no Brasil (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2019). O Panama e a
Colébmbia assumem o segundo e terceiro lugar no ranking com 2.752 e 1.736 casos
suspeitos, respectivamente (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2019).
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Figura 2- Distribuicao geogréfica do ZIKV
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Fonte: Maucourant et al., (2019, traducéo da autora).

Legenda: O mapa representa a disseminag¢éo do ZIKV ao redor do globo, desde a sua descoberta em
Uganda (1947), até as principais epidemias da febre do ZIKV, que ocorreram na Micronésia (2007),
Polinésia Francesa (2013) e nas Américas (2013-2016).

Ainda no periodo epidémico, e com toda atencdo voltada para as Américas,
alguns paises do continente africano também apresentaram nimeros importantes de
novos casos de infec¢cdo com ZIKV, indicando a introducdo da cepa asiatica neste
continente (OPAS/OMS, 2020). Um desses exemplos, sdo os 7.590 casos que
ocorreram em Cabo Verde (2015-2016), além de casos de microcefalia e outras
malformacdes congénitas em Angola e na Guiné-Bissau (2017) (OPAS/OMS, 2020).
Ja na Europa, grande parte dos casos estéo relacionados a pessoas que viajaram
para areas endémicas (MARTINET et al.,, 2019; OPAS/OMS, 2020). Casos de
transmissdo autéctone do ZIKV sdo relatadas em diferentes regibes desse
continente principalmente no periodo de atividade vetorial (maio a outubro), porém
representam baixo a moderado risco de provocar epidemias (GIRON et al., 2019;
JUPILLE et al.,, 2016; MARTINET et al., 2019; ORGANIZAQAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2019).

Atualmente a histéria parece ndo mudar, com o Brasil permanecendo em
primeiro lugar na notificagdo de casos de ZIKV em todo o mundo. De acordo com
dados extraidos da OPAS/OMS, (2020), somente no ano de 2019 o Brasil notificou
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28.482 casos, dos quais apenas 3.493 foram confirmados. Esse valor representa
84,02% dos casos confirmados em todo o Continente Americano, com ndmeros
correspondentes a 33.896 e 6.640 de casos notificados e confirmados,
respectivamente (OPAS/OMS, 2020). Em 2020, ja sdo 7.143 casos relatados no
Brasil, frente a 7.898 na América do Sul e 8.285 em todo o Continente Americano
(OPAS/OMS, 2020). De acordo com o Boletim Epidemiol6gico do Ministério da
Saude, a regido Nordeste apresenta o maior numero de casos em territério nacional
(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO (BRASIL), 2020a). Dentro desta regido, os Estados
com maiores taxas de incidéncia (nUmero de casos/ 100 mil habitantes) sao Bahia
(10,6), Rio Grande do Norte (4,90 e Pernambuco (2,0) (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO (BRASIL), 2020a).

2.3 Dinamica de Transmissao

A transmissibilidade expressiva e epidemias recentes provocadas pelo ZIKV
podem ser explicadas, ao menos em parte, pela ampla distribuicdo do mosquito
vetor (Aedes spp.) nos centros urbanos (FARIA et al.,, 2017; MAGALHAES et al.,
2018; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Este fendmeno ocorre devido a alteragbes
climéticas, alta densidade populacional, aumento do numero de viagens
internacionais e urbanizacdo, que interferem diretamente na sobrevivéncia do
mosquito adulto, na replicacéo viral e nos periodos infecciosos (FARIA et al., 2017;
GUTIERREZ-BUGALLO et al., 2019; LIU-HELMERSSON et al., 2014; MAGALHAES
et al.,, 2018; SAKKAS; ECONOMOU; PAPADOPOULOU, 2016). De acordo com
Faria et al., (2017), para cada regido brasileira existe uma forte associa¢do entre o
namero de casos notificados semanalmente e a adaptacdo climética favoravel a
sobrevivéncia/ proliferagdo do mosquito vetor.

O Aedes aegypti € considerado o vetor principal, o que esta relacionado a sua
Otima adaptagdo e sobrevivéncia nas areas urbanas (MUSSO; KO; BAUD, 2019). O
Aedes albopictus por sua vez, é considerado um vetor secundario que apesar da
sua distribuicdo em regibes com climas temperados, ndo apresenta grande
relevancia para a transmisséo do ZIKV, no Brasil (JUPILLE et al., 2016; MARTINET
et al., 2019; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Na Europa, esta espécie ja apresenta um
risco maior para o desencadeamento de epidemias, uma vez que € considerado um

vetor efetivo do ZIKV, entre outros arbovirus, como DENV e CHIKV nesta regido do
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globo (GIRON et al., 2019; JUPILLE et al., 2016; MARTINET et al., 2019). De acordo
com estudos, o Culex quinquefasciatus pode vir a ser um vetor da infeccéo, ja que o
ZIKV foi isolado tanto de mosquitos silvestres quanto infectados em laboratério
(GUEDES et al., 2017; GUO et al., 2016; SMARTT et al., 2018).

Apesar da transmissao vetorial ser a principal via utilizada pelo ZIKV, outras
rotas foram identificadas como porta de entrada para o0 virus no organismo
(MAGALHAES et al., 2018; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Estas compreendem as vias
sexual, perinatal (no parto ou aleitamento materno) e transplacentaria, como
também a transfusdo de sangue (BARJAS-CASTRO et al.,, 2016; MEAD; HILLS;
BROOKS, 2018; MUSSO et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2020). Hipoteses acerca da
transmissao através do aleitamento materno e transplante de 6rgdos ainda nao séo
confirmadas (NOGUEIRA et al., 2017; SAMPIERI; MONTERO, 2019). Em regifes
ndo endémicas, a transmissédo sexual é considerada uma das principais vias para o
contagio viral (CHEN; WILSON, 2016; SAKKAS; ECONOMOU; PAPADOPOULOU,
2016). Na Europa, Estados Unidos e Australia, por exemplo, acredita-se que uma
grande parcela dos individuos infectados, tenham sido expostos ao virus através
desta via (SAKKAS; ECONOMOU; PAPADOPOULOU, 2016). J4 a transmissao
materno-fetal, pode ocorrer em qualquer periodo gestacional causando sérias
consequéncias para o desenvolvimento e saude da crianca (MUSSO; KO; BAUD,
2019) (Figura 3).
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Figura 3- Vias de transmissao do ZIKV
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Fonte: Teixeira et al., (2020, traducdo da autora).

Legenda: A figura retrata diferentes rotas de entrada do ZIKV no organismo. A transmissdo vetorial
ocorre pela picada da fémea dos mosquitos do género Aedes sp.; Transmissdo sexual devido a
permanéncia do virus no sémen. Transmissdo vertical, que pode ocorrer ainda em fase fetal
(transmiss@o congénita), ou através da amamentacao (transmissdo perinatal). O ZIKV também foi
detectado no sangue, urina, saliva, LCR, lagrima e muco cervical, porém informag8es acerca do
potencial infeccioso destas particulas virais, ou da presenca de um reservatorio viral que possa
influenciar no curso de uma segunda gestacao, ainda nédo esta esclarecido.

2.4 Infeccdo e imunidade: uma guerra sem vencedor?

Levando em consideracdo o modelo tradicional de transmisséo, o virus é
inoculado na camada mais superficial da pele através da picada do mosquito vetor
(HAMEL et al., 2015; WANG et al., 2017). A partir de entdo, acessa as camadas
mais profundas, onde encontram-se queratindcitos, fibroblastos e Células
Dendriticas (CD) (HAMEL et al., 2015; WANG et al., 2017). Além disso, estudos
acerca da transmisséo perinatal ttm demonstrado que o virus infecta células da
barreira placentaria, como sinciciotrofoblastos, trofoblastos, células endoteliais e
macrofagos (AAGAARD et al., 2017; KHAIBOULLINA et al., 2019; QUICKE et al.,
2016). Em relagcdo a transmissdo sexual, o virus ja foi detectado em células de
Sertolli e fibroblastos uterinos (CHEN et al., 2016; KUMAR et al., 2018a).
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Independente da via, a infec¢cdo acontece através de endocitose mediada por
receptor (BARROWS et al., 2018; HAMEL et al., 2015; WANG et al.,, 2017).
Inicialmente, ocorre a ligacdo da proteina E disposta como dimeros na superficie
viral a receptores especificos expressos na superficie das células-alvo — AXL (tem
se mostrado o principal receptor para esta funcéo), além de DC-SIGN, TIM-1 e TIM-
4 —, jA descritos como membros da familia de receptores da fosfatidilserina
(BARROWS et al., 2018; HAMEL et al., 2015; LIU et al., 2016). Esta ligacao favorece
a internalizacao do virus e a formacao do endossoma (BARROWS et al., 2018). No
interior deste compartimento, as ATPases vacuolares, complexos protéicos de
unidades mudltiplas, acidificam o ambiente endossomal pelo bombeamento de
prétons, permitindo a trimerizacéo irreversivel da proteina E com consequente fusao
das membranas viral e do hospedeiro e, liberacdo do RNA viral para o citoplasma
(BARROWS et al., 2018; WANG et al., 2017) (Figura 4).

Nesta etapa, o0 mRNA viral é traduzido pelos ribossomos associados a
membrana do RE, seguido pelo processamento eficiente da poliproteina no lumen
do mesmo, gerando proteinas virais maduras que favorecem a formacédo de novos
virus infecciosos (BARROWS et al., 2018; SAGER et al., 2018). A presenca de uma
grande quantidade de proteinas ndo estruturais préximas ao RNA gendmico, parece
sinalizar a parada da traducdo e o inicio da replicacdo (BARROWS et al., 2018).
Esta, por sua vez, acontece pelo dominio RNA Polimerase Dependente de RNA
(RdRp) da NS5, que usa 0 RNA senso positivo para a producdo de uma fita de RNA
negativo, que servira de molde para a producéo e replicacdo de novos RNAs senso
positivo que constituirdo o genoma das novas particulas virais (BARROWS et al.,
2018) (Figura 4).

Os estagios finais do ciclo biolégico do ZIKV, assim como de outros
Flavivirus, ocorre pela montagem de particulas virais ndo-infecciosas, conhecidas
como virions, e da maturacdo e liberagdo dos virus para o meio extracelular
utilizando a via de secrecdo das células (BARROWS et al.,, 2018; SAGER et al.,
2018). Os virions sédo formados ainda no lumen do RE e sdo constituidos pelo
nucleocapsideo e pelas proteinas prM e E (BARROWS et al., 2018). A maturagao
ocorre no networking trans-Golgi que por conter um pH acido, promove rearranjos
conformacionais na proteina E, a qual perde a estrutura trimérica e passa a ser
dimérica, e a clivagem da prM em proteina de Membrana (M) e peptideo pr
(BARROWS et al., 2018; SAGER et al., 2018). Esse peptideo impede a fuséo viral
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prematura, e somente é eliminado no processo de liberacdo das particulas virais
infecciosas do meio intra para o meio extracelular, onde estdo aptas a infectar novas
células e repetirem o ciclo (BARROWS et al., 2018; SAGER et al., 2018) (Figura 4).

Figura 4- Ciclo biolégico viral e patogénese
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Fonte: Wen; Song; Ming, (2017, traducéo da autora).

Legenda: A entrada do ZIKV na célula-alvo ocorre por endocitose mediada por receptor especifico. A
acidificacdo do endossomo favorece a liberacdo do RNA viral no citoplasma, onde é replicado e
traduzido a uma poliproteina Unica. Esta, é processada em proteinas estruturais e ndo-estruturais que
favorecem a formacéo, maturacdo e liberacdo de novos virions utilizando a via de secrecdo das
células. A infeccdo promove alteragdes no ciclo celular, ao passo que ativa a resposta imune antiviral
do hospedeiro pela indugdo das vias do IFN-I (a/B).

Ao passo em que o ZIKV infecta e ativa a maquinaria celular em beneficio
préprio, o sistema imunolégico responde de forma imediata com o objetivo de
combater a infeccdo (BARROWS et al., 2018; HAMEL et al., 2015) (Figura 4). Nesse
cenario, os Padrdes Moleculares Associados a Patégenos (PAMPs, do Inglés,
Pathogen-Associated Molecular Patterns) especificos do ZIKV séo identificados por
receptores de reconhecimento de padréo (PRRs, do Inglés, Pattern Recognition
Receptors) endossomais e citosolicos, como Toll Like Receptors (TLRs 3 e 7),
Retinoic Acid-Inducible Gene-l (RIG)-1-like Receptors (RLRs) — RIG-1 e Melanoma
Differentiation Antigen 5 (MDA-5) — e GMP-AMP sintase ciclica (cGAS) (BARROWS
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et al,, 2018; HAMEL et al., 2015; NOORBAKHSH et al., 2019). A partir desta
identificacdo, é iniciada uma resposta orquestrada pela ativacdo das vias de indugéo
e de sinalizacdo do IFN-I a/B, os quais sao responsaveis pelo estabelecimento da
imunidade antiviral (KIM et al., 2019; NOORBAKHSH et al., 2019) (Figura 4). Junto a
via do IFN-I a/B, a expressdo de genes de citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas
também ¢€ iniciada, o que favorece uma atuacao integrada das imunidades inata e
adaptativa (celular e humoral), pelo recrutamento e ativacdo de células imunes,
fosforilacdo de proteinas quinases, ativacéo do sistema complemento e liberacédo de
mediadores inflamatorios (GARCIA et al., 2017; KIM et al., 2019; NOORBAKHSH et
al., 2019; SCHIELA et al., 2018) (Figura 4).

2.5 Patogénese e manifestacdes clinicas

Essa batalha entre o virus e o sistema imune é atualmente apontada como
um dos fatores que podem influenciar na patogenia e evolucéo clinica da infeccao.
(MINER; DIAMOND, 2017). Posto isto, aproximadamente 80% dos pacientes séo
assintomaticos (BLAZQUEZ; SAIZ, 2016; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Quanto aos
outros 20%, a maioria deles apresenta uma doenca leve e autolimitada
caracterizada por febre, rash maculopapular, cefaleia, artralgia, mialgia, coceira e
conjuntivite, sintomas esses que se estendem por no méaximo 7 dias (BLAZQUEZ;
SAIZ, 2016; CHONG et al., 2019; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Enquanto isso, grupos
populacionais especificos apresentam a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) ou SCZ,
ambas relacionadas com o desenvolvimento de disturbios neurolégicos importantes
em adultos ou criancas, respectivamente (BLAZQUEZ; SAIZ, 2016; MUSSO; KO;
BAUD, 2019).

2.5.1 ZIKV e condi¢des neuroldgicas no adulto (SGB)

A associagéo da SGB e a infec¢gdo com ZIKV surgiu em 2013, porém, ganhou
maior notoriedade apos a insercao do virus no Brasil (MUSSO; KO; BAUD, 2019;
OEHLER et al., 2014). De acordo com um estudo baseado em modelo de meta-
analise, sugere-se que 1,23% das pessoas infectadas com ZIKV, evoluam para um
quadro de SGB (BARBI et al., 2018). Entre novembro de 2015 e janeiro de 2016, o
Brasil notificou 1.708 casos da SGB representando um aumento de 19% na sua taxa
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de incidéncia (BARBI et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2016). Somente no estado
da Bahia, o aumento foi de 172% no numero de casos (DOS SANTOS et al., 2016).
A nivel mundial, a chegada do virus em outros paises das Américas também elevou
0s numeros da SGB, com percentuais importantes na Colémbia (aumento de 211%),
Republica Dominicana (150%), EI Salvador (100%) e Venezuela (877%).
Atualmente, acredita-se que a SGB atinja de 2 a 3 pessoas a cada 10.000 infectados
com ZIKV (DOS SANTOS et al.,, 2016). Porém, sabe-se que outras condi¢cdes
neurolégicas como, polineuropatia desmielinizante inflamatéria, neuropatia axonal
motora aguda e Sindrome de Miller-Fisher (subtipo da SGB) também podem estar
associadas a infeccdo com este virus (MUNOZ; PARRA; PRADO, 2017).

Nos pacientes com ZIKV, os primeiros sintomas da SGB podem surgir
durante 5 a 10 dias apds as manifestacbes clinicas da febre do Zika (MUNOZ;
PARRA; PRADO, 2017). Segundo a literatura, esta é uma caracteristica peculiar a
infeccdo com ZIKV, visto que quando ocasionada por outros estimulos, a SGB
apresenta-se somente a partir de 2 a 4 semanas apés a doenca antecedente
(MUNOZ; PARRA; PRADO, 2017; WILLISON; JACOBS; VAN DOORN, 2016).
Conhecida como uma doenc¢a autoimune do Sistema Nervoso Periférico (SNP), é
desencadeada apoés estimulacdes antigénicas provocadas por vacinas e infeccdes
bacterianas e virais, que promovem a producdo de autoanticorpos contra 0s
gangliosideos das células nervosas (BARBI et al., 2018; BLAZQUEZ; SAIZ, 2016;
LAUFER HALPIN et al., 2018). De acordo com Oehler et al., (2014), pode ser um
resultado de infec¢cdes sequenciais com outros arbovirus, sugerindo um padrédo
parainfeccioso que levaria a exacerbacdo da resposta imune, quando associada a
infeccdo com ZIKV. Quanto a clinica do paciente, esta caracteriza-se,
principalmente, pela presenca de paralisia progressiva (BARBI et al., 2018;
BLAZQUEZ; SAIZ, 2016). Os sintomas incluem fraqueza muscular, dificuldade de
andar, paralisia facial e/ ou dificuldade respiratéria, com possivel evolu¢cdo para
guadros mais graves como incapacidade motora e respiratéria significativas ou até
mesmo a morte (BARBI et al., 2018; BLAZQUEZ; SAIZ, 2016; LAUFER HALPIN et
al., 2018; MUNOZ; PARRA; PRADO, 2017).

2.5.2 Sindrome Congénita do Zika: fato ou fake?
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Desde a ultima epidemia que atingiu as Américas, as primeiras evidéncias de
alteragbes neuronais congénitas associadas a infec¢éo por ZIKV foram levantadas
(BRITO, 2016; DE OLIVEIRA et al., 2016; MARINHO et al., [s.d.]; DE ARAUJO et al.,
2018). Tal episodio ocorreu devido ao aumento nos casos de microcefalia em areas
com altas taxas de notificacdo de infeccdo por ZIKV (DE ARAUJO et al., 2018;
MARINHO et al., [s.d.]). A confirmacao desta relacdo veio ndo s6 pela deteccdo de
RNA viral e/ ou anticorpos IgM em amostras de tecido cerebral e liquido
cefalorraquidiano (LCR) de recém-nascidos com microcefalia, mas também a partir
de estudos que comprovaram a transmissao vertical e o tropismo do virus por
células placentarias e neuronais (AAGAARD et al., 2017; CORDEIRO et al., 2016;
MARTINES et al., 2016; MINER; DIAMOND, 2017; TEIXEIRA et al., 2020).

A microcefalia € uma malformacdo congénita caracterizada pela reducao
significativa da circunferéncia occipitofrontal para valores < 31,9 cm e < 31,5 cm em
meninos e meninas, respectivamente, com idade gestacional de 37 semanas ou
mais (MARQUES et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2020; WEN; SONG; MING, 2017).
Além do periodo gestacional, essa condi¢cdo pode se apresentar apds 0 nascimento,
provocando, em ambos 0s casos, alteracbes no neurodesenvolvimento da crianca e
déficit intelectual e motor, consequente a morte de células progenitoras corticais e
neuronais e da neurogénese prejudicada (CUGOLA et al., 2016; FERRARIS et al.,
2019; ROMBI et al., 2020; TANG et al., 2016; WEN; SONG; MING, 2017).

Inicialmente, pensava-se somente na microcefalia como efeito da infecgéo
congénita por ZIKV, porém, a medida que a epidemia acontecia, mais estudos foram
demonstrando a capacidade do virus em promover uma pluralidade de alteracdes
clinicas heterogéneas, mais tarde classificadas como SCZ (MARQUES et al., 2019;
MUSSO; KO; BAUD, 2019; TEIXEIRA et al., 2020). Esta, por sua vez, é conhecida
como um conjunto de malformacdes fetais e neurolégicas graves, que compreende
além da microcefalia, outras anomalias craniofaciais (calcificacdes cerebrais,
hipoplasia cerebelar e do tronco encefélico, hidrocefalia, ventriculomegalia),
hipoplasia pulmonar, restricdo do crescimento fetal, artrogripose, comprometimento
ocular (anormalidade do nervo Optico, atrofia coriorretinal, manchas focais na retina,
catarata e estrabismo) e perda auditiva (LEAL et al., 2016; MARQUES et al., 2019;
TEIXEIRA et al., 2020) (Figura 5).
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Figura 5- Manifesta¢des clinicas da SCZ
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Fonte: Teixeira et al., (2020, traducdo da autora).

Legenda: Principais caracteristicas clinicas da SCZ em diferentes etapas do desenvolvimento fetal e
infantil. Microcefalia, outras anomalias craniofaciais, comprometimento motor, ocular e auditivo sdo
algumas das malformacbes fetais e neurolégicas graves desenvolvidas por criangas que foram
expostas ao ZIKV ainda em idade fetal. Mesmo em RNs com perimetro cefélico normal, que tenham
sido expostos ao virus em idade fetal ou apdés o0 nascimento, podem apresentar atraso no
desenvolvimento. A SGB é mais observada em adolescentes.

De acordo com estudos, a SCZ atinge uma média de 5 a 14% dos recém-
nascidos expostos ao ZIKV durante o periodo gestacional (MUSSO; KO; BAUD,
2019). Dentro deste grupo, mais de 90% das criancas desenvolvem calcificacdes
cerebrais e 39,7% delas apresentam microcefalia (MARQUES et al., 2019). De
acordo com levantamento feito por Marques et al., (2019), o periodo gestacional em
gue a exposicdo ao virus ocorre, influencia diretamente na condicdo clinica
desenvolvida. Isso porque 100% das criancas expostas ao virus no primeiro
trimestre da gravidez apresentaram microcefalia, ao passo que a porcentagem de
casos diminui quando a infeccdo ocorre no segundo e terceiro trimestres
(MARQUES et al.,, 2019). Além disso, 9% dos casos da SCZ ocorrem de forma
tardia, podendo ser diagnosticada até o segundo ano de vida (MUSSO; KO; BAUD,
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2019). Quanto a mortalidade associada a SCZ, esta pode chegar a marca de 7%
durante a primeira semana de vida (MUSSO; KO; BAUD, 2019).

Estima-se que a SCZ tenha atingido um total de 757.703 criancas distribuidas
em 26 paises do Continente Americano no periodo epidémico (2015-2016)
(MARQUES et al.,, 2019). O Brasil e a Colédmbia foram os paises com maiores
indices, representando um total de 1.608 e 1.415 (2016-2017) casos notificados,
respectivamente (MARINHO et al., [s.d.]; MARQUES et al.,, 2019). No Brasil, a
regido Nordeste foi a primeira a associar a infeccdo por ZIKV com o
desenvolvimento de quadros neurolégicos e também a que apresentou o maior
namero de casos (MARINHO et al., [s.d.]; MARTINES et al., 2016). Dados obtidos
do Boletim Epidemioldgico liberado anualmente pelo Ministério da Saude do Brasil
mostram que entre 2015 e 2020, de um total de 19.000 casos suspeitos da SCZ e
outras etiologias infecciosas, 3.563 foram confirmados no pais (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO (BRASIL), 2020c). Dentro do periodo acima mencionado, a mais
alta prevaléncia de malformac¢des congénitas foi observada no ano de 2016, com
mais de 6.000 casos suspeitos e uma média de 2.700 confirmados (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO (BRASIL), 2020c). Nos anos posteriores, foi observada uma
tendéncia de queda desses numeros, com 1.462 casos suspeitos e 72 casos
confirmados, em 2019 (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO (BRASIL), 2020b). J& em
2020, dos 886 casos suspeitos, apenas 27 deles foram confirmados (BOLETIM
EPIDEMIOLOGICO (BRASIL), 2020c).

Apesar da queda substancial no nimero de casos, a SCZ ainda é um
problema que se faz presente e exige atencdo da comunidade cientifica para
esclarecimento dos mecanismos patogénicos envolvidos, além da busca por alvos
terapéuticos e estratégias vacinais eficientes para controle da disseminacao viral
(MUSSO; KO; BAUD, 2019).

2.6 Manejo clinico-laboratorial do paciente com ZIKV

Um dos grandes desafios da infeccdo com ZIKV é o manejo clinico-
laboratorial do paciente infectado, principalmente em areas onde ha a co-circulacao
de outros Flavivirus, como o DENV por exemplo (SHARP et al., 2019). Isso ocorre
porque ambos apresentam um quadro clinico similar que impossibilita o diagndstico

clinico, adicionado a alta reatividade cruzada no diagnéstico sorologico e a
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inexisténcia de tratamento especifico (MUSSO; KO; BAUD, 2019; QUANQUIN;
WANG; CHENG, 2017; SHARP et al.,, 2019). De acordo com a literatura, a
confirmacdo dos casos €é baseada nos dados clinicos, epidemiolégicos e
laboratoriais (SHARP et al., 2019). O principal critério epidemiolégico que deve ser
levado em consideragdo, € se o paciente é residente ou tem histérico de viagem
recente para areas endémicas (SHARP et al., 2019). Laboratorialmente, s&o
aplicados testes moleculares e/ ou sorolégicos escolhidos com base na fase da
infeccdo em que o paciente se encontra (MUSSO; KO; BAUD, 2019; SHARP et al.,
2019; WAGGONER; PINSKY, 2016).

Na fase virémica, ou seja, nos primeiros setes dias apés o inicio dos sintomas
clinicos da infeccédo, os testes moleculares séo preferiveis uma vez que baseiam-se
na deteccdo do acido nucléico viral e fornecem evidéncias conclusivas da infeccao
por ZIKV quando o resultado é positivo (GONCALVES et al., 2018; SHARP et al.,
2019). A Reacao em Cadeia da Polimerase por Transcricdo Reversa (RT-PCR, do
Inglés, Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) é considerada o ensaio
molecular padrédo-ouro e por isso € amplamente utilizada pelos laboratérios de
referéncia (DA SILVA; PARDEE; PENA, 2019; GONCALVES et al., 2018;
SANTIAGO et al., 2018; WAGGONER; PINSKY, 2016). Além dela, alguns estudos
tém obtido resultados promissores no uso de outros testes moleculares, como o de
Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP, do Inglés, Loop-Mediated
Isothermal Amplification) (DA SILVA; PARDEE; PENA, 2019). Esta técnica garante
alta especificidade e sensibilidade, porém é mais barata, mais rapida e de mais facil
interpretacdo que a RT-PCR (DA SILVA; PARDEE; PENA, 2019).

Ao final da primeira semana apés o surgimento dos sintomas clinicos, entram
em cena os testes sorologicos, que tém como objetivo a deteccdo de anticorpos de
classe IgM (infeccdo recente) e IgG (infeccdo tardia) nos fluidos biolégicos do
paciente (SHARP et al., 2019; WAGGONER; PINSKY, 2016). O FDA indica a
realizacdo dos seguintes testes: Ensaio de Imunoabsor¢do em Placa (ELISA, do
Inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e Ensaio de Neutralizacdo por
Reducdo em Placa (PRNT, do Inglés, Plaque Reduction Neutralization Test)
(SHARP et al.,, 2019). No ELISA, resultados negativos excluem a suspeita de
infeccdo com o virus. J& os resultados positivos ou inconclusivos, precisam ser
confirmados pela realizacdo do PRNT, que por ser um ensaio quantitativo mede o

titulo de anticorpos neutralizantes virus-especifico (SHARP et al., 2019). Ele é
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importante porque ajuda a diminuir a taxa de resultados falso-positivos provocada
pela alta reatividade cruzada entre os Flavivirus cocirculantes (SHARP et al., 2019).

Em relacdo ao tratamento, inGmeros esfor¢os vém sendo realizados na busca
de medicamentos com acao antiviral frente ao ZIKV (BERNATCHEZ et al., 2020; DE
CARVALHO et al., 2017; LIMA et al., 2020). De acordo com a literatura algumas
moléculas tém demonstrado resultados positivos no combate & infec¢do, porém os
testes sdo limitados a ensaios in vitro ou experimentacdo animal e ainda néo
evoluiram para pesquisas clinicas até o0 momento (BERNATCHEZ et al., 2020; DE
CARVALHO et al., 2017; LIMA et al., 2020; QUANQUIN; WANG; CHENG, 2017). Na
auséncia de tratamento antiviral especifico, a terapéutica é sintoméatica, geralmente
baseada na administracdo de acetaminofeno para tratar dores e febre, como
também anti-histaminicos, indicado para pacientes com prurido (QUANQUIN;
WANG; CHENG, 2017). Nos pacientes com SGB associada a infeccao com ZIKV a
intervencéo clinica é similar aquela observada nos pacientes que desenvolveram a
sindrome em decorréncia de outras estimulacfes antigénicas (QUANQUIN; WANG,;
CHENG, 2017). O tratamento inclui administracdo intravenosa de imunoglobulinas
ou plasmaférese, além de ventilacdo mecanica em alguns casos (QUANQUIN;
WANG; CHENG, 2017).

Quanto as gestantes, é indicado a realizacdo de testes moleculares para
pesquisa viral em amostras pareadas de soro e urina independente da presenca ou
auséncia dos sintomas clinicos da infeccao, isto quando residentes de éareas
endémicas (SHARP et al, 2019). Os exames sorolégicos geralmente sao
recomendados quando a RT-PCR é negativa e a paciente for sintomatica (MUSSO;
KO; BAUD, 2019; SHARP et al., 2019). Caso a infeccdo por ZIKV seja confirmada, a
paciente é encaminhada para a realizacdo de exames de imagem constantes que
visam a deteccdo precoce de possiveis alteracdes fetais (MUSSO; KO; BAUD,
2019). A amniocentese somente € indicada se o feto apresentar alteragbes nos
exames de imagem. Uma vez diagnosticados com a SCZ, os recém-nascidos
seguem com acompanhamento multidisciplinar que abrange desde avaliagbes
neuroldgicas, oftalmoldgicos e do desenvolvimento, até a inclusdo em programas de
servicos de intervengdo (ADEBANJO et al., 2017).

2.7 Mecanismos envolvidos na infec¢do congénita
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Uma das grandes apostas para o desenvolvimento da SCZ, baseia-se na
resposta imune poés-infeccdo suportada por inflamacéo persistente no SNC e, no
neurotropismo viral direto, principalmente devido a sua preferéncia por células
progenitoras neuronais e capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica
(BHE) (ALIMONTI et al., 2018; FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019; MINER;
DIAMOND, 2017; MUSSO; KO; BAUD, 2019; TANG et al., 2016; TEIXEIRA et al.,
2020). Dito isto, vale ressaltar que acredita-se numa causa multifatorial, influenciada
por condicbes fisiolégicas como o periodo gestacional, caréncia nutricional,
mutacdes virais, fatores genéticos do hospedeiro e fatores ambientais (BARBEITO-
ANDRES et al., 2020; CAIRES-JUNIOR et al, 2018; ROSSI et al, 2019;
SCREATON; MONGKOLSAPAYA, 2017; YUAN et al.,, 2017). Porém, todos os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda nao sdo bem compreendidos
(TEIXEIRA et al., 2020).

O ZIKV parece acessar o SNC por infectar e cruzar a BHE através de
mecanismos celulares basicos como endocitose, exocitose e transcitose (ALIMONTI
et al., 2018; PAPA et al., 2017). Apos entrada no SNC, uma das primeiras células
infectadas sé@o as micrdglias que parecem contribuir para a disseminacdo do virus
por diferentes tecidos (DIOP et al., 2018a) (Figura 6). Imediatamente, o virus acessa
células neuronais e corticais (hiNPCs, neuroblastoma, neurbnios maduros,
astrocitos) em diferentes estagios de diferenciacdo e promove alteracbes no
crescimento e desenvolvimento do SNC (LIMA et al.,, 2019; TANG et al.,, 2016;
TEIXEIRA et al., 2020; VAN DEN POL et al., 2017) (Figura 6).

Uma vez infectadas, as células sofrem uma desregulacdo do seu ciclo,
caracterizada por inibicdo das vias de reparo do DNA, taxa de divisdo celular
diminuida, ativacdo de vias apoptoticas pela expressédo de caspases 3,7, 8 e 9, e,
ativacdo de TLR3, que culmina na producdo de CXCL-10/ IP-10, uma gquimiocina
com atividade pro-apoptética (FERRARIS et al.,, 2019; GABRIEL et al.,, 2017,
HAMMACK et al., 2019; LIMA et al., 2019; SANCHEZ-SAN et al., 2018; SOUZA et
al., 2016; SUI et al., 2006; TANG et al., 2016; ZHANG et al., 2016) (Figura 6). Além
de CXCL-10/ IP-10, o virus ativa a transcricAo de diversos outros genes
parcialmente dependentes da via do IFN e que atuam como proteinas essenciais ao
funcionamento da resposta inflamatéria, como por exemplo, proteinas quinases
ativadas por mitbgeno (MAPKs, do Inglés, Mitogen-activated Protein Kinases),

transdutor de sinal e ativador do fator de transcricdo (STAT, do Inglés, Signal
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Transducer and Activator of Transcription Factor), CXCL-1 e -9 e interleucinas, além
de genes relacionados as vias de neurogénese e de morte celular (DANG et al.,
2016; LIMA et al., 2019). Estudos apontam ainda que a assinatura imune resultante
da infeccdo com ZIKV é um processo cepa-dependente uma vez que a cepa
africana e asiética ancestral (Camboja) promovem uma ativacdo mais robusta das
vias pro-inflamatdrias (LIMA et al., 2019; OSTERLUND et al., 2019). No caso das
cepas Asiaticas contemporaneas (Brasil/ América, por exemplo) a resposta imune é

mais sutil, porém persistente, favorecendo maior replicacéo viral (LIMA et al., 2019).

Figura 6- Neuropatogénese da infeccdo congénita por ZIKV
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Fonte: Wen; Song; Ming, (2017, traducéo da autora).

Legenda: A infeccdo de células neuronais e corticais (hiNPCs, neuroblastoma, neurénios maduros,
astrocitos, microglia) por ZIKV, altera uma série de funcdes celulares. Transcricdo de genes,
diferenciagdo prematura, parada do ciclo celular, apoptose, inflamacéo e possiveis alteracdes
vasculares, ja foram identificadas. Juntos, esses mecanismos prejudicam a estrutura e funcionamento
do SNC que esta em fase de desenvolvimento, e por isso estdo relacionadas a imunopatologia da
SCZ.

Partindo da assertiva que a neuroinflamacdo € um processo caracterizado
pela liberacdo de mediadores pro-inflamatorios dentro do SNC e ser provocado por
agentes infecciosos como virus e bactérias, acredita-se que a persisténcia dessas
moléculas no cérebro e medula espinhal fetal em formagdo, esteja em parte,
relacionada com o desenvolvimento da SCZ (O'CALLAGHAN; MILLER, 2019;
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RANSOHOFF; BROWN, 2012). Neste cenério, apesar da sua atividade central na
ativagdo das respostas inflamatorias e de IFN contra o ZIKV, o TLR3 tem sido
demonstrado como um possivel potencializador da infeccdo congénita provocada
pelo virus (DANG et al., 2016). Dang et al., (2016), sugerem que a ativacao desse
PRR mediada pelo ZIKV, induziu alteracdo na transcricdo de genes relacionados ao
neurodesenvolvimento e ativacdo de proteinas com atividade anti-apoptoéticas
(DANG et al., 2016; OJHA et al., 2018). Além disso, eles observaram um aumento
na replicacdo viral e reducédo no tamanho dos organoides cerebrais consequentes a
sua ativacdo (DANG et al., 2016).

Altas concentracoes de IFN-a no SNC podem levar a interferonopatias,
caracterizada pela presenca de alteracdes morfofisiolégicas que abrangem
calcificacbes cerebrais, alteracbes da substancia branca e atrofia cerebral
(GOUTIERES, 2005). Todas essas caracteristicas clinicas, assim como uma
exposicao prolongada dos tecidos neurais fetais ao IFN-I ja foram observadas em
infantis com SCZ, sugerindo fortemente a participacdo dessa molécula para o
estabelecimento das alteracdes congénitas provocadas pelo virus (LIMA et al., 2019;
TEIXEIRA et al., 2020). Parte destes dados foram mostrados em estudo do nosso
grupo de pesquisa, realizado em amostras de LCR de recém-nascidos com
microcefalia associada a infec¢cdo congénita com ZIKV versus recém-nascidos sem
microcefalia e sem exposicao prévia ao ZIKV ou outro arbovirus, o qual revela uma
assinatura pré-inflamatéria persistente no grupo acometido (LIMA et al., 2019). Da
mesma forma, Camacho-Zavala et al., (2021), observou um perfil imune similar,
agora em amostras de soro de gestantes infectadas com ZIKV, marcado
predominantemente pela presenca de CXCL-9/ MIG (do Inglés, Monokine induced
by gamma Interferon), CXCL-10/ IP-10, CCL5/ RANTES (do Inglés, CC Chemokine
Ligand/ Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted), IFN-la, IL-
6, IL-8 e IL-1B.

O fato, € que além dos danos as células neurais, a presenca desses
mediadores inflamatorios na unidade neurovascular, geralmente esta associada a
alteracdes na permeabilidade da BHE (LEDA et al., 2019; LI et al.,, 2015; ROE;
ORILLO; VERMA, 2014). Esta barreira, formada sobretudo por células endoteliais
microvasculares, controla o fluxo de moléculas do sangue para o SNC, além de
regular a resposta imune local, seja em condi¢cdes fisiolégicas ou patolégicas
(RANSOHOFF; BROWN, 2012). A interacdo ZIKV-BHE ainda gera muitas davidas
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tanto acerca dos efeitos diretos do virus nessas células, no que diz respeito a
degradacdo das proteinas de juncao celulares, remodelamento de actina, expressao
de metaloproteinases de matriz (MMPs, do Inglés, Matrix Metalloproteinases), entre
outros, quanto na inflamacdo, a partir da regulacdo positiva de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-8, IL-1B, TNF), aumento da expressdo de
moléculas de adeséo celulares (MACs) — Molécula de Adeséo Intercelular 1 (ICAM-
1, do Inglés, Intercellular Adhesion Molecule 1) e Molécula de Adesdo Celular
Vascular 1 (VCAM-1, do Inglés, Vascular Cell Adhesion Molecule 1) — e suas
integrinas — antigeno 1 associado a funcdo leucocitaria (LFA-1, do inglés —
Lymphocyte Function-Associated Antigen 1) e antigeno 4 muito tardio (VLA4, do
inglés — Very Late Antigen 4) — e migracdo de células imunes para os locais de
injuria (ALIMONTI et al., 2018; LEDA et al., 2019; PAPA et al., 2017; PERSIDSKY et
al., 2006). Pressupde-se que todos esses mecanismos, juntos, possam gerar um
ambiente toxico que potencializaria os danos ao desenvolvimento neuronal e a
morfofisiologia da propria BHE (DIOP et al., 2018; YOCKEY et al., 2018).

2.8 Via do IFN-I (a/B) e imunidade antiviral

A resposta imune inata desempenha papel fundamental no controle de
infeccBes provocadas por Flavivirus (GARCIA et al., 2017; SCREATON; CULSHAW;
MONGKOLSAPAYA, 2018). Neste cenario, a ativacao da via do IFN-I é crucial para
que o estado antiviral seja estabelecido e ocorra a eliminagdo do patégeno (GARCIA
et al., 2017; SCREATON; CULSHAW; MONGKOLSAPAYA, 2018; SERMAN; GACK,
2019). Na infeccdo por ZIKV, diversos estudos ja tém demonstrado em ensaios in
vitro e in vivo que alteragfes nesta via acarreta efeitos nocivos a saude da célula e
do organismo (GRANT et al., 2016a; HAMEL et al., 2015; NGAN et al., 2019; WU et
al., 2017; YOCKEY et al., 2018). Dentre estes, estdo déficit na ativacdo dos genes
estimulados por interferon (Interferon Stimulated Genes, ISGs) essenciais na
amplificagdo da resposta imune antiviral e, efeitos virais diretos consequentes a
replicacdo viral persistente (SERMAN; GACK, 2019).

Quando o ZIKV entra em contato com a célula-alvo, o sistema imune ira
reconhecer os seus PAMPs por trés mecanismos distintos: 1) Os TLRs 3 e 7, que
reconhecem o RNA viral fita simples e dupla, e, induzem a translocacéo de proteinas

adaptadoras, como Fator de Diferenciacdo Mieloide 88 (MyD88, do Inglés, Adaptor
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Molecule Myeloid Differentiation 88), Proteina Adaptadora contendo o dominio TIR
(TRIF, do Inglés, TIR Domain-Containing Adaptor Inducing IFN ) ou Molécula
Adaptadora Relacionada a TRIF (TRAM, do Inglés, TRIF-Related Adaptor Molecule);
2) deteccdo de RNA dupla fita presente no citoplasma da célula por RLRs (RIG-1 e
MDA-5), os quais induzem a formacao de filamentos protéicos pela interacdo com a
proteina de sinalizagdo antiviral mitocondrial (MAVS, do Inglés, Mitochondrial
Antiviral Signaling (MAVS) Protein); e 3) os receptores cGAS que identificam DNA
fita dupla “ndo-proprio” presente no citoplasma e no nudcleo celular (GARCIA et al.,
2017; SERMAN; GACK, 2019; SPARRER; GACK, 2015). Este, catalisa a sintese de
GMP-AMP ciclico (cGAMP), que interage com o estimulador do gene IFN (Stimulator
of the Interferon Gene, STING) (Figura 7).

A resposta induzida por estes receptores, converge na ativacdo de uma
cascata de sinalizacdo Unica baseada na fosforilagdo de proteinas quinases como,
quinase 1 de ligacdo a TANK (TBK-1, do Inglés, TANK-Binding Kinase 1), MAPKs e
qguinase kB a e B (IKK a/B, do Inglés, IkB Kinase a e B) (GARCIA et al., 2017;
SERMAN; GACK, 2019; SPARRER; GACK, 2015). Apos fosforilacbes sequenciais,
estas quinases ativam os fatores reguladores de IFN (IRF, do Inglés, Interferon
Regulatory Factor) 3 e 7, a proteina ativadora 1 (AP-1, do Inglés, Activator Protein) e
fator nuclear-kB (NF-kB, do Inglés, Nuclear Factor—kB), que levam a produgao de
IFN-I (a/B) e —Ill (A), outras quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias e genes
estimulados por interferon (Interferon Stimulated Genes, 1ISGs) (GARCIA et al,
2017; SERMAN; GACK, 2019; SPARRER; GACK, 2015) (Figura 7).



42

Figura 7- Via de sinalizacdo do IFN-I (a/B)
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Fonte: Nelemans; Kikkert, (2019, traducéo da autora).

Legenda: A) O reconhecimento dos PAMPs virais (RNA fita simples e dupla do ZIKV) por TLRs-3, -7
e -9, RIG-1 e MDA-5, induz a fosforilacdo de TBK-1, MAPKs e IKK a/B. Apds fosforilagcbes
sequenciais, estas quinases ativam IRF 3 e 7, AP-1 e NF-kB, o que resulta na produg¢ao de IFN-I (a/f)
e —lll (A), e outras quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias. B) Os IFNs produzidos, ligam-se aos
seus receptores especificos (IFNAR) (agdo autécrina e paracrina), ativam as vias de JAK-STAT e
promovem a formag¢@o de um complexo protéico multimérico, conhecido como ISGF-3. Esse
complexo transloca-se para o nlcleo da célula, onde induz a expressdo de ISGs e culmina na
eliminacao do patdégeno e na regulacéo da resposta de IFN.

Os IFN-I (a/B) produzidos e secretados pelas células infectadas, agora
desencadeiam uma segunda cascata de sinalizacdo através da ligagdo com
receptores de IFN-I (a/B) (IFNAR, do Inglés, IFN-/ a/B Receptors) expressos por elas
e por células vizinhas (ASIF et al., 2017; GRANT et al.,, 2016; SERMAN; GACK,
2019). Consequente a esta ligacdo, ocorre a ativacao de outras proteinas quinases —
Janus quinase (JAK, do Inglés, Janus Kinase) e tirosina quinase 2 (TYK2, do Inglés,
Tyrosine Kinase 2) —, fosforilacdo e dimerizacdo de STAT 1 e 2 e formacao de um
complexo protéico multimérico (STAT 1 e 2 + IRF 9), conhecido como Fator de
Transcricdo Estimulado por Interferon 3 (ISGF-3, do Inglés, Interferon Stimulated
Genes Factor 3). Apds formacédo, esse complexo transloca-se para o nucleo da

célula, onde induz a expresséo de ISGs pela ligagdo com os elementos de resposta
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estimulados por IFN (IFN-Stimulated Response Elements, ISRE) (ASIF et al., 2017,
GRANT et al., 2016a; SERMAN; GACK, 2019).

Os ISGs, por sua vez, compreendem tanto proteinas envolvidas na ativacao
do IFN, como por exemplo, PRRs, JAK2, STAT 1 e 2 e IRFs, como também
proteinas pro-apoptéticas. Todos eles exercem mudltiplas fungcbes e atuam em
diferentes fases do ciclo viral, ajudando na eliminagdo do patégeno e na regulacdo
da resposta de IFN, através da regulacao positiva de quimiocinas e seus receptores,
como também, da comunicacdo célula a célula (GRANT et al., 2016; SCHNEIDER;
CHEVILLOTTE; RICE, 2014; SERMAN; GACK, 2019) (Figura 7).

2.9 Evasdo imune: mecanismos associados a supressdao davia do IFN

Ao longo dos anos, os Flavivirus desenvolveram mecanismos diversos,
capazes de evadir a resposta imune do hospedeiro (ASIF et al., 2017; GACK;,
DIAMOND, 2016; SERMAN; GACK, 2019; UBOL et al.,, 2010). Tais mecanismos
estéo relacionados com:

1. sequestro ou modificacdo do RNA viral pela formacao dos compartimentos
de replicacdo (vesiculas citoplasmaticas que envolvem o RNA viral),
utilizados pelo DENV e VNO impedindo o reconhecimento dele pelos
RLRs citoplasmaticos, como também pela adicdo do cap-5 ao mRNA viral,
pelo dominio MTase da NS5 (DAFFIS et al.,, 2010; GACK; DIAMOND,
2016; UCHIDA et al., 2014).

2. antagonismo direto e/ ou alteracdo subcelular dos PRRs, que ocorre por
degradacdo direta de MAVS pelo conjunto NS3+NS4b do HCV, ou do
complexo cGAS-STING pela protease NS2b3 do DENV (AGUIRRE et al.,
2012; GACK; DIAMOND, 2016; LI et al., 2005; SERMAN; GACK, 2019).
Adicionalmente, a ativacdo prejudicada de RIG-I pela NS3 do DENV e do
VNO que impedem a oligomerizacdo de RIG-I, e consequente
translocacao citoplasmatica-mitocondrial e ligacdo a proteina adaptadora
MAVS (GACK; DIAMOND, 2016; JIANG et al., 2012; SERMAN; GACK,
2019).

3. inibicdo de proteinas downstream na via do IFN-I, por impedir a

fosforilacdo de proteinas quinases como IKK e TBK1, consequentemente
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inibindo a ativacdo de IRFs (GACK; DIAMOND, 2016; SERMAN; GACK,
2019).

4. blogueio da cascata de sinalizacdo dependente de IFNAR, que pode
ocorrer tanto pela inibicdo da atividade de JAK1 e TYK2, como pelo
antagonismo de STAT 1 e 2, mediado tanto por proteinas estruturais (C e
E), como por ndo estruturais (NS4B e NS5) (GACK; DIAMOND, 2016;
SERMAN; GACK, 2019).

A evasao imune mediada por ZIKV acontece de forma muito parecida aquelas
acima descritas (SERMAN; GACK, 2019). Um consenso ja bem fundamentado, € o
fato dessa supressdo decorrer principalmente da atividade de proteinas virais nao
estruturais, que atuam tanto a nivel de producdo do IFN, quanto da cascata de
sinalizacdo do mesmo (ASIF et al., 2017; SERMAN; GACK, 2019). Um ponto
significativo € a atuacdo dessas proteinas na resposta mediada por RIG-1 e MDA-5
(NGAN et al.,, 2019). Nesse contexto, a evasao estad relacionada a regulacéo
negativa destes receptores, impedimento da ligacdo com suas proteinas scaffold, ou
da inibicdo de outras moléculas dependentes desta via de sinalizacdo como, MAVS,
TBK1, IRF3 e IKK, tudo isso mediado por NS2A, NS2B3, NS3 e NS4A (LI et al.,
2019; NGAN et al., 2019).

Além destes, pode-se destacar: clivagem de cGAS um processo dependente
de NS1 e da via NLRP3 do inflamassoma; clivagem ectdpica e enddégena do
estimulador de genes de interferon (STING, do Inglés, Stimulator of Interferon
Genes), este relacionado a NS2B3; degradacdo de JAK1 mediada por NS2B3 e de
STAT por NS5; e a reducdo na ativacdo de ISRE, via NS4A (DING et al., 2018;
GRANT et al., 2016; SERMAN; GACK, 2019; WU et al., 2017; ZHENG et al., 2018)
(Figura 8). Diante do que foi dito, nota-se que a interagdo do ZIKV em diferentes
pontos desta via, altera de forma ampla a resposta imune do hospedeiro,
prejudicando ndo somente 0 mecanismo mediado pelo IFN propriamente dito, como
também proteinas inflamatérias IFN-dependentes. Todo esse desarranjo imune
contribui para disseminacéo viral e agravamento da infeccdo (SERMAN; GACK,
2019).
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Figura 8- Infeccdo por ZIKV e mecanismos de evasdo imune
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Fonte: Serman; Gack, (2019, tradu¢do da autora).

Legenda: O ZIKV evade a resposta imune antiviral principalmente pela regulagdo negativa de RIG-1 e
MDA-5, que resulta na produgdo diminuida de IFN-I e de citocinas pré-inflamatorias. As proteinas
NS2A, NS2B3, NS3 e NS4A impedem a ligacdo de RIG-1 e MDA-5 as suas proteinas scaffold, além
de inibir a atividade de MAVS, TBK1, IRF3 e IKK. NS1 promove a clivagem de cGAS e da via NLRP3
do inflamassoma; NS2B3 induz a clivagem ectépica e enddgena de STING e degradagdo de JAKI.
NS4 reduz a ativagdo de ISRE, enquanto NS5 leva a degradacéo de STAT.

2.10 Inflamagédo: um mecanismo de defesa vital a saude

Injuria e infeccéo, eis os dois principais, ou mais bem compreendidos eventos
acerca da inducdo e execucgdo de uma resposta inflamatoria refinada no organismo
(BARTON, 2008; MEDZHITOV, 2008). A inflamagdo é um dos mais importantes
mecanismos utilizados pela resposta imune inata e, tem como fungéo contribuir para
eliminacdo de patdogenos e promover o reparo tecidual (CHEN et al.,, 2018;
MEDZHITOV, 2008). O processo requer a participacdo de uma variedade de células
imunes e vasculares, e da producdo de mediadores inflamatdrios, como citocinas,

guimiocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e produtos de cascatas proteoliticas,
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gue trabalham de maneira integrada para restabelecer a homeostase do organismo
(CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008; POBER; SESSA, 2007).

A ativacdo da resposta inflamatoria € iniciada pela interacao estimulo-receptor
(BARTON, 2008; CHEN et al, 2018, HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021;
MEDZHITOV, 2008). Os estimulos podem ser infecciosos, como € o caso dos
PAMPs expressos por bactérias, virus, ou outros patdogenos, e ndo-infecciosos, que
abrangem os padrées moleculares associados ao dano (DAMPs, do Inglés, Danger-
Associated Molecular Patterns) presentes em células mortas/ danificadas,
compostos toxicos, ou radiacdo (BARTON, 2008; CHEN et al., 2018; MEDZHITOV,
2008). Os estimulos sao reconhecidos por diferentes PRRs, principalmente pelos da
familia dos TLRs e RLRs expressos tanto nas células residentes teciduais, como
macrofagos, CDs e mastécitos, por exemplo, quanto por células imunes circulantes
(BARTON, 2008; CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008; ZHENG et al., 2020). No
caso do ZIKV, esse processo ocorre junto a ativacao da via do IFN-I, através da
interacdo Virus-TLR-3, -7 e -9, Virus-RIG-1/ MDA-5, como descrito previamente
neste trabalho (SERMAN; GACK, 2019) (Figura 9).

Assim como nos processos inflamatérios gerais, a comunicacdo ZIKV-
receptor favorece a ativacado de MyD88, 0 que atua como um start para ativacéo das
vias inflamatérias NF-kB, MAPK e JAK/STAT (Figura 9). Uma vez ativadas, estas
vias regulam a liberacdo de mediadores inflamatérios, como citocinas e quimiocinas
(CHEN et al., 2018; SERMAN; GACK, 2019; ZHENG et al., 2020). Usualmente, o
processo inicial € marcado pela producao de IL-18, IL-6 e TNF, que ao interagir com
seus receptores especificos, atuam como um sistema de retroalimentacao positivo,
promovendo tanto a ativacdo e recrutamento de células imunes, como macrofagos e
neutréfilos para os locais de injdria, quanto a regulacdo da cascata de quinases
previamente ativada, que levam a producao de mais proteinas inflamatorias, e assim
por diante (CHEN et al., 2018).
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Figura 9- Vias pré-inflamatérias parcialmente dependentes do IFN-I (a/B)

Vias pro-inflamatorias parcialmente dependentes do IFN-1 (a/B)
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Fonte: Hervas-Stubbs et al., (2011, traducdo da autora).

Legenda: A interacdo IFN-receptor induz a ativacdo das vias do NF-kB, MAPK (p38 e JNK) e
JAK/STAT. Estas séo requeridas para a regulacdo de genes e func¢des celulares, como: producédo de
citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias, controle da proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia e
morte celular.

Diante da assertiva que diferentes estimulos geram perfis imunes distintos, a
infeccdo com ZIKV parece desencadear uma resposta inflamatoria bem ampla,
caracterizada pela deteccao de IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, TNF,
IFN-y, CXCL-10/ IP-10, CCL5/ RANTES, proteina inflamatéria de macréfagos 1
alpha (MIP-1a, do Inglés, Macrophage Inflammatory Protein 1 Alpha) e fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF, do Inglés, Vascular Endothelial Growth
Factor), tanto em amostras clinicas de pacientes em fase aguda da infeccdo (soro,
liguido amnidtico e LCR), quanto nos sobrenadantes de linhagens celulares
infectadas in vitro (LIMA et al., 2019; MAUCOURANT et al., 2019; ORNELAS et al.,
2017; TAPPE et al., 2016).

Poucos minutos apos o estimulo inicial jA sao suficientes para que a cascata

de quinases seja ativada e as primeiras moléculas inflamatérias sejam produzidas,
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porém, este é apenas o primeiro, de uma série de eventos celulares e moleculares
altamente regulados (CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008; ZHENG et al., 2020).
Um efeito da liberacdo dessas moléculas € a ativacao do endotélio vascular, que vai
auxiliar na regulacdo do processo inflamatério, através da liberacdo de mais
mediadores quimicos, promoc¢do da quimiotaxia e rolagem de neutrdfilos, e do
extravasamento de plasma para os tecidos injuriados (MEDZHITOV, 2008; POBER,;
SESSA, 2007). Esses processos séo favorecidos pelo aumento da permeabilidade
vascular, como também da expressao de selectinas e de CAMs, que reconhecem
integrinas e receptores de quimiocinas expressos na superficie dos neutrdfilos,
mondcitos e de outras células imunes circulantes (MEDZHITOV, 2008; POBER;
SESSA, 2007).

No tecido injuriado, a acdo de citocinas secretadas localmente e/ ou por
contato direto com patdégenos, ativa os neutrofilos, que liberam granulos téxicos
compostos por espécies reativas de oxigénio (ROS, do Inglés, Reactive Oxygen
Species), 6xido nitrico (NO, do Inglés, Nitric Oxide), proteinase 3, catepsina G e
elastase5, que matam o agente infeccioso, mas também agridem os tecidos
subjacentes (MEDZHITOV, 2008; POBER; SESSA, 2007). Por fim, a comunicacéo
entre indutores, sensores, mediadores e efetores da inflamag&o, promovem o
recrutamento e ativacdo de mondcitos/ macrofagos, que fagocitam e destroem
patdgenos e restos celulares, além de promover o reparo do tecido danificado
(CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008).

Clinicamente esse processo se caracteriza por dor, calor, rubor, edema e
perda de funcdo, e quando bem controlado, tende a desaparecer dentro de poucos
dias (maximo de 6 semanas) (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021). Esta resposta
imediata, de baixa especificidade, porém adaptavel aos diferentes tipos de
estimulos, é chamada de inflamag&o aguda (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021).

Mediante uma resposta falha, insuficiente para eliminar o patégeno e o reparo
tecidual acontecer, o organismo busca outras alternativas para combater a infeccéo,
através da migracao de linfocitos T, células plasmaticas e acumulo de macrofagos
(CHEN et al.,, 2018; HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021; MEDZHITOV, 2008;
POBER; SESSA, 2007). Mesmo com esse reforco, a resposta gerada pode ser
incapaz de destruir o estimulo, que se torna continuo, e entdo o estado inflamatorio
cronico se consolida (CHEN et al.,, 2018; HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021;
MEDZHITOV, 2008; POBER; SESSA, 2007). A inflamacdo crdnica, por sua vez,
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envolve a formacgdo de granulomas e tecidos linféides terciérios, e geralmente esta
relacionada a danos teciduais extensos, que podem ocorrer localmente (infeccdes e
doencas autoimunes) ou de forma sistémica (diabetes mellitus tipo 2 e doencas
cardiovasculares) (CHEN et al., 2018; HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021;
MEDZHITOV, 2008).

Salvo os casos de SGB, que merecem uma investigagdo mais aprofundada, a
inflamacédo desencadeada pela infeccdo com ZIKV, ndo parece gerar grandes
prejuizos a populacdo adulta de forma geral (CAROD-ARTAL, 2018; TAPPE et al.,
2016). Por outro lado, uma das grandes preocupacdes acerca do assunto, € a
infeccdo de gestantes, ja que o virus atravessa a barreira transplacentaria e
consegue estabelecer o seu ciclo infeccioso no feto em desenvolvimento
(CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; FERRARIS et al., 2019; ORNELAS et al., 2017).
De acordo com os dados atualmente apresentados pela literatura, cresce cada vez
mais a suspeita de que a inflamacdo gerada nesses casos, atue como um fator
iminente para o desenvolvimento da SCZ (CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; DIOP et
al., 2018; LIMA et al., 2019; QUICKE et al., 2016).

A infeccdo de diferentes linhagens neurais, as vias e moléculas que séo
ativadas nestas células apos infeccado, o perfil imune detectado em amostras de LCR
de criancas com microcefalia associada a infeccdo congénita por ZIKV, além da
similaridade clinica com outras condicfes neurolégicas que tem uma participacao
importante da inflamacdo para o seu estabelecimento, sdo apenas algumas das
evidéncias que fundamentam essa ideia (AID et al., 2017; CAMACHO-ZAVALA et
al., 2021; DIOP et al., 2018; LEDA et al., 2019; LIMA et al., 2019; SANCHEZ-SAN et
al., 2018). Diante da complexidade e da importancia do assunto, 0 mesmo sera

abordado de forma mais refinada adiante neste trabalho.

2.10.1 Via do NF-kB

O NF-kB é um mediador central da resposta inflamatoria no organismo e
exerce papel crucial na resposta imune contra infec¢des virais (CHEN et al., 2018;
LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020; LIU et al, 2017). Suas funcbes estédo
principalmente relacionadas a inducdo de genes pré-inflamatorios e a regulacdo dos
mecanismos de sobrevivéncia, ativagdo e diferenciacdo de células imunes inatas e
células T inflamatérias (CHEN et al., 2018; LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020; LIU et
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al., 2017). O nome NF-kB, representa um complexo proteico formado por cinco
fatores de transcricdo induziveis e estruturalmente relacionados, conhecidos como
NF-kB-1 (p50), NF-kB2 (p52), RelA (P65), RelB e c-Rel (LEE; NGUYEN; MYOUNG,
2020; LIU et al., 2017). Sua ativacdo esta relacionada a uma série de estimulos que
irdo se dividir entre duas vias de sinalizagao principais, a via canonica, que responde
a praticamente todos os eventos que induzem a inflamacéo, e a via ndo-canonica/
ou alternativa, a qual reconhece apenas grupos especificos de estimulos (LIU et al.,
2017). Esta dltima, é vista como um braco auxiliar da via canbnica e regula funcdes
especificas da RIA (LIU et al., 2017; SUN, 2011). A translocacdo de NF-kB por ela
mediada, depende da atividade da proteina quinase indutora de NF-kB (NIK, do
Inglés, NF-kB-Inducing Kinase), seguida da fosforilacdo e processamento de
proteinas like kB, p105 e p100 (LIU et al., 2017; SUN, 2011).

A interagdo antigeno-PRRs (ZIKV/ TLRs/RLRs, LPS/ TLRs), citocina-receptor
de citocina (IL-1B/ IL-1BR, TNF/ TNFR), antigeno-MCH, por exemplo, jA& sédo
suficientes para que a via canbnica de sinalizacdo do NF-kB seja iniciada (CHEN et
al., 2018; LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020; LIU et al., 2017). Esses estimulos, irdo
resultar na fosforilacdo de proteinas IKK e degradacdo de IkB, uma proteina
inibitoria que retém o NF-kB no citoplasma, sob condi¢des fisioldgicas (CHEN et al.,
2018; LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020; LIU et al., 2017; SUN, 2011). As proteinas
IKK sdo compostas por duas subunidades cataliticas, IKKa e IKKB, e uma
subunidade conhecida como modulador essencial de NF-kB (NEMO, do Inglés — NF-
kB essential modulator) ou IKKy, de funcdo reguladora (SUN, 2011). Uma vez
fosforiladas, as proteinas IKK, especialmente sua subunidade IKK(, degradam IkBa,
favorecendo a translocacdo das por¢cdes candnicas do NF-kB (dimeros de
p50/RelA(p65) e p50/c-Rel) para o nucleo, onde interagem com regides especificas
do DNA e ativam a transcricdo de genes pré-inflamatérios (citocinas, quimiocinas,
moléculas de adesao celulares, MMPSs), genes relacionados a via do IFN, genes pro-
e anti-apoptoéticos, entre outros (CHEN et al.,, 2018; LEE; NGUYEN; MYOUNG,
2020; LIU et al., 2017; SUN, 2011).

As proteinas aqui produzidas irdo conduzir uma cascata de eventos imunes
essenciais a recuperacdo da homeostase no organismo, enquanto que uma
desregulagéo desta via pode levar ao surgimento de cancer, doencgas inflamatérias
cronicas e infecgdes persistentes (LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020). De acordo com

estudo realizado por Lee, Nguyen e Myoung, 2020, tanto proteinas estruturais (C,
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prM e E), quanto as proteinas ndo-estruturais NS2A, NS2B, NS3 e NS4A do ZIKV,
reduzem a atividade de NF-Kb, através da interagdo com os receptores RIG-1 e
MDA-5 e pela inativacdo ou regulacdo negativa de proteinas de sinalizacdo desta
via, como TBK-1, IRF3, IKK e da forma ativa de RIG-1 (RIG-1-1-228). A inibicdo
desses fatores, interfere ndo somente na via do NF-kB, mas principalmente na
producdo de IFNs, citocinas centrais no estabelecimento da imunidade antiviral
capaz de eliminar a infeccdo (LUNDBERG et al., 2019).

2.10.2 Via de sinalizacdo MAPK

As vias de quinase regulada por sinal extracelular (MAPK/ ERK, do Inglés,
Mitogen-Activated Protein Kinase/ Extracellular Signal-Regulated Kinase), c-Jun N-
terminal quinase/ proteina quinase ativada por estresse (JNK/SPK, do Inglés, c-Jun
N-terminal Kinase/ Stress-Activated Protein Kinase) e MAPK p38, sdo as mais bem
caracterizadas vias de sinalizacdo que formam a familia de MAPKs (KUMAR et al.,
2018b; SOARES-SILVA et al., 2016; ZHANG; LIU, 2002). Recebem essa
classificacdo de acordo com as similaridades nas sequéncias de aminoécidos e dos
modos de ativagdo (KUMAR et al., 2018b; SOARES-SILVA et al., 2016; ZHANG;
LIU, 2002). Tratam-se de vias evolutivamente conservadas em eucariotos, que
auxiliam na transmissdo, amplificacdo e integracdo de sinais envolvidos nos
processos de proliferacdo, diferenciacdo e transformacdo celulares, além de
atuarem como reguladoras da inflamacdo e da apoptose (KUMAR et al., 2018b;
SOARES-SILVA et al., 2016; ZHANG; LIU, 2002).

Diferente da via MAPK/ERK, ativada quase que exclusivamente por fatores de
crescimento e hormoénios, as vias p38 e JNK/SPK, respondem a uma variedade de
fatores ambientais e celulares (estresse), que incluem infecc¢des (inclusive virais),
radiacdo UV, choque térmico, alterac6es osmolares, LPS, ROS, drogas citotoxicas e
certos mitdgenos (CHENG et al., 2018; KUMAR et al., 2018b; ZHANG; LIU, 2002,
ZHU et al., 2017). E importante salientar que estimulos pré-inflamatorios ativam
todas essas vias, 0 que resulta na producéo de citocinas imunomoduladoras, como
TNF, IL-1, IL-10 e IL-12, que irdo auxiliar ndo somente no controle da resposta
imune, mas também em todos 0s outros processos dependentes da atividade da via
MAPK (KUMAR et al., 2018b; ZHANG,; LIU, 2002; ZHU et al., 2017). Em decorréncia

do estimulo inicial, proteinas MAPKs efetoras sao ativadas a partir de fosforilagbes
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consecutivas dos seus proprios residuos de serina e treonina, de modo que MAPK
quinase quinase (MAPKKK, do Inglés, MAPK Kinase Kinase) fosforila MAPK quinase
(MAPKK, do Inglés, MAPK Kinase), que entéo fosforila MAPK (CHEN et al., 2018;
KUMAR et al., 2018b; SOARES-SILVA et al., 2016). Além da autofosforilacéo, varias
proteinas como p53 e AP-1, por exemplo, também tem seus residuos serina/
treonina fosforilados pelas MAPKSs, resultando na converséo de sinais extracelulares
(estimulos) em uma infinidade de atividades celulares (inflamacédo, apoptose,
diferenciacdo celular, entre outras) (CHEN et al.,, 2018; KUMAR et al., 2018b;
ZHANG,; LIU, 2002).

Neste aspecto (estimulo-resposta celular), podemos ressaltar as infeccbes
virais (virus vivo ou inativado) e a resposta imune por elas mediadas, como dois dos
principais fatores que ativam a via de MAPK (KUMAR et al., 2018b). Como relatado
anteriormente, MAPK é uma das principais vias inflamatorias ativadas em detrimento
do reconhecimento de PAMPs virais, incluindo o ZIKV, pelos PRRs (SCREATON;
CULSHAW; MONGKOLSAPAYA, 2018). Essa via esta associada com a transcricao
de genes de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e fatores de crescimento, que
irdo regular a cascata imune previamente ativada, diversas fases do ciclo replicativo
viral e a apoptose (KUMAR et al., 2018b; MUTHURAJ et al., 2021; ZHU et al., 2017).
De acordo com Andrade et al., 2004, algumas proteinas secretoérias virais por si so,
sdo capazes de induzir a via MAPK constantemente. Além disso, a interacdo do
virus com membros das vias MAPK/ERK, JUNK/SPK e p38, pode favorecer ou
prejudicar a replicagcdo dos mesmos e, consequentemente aumentar ou eliminar a
infeccdo (CHOWDHURY et al., 2020; RODRIGUEZ et al., 2014). De acordo com a
literatura, a infeccdo com ZIKV leva a ativacdo das vias MAPK/ERK, JNK/ SPK e
p38, o que parece reduzir ou até mesmo inibir a replicacdo viral em linhagens
celulares humanas e de mosquitos, além de induzirem uma assinatura imune proé-
inflamatoria e apoptose (CHOWDHURY et al., 2020; MUTHURAJ et al., 2021; ZHU
et al., 2017).

2.10.2.1 Via MAPK p38

A via de MAPK p38 é bastante estudada nas infec¢fes virais, uma vez que é
um componente necessario a sinalizacdo dos IFNs (KUMAR et al., 2018b; ZHANG;

LIU, 2002). Quando ativadas, essas proteinas direcionam a fosforilacdo de STAT1,
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essencial a transcricdo de ISGs, os quais induzem processos celulares responsaveis
pelo clearence viral (GOH; HAQUE; WILLIAMS, 1999; SERMAN; GACK, 2019;
ZHANG; LIU, 2002). Além disso, promovem a fosforilacdo de fosfolipase A2
citosdlica, responsavel pela hidrélise do acido araquidénico, um substrato essencial
para a sintese de mediadores inflamatérios importantes, a exemplo das
cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX), produzidos principalmente por
neutrofilos, macréfagos e mastocitos (LESLIE, 2015; ZHANG; LIU, 2002).

Séao conhecidas 4 isoformas de p38, identificadas como p38a — a mais bem
caracterizada de todas elas —, p383, p38y e p38d, que sao ativadas por MAPK
quinase MKK6 (SKK3) e MKK3, principais proteinas efetoras desta via (KUMAR et
al., 2018b; ZHANG; LIU, 2002). Dentre suas funcdes, podemos citar a participacéo
nos processos apoptoéticos e inflamatérios (KUMAR et al., 2018b; ZHANG; LIU,
2002; ZHU et al., 2017). No primeiro, pode promover parada do ciclo celular na fase
G1/S (ZHANG,; LIU, 2002). Quanto a inflamacéo, regulam a transcricdo de genes de
citocinas pro-inflamatorias, como IL-8, TNF, IL-1B, e de quimiocinas, por exemplo
CXCL-10/ IP-10, CXCL-9/ MIG, CCL5/ RANTES, que irdo mediar as respostas
imune inata e adaptativa, como por exemplo aumento da expressdo de MACs
(ICAM-1, VCAM-1), integrinas, recrutamento de células imunes, diferenciacdo de
células T e expressdo de MMPs, frente a diferentes estimulos, inclusive nas
infeccdes virais (KUMAR et al., 2018b; PAPA et al., 2017; ZHU et al., 2017).

2.10.2.2 Via de transducdo de sinal JNK (c-Jun)

As proteinas JNK séo codificadas por trés genes distintos conhecidos como
JNK1, JNK2 — presentes em todas as células do organismo — e JNK3 — exclusivo do
cérebro, coracdo e testiculos — (CORRALES; LOSADA-PEREZ; CASAS-TINTO,
2021; KUMAR et al., 2018b). Sua ativacdo, deve-se pela atividade de MKK4 e
MKK7, que fosforilam proteinas citosdlicas e nucleares envolvidas em diversos
processos celulares, como inflamacdo, apoptose, desenvolvimento embrionario,
regulacéo de células do SNC sob condicdes fisiologicas e patoldgicas, sobrevivéncia
celular, entre outros (CORRALES; LOSADA-PEREZ; CASAS-TINTO, 2021,
WESTON; DAVIS, 2007). Uma proteina importante desta via, é c-JUN, que quando
fosforilada, ativa o fator de transcricdo de AP-1, que regula negativamente genes

anti-apoptoéticos como bcl2, bcl-xl e Mcl-1, enquanto regula positivamente genes proé-
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apoptoticos que pertencem a familia bcl-2 (WESTON; DAVIS, 2007; ZHANG; LIU,
2002). Um segundo mecanismo apoptético associado a ativacao de JNK, é a via de
estresse do reticulo endoplasmatico (RE), mediado pela ativacdo de CHOP, que
também resulta na expressdo diminuida de proteinas anti-apoptoticas Bcl-2,
demonstrado por Muthuraj et al., (2021), em trofoblastos infectados com ZIKV.
Juntos, estes dados destacam a importancia da ativacdo de JNK nas infeccdes

virais.

2.11 Neuroinflamagéo: uma thread comum das infec¢des virais

O SNC é um sistema de privilegio imune (CARSON et al., 2006;
FORRESTER; MCMENAMIN; DANDO, 2018). Tal afirmacdo € explicada devido a
sua capacidade de atenuar os possiveis efeitos deletérios decorrentes da ativacao
imune que ocorre no cérebro e medula espinhal (FORRESTER; MCMENAMIN;
DANDO, 2018). Esse fenbmeno ocorre pela presenca de barreiras fisicas,
fisiologicas e imunoldgicas préprias, que controlam a passagem de agentes
infecciosos, células imunes, e outras moléculas da periferia para a cavidade
neurovascular, além de regularem a resposta imune adaptativa e a inflamacéo
(CARSON et al., 2006; FORRESTER; MCMENAMIN; DANDO, 2018). O Sl do SNC
é formado por células imunes locais, como glia (células microgliais e astrdcitos),
células imunes periféricas, a exemplo dos macrofagos, neutréfilos e células T e B,
células endoteliais microvasculares cerebrais (BMVECs, do Inglés, Brain
Microvascular Endothelial Cells) e pelos préprios neurdnios (GILHUS; DEUSCHL,
2019).

Um dos eventos imunes mais bem estudados dentro do SNC é a
neuroinflamagado (GILHUS; DEUSCHL, 2019; KLEIN et al., 2019; O’'CALLAGHAN;
MILLER, 2019). Por definicdo, caracteriza-se como uma resposta inflamatoéria que
acontece no encéfalo, meninges e/ ou na medula espinhal (GILHUS; DEUSCHL,
2019; SHABAB et al., 2017). E ativada por uma variedade de estimulos, como
infeccbes virais e bacterianas, doencas neurodegenerativas, injuria e trauma, e,
mediada pela produgcdo de citocinas, quimiocinas, ROS, eicosanoides e
prostaglandinas, produzidas pelas células anteriormente citadas (DISABATO,;
QUAN; GODBOUT, 2016; LI et al., 2015; O’'CALLAGHAN; MILLER, 2019). Trata-se

de um processo refinado, que visa restaurar a homeostase no SNC, sem prejudicar
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as estruturas e funcionalidades do mesmo (KLEIN et al., 2019). Nesse ambiente, a
resposta inflamatdria pode ocorrer em diferentes graus e tem influéncia do tipo de
estimulo, do curso e do tempo de duracdo da resposta (DISABATO; QUAN;
GODBOUT, 2016). Porém, é frequentemente relatada pela literatura, como um
evento negativo, uma vez que a linha entre a regulacao e desregulacao neuro imune
€ muito ténue, e pode causar efeitos deletérios graves, muitas vezes permanentes
(DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; GILHUS; DEUSCHL, 2019; SHABAB et al.,
2017).

As células microgliais, também conhecidas como macrofagos residentes do
SNC, constituem a primeira linha de defesa contra os virus neurotropicos e uma
variedade de outros estimulos (DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; GILHUS;
DEUSCHL, 2019). Produzidas a partir de precursores mieloides na medula éssea,
migram para o cérebro entre o oitavo e nono dia do periodo embrionério, antes
mesmo dos neurdnios, astrécitos e oligodendrdcitos (DISABATO; QUAN;
GODBOUT, 2016; TONG; VIDYADARAN, 2016). Suas funcfes, ndo se limitam as
atividades de células de defesa, mas também a contribuicdo para a sobrevivéncia
desse sistema, por regular a homeostase, fagocitar células progenitoras neurais que
entraram em apoptose, fornecer suporte tréfico para os neurdnios e regular o
desenvolvimento das sinapses (TONG; VIDYADARAN, 2016). Através do
reconhecimento antigénico mediado via receptores especificos expressos em sua
superficie — que pode ocorrer pela acédo direta dos PAMPs virais e/ ou dos IFNs e
citocinas secretadas por células neuronais previamente infectadas —, integram a
comunicacdo entre SNC e sistema imune periférico (SNP) pela producdo de mais
citocinas e quimiocinas, e consequente propagacdo de sinais inflamatdrios
(DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; GILHUS; DEUSCHL, 2019; KLEIN et al.,
2019).

Concomitantemente, astrocitos e HBMECs sdo ativados e regulam
positivamente a expressdo de moléculas e receptores quimioatraentes, como CCL2/
MCP-1 (do Inglés, CC Chemokine Ligand/ Monocyte Chemoattractante Protein 1),
CCL3, CCL5/ RANTES, ICAM-1 e VCAM-1, que facilitam a migracdo de células
imunes periféricas para a unidade neurovascular (KLEIN et al., 2019).
Adicionalmente, os astricitos regulam a integridade da BHE e ativacao da resposta
imune adaptativa, por influenciar na expressao de MHC classe | e Il, e promoverem

um fendmeno conhecido como astrogliose, favorecido pela producéo de IL-1, IL-6,
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TNF and IFN-y (KLEIN et al., 2019). Um ponto em comum entre todas essas células
€ a expressao de TLR3, TLR7, RIG1 e MDA5, que irdo mediar todo esse processo
de ativacdo da cascata de IFNs e de vias inflamatorias relevantes (DISABATO,;
QUAN; GODBOUT, 2016; GILHUS; DEUSCHL, 2019; KLEIN et al., 2019).

Os virus neurotrépicos, assim denominados por serem capazes de infectar
células da unidade neurovascular, estdo entre os principais mediadores da
neuroinflamacdo (KLEIN et al, 2019; LIMA et al, 2019; NIRANJAN;
MUTHUKUMARAVEL; JAMBULINGAM, 2019). Geralmente, a infeccdo por esses
patdgenos tem inicio sistémico e somente depois acessam o SNC utilizando uma
variedade de rotas (GILHUS; DEUSCHL, 2019; LUDLOW et al., 2016). Dentre elas,
podem-se destacar: disseminacdo hematogénica através da BHE, barreira sangue-
LCR, barreira meningea-LCR, infeccdo direta de células endoteliais, ou via
disseminacéo de leucdcitos infectados através da BHE no parénquima cerebral
(LUDLOW et al., 2016). Este ultimo, um fenébmeno também conhecido como Cavalo
de Tréia, € bem caracterizado nas infecgcdes com o JEV (HSIEH; JOHN, 2020). No
caso das infec¢Bes congénitas por ZIKV, a barreira transplacentaria € utilizada para
chegar a circulacao fetal, e entdo alcancar a unidade neurovascular provavelmente
pela infeccdo de HBMECs, como também da passagem do virus e de células
imunes periféricas infectadas pelos espacos intercelulares (ALIMONTI et al., 2018;
MUSSO; KO; BAUD, 2019; PAPA et al., 2017).

A acao direta dos virus, assim como a resposta imune por ele desencadeada,
pode perturbar irreversivelmente a complexa arquitetura estrutural e funcional do
SNC, causando uma série de doencas (KLEIN et al., 2019; LUDLOW et al., 2016).
Encefalopatia aguda, meningoencefalite, sindrome da doenca neurologica, sao
condig¢des clinicas frequentemente observadas nas infec¢des por JEV, VNO e Virus
Herpes Simplex (HSV) em adultos (BIAN et al., 2020; SHIVES; TYLER; BECKHAM,
2017; LI et al.,, 2015; ROE et al.,, 2012; ROE; ORILLO; VERMA, 2014). Mais
recentemente, quadros de encefalomielite disseminada aguda, desconforto
respiratorio mediado pelo SNC e perda de consciéncia, foram confirmados em
pacientes infectados com SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) (SHARIFIAN-DORCHE et al., 2020).

Nas infec¢cdes congénitas, podemos citar o virus do sarampo, HSV, e
principalmente o ZIKV, que promoveu uma epidemia de microcefalia no Brasil
(FERNANDES; ARYA; WARD, 2021; GEORGE; VISWANATHAN; SAPKAL, 2019;
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KAZMI et al., 2020). E importante citar que as alteragdes neuroldgicas decorrentes
da infeccdo com estes virus, sdo influenciadas pelo tipo de virus, pelo seu ciclo
replicativo (rota de entrada — células-alvo), fatores genéticos do hospedeiro e da
resposta imune (KLEIN et al., 2019). Um dos pontos que chama bastante a atencéo,
€ que a resposta pro-inflamatéria em todos esses casos € muito marcante,
caracterizada por uma exacerbacdo na regulacdo positiva de células e de
mediadores pré-inflamatérios, ou na ativacdo constante dos mesmos, 0 que
caracterizaria uma inflamacédo cronica (BIAN et al., 2020; KHAIBOULLINA et al.,
2019; Ll et al., 2015; LIMA et al., 2019; ROE; ORILLO; VERMA, 2014).

Na neuroinflamacéo induzida por ZIKV, a detec¢éo de IFN —I (a/B) e -1l (y) em
modelos de estudo in vitro e in vivo tém sido frequentemente relatadas pela
literatura, inclusive sendo apontados como um dos fatores contribuintes para a SCZ.
(DOWALL et al., 2017; GOBILLOT et al., 2020; GOUTIERES, 2005; GRANT et al.,
2016; LIMA et al., 2019). A assinatura imune decorrente da infeccéo e estimulacao
da via de IFN, resulta na liberacdo de citocinas IL-1pB, IL-6, IL-8/ CXCL-8, TNF, IL-13
e IL-17, quimiocinas CCL2/ MCP-1, CCL5/ RANTES, CXCL-9/ MIG, CXCL-10/ IP-10
e fator de crescimento G-CSF, todos envolvidos em processos neuropatoldgicos
(CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; LIMA et al., 2019; NAVECA et al., 2018). CXCL-
10/ IP-10 parece estar associada a inducdo de morte de neurdnios infectados com
ZIKV (CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; NAVECA et al., 2018). No DENV, quadros
de paralisia j& foram observados em estudos clinicos e experimentais, com CXCL-
10/ IP-10 e CXCR-3 desempenhando papel central na patogenia induzida pelo virus
(NIRANJAN; MUTHUKUMARAVEL; JAMBULINGAM, 2019) (Figura 10).

Um outro forte indicador de morte neuronal é a expressao e liberacdo de IL-13
e TNF (SHABAB et al., 2017). Junto a IL-8, uma citocina que também exerce funcao
guimioatraente, IL-1B, TNF, MCP-1, IL-6 e CCL5/ RANTES provocam altera¢gdes na
permeabilidade da BHE, através de mecanismos jA bem caracterizados na
neuroinflamacg&o mediada por JEV e VNO (HSIEH; JOHN, 2020; KLEIN et al., 2019;
LI et al., 2015; MUSTAFA et al., 2019; ROE et al., 2012). A presenca dessas
moléculas induziu o aumento da expressdao de ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1,
facilitando a migragéo de células imunes para dentro do SNC, através da interagéo
com ligantes expressos na superficie dessas células (LI et al., 2015; ROE et al.,
2012; ROE; ORILLO; VERMA, 2014). De acordo com Papa et al., (2017), o ZIKV
infecta e ativa HBMECSs, levando a producéo de IFN-I e lll, IL-6 e CCL5/ RANTES,
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mas nao relata alteragdes na sua permeabilidade, o que pode ser explicado pelo fato
de que estas células tendem a se tornar resistentes ao efeito dos IFNs e a morte
celular induzida por alguns virus (MLADINICH; SCHWEDES; MACKOW, 2017).
Infiltracbes de macrofagos, neutréfilos e linfécitos, aléem de calcificacdo, necrose,
neurofagia e nédulos microgliais, j& foram demonstrados em cortes histolégicos de
tecidos cerebrais fetais infectados com ZIKV (AZEVEDO et al, 2018;
MANANGEESWARAN; IRELAND; VERTHELYI, 2016). Uma das consequéncias da
infiltrac&o e ativacdo dessas células imunes, assim como da microglia, é a liberacéao
de substancias neurotdxicas como NO e ROS, causando a morte do tecido injuriado
e saudavel adjacente (MUSTAFA et al., 2019; SHABAB et al., 2017) (Figura 10).
Ainda sobre o0 JEV e VNO, a producdo aumentada de citocinas e quimiocinas
também regula positivamente a expressao e atividade de MMPs -1, -2, -3 e -9,
enzimas responsaveis pelo remodelamento de matriz extracelular, e normalmente
expressas em niveis basais (HSIEH; JOHN, 2020; MUSTAFA et al., 2019; ROE et
al., 2012). No ambiente imunopatogénico, as MMPs degradam as juncdes
intercelulares, formadas por proteinas de juncdo aderentes (PJA) e proteinas de
juncéo estreitas (PJE), cuja funcdo € manter a integridade da BHE (PERSIDSKY et
al., 2006). Quando degradadas, ocorre a abertura dos espacos celulares, que
favorece ainda mais o fluxo de células e proteinas imunes presentes na circulacéo
sistémica, amplificando o processo neuroinflamatorio e consequentemente os danos
ao SNC (LI et al., 2015; MUSTAFA et al., 2019; ROE et al., 2012). Devido as
similaridades do JEV e do VNO com o ZIKV, no que diz respeito a filogenia,
capacidade neurotropica e neuropatogénica, e ao perfil imune gerado em resposta a
infeccdo, os mecanismos utilizados por esses virus podem servir como base para a

descoberta dos meios pelos quais a SCZ se desenvolve (Figura 10).
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Figura 10- Neuroinflamacéo e quebra de barreira hematoencefalica mediada por Flavivirus
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Fonte: Mustafa et al. (2019, traducdo da autora)

Legenda: Os Flavivirus neurotrépicos acessam o SNC por infectar e cruzar a BHE através de alguns
mecanismos: B1l) JEV, VNO e ZIKV atravessam a BHE como virus livre de células, por meio de
endocitose, exocitose e transcitose, e B2) através de leucécitos infectados. (C) Uma vez infectadas,
as células endoteliais vasculares produzem mediadores inflamatérios (3), que junto a acéo direta dos
virus nestas células, ja podem induzir a regulacéo negativa de PJE (4), ou morte celular (5) e assim
alterar a permeabilidade da barreira, favorecendo ainda mais a disseminacéo viral dentro do SNC. (D)
ApOs a entrada no cérebro por qualquer uma das vias descritas (B1 e B2), os Flavivirus podem
infectar astrécitos (6), microglia (7), periécitos (8) e neurdnios (9). A infecgdo dessas células, induz a
liberacéo de mais citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas (IL-6, VEGF, TNF, IFN-y, IL-18 e IL-10,
MCP-1), que favorecem o aumento da expresséo de ICAM-1 e VCAM-1, com consequente ativacdo e
recrutamento de células imunes periféricas para o SNC, e, aumento de MMPs -2, -3 e -9 (10), que
degradam PJAs e PJEs, resultando na quebra de BHE.
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2.11.1 Neurogénese: um breve resumo

O desenvolvimento do SNC tem inicio na fase embrionaria, a partir de trés
centros germinativos, conhecidos como ectoderme, mesoderme e endoderme
(ELSHAZZLY et al., 2021; URBAN; GUILLEMOT, 2014). A ectoderme é o centro
especializado para a formacédo do tubo e a crista neural, a partir de células tronco
neurais (NSCs, do inglés, Neural Stem Cells) (ELSHAZZLY et al., 2021; URBAN;
GUILLEMOT, 2014). O processo pelo qual as NSCs se proliferam e diferenciam-se
em neurdnios maduros é chamado de neurogénese e sua regulacdo esta ligada a
atividade de diversos genes (URBAN; GUILLEMOT, 2014) (Figura 11). Crucial para
o desenvolvimento do SNC no periodo embrionario, estende ao longo da vida pela
presenca de zonas neurogénicas no cérebro adulto (ELSHAZZLY et al.,, 2021;
URBAN; GUILLEMOT, 2014).

As SNCs sé@o recrutadas e dividem-se em ceélulas progenitoras neurais
intermediarias (INPs, do inglés, Intermediate Neural Progenitors) (KHUU et al., 2021,
OVERALL; KEMPERMANN, 2018). Estas, tornam-se menos proliferativas e passam
a adquirir caracteristicas determinadas por linhagem, conduzindo a formacdo de
neurdnios, astrécitos e oligodendrécitos (OVERALL; KEMPERMANN, 2018). A
maturacdo dos neuroblastos, da origem a neurbnios imaturos, caracterizados pela
presenca de granulos e formacédo de neuritos (OVERALL; KEMPERMANN, 2018).
Por fim, o prolongamento dos neuritos, mielinizacdo, sinaptogénese e integracéo
funcional ocorrem, dando origem as células neuronais maduras, completamente
funcionais (OVERALL; KEMPERMANN, 2018) (Figura 11).
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Figura 11- Neurogénese
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Legenda: A neurogénese ocorre a partir do recrutamento de SNCs, que se dividem em células INPs.
As INPs tém alta taxa de proliferacdo e diferenciam-se em neuroblastos. Estes, por sua vez, originam
0S neurdnios imaturos que ja apresentam alguns neuritos e granulos. As células neuronais maduras,
completamente funcionais, resultam do prolongamento dos neuritos, da mielinizacdo, sinaptogénese
e integracdo funcional.

O ZIKV influencia negativamente o funcionamento de processos celulares
basicos, porém extremamente necessarios a perfeita formacdo do SNC (FERRARIS
et al., 2019; GABRIEL et al., 2017; SOUZA et al., 2016). Proliferacao, diferenciacéo
e maturacdo de células neuronais, além da regulacdo positiva de proteinas e vias
pré-apoptoéticas e pro-inflamatérias, estdo entre os mecanismos mais prejudicados
pela acdo do ZIKV (FERRARIS et al.,, 2019b; GABRIEL et al., 2017; LIMA et al.,
2019; SOUZA et al., 2016). O estagio de diferenciacdo em que as células se
encontram no momento da infeccdo, também influencia diretamente na
neuropatogenicidade (FERRARIS et al., 2019). Células em estagios iniciais de
diferenciacdo, como hiNPCs e neuroblastos apresentam maior suscetibilidade e
permissividade a infeccdo, enquanto neurdnios e astrocitos maduros sdo mais

resistentes aos efeitos deletérios da mesma (FERRARIS et al., 2019).
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Por serem um dos principais alvos da infec¢cdo por ZIKV, os neurdnios séo
fundamentais para o inicio da sinalizagcdo imune (KLEIN et al., 2019). Uma vez
infectados, produzem IFN-lI, CXCL-10/ IP-10 e CCL5/ RANTES, entre outras
citocinas, que contribuem tanto para o estabelecimento da imunidade antiviral,
quanto para o recrutamento de células imunes para dentro do SNC (KLEIN et al.,
2019; LIMA et al., 2019). A regulacdo da BHE também €& um processo parcialmente
dependente da atividade neuronal, tanto para sua formacéo e maturacdo durante o
periodo embrionario, quanto na ativacdo e funcionamento do endotélio vascular
cerebral em resposta a neuroinflamagcédo (SONAR; LAL, 2018; SWEENEY et al.,
2019).

As células SH-SY5Y correspondem a uma linhagem de neuroblastomas
amplamente utilizadas para fins de pesquisa. Sdo uma alternativa mais barata e
reprodutiveldo que o cultivo primario de células embrionarias neuronais
(KOVALEVICH; LANGFORD, 2013). Estas células foram obtidas a partir de uma
amostra de tumor 0sseo metastatico, que passou por trés processos de
transformacao e foram entdo depositadas na ATCC como SH-SY5Y (ATCC CRL-
2266) (KOVALEVICH; LANGFORD, 2013). Apresentam marcadores neuronais
imaturos, que as caracterizam como neurdnios catecolaminérgicos (KOVALEVICH;
LANGFORD, 2013). Em cultura, apresentam-se como células aderentes -
aglomerados de células neuroblasticas com formacédo de neuritos (projecdes curtas
e finas) — e de suspenséo (células arredondadas), e, respondem de forma positiva a
métodos de diferenciacdo, principalmente por &cido retindico (KOVALEVICH;
LANGFORD, 2013). No mais, tém se mostrado um bom modelo para estudos da
neuro e imuno patogenicidade da infeccdo por ZIKV, e por isso, foram utilizadas
neste trabalho (LIMA et al., 2019; SANCHEZ-SAN et al., 2018).

2.11.2 Barreira Hematoencefalica: estrutura e organizacao

A BHE é uma estrutura fisica, metabolica e de transporte, que regula a troca
de substancias e células imunes na interface sangue e enceéfalo, além de proteger
contra patdégenos invasores e regular a neuroinflamacdo (PERSIDSKY et al., 2006;
SPINDLER; HSU, 2012). E formada principalmente por BMVECs, matriz
extracelular, células microgliais, astrécitos, periocitos e neurdnios, que se conectam

inter e paracelularmente através de juncdes estreitas (JE) e juncdes aderentes (JA),
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respectivamente (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; PERSIDSKY et al., 2006;
SONAR; LAL, 2018; SPINDLER; HSU, 2012; SWEENEY et al., 2019) (Figura 12).
Além disso, as BMVECs apresentam outras caracteristicas estruturais e funcionais
particulares, que contribuem para a homeostase do SNC (KADRY; NOORANI;
CUCULLO, 2020; SONAR; LAL, 2018; SPINDLER; HSU, 2012; SWEENEY et al.,
2019). A presenca dessas juncdes, por exemplo, diminui o transporte vesicular de
solutos entre as faces luminal (BHE-circulacdo) e abluminal (BHE-cérebro) das
BMVECs (SONAR; LAL, 2018). Associado a isso, o0 movimento direcional dessas
moléculas soluveis, de ions e de células imunes, é regulado pela diferenca de
polaridade existente entre as duas faces celulares, de modo que, na face luminal ha
um maior fluxo de transportadores que conduzem os nutrientes no sentido circulagcéo
— BHE - cérebro, enquanto a face abluminal realiza o efluxo de lixo metabdlico via
cérebro — BHE - circulacdo (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; SONAR; LAL,
2018).

O desenvolvimento da BHE tem inicio na oitava semana de gestacao, a partir
de células precursoras endoteliais que entram na neuroectoderme (SONAR; LAL,
2018; SWEENEY et al., 2019). Inicialmente, o processo € mediado pela liberacéo de
VEGF por células precursoras neurais, junto a proteinas (3-catenina, por exemplo) e
vias de sinalizacdo especificas, que regulam a construcdo de uma estrutura
endotelial basica, caracterizada pela presenca de JE, transportadores de nutrientes,
inUmeras vesiculas de transcitose e alta expressdo de moléculas de adeséo
leucocitérias (SONAR; LAL, 2018; SWEENEY et al.,, 2019). Posteriormente, a
interacdo de BMVECs com peridcitos e astrécitos, induz a maturacdo dessa barreira,
um processo marcado por alteracfes estruturais e fisioldgicas, como: formacéo de
matriz extracelular, reducdo da expressdo de MACs, formacao de JA, aumento da
formacéo e maturacéo de JE e transcitose reduzida (SONAR; LAL, 2018; SWEENEY
et al., 2019). Uma vez que o processo de formacdo e maturacdo sao completados,
regulam o microambiente do SNC durante toda a vida (SONAR; LAL, 2018;
SWEENEY et al., 2019).

As juncgdes intercelulares sdo formadas basicamente por PJEs (claudina,
ocludina e moléculas de adeséao juncional -1, -2 e -3 (JAMs, do Inglés, Junction
Adhesion Molecules) e PJAs (VE-caderina e vinculina), que interagem com as
proteinas de ancoragem, zb6nula-ocludens (ZO) -1, -2, -3 e cateninas,

respectivamente, presentes no citoesqueleto de actina (KADRY; NOORANI;
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CUCULLO, 2020; KLEIN et al., 2019; PERSIDSKY et al., 2006; SONAR; LAL, 2018;
SWEENEY et al, 2019). As conexdes PJA-cateninas apresentam-se como
estruturas adesivas em forma de ziper, e exercem uma funcdo de suporte, que
contribui para a integridade da barreira, além de influenciarem no desenvolvimento
das JEs (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; KLEIN et al., 2019; PERSIDSKY et
al., 2006; SONAR; LAL, 2018; SWEENEY et al., 2019). O fato das proteinas de
ancoragem, principalmente ZO-1, -2 e -3, estarem localizadas no citoesqueleto de
actina, faz dessa estrutura, um componente chave na estabilidade das JEs, e
consequentemente da BHE (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; SONAR; LAL,
2018; SPINDLER; HSU, 2012) (Figura 12).

Figura 12- Estrutura e organizacdo da BHE
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Legenda: A BHE é formada principalmente por BMVECs, matriz extracelular, células microgliais,
astrdcitos, periécitos e neurbnios, que se conectam inter e paracelularmente através de juncdes
estreitas (JE) e juncBes aderentes (JA). Estas jun¢bes séo formadas pelas PJEs (claudina, ocludina e
JAMs -1, -2 e -3) e PJAs (VE-caderina e vinculina), que conectam-se as proteinas adaptadoras ZO -1,
-2, -3 e cateninas, respectivamente, localizadas no citoesqueleto de actina. Esta interacéo, fecha os
espacos intercelulares, garantindo a integridade da BHE e o controle da troca de moléculas entre o
sangue e 0 SNC.

O citoesqueleto de actina é essencial para a forma e movimento das células,
fagocitose, comunicacdo intercelular e distribuicAo de organelas e proteinas
citoplasmaticas (TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST, 2011). Na BHE, suas fibras de
estresse ajudam a regular a contratilidade celular, por fornecer a forca e
movimentagdo necessérias a atividade de barreira (SPINDLER; HSU, 2012). Muito
requerida nas infec¢des virais, a actina influencia em diversas fases do ciclo
replicativo viral, contribuindo para os processos de entrada, montagem e liberacao
de novos virions (TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST, 2011). Estes, por sua vez,
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induzem alteracbes no citoesqueleto, que podem prejudicar o funcionamento celular
(TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST, 2011). Dentre as alteracdes mais frequentemente
observadas, estdo o arredondamento celular, ruptura das fibras de estresse, perda
de JAs e JEs, diminuicdo de projecfes celulares (TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST,
2011). Em estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, a infeccao de HUVECs
com ZIKV, induziu a despolimerizagdo dos filamentos de actina e diminuicdo no
tamanho e quantidade de projecOes celulares logo nos minutos iniciais pés-infeccéo,
sugerindo o uso da actina para entrada do virus na célula-alvo (dados né&o
publicados). Além dos efeitos virais diretos, o0 estresse oxidativo e liberacdo de
quimiocinas como CCL2/ MCP-1 decorrentes do processo infeccioso, também
contribuem para os rearranjos do citoesqueleto de actina em HMVECS, o que altera
a localizacao e interacdo de PJESs, prejudicando assim a estrutura e funcionamento
da BHE (SPINDLER; HSU, 2012).

A contratilidade e integridade da BHE € também regulada pela atividade de
MMPs (SPINDLER; HSU, 2012; YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). Estas, por sua
vez, sdo enzimas dependentes de zinco, que tem como funcéo principal o
remodelamento de matriz extracelular, incluindo colageno, gelatinas, laminina, entre
outros (YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). Tratam-se de proteases neutras, cuja
ativacdo depende da degradacdo por outras MMPs, ou da exposicdo direta ou
indireta ao estresse oxidativo (presenca de ROS, por exemplo), enquanto que 0s
inibidores teciduais de MMPs (TIMPs, do inglés, Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases), regulam as suas atividades (ROSENBERG, 2002; SPINDLER;
HSU, 2012; YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). No SNC, sao requeridas sob
condic¢des fisioldgicas (expressas constitutivamente) e/ ou patologicas (induzidas por
estresse), regulando o0s processos de neurogénese, angiogénese e a
neuroinflamacgdo (WANG; KHALIL, 2018; YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). Sua
atividade proteolitica, favorece a proliferacédo, diferenciacdo, renovacdo e morte de
células gliais, neurais e HMVECs, além de contribuir para degradacéo de citocinas e
PJEs, mediando assim a neuroinflamacédo e a perda de integridade da BHE (YANG;
HILL; ROSENBERG, 2011).

As principais MMPs envolvidas na homeostase do SNC e na neuroinflamagéo
sdo: 1) as gelatinases -2 e -9, responsaveis pela degradacdo de colageno tipo IV e
gelatinas, e atuam na angiogénese, neurogénese, regeneracdo de axonios,

remielinizacdo, apoptose e degradacdo de matriz extracelular; e, 2) MMP-3, que



66

pertence ao subgrupo das estromelisinas, e participa de eventos de remodelagéo
sinptica, degradacdo de matriz extracelular e apoptose (SPINDLER; HSU, 2012;
YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). A MMP-1, caracteriza-se como uma colagenase,
gue realiza a degradacéo do colageno tipo I, Il e lll, no entanto, sua participa¢cao nos
processos neuroinflamatérios ainda ndo é bem caracterizada (YANG; HILL;
ROSENBERG, 2011; ZHOU et al., 2014). Acredita-se que possa estar associada a
regulacéo da apoptose de neurbnios e proliferacdo de astrocitos, além de favorecer
a migracado transendotelial de células imunes (CHOPRA; OVERALL; DUFOUR,
2019; VICTORIA et al, 2020; ZHOU et al, 2014). Na neuroinflamacéo,
principalmente quando desencadeada por infec¢Bes virais, essas proteinas estao
intimamente relacionadas a ruptura de BHE, por degradarem claudina, ocludinas e
Z0-1, -2, e -3, mediante a regulacao positiva de TNF, IL-13, CCL2/ MCP-1, IL-6 e IL-
8. (AL-OBAIDI et al., 2018; ROE et al., 2012; SPINDLER; HSU, 2012; YANG; HILL;
ROSENBERG, 2011). Uma vez que as MMPs sédo também ativadas por ROS e NO,
0 estresse oxidativo decorrente da infeccéo viral também contribuem para esse
processo (SPINDLER; HSU, 2012).

A liberacdo dos mediadores inflamatérios também regula a expressdo de
ICAM-1 e VCAM-1, principais moléculas de adesdo celulares expressas pelo
endotélio vascular cerebral, em resposta a inflamacdo (KADRY; NOORANI,
CUCULLO, 2020). Ambos pertencem a superfamilia de imunoglobulinas e permitem
a adesao das células imunes circulantes ao endotélio e consequente migracdo para
o tecido injuriado (HARJUNPAA et al., 2019). Esta interacdo depende da expressdo
das integrinas LFA-1 — expressa por linfécitos T e B, mondcitos e granuldcitos — e
VLA-4 — presente em linfécitos T e monécitos —, que conectam-se a ICAM-1 e
VCAM-1, respectivamente (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020). Dentro da
cavidade neurovascular, estas células ampliam a resposta pro-inflamatoria pela
liberacdo de mais mediadores quimicos e de compostos neurotoxicos como COX-2,
NO e ROS, e producédo de MMPs -2, -3 e -9 (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020;
MAN; UBOGU; RANSOHOFF, 2007; SWEENEY et al, 2019). Juntas essas
moléculas aumentam a permeabilidade vascular e provocam danos extensos ao
SNC (KLEIN et al., 2019).

A participagdo da BHE na neuroinflamacdo mediada por ZIKV, vem sendo
estudada, porém com resultados ainda controversos na literatura. A infeccdo de

HBMECs — linhagem celular que mimetiza um modelo de BHE para estudos in vitro
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—, ja foi comprovada (ALIMONTI et al., 2018; PAPA et al., 2017). Estudos in vitro e in
vivo, sugerem que a infeccdo € beneficiada pela expressdo de AXL, principal
receptor de entrada do virus nesta célula (ALIMONTI et al., 2018; LEDA et al., 2019;
PAPA et al., 2017). De acordo com Alimonti et al., (2018), o endotélio vascular
cerebral parece atuar como um reservatério viral, que permite a infeccdo e
persisténcia do ZIKV em células neuronais, além de induzir um perfil inflamatério
similar aquele produzido por células residentes do SNC (ALIMONTI et al., 2018;
LEDA et al.,, 2019; PAPA et al., 2017). Esses estudos relatam uma alteracdo de
permeabilidade vascular, porém mantendo as PJEs e PJAs integras, dentro dos
intervalos de infeccdo analisados (ALIMONTI et al., 2018; PAPA et al., 2017). Diante
da importancia da BHE para regulacdo da resposta inflamatéria mediada por virus
neuroinvasores como o ZIKV, associada a um numero restrito de estudos que
analisem essas caracteristicas, torna-se necessaria a realizacdo de estudos como
esse, uma vez que visa ampliar o entendimento acerca da neuroinflamacéo presente

nos casos da SCZ.
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3 JUSTIFICATIVA

A infeccdo congénita por ZIKV promove uma série de prejuizos ao
desenvolvimento fetal e infantil. Alteracdes genéticas, caréncia nutricional,
mecanismos epigenéticos, infeccdes recorrentes por arbovirus, como também a
inflamacéo, vém sendo sugeridos como possiveis causas — isoladas ou associadas
— para o desenvolvimento da sindrome. Os processos inflamatérios, por sua vez,
tém ganhado grande espaco nos debates sobre o assunto, uma vez que o contexto,
a intensidade e o curso desta resposta, diferenciam a sua caracteristica
neuroprotetora, da sua capacidade de trazer prejuizos a estrutura e ao
funcionamento do SNC em formacéo.

Nesta perspectiva, este trabalho pode ajudar a identificar moléculas e elucidar
mecanismos especificos envolvidos na cascata inflamatoria, possivelmente
associadas ao desenvolvimento da SCZ. A compreensdo destes, € o ponto de
partida para a busca de tratamentos mais eficazes, como também para o
desenvolvimento de vacinas. A imunoterapia baseada em anticorpos recombinantes
direcionados para citocinas, quimiocinas e seus receptores, como € o caso do anti-
TNF — ja utilizado no tratamento de doencas reumaticas e autoimunes — pode ser
uma alternativa mais rapida e bastante efetiva para o controle da resposta imune em
gravidas e recém-nascidos, como também, da morbimortalidade associada a

sindrome.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil imune da infeccdo congénita por ZIKV em LCR de criancas
com microcefalia versus controle, assim como analisar o perfil imune em modelos de
experimentagcdo in vitro, através do uso de células de linhagem neuronal e

endoteliais vasculares cerebrais.

4.1 Objetivos especificos

e Descrever o perfil imune da infecgdo com ZIKV em amostras de LCR de
criancas com microcefalia versus controle saudavel;

e Caracterizar a infeccao de células SH-SY5Y e HBMECs por ZIKV;

e Quantificar citocinas e quimiocinas em sobrenadantes de células SH-SY5Y
e HBMEC:s infectadas por ZIKV in vitro;

e Investigar a expressdao das MMPs -1, -2, -3 e -9 em células de linhagem
neuronal e HBMECs infectadas com ZIKV in vitro;

e Avaliar a resposta imune inata por meio da expresséo de TLRs -3, -7 e -9
e da quantificacdo de p38 em células SH-SY5Y infectadas por ZIKV in
Vitro;

e Verificar a participagdo de IFN-I (a/B) na neuroinflamac&o induzida por
ZIKV em células de linhagem neuronal in vitro;

e Avaliar o envolvimento do citoesqueleto de actina para a infeccdo de
HBMECs por ZIKV,

e Analisar se 0 ZIKV altera a expressao de ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECs

in vitro;
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5 MATERIAL E METODOS

Os topicos a seguir abordam os processos metodoldgicos aplicados na
construcdo deste trabalho, que incluem a definicdo da populacdo de estudo, os

procedimentos laboratoriais, anélises estatisticas e consideracdes éticas.

5.1 Local do Experimento

A maioria dos experimentos foram realizados no Laboratério de Virologia e
Terapia Experimental (LaVIiTE), do Instituto Aggeu Magalhdes/ FIOCRUZ-PE. Todos
0s procedimentos operacionais padrédo usados no IAM seguiram os regulamentos de
biosseguranca descritos no Plano Quadrienal da FIOCRUZ 2005/2008, e ISO 17025,
além de conter todos os equipamentos requeridos para nivel de seguranca 2, de
acordo com a Lei 11.105/2005 da CTNBio. O ensaio multiplex foi conduzido na
Plataforma Luminex Fiocruz, Subunidade Luminex-RPTO3C, Rede de Plataformas
PDTIS, FIOCRUZ/ RJ.

5.2 Populagéo do estudo

Parte do estudo foi realizado em amostras biologicas de LCR bem
caracterizadas oriundas do Banco de Amostras Bioldgicas do Servigo de Referéncia
em Arbovirus (SRA), do LaViTE. Os LCRs foram obtidos através de pung¢éo lombar,
realizada em recém-nascidos (RNs) — até 28 dias de vida — com suspeita de
microcefalia associada a infeccdo congénita por ZIKV, nascidos no Nordeste do
Brasil, no periodo de janeiro de 2015 a abril de 2017. As amostras foram coletadas
em hospitais distribuidos por todo o estado de Pernambuco e incluidas na
plataforma GAL (LACEN-PE). Posteriormente, elas foram enviadas ao SRA para o
diagndstico de infeccdo por ZIKV. De forma resumida, o diagnéstico de microcefalia
foi realizado seguindo os protocolos do Ministério da Saude, os quais baseiam-se na
medicdo do perimetro cefalico, tendo como valores de referéncia a tabela de
crescimento de Fenton. Associado a isso, exames de imagem para auxilio
diagnostico foram utilizados sempre que possivel. A infeccdo por ZIKV foi
confirmada a partir de ensaios de RT-qPCR para detecgdo do RNA viral e/ ou ELISA

para pesquisa de IgM anti-Zika. De acordo com os critérios de incluséo e exclusao
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do estudo, as amostras foram classificadas como: 1) microcefalia: quando
apresentavam circunferéncia da cabeca de pelo menos 2 DP abaixo da média para
0 mesmo sexo e idade gestacional, associado a diagnostico positivo para ZIKV; 2)
microcefalia grave: perimetro cefalico com pelo menos 3 DP abaixo da média mais
resultado laboratorial positivo para ZIKV; e 3) controle saudavel, trata-se de casos
suspeitos de microcefalia ao nascer, que foram posteriormente descartados por
ultrassonografia transfontanela do cérebro e que ndo apresentavam outros defeitos
congénitos maiores. Neste Ultimo grupo, os resultados laboratoriais para ZIKV foram
negativos. Como critérios de exclusdo, foram consideradas: 1) presenca de
anencefalia, encefalocele, ou outra sindrome congénita bem definida; 2) deteccao de
RNA viral e/ ou de anticorpos IgM para outros arbovirus, que ndo o ZIKV, detectados
na mae ou no filho; 3) painel de testagem laboratorial STORCH positivo (sifilis,
toxoplasmose, rubéola, citomegalovirus e herpes simplex) na mée ou na crianca; e
4) disponibilidade de volume (minimo de 60 pL) das amostras de LCR. Todas estas
informacgdes sobre o desenho do estudo, critérios de inclusédo e excluséo, e a coleta
de dados encontram-se mais detalhados em artigo previamente publicado por nosso

grupo de pesquisa (LIMA et al., 2019a).

5.3 Desenho do estudo

Foram incluidas no estudo 78 amostras de LCR distribuidas em 2 grupos
experimentais: 1) Microcefalia: amostras provenientes de casos confirmados de
microcefalia (n=9) e microcefalia grave (42), com resultados de RT-PCR e/ ou
pesquisa de IgM positivas para ZIKV; e 2) Controle saudavel: auséncia de
microcefalia e outras alteragbes congénitas importantes, mais testes moleculares e
soroldgicos negativos para ZIKV, DENV, CHIKV e STORCH (n=27).

Para realizagdo do ensaio multiplex, foram produzidas aliquotas de 60,0 pl de
cada uma das amostras selecionadas. As aliquotas foram armazenadas em deep
freezer a -80°C e posteriormente enviadas ao laboratorio da rede de plataformas
Luminex da Fiocruz/ RJ.

5.4 Ensaio Multiplex
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O ensaio foi multiplex foi realizado nas amostras de LCR pela utilizacdo do
Cytokine Human Magnetic 25-Plex Panel (Thermo Fisher Scientific, Munich,
Germany), através da plataforma Luminex, conforme as instrucdes do fabricante. As
citocinas (GM-CSF, IFN-a, IFN-y, IL-1B, IL-1RA, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5, IL-6, -7, -8, -
10, -12 (p40/ p70), -13, -15, -17 e TNF) e quimiocinas (eotaxina, CXCL-10/ IP-10,
MIG, MIP-1a, MIP-13, RANTES) que constituem este painel, tem os valores
representados em picogramas por mililitro (pg/ ml). As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 7, sendo considerados os valores

de média + DP.

5.5 Linhagens Celulares

5.5.1 Células SH-SY5Y (ATCC® CRL2266™)

As células neuronais humanas SH-SY5Y foram obtidas do Banco de Células
do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, BR) e cultivadas em garrafas de 75 cm?
em meio MEM (Minimum Essential Media, Gibco™)/ F12 (Ham's Nutrient Mixture
F12, Gibco®) (1:1) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de
solucdo de antibidtico penicilina/ estreptomicina (PEN/STREP), 1% de aminoacidos
nao essenciais (Non-Essential Amino Acids - NEAA) e 1% de piruvato de sédio e

mantidas em estufa a 37°C numa atmosfera de 5% de CO2.

5.5.2 HBMECs

As células endoteliais (HBMECs) foram gentilmente, doadas pela doutora
Luciana de Arruda do Departamento de Virologia do Instituto de Microbiologia Paulo
Goes na Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. As células
foram cultivadas em garrafas de 75 cm3 em meio 199 (Sigma-Aldrich) suplementado
com 10% de SFB, 1% de solucdo de antibiotico PEN/STREP e 1% de NEAA foram
mantidas em estufa a 37°C numa atmosfera de 5% de CO2.

5.6 Virus Zika
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5.6.1 Identificacdo da amostra viral

A cepa ZIKV PE243/ 2015 (abreviatura de ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015)
utilizada nos experimentos foi previamente isolada em nosso laboratdrio, descrito
por Donald et al., (2016).

5.6.2 Producao do estoque viral

Uma amostra do virus foi inoculada em células VERO (ATCC® CCL81™) e
incubada em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO:2 até que o efeito citopético
fosse observado em quase todo o tapete celular. Apds isto, a garrafa de cultura
passou por um ciclo de congelamento e descongelamento e a suspensao foi
transferida para um tubo tipo “falcon” e entdo centrifugada a 400g por 10 minutos
sob temperatura de refrigeracdo (4°C). Apés a centrifugacdo, o sobrenadante — o
gual contém as particulas virais — foi aliguotado em criotubos em um volume de 1,0

ml. A passagem do virus utilizada para todos os experimentos foi a de numero 3.

5.6.3 Titulagéo do estoque viral

O estoque viral foi titulado por meio de ensaio de placa. Para tanto, células
Vero (3,0 x 10° células/ poco) foram semeadas em placas de 24 pogos e entdo
infectadas com 7 diluicbes seriadas (1:10) dos estoques de ZIKV. Para cada
diluicdo, 3 replicatas foram realizadas. Apés 1 hora de adsorcdo em estufa a 37°C e
5% de CO2, o meio semi-sélido (juncdo de duas partes iguais de metilcelulose 3%
(CMC) e DMEM 2X) em volume final de 1,0 ml por poco foi adicionado ao in6culo.
Apo6s 6 dias de infeccdo, as placas foram fixadas com formalina e coradas com
cristal violeta 3% e o numero total de placas foi determinado por contagem a olho

nu. Os valores foram expressos em unidades formadoras de placa (UFP/mI).
5.7 Infeccao de células SH-SY5Y com ZIKV
Células SH-SY5Y (1,5 x 10° céls/ poco) foram semeadas em placas de 48

pocos e mantidas em estufa sob condigBes j& detalhadas no topico 5.5.1. Apos

adesao a placa, o meio de cultura foi removido e as células foram infectadas com
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ZIKV (MOI=1,0, Multiplicity of Infection) e entdo incubadas em estufa por duas horas,
com leve agitacdo a cada 15 minutos. ApOs este intervalo, o inéculo viral foi
removido e foram adicionados 500,0 pl de meio MEM/ F12 a 2% de SFB nas células.
Apos isto, as células foram levadas a estufa até que se completassem os intervalos
pos-infeccdo desejados (0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas poés-infeccdo - hpi). Como
controle negativo, foram utilizados um grupo de células ndo infectadas com ZIKV, o
gual é denominado de MOCK. Os dois grupos foram compostos por trés replicatas
biologicas. Os sobrenadantes deste experimento foram aliquotados em tubos tipo
“‘eppendorf” de 500,0 uL devidamente identificados e entdo armazenados a -80°C
para quantificacdo da carga viral por RT-gPCR e da producéo de citocinas por CBA,
conforme itens 5.16 e 5.14, respectivamente. Quanto ao tapete celular, estes foram
tratados com tampao RLT adicionado de 1% de 2-mercaptoetanol e armazenados a
-80°C até o uso. A coleta com tampé&o RLT conserva o RNA celular, para posterior
extracdo, producdo de cDNA e andlise da expressdo de genes por RT-PCR,

conforme descrito nos itens 5.17 e 5.18.

5.8 Inativacgao viral com BPL e ensaio de placa

Com a finalidade de observar o efeito citopatico e quantificar as particulas
virais resultantes da infeccdo das células SH-SY5Y, 2,0 x 10° células foram
infectadas com ZIKV (MOI de 1,0) e mantidas em estufa por 72 hpi. Apoés isto, as
garrafas de cultura foram tratadas conforme item 5.6.2. Ap6s a centrifugacdo, 0s
sobrenadantes foram coletados, e parte deles tratados com Betapropiolactona (BPL)
a 0,1% — um inativador quimico viral —, e mantidos a 4°C, overnight, sob agitacéo
constante. No dia seguinte, os sobrenadantes contendo as particulas virais
infecciosas e aqueles com os virus inativos foram aliguotados em criotubos em um
volume de 1,0 ml e entdo destinados a realizacdo do ensaio de placa. Apos o
intervalo de 48 horas do plagueamento de 1,0 x 10° células vero em placa de 24
pocos, 200,0 pL dos sobrenadantes das culturas de células SH-SY5Y foram
adicionados a placa de 24 pocos e incubados por 1 hora em estufa de CO2, a 37°C.
Apoés esse periodo, meio semi-sélido foi adicionado aos pogos e a placa incubada
por 6 dias, fixada com formalina e corada com cristal violeta 3%. O efeito citopatico e

a contagem do numero total de placas presentes nos sobrenadantes das culturas de
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células SH-SY5Y foram determinados a olho nu. Os valores foram expressos em
unidades formadoras de placa (UFP/ml).

5.9 Inibicdo de IFN-la em células SH-SY5Y infectadas com ZIKV

Células SH-SY5Y (1,5 x 10° células/ poco) foram semeadas em placas de 48
pocos e infectadas com ZIKV (MOI=0,5). Ap6s a remoc¢ao do indculo viral foram
adicionadas duas concentracdes de anti-IFN-a [1,0 e 10,0 ng/ml] diluidos em 500,0
pl de meio MEM/ F12 a 2% de SFB as células infectadas e foram levadas a estufa
até que se completassem os intervalos de analises (24, 48, 72 e 96 hpi). A fim de
analisar o papel do IFN-I na infeccédo de células neuronais com ZIKV, a cada 24 hpi,
foram realizados ensaios de morte celular através da marcagdo com anexina V*/ 7-
AAD* e imediatamente analisados por citometria de fluxo (item 5.13). Os
sobrenadantes deste experimento foram aliquotados em tubos tipo “eppendorf” de
500,0 pL devidamente identificados e entdo armazenados a -80°C para
guantificacdo da carga viral (itens 5.15 e 5.16) e da producdo de citocinas e
quimiocinas (5.14). Além do grupo ZIKV+ anti-IFN-a, foram adicionados o grupo
MOCK - células ndo infectadas e nao tratadas com anti-IFN-a; e, ZIKV MOI=0,5 —
células infectadas, mas nao tratadas com anti-IFN-a. Todos os grupos foram

compostos por trés replicatas biolégicas.

5.10 Inibicdo de p38 em células SH-SY5Y infectadas com ZIKV

Um total de 2,0 x 10° células SH-SY5Y foram cultivadas em garrafas T25cm?.
No dia seguinte o meio de cultura foi removido e as células foram tratadas com 10,0
MM de SB202190, um inibidor da via de p38 e mantidas em estufa por 1 hora. Apés
este periodo, o SB202190 foi removido e entdo as células foram infectadas com
ZIKV (MOI=0,5). Terminada a inocula¢do, 7,0 ml de meio MEM/ F12 a 2% de SFB
foram adicionados as garrafas e estas foram mantidas em estufa até que se
completassem os intervalos de leitura (0, 6, 12, 24 e 48 hpi). A cada intervalo, as
células foram tripsinizadas e destinadas a analise da proteina p38 por Immunoblot,
conforme item 5.19. Como controles do experimento, foram utilizados um grupo
MOCK (células nao infectadas e ndo tratadas com SB202190), um grupo SB202190
10,0 uM (células néo infectadas, porém tratadas com SB202190), e um grupo ZIKV
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MOI=0,5 (células infectadas com ZIKV, porém nédo tratadas com SB202190). Além
disso, a inibicdo de p38 também foi realizada em células SH-SY5Y (1,5 x 10°
células/ poco, infectadas com ZIKV MOI=1.0) cultivadas em placas de 48 e 24
pocos. Deste ultimo ensaio, 0os sobrenadantes foram utilizados para quantificacdo de
citocinas e quimiocinas por CBA (item 5.14), enquanto as células foram tratadas com
tampdo RLT e o RNA celular total foi utilizado para ensaios de expresséo génica,
conforme itens 5.17 e 5.18, sendo aplicados os intervalos poés-infeccao de 0, 6, 12,
24, 48 e 72 hpi. Ambos os experimentos incluem 4 grupos experimentais distintos,

compostos por 3 replicatas biolégicas, cada.

5.11 Infeccdo de HBMECs por ZIKV

Para analisar os efeitos da infecgdo por ZIKV em HMBECSs, 5,0 x 10# células/
poco foram cultivadas em placas de 24 pocos e incubadas em estufa sob condicbes
ja conhecidas até o dia seguinte. Uma vez aderidas a placa, o meio de cultura foi
removido e as células foram infectadas com ZIKV (MOI=5,0) e entdo incubadas em
estufa por duas horas, com leve agitacdo a cada 15 minutos. Apds este intervalo, o
in6culo viral foi removido e foram adicionados 500,0 ul de meio 199 a 2% de SFB
nas ceélulas. Apés isto, as células foram mantidas em estufa até que se completasse
os intervalos de 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hpi. Assim como no tépico 5.5, este
experimento apresenta um grupo controle ndo infectado (MOCK) e trés replicatas
biolégicas por grupo. Os sobrenadantes foram aliquotados e armazenados a -80°C
para quantificacdo da carga viral por RT-qPCR (item 5.15 e 5.16) e da producao de
citocinas por CBA (item 5.14). Os tapetes celulares destinaram-se a marcacéo de
ICAM-1 e VCAM-1 por citometria de fluxo (item 5.20), como também a anélise da
expresséao de genes por RT-gPCR (item 5.17 e 5.18).

5.12 Inibicao do citoesqueleto de actina em HBMECs infectadas por ZIKV

5,0 x 10* HBMECs foram cultivadas em placas de 24 pocos e entdo
infectadas com ZIKV (MOI=1,0). Apos remocdo do in6culo viral, as ceélulas
receberam diferentes concentragdes de citocalasina D (0,5, 1,0 e 2,0 puM), um
inibidor da polimerizag&o da actina, largamente utilizado na literatura. Uma vez que o

inibidor foi adicionado, as placas voltaram para a estufa até os intervalos de analises
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(O, 24, 48 e 72 hpi). A cada 24 hpi, tanto os sobrenadantes de cultura, quanto as
células, foram destinados a extracdo de RNA viral (5.15) e RNA celular total (item
5.16), respectivamente, e entdo o ensaio de RT-qgPCR (item 5.16) foi aplicado para
guantificacdo do RNA viral presente nos sobrenadantes e extratos celulares. Em
todos os intervalos foram inclusos controles negativos (células néo infectadas com
ZIKV, tratadas ou ndo com Cit D 2,0 uM) e positivos (células infectadas com ZIKV,
sem tratamento com Cit D). Todos 0s grupos experimentais sdo compostos por 3

replicatas biolégicas.

5.13 Anélise de morte celular

Para analisar a taxa de morte celular, células SH-SY5Y descritas no item 5.9
foram marcadas com Anexina V-FITC/ 7-AAD-PE e analisadas por citometria de
fluxo. Apds cada intervalo pos-infecgdo as células foram tripsinizadas, transferidas
para placa de 96 pocos fundo U e entdo centrifugadas a 230g/ 5 minutos a 4°C.
Terminada a centrifugacado, o pellet passou por dois ciclos de lavagem com PBS 1x
gelado, e foram entédo ressuspendidas em 100,0 pL de 1x Binding Buffer, seguido da
adicdo de 5,0 pL de Anexina-V/ FITC (BD Scientific) e 5,0 uL de 7-AAD/ PE
(BioLegend) para cada teste. A placa foi incubada por 15 minutos a T.A. protegida
da luz. As suspensbes celulares foram transferidas para tubos de citometria e a
leitura imediata das amostras foi realizada em citbmetro FACS Aria Il (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA). Os dados foram obtidos no software FCAP Array

(BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), e analisados no FlowJo V10.

5.14 Citometric Bead Array (CBA)

A gquantificacdo das citocinas pré-inflamatérias (IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6, IL-
1B e IL-8) foi realizada através do kit Human Inflammatory Cytokine Cytometric Bead
Array (BD BioSystems®), nos sobrenadantes de cultura obtidos nos experimentos
descritos nos itens 5.7 5.10 e 5.11. O painel de quimiocinas (IL-8, CCL5/ RANTES,
CXCL-9/ MIG, CCL2/ MCP-1 e CXCL-10/ IP-10) foi analisado pelo kit BD™
Cytometric Bead Array (CBA) Human Chemokine (BD BioSystems®), foi realizado
nos sobrenadantes obtidos no ensaio de inibicdo de IFN-la (item 5.9). Ambos os

testes foram realizados de acordo com as instrucdes do fabricante. A leitura das
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amostras foi realizada no citbmetro FACS Aria Il (BD Biosciences, San Jose, CA,
EUA) com obtencdo e andlise dos dados utilizando o software FCAP Array (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA).

5.15 Extracao de RNA viral

O RNA viral foi extraido dos sobrenadantes das culturas celulares descritas
nos itens 5.7, 5.9, 5.10, 5.11 e 5.12 utilizando o ReliaPrep™ Viral TNA Miniprep
Custom (Promega, Alemanha), de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante.

Apés a extracao, os RNAs foram estocados a -80°C até realizagdo da RT-gPCR.

5.16 Quantificacao viral por RT-gPCR

A RT-gPCR foi realizada para quantificagdo relativa do RNA viral
empregando-se primers previamente descritos por Lanciotti et al., 2008, e de acordo
com protocolos estabelecidos pelo Center for Disease Control and Prevention
(CDC), EUA. Para as reacdes de RT-qPCR foram utilizados o Kit QIAGEN One Step
RT-gPCR (QIAGEN, Alemanha). Esse kit realiza a confecgdo do cDNA seguida da
PCR em um Unico passo, minimizando etapas experimentais. Para realizacdo da
técnica foram seguidas as orientacbes do fabricante. Para a curva padrdao —
essencial a quantificacdo da carga viral — o RNA foi extraido de amostra de cultura
celular contendo ZIKV previamente titulado (5,0 x 108 UFP/ ml). Foram Preparados 6
tubos tipo “eppendorf’ de 0,2 ml com 40,5 pyL de agua nuclease free e 4,5 pL da
amostra nas diluicdes (1:10), apds diluicdo as amostras foram vortexadas por 3
segundos. Como o estoque de virus estava a 5,0 x 106 UFP/ml, e o RNA extraido
deste estoque foi eluido em 60 uL do tampdo de eluicdo, entdo 4,5 pL de RNA
(volume utilizado para cada reacdo de RT-qgPCR) corresponde a 52.500 UFP/ ml.

Assim, a diluicdo abaixo representa:

Quadro 1- Dilui¢cdes da curva padrao para quantificacéo relativa do RNA viral

Numero de copias
Diluicdes de RNA viral

Amostra Pura 52.500

Diluigdo 101 5.250
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Diluicdo 107 525,0
Diluicéo 103 52,5
Diluigédo 10 5,25
Diluicédo 10° 0,525

Fonte: A autora

5.17 Extracao de RNA celular total e confecg&do do cDNA

Para a extracdo do RNA celular total utilizado o Direct-zol RNA Miniprep Plus
(Zymo Research, Califérnia, EUA), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Este kit
permite a purificacdo do RNA a partir de pequenas quantidades de tecidos ou
células, através de coluna de silica. Apés a extracdo, o RNA foi quantificado
utilizando o Nanodrop 2000 (ThermoFisher, Waltham, MA) e entdo todas as
amostras foram ajustadas para 200 ng totais/ 20 pL. A partir de entdo, o cDNA foi
produzido utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(ThermoFisher, Waltham, MA) e armazenados a -80° C até o uso. A extracdo foi
realizada nos extratos celulares tratados com tampédo RLT, conforme descrito nos
itens 5.7 e 5.11.

5.18 Analises de expressao génica

Para a determinacdo da expressdo génica foram utilizados cDNAs obtidos
dos ensaios descritos nos itens 5.7 e 5.11. O ensaio foi realizado utilizando o kit
SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Byosystems, Massachusetts, EUA) e
primers especificos para os genes alvo (MMP-1, -2, -3 e -9) e gene endogeno (pPIA,
do Inglés, Peptidylprolyl Isomerase A), conforme tabela 2. Para cada reacdo foram
utilizados 5,0 pL de SYBR™ Green PCR Master Mix, 1,0 uL de primer forward 100
MM, 1,0 pL de primer reverse 100 pM, 1,0 pL de agua livre de RNase e DNase e 2,0
pL de cDNA (200 ng). Para analises da expressao de TLR -3, -7 e -9, IFNAL e
IFNB1, foram utilizados o kit TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Byosystems, Massachusetts, EUA) e sondas comercialmente disponiveis. Para
estes genes, o0 GAPDH (do Inglés, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) foi

escolhido como controle enddgeno. Os procedimentos experimentais foram
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conduzidos de acordo com as instru¢cbes do fabricante. Apés montagem as placas
foram levadas ao equipamento QuantStudio™ 5 System (Applied Biosystems,
Califérnia, EUA) para amplificacdo do material genético. O fold-change foi calculado
pelo método AACt tomando o grupo controle como referéncia e foi considerado

significativo quando >2.

Quadro 2- Identificacdo dos primers e sondas

NM Alvo Sequéncia
NM_021130.5 PPIA F: 5-CCGTGTTCTTCGACATTGCC-3
R: 5-TTGTCTGCAAACAGCTCAAAGG-3’
NM_022551.3 18S F: 5-CCGTGTTCTTCGACATTGCC-3
rRNA R: 5-TGTCTGCAAACAGCTCAAAGG-3’
NM_001145938 MMP1 F: 5-AAAGGGAATAAGTACTGGGC-3

R: 5-CAGTGTTTTCCTCAGAAAGAG-3’
NM_004530.6 MMP2 F: 5-ACCCATTTACACCTACACCAAG-3’
R5-TGTTTGCAGATCTCAGGAGTG-3

NM_002422 MMP3 F 5-TAAAGACAGGCACTTTTGG-3
R 5’ GAGATGGCCAAAATGAAGAG
NM_004994.3 MMP9 F: 5- TCGACGATGACGAGTTGTGG -3’

R: 5- GGTGTAGAGTCTCTCGCTGG -3’

Fonte: A autora

5.19 Immunoblot

5.19.1 Preparacao dos extratos proteicos

Os precipitados de células para a extracdo protéica foram obtidos por meio da
lise e centrifugacdo de 2,0 x 10°% células SH-SY5Y infectadas com ZIKV (MOI = 0,5)
e tratadas com SB202190, conforme descrito no item 5.10. As proteinas foram
extraidas em tampéo de lise RIPA (Sigma Aldrich, Burchs, SG, Switzerland)
contendo inibidores de proteases e fosfatases (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, EUA). Duzentos microlitros do tampao foram adicionados sobre os precipitados
celulares os quais foram desagregados por pipetagem e mantidos no gelo por 30
minutos. Depois deste periodo foi realizada centrifugacdo a 14.000 rpm por 30
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minutos a 4°C e os sobrenadantes coletados. Todos os extratos protéicos foram
imediatamente armazenados em freezer -80°C, no qual foram mantidos até a
realizacdo das analises subsequentes. A dosagem de proteinas foi realizada pelo
método de Bradford usando reagente comercial, seguindo as instru¢cdes do

fabricante (Sigma Aldrich, Burchs, SG, Switzerland).

5.19.2 Western blotting

Para a deteccao da fosforilacdo da proteina p38 nas células infectadas, os
extratos protéicos foram submetidos ao método de Western Blot. As amostras foram
diluidas em tamp&o de Laemmli a fim de se obter a quantidade de 30,0 ug em 20,0
pL, foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos e aplicadas as canaletas do gel de
poliacrilamida 12% para o seu fracionamento. Em um dos poc¢os foram aplicados 5,0
pML do marcador de peso molecular pré-corado (Thermo Scientific, EUA). A etapa
subsequente a eletroforese, foi a transferéncia das proteinas do gel de poliacrilamida
para membrana de nitrocelulose com o auxilio do sistema de transferéncia Transf
Dry (BioRad). Apos isso, a membrana de nitrocelulose foi incubada por 2 horas
imersa em solucéo de bloqueio (contendo TBS- Tween e 5% de leite desnatado) sob
agitacdo, a T.A. Apoés essa etapa a membrana foi submetida a 3 lavagens com TBS-
T (TBS 0,1% Tween), incubada overnigth sob agitacdo com o anticorpo primario
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Rabbit mAb, da Cell Signaling Technology®
especifico para a proteina alvo. Apds mais 3 etapas lavagens, o anticorpo
secundario Goat pAb to Rb IgG (HRP) (ABCAM, Cambridge, Reino Unido) foi
adicionado a membrana e mantida sob agitacdo por 2h, a T.A. Posteriormente, a
membrana foi lavada com TBS-T e revelada no equipamento ImageQuant LAS 500
(GE Healthcare, Chicago, lllinois, EUA), utilizando o kit Immobilon Western
Chemioluminescent HRP Substrate (1:1) segundo o protocolo do fabricante. Como
controle enddégeno do experimento, foi realizada a marcagdo da proteina
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), seguindo o mesmo protocolo,
havendo alteracdo apenas da diluicdo do anticorpo primario, anti-GAPDH (diluicao
1:1000).

5.20 Marcacéao de ICAM-1 e VCAM-1
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A expressdo das moléculas de adesdo celulares ICAM-1 e VCAM-1 foi
realizada por citometria de fluxo nas HBMECs descritas no item 5.6 pela marcagao
com anti-ICAM-1-PerCp e Anti-VCAM-1-PE. Para isto, a cada intervalo pés-infeccéo
as células foram tripsinizadas, transferidas para placa de 96 pocos fundo U e
centrifugadas a 230g/ 5 minutos a 4°C. Ao final de dois ciclos de lavagem com PBS
1x gelado, as células foram ressuspendidas em 100,0 uyL de PBS 1X gelado
adicionado de 2% de SFB, seguido da adicdo de 1,0 uL de ICAM-1-PerCp e 7,5 puL
de VCAM-1-PE para cada teste (Invitrogen, Califérnia, EUA). A placa foi incubada
por 30 minutos a 4°C, protegida da luz. Posterior a incubacdo, as suspensoes
celulares foram mais uma vez centrifugadas, ressuspendidas em 300,0 pL de PBS
1x e transferidas para tubos de citometria. A leitura imediata das amostras foi
realizada em citdbmetro FACS Aria Il (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Os
dados foram obtidos no software FCAP Array (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA)

e analisados no FlowJo V10.

5.21 Anaélises estatisticas

As analises estatisticas do ensaio multiplex foram realizadas através do teste
de Mann-Whitney ndo pareado, para comparar variaveis continuas. Os resultados
foram expressos como diagramas de caixa, mostrando mediana, quartil superior e
inferior, valores minimo e maximo. Os outliers sdo representados por pontos fora do
intervalo interquartil. Todos os valores de p foram bilaterais com um nivel de
significancia de 0,05. Os calculos foram realizados usando o software GraphPad
Prism 7. Para os ensaios in vitro, foram realizados testes estatisticos paramétricos
(teste t pareado, One-way ANOVA e Two-way ANOVA com pos-teste de Bonferroni)
e nao-paramétricos, de acordo com as variaveis, utilizando-se o programa GraphPad
Prism 8.0. Somente os resultados com valores de p<0.05 foram considerados

estatisticamente significativos.
5.22 Aspectos éticos
As amostras bioldgicas utilizadas nesse trabalho, constituem o Banco de

Amostras de LCR do Servico de Referéncia em Arbovirus (SRA), presente no

Laboratério de Virologia e Terapia Experimental (LaViTE), do Instituto Aggeu
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Magalh&es (IAM), Fiocruz — PE e, foram tratadas de acordo com a resolucao 441/11
e portaria 2.201/11. O uso das mesmas foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da instituicdo acima citada, sob o registro CAAE: 73669417.7.0000.5190.
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6 RESULTADOS

Esse topico compreende os resultados obtidos a partir dos ensaios

experimentais acima descritos.

6.1 Caracterizagdo das amostras clinicas incluidas no estudo

Dos casos suspeitos de microcefalia associada a infeccdo com ZIKV, que
deram entrada no SRA, 78 deles foram incluidos, considerando os critérios de
incluséo e exclusdo anteriormente descritos neste trabalho. Destes, 27 individuos
foram identificados como controle saudavel, uma vez que ndo apresentavam
gualquer alteracdo no desenvolvimento, nem positividade para ZIKV nos exames
laboratoriais. O outro grupo de analise foi denominado como microcefalia (n= 51), e
corresponde a 11 (21,6%) casos de microcefalia e 40 (78,4%) de microcefalia grave,
todas associadas a infec¢cdo congénita por ZIKV. A deteccdo de IgM anti-Zika foi
observada em 96% das amostras de LCR, confirmando assim a infeccédo, enquanto
gue nos 4% restantes, essa confirmacado ocorreu por RT-gPCR. Em ambos os
grupos, a maior porcentagem € de recém-nascidos a termo (controle saudavel
(77,8%) e microcefalia (86,2%)), com peso ao nascer dentro da normalidade
esperada para essa faixa etaria (22.500 g). Em relagdo a sintomatologia de Zika
durante o periodo gestacional, 96,2% e 68,6% das maes do grupo controle saudavel
e do grupo microcefalia, respectivamente, foram assintomaticas. Dentro do grupo
microcefalia, 31,3% das maes foram sintomaticas, com presenca de rash (31,3%),
febre (21,5%) e artralgia (5,8%). No grupo controle, apenas uma gestante
apresentou sintomas compativeis a Febre do Zika, porém, a infeccdo por este ou
outro arbovirus foi descartada laboratorialmente. Todas as caracteristicas clinicas
dos pacientes estdo sumarizadas na tabela 1 e no anexo B deste documento, e ja se

encontram publicados (LIMA et al., 2019a).
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Tabela 1- Caracteristicas dos participantes incluidos no estudo

Controle Saudavel Microcefalia
N (%) N (%)

Numero total de individuos - 27 51
neonatos

Masculino 10 (37) 22 (43)

Feminino 17 (63) 29 (57)
Idade gestacional no nascimento

Pré-termo 5 (18.5) 5(9.8)

A termo 21 (77.8) 44 (86.2)

Pds-termo 1(3.7) 2 (4)
Peso ao nascer (gramas)

>2.500 g 19 (70.4) 39 (76.5)

>1.500<2.499,9¢ 8 (29.6) 10 (19.6)

<1.500 g 0 1(1.95)

N&o informado 0 1(1.95)
Circunferéncia da cabeca

Normal 27 (100) 0

<2 DP (microcefalia) 0 11 (21.6)

<3 DP (microcefalia grave) 0 40 (78.4)
Resultados laboratoriais

RT-PCR (Deteccéo de RNA viral)* 0 2 (4)

IgM Anti-ZIKV * 0 49 (96)
Numero total de individuos — mées 27 51
Sintomatologia durante a gravidez

Sem sintomas 26 (96.2) 35 (68.6)

Rash 1(3.7) 16 (31.3)

Febre 1(3.7) 11 (21.5)

Outros sintomas (artralgia) 1(3.7) 3 (5.8)

Fonte: Lima et al. (2019, publicacéo nossa).

6.2 RNs com microcefalia associada a infec¢gao congénita por ZIKV apresentam
concentragdes elevadas de mediadores pro-inflamatérios no SNC

O perfil imune inflamatério das amostras de LCR oriundas de RNs com SCZ,
foi obtido a partir de um painel de 25 mediadores inflamatoérios, distribuidos entre
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Interessantemente, as amostras do
grupo microcefalia apresentaram aumento estatisticamente significativo na
guantificacdo de IFN-la, quando comparado ao grupo controle saudavel (p<0,05)
(Figura 13). Niveis elevados de CXCL-9/ MIG e CXCL-10/ IP-10 (p<0,05),

guimiocinas importantes para a migracao, diferenciacdo e ativacdo de células
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imunes, como para a ativacao de vias pré-apoptéticas foram observados no grupo
de casos (Figura 13). As citocinas IFN-y, IL-6 e IL-8 apresentaram um perfil similar
entre 0s grupos analisados, enquanto IL-18 e IL1-RA, encontraram-se levemente
aumentadas no grupo microcefalia, porém com valor de p> 0,05 (Figura 13). As
guimiocinas CCL2/ MCP-1, CCL3, CCL4 e CCL5/ RANTES e CCL11, citocinas IL-5,
IL-10, IL-13, IL-15, IL-17, e receptor de interleucina-2 (IL-2R), também foram
detectados em niveis levemente aumentados, entretanto, sem significancia
estatistica (Figura 13). Dos 25 mediadores inflamatérios analisados, apenas GM-
CSF, TNF, IL-2 e IL-4 foram indetectidveis em ambos o0s grupos (dados ndo
mostrados). Estes dados sugerem uma ativacdo persistente de mediadores pro-
inflamatorios no SNC de RNs com SCZ. Este foi um dos primeiros trabalhos a
apresentar tais resultados, a partir de um numero consistente de amostras caso Vvs.
controle bem caracterizadas. Devido a importancia destes achados, nos propusemos
a explorar de forma mais consistente a influéncia da resposta pro-inflamatéria da
infeccdo congénita por ZIKV, através de ensaios de infeccdo in vitro, utilizando
células humanas de linhagem neuronal e endoteliais vasculares na tentativa de
modelar o ambiente inflamat6rio assim como em avaliar o papel de cada citocina

individual.



Figura 13- Perfil imune em LCR de RNs com microcefalia associada a infeccao congénita por ZIKV
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Fonte: Lima et al. (2019, publicacdo nossa).
Legenda: A deteccdo e quantificacdo de citocinas e quimiocinas em amostras de LCR foi realizada através de ensaio Luminex, empregando-se o Cytokine
Human Magnetic 25-Plex Panel, conforme as instru¢fes do fabricante. O ensaio foi conduzido na rede de Plataforma Luminex da Fiocruz/ RJ. As analises
estatisticas foram realizadas através do teste de Mann-Whitney ndo pareado, para comparar variaveis continuas. Os resultados foram expressos como
diagramas de caixa, mostrando mediana, quartil superior e inferior, valores minimo e méximo. Os outliers sdo representados por pontos fora do intervalo
interquartil. Todos os valores de p foram bilaterais com um nivel de significancia de 0,05. Os calculos foram realizados usando o software GraphPad Prism 7.
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6.3 O ZIKV infecta células SH-SH5Y e induz apoptose e aumento da producao

de citocinas pré-inflamatdrias

Inicialmente, a infeccdo de células SH-SY5Y por ZIKV foi confirmada pela
deteccdo e quantificacdo do RNA viral, extraido dos sobrenadantes de cultura
obtidos em diferentes intervalos poés-infeccdo. Como mostra o grafico 14 A, o
aumento exponencial do numero de copias do RNA do ZIKV foi observado a partir
de 24 hpi e atingiu o seu pico apdés 96 horas. Uma vez infectadas, estas células
favoreceram a formacdo de novas particulas virais infecciosas, atingindo uma
concentracdo de 8,5 x 10* PFU/ ml no intervalo de 72 hpi, conforme demonstrado
em ensaio de placa (Grafico 14 B). Para confirmar este resultado, um ensaio de
placa também foi realizado a partir de sobrenadantes de cultura tratados com BPL, e
como esperado, ndo foram observadas unidades formadoras de placa (Figura 14 B).
Um dos efeitos da infec¢do foi 0 aumento no percentual de células anexina v 5*/ 7-
aad*, sugerindo que o ZIKV induz a morte de células de linhagem neuronal que
estdo em desenvolvimento (Gréfico 14 C).

A producdo de mediadores pro-inflamatérios também foi investigada. De
acordo com o grafico 14 E, o virus induziu a producédo de IL-6 com valores de p<
0,05 nos intervalos de 48 e 72 hpi. IL-1B e TNF também apresentaram diferencas
estatisticamente significativas no intervalo de 0 hpi, sugerindo que a ativacdo de
moléculas pré-inflamatérias tem inicio poucos minutos apdés as células serem
expostas ao virus (Gréaficos 14 D, 1). IL-8, IL-10 e IL-12p70, por sua vez,

apresentaram um perfil similar entre os grupos MOCK e ZIKV (Gréficos 14 F-H).
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Figura 14- Caracterizacéo da infeccéo de células SH-SY5Y por ZIKV
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Fonte: A autora.

Legenda: Células SH-SY5Y por ZIKV MOI 1,0. A) quantificacdo da carga viral por RT-PCR em
diferentes intervalos pés-infeccdo e B) do nimero de particulas virais, através de ensaio de placa (72
hpi). O tratamento com BPL foi utilizado para inativacéo viral e realizacdo do ensaio de placa. C) As
células SH-SYS5Y foram coletadas nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 hpi, marcadas com anexina v/ 7-
aad e analisadas por citometria de fluxo. E-J) representam a quantificacdo de citocinas pro-
inflamatodrias nos sobrenadantes de cultura obtidos nos intervalos de 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hpi
utilizando o kit Human Inflammatory Cytokine CBA, de acordo com as instru¢cdes do fabricante. As
analises estatisticas: Two-way anova e pds-teste de Bonferroni. * p< 0,05 para comparagcédo entre
grupo MOCK e ZIKV.
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6.4 O ZIKV modula a expressao de MMPs em células SH-SY5Y

As analises da expressdao das MMPs -1, -2, -3 e -9 foram conduzidas em
células SH-SY5Y infectadas por ZIKV. De acordo com nossos achados, quando
infectadas, estas células apresentam niveis de expressdo de MMP-2
significativamente diminuidos (Grafico 15 B). Esta MMP é crucial para a proliferacao
e diferenciacdo de células progenitoras neuronais quando expressas em niveis
basais. Além disso, a infeccdo por ZIKV aumentou significativamente a expressao de
MMP-1, MMP-3 e MMP-9, também requeridas para angiogénese, neurogénese,
entre outros processos relacionados ao desenvolvimento e manutencdo do SNC
(Gréficos 15 A, C-D). Uma desregulacéo na expressao destas proteinas, geralmente
esta relacionada a resposta pro-inflamatéria que ocorre dentro do SNC,
principalmente na presenca de IL-6, IL-8, IL-18 e TNF e pode atrapalhar o
desenvolvimento neurogénico. A literatura ja tem demonstrado que o ZIKV prejudica
0 processo de neurogénese através de diversos mecanismos, porém este é o
primeiro trabalho que aponta a possivel participacdo das MMPs -1, -2, -3, -9, neste

Processo.
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Figura 15- Expresséo de MMPs em células SH-SY5Y infectadas por ZIKV
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Fonte: A autora.

Legenda: Os graficos apresentam o perfil de expressdo de MMPs em células SH-SY5Y infectadas por
ZIKV nos intervalos de 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hpi. Os cDNAs foram confeccionados a partir do RNA
celular total extraido dos grupos MOCK e ZIKV MOI 1,0. A RT-PCR foi realizada utilizando o kit
SYBR™ Green PCR Master Mix e primers especificos para os genes alvo (MMP-1, -2, -3 e -9) e
enddgeno (18S). O fold-change foi calculado pelo método AACt tomando o grupo controle como
referéncia e foi considerado significativo quando >2. Analises estatisticas: Two-way anova e pés-teste
de Bonferroni. * p< 0,05 para comparac¢éo entre grupo MOCK vs. ZIKV.

6.5 O ZIKV altera a expresséo de TLR-3, IFNA1 e IFNB1 em células SH-SY5Y

A expressao dos transcritos de TLR-3, TLR-7 e TLR-9, e de IFNAL e IFNB1,
moléculas chave para a ativacdo da resposta imune inata contra virus de RNA,
também foi avaliada neste trabalho. Notadamente, a infeccdo das células SH-SY5Y
com ZIKV aumentou significativamente a expressdo de TLR-3 (Figura 16). A
expresséo dos TLRs -7 e -9, no entanto, foi menos evidente (Figura 16). Em relacao
aos transcritos de IFNAL1 e IFNB1, a infeccdo in vitro modulou positivamente sua
expressdo, ressaltando a importancia destas citocinas para a construcdo da

resposta imune mediada pelo ZIKV no SNC (Figura 16).
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Figura 16- Expresséo de TLRs e IFN-I (a/B) em células SH-SY5Y infectadas com ZIKV
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Fonte: Lima et al. (2019, publicacdo nossa).

Legenda: Representacdo da expresséo dos transcritos de TLR-3, TLR-7, TLR-9, INFA1 e IFNB1 em
células SH-SY5Y, apo6s 48 horas de infec¢édo por ZIKV MOI 1,0. O ensaio foi realizado pelo uso do kit
TagMan Universal PCR Master Mix e primers e sondas especificas. A expressdo génica foi
normalizada pelo gene enddgeno (GAPDH). O fold-change foi calculado pelo método AACt tomando
0 grupo controle como referéncia e foi considerado significativo quando >2. Os dados sé&o
representados pelos valores da média + DP, calculados a partir de triplicatas biol6gicas.

6.6 A inibicdo de IFN-la modula a resposta de células SH-SY5Y frente a
infeccdo por ZIKV

Este trabalho avaliou de forma mais robusta a participagdo do IFN-I no
contexto da neuroinflamacdo mediada pelo ZIKV in vitro. A abordagem por nos
utilizada foi a inibicdo parcial da via do IFN-I, através do uso de anticorpo especifico
para as moléculas de IFN-la. De acordo com os resultados, a resposta de IFN-I
parece influenciar tanto na capacidade de replicacédo do virus, quanto na inducdo de
vias apoptoticas e inflamatérias (Figura 17). Tal sugestdo ocorre, uma vez que 0
tratamento com duas concentragdes distintas de anti-IFN-la, promoveu um aumento
estatisticamente significativo no percentual de células mortas, quando comparados
ao grupo ZIKV (Histograma A e Graficos 17 B-C). Apesar disso, a apoptose nao
parece ser um processo exclusivamente IFN dependente, jA& que o0 grupo
experimental ZIKV apresentou valores de p significativos no que diz respeito ao
namero de células anexina v*/ 7-aad* quando comparado ao MOCK (Histograma A e
Graficos 17 B-C). Em relacéo a carga viral, também foi mais acentuada nos grupos
ZIKV MOI 0,5+ANTI-INF-I 1,0 ng/ml e ZIKV MOI 0,5+ANTI-INF-I 10,0 ng/ml em
relacdo ao grupo ZIKV (p<0,05) (Gréfico 16 D). Em comparacdo ao grupo MOCK, a

infec¢do induziu o aumento dos niveis das quimiocinas CXCL-8/ IL-8, CXCL-10/ IP-
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10, CCL-2/ MCP-1 e CCL-5/ RANTES detectadas no sobrenadante de cultura, com
valores de p<0,05 (Graficos 17 E-H). A inibicdo de IFN-I por sua vez, levou a uma
reducdo dos niveis de CXCL-8/ IL-8, CXCL-10/ IP-10, e CCL-2/ MCP-1(Figura 17 E-
G). A modulacéo da resposta de quimiocinas é esperada, uma vez que a expressao
de seus genes especificos depende em parte da sinalizacdo de IFN-I. Estes dados
corroboram com o perfil imune extraido das amostras de LCR de criangcas com
microcefalia associada a infeccdo congénita por ZIKV e reforca o possivel

envolvimento dessas quimiocinas com os mecanismos fisiopatologicos da sindrome.
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Figura 17- Efeitos da inibicdo do IFN-la em células SH-SY5Y infectadas com ZIKV
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Legenda: Os dot plots e graficos séo representativos das alteracbes apresentadas por células SH-
SY5Y ap6s infecgdo por ZIKV MOI 0,5 e inibigdo parcial de IFN-la, nos intervalos de 24, 48, 72 e 96
hpi. A) os dot plots mostram a taxa de apoptose das células pela marcagdo com anexina v-FITC/ 7-
aad-PerCPCy5.5, de modo que o quadrante (Q) 1 representa células anexina v/ 7-aad*, Q2 as
células em apoptose ou necrose tardia, pela dupla marcacao positiva, Q3 representa células vivas
(anexina v/ 7-aad’) e Q4 refere-se as células em processo apoptético inicial (anexina v* / 7-aad’); B) o
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grafico de barras mostra o percentual de células anexina v*/ 7-aad* em 96 hpi; e C) o grafico de
pontos refere-se ao percentual de células anexina positivas considerando os diferentes intervalos
pés-infeccao; D) quantificacdo da carga viral por RT-gPCR; e E-H) dosagem de quimiocinas por CBA
nos sobrenadantes de cultura. Andlises estatisticas: Two-way anova e pos-teste de Bonferroni. sendo
consideradas diferencas estatisticamente significativas valores de p< 0,05. Os dados séao
representados pelos valores da média + DP, calculados a partir de triplicatas bioldgicas.

6.7 A resposta pro-inflamatoria de células SH-SY5Y infectadas por ZIKV é

parcialmente dependente da fosforilacdo de p38

A cinética da fosforilacdo de p38 em células SH-SY5Y infectadas por ZIKV foi
acessada através de ensaio de western blot (Figura 18 A, Gréficos B-E). Os
resultados aqui obtidos sugerem fortemente que a infeccdo por ZIKV induz a
fosforilacdo de p38, uma vez que a densidade de pp38 relativa ao controle
endoégeno (GAPDH) encontra-se aumentada nos intervalos de 0, 6 e 24 hpi quando
comparado ao MOCK (Graficos 18 B, C e E). Confirmando estes achados, a
associacao do SB202190 (inibidor da fosforilacdo de p38) com a infecgéao por ZIKV,
levou a reducao destes parametros (Figura A e Gréficos B-D).

Para verificar os efeitos da inibicdo da fosforilacdo de p38 na resposta
inflamatoria desencadeada pelo virus nestas células, citocinas pro-inflamatérias
foram quantificadas nos sobrenadantes de cultura sob diferentes condigdes.
Interessantemente, assim como ocorre para a fosforilagdo de p38, uma diminuicao
significativa de IL-1B, IL-10 e IL-12p70 foi identificada no grupo ZIKV MOI
0,5+SB202190 10,0 uM em relacdo ao grupo ZIKV MOI 0,5, mais especificamente
no intervalo de 12 hpi (Gréficos F, | e J). Além disso, uma timida reducdo na
guantificacdo de TNF também foi constatada entre os grupos, porém com valores de
p> 0,05 (Gréfico 18 K). Considerando os grupos MOCK versus ZIKV, a infeccao
induziu o aumento significativo de IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF em diferentes intervalos
de analise (Graficos F, G, | e K).

Por fim, um ensaio de RT-gPCR foi realizado para quantificacdo da carga viral
nos sobrenadantes de cultura infectadas, no entanto, diferencas estatisticamente
significativas nao foram encontradas (Figura 18 L). Juntos, estes dados reforcam a
hipotese de que a ativacdo de p38 é crucial para a modulagdo da resposta pro-
inflamatoria decorrente da infeccdo de células SH-SY5Y por ZIKV, sendo
responsavel, ao menos em parte, pela producdo de mediadores quimicos da

inflamacéo.
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Figura 18- Inibicdo de p38 e a modulagdo da resposta imune em células SH-SY5Y infectadas por
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Legenda: Células SH-SY5Y infectadas com ZIKV (MOI = 0,5) e tratadas com SB202190 [10,0 pM]
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guantificacéo de citocinas pro-inflamatorias (F-K) e do nimero de cépias de RNA (L), foi acessada
nos sobrenadantes de cultura por ensaio de CBA e RT-gPCR, respectivamente, de acordo com as
instrucdes do fabricante. As analises estatisticas: Two-way anova e pos-teste de Bonferroni, sendo
consideradas diferencas estatisticamente significativas valores de p< 0,05. Os dados séo
representados pelos valores da média + DP, calculados a partir de triplicatas biolégicas. MOCK:
células cultivadas em meio MEM/F12; SB202190: células tratadas com SB202190, mas n&o
infectadas com ZIKV; ZIKV MOI 1,0: células infectadas com ZIKV (MOI 1,0); ZIKV+SB202190: células
tratadas com SB202190 e infectadas com ZIKV MOI=1,0.

6.8 O citoesqueleto de actina facilita a replicacdo do ZIKV em HBMECs que

produzem citocinas pro-inflamatérias

O presente trabalho também se propds a analisar os efeitos da infeccao de
HBMECs por ZIKV. A suscetibilidade e permissividade das células endoteliais ao
virus foi analisada pela quantificacdo do RNA viral extraido dos sobrenadantes de
cultura obtidos em diferentes intervalos poés-infeccdo. A partir de 12 hpi foi
observado o aumento exponencial no numero de coOpias de RNA do ZIKV,
confirmando assim a capacidade do virus em infectar e se replicar nestas células
(Gréfico 19 A). De acordo com os graficos 19 B e C, a replicacao viral parece estar
relacionada a integridade do citoesqueleto de actina, uma vez que o tratamento com
diferentes concentragbes de Citocalasina D, um inibidor da formagao das fibras de
actina, reduziu significativamente a carga viral quantificada tanto nos sobrenadantes
de cultura, quanto nos extratos celulares (p< 0,05). Apds confirmacao da infeccéo, o
perfil de citocinas pro-inflamatérias foi avaliado (Grafico D-I). Valor de p significativo
foi obtido para TNF, que estava aumentado nos sobrenadantes do grupo ZIKV em
comparacgdo ao MOCK (Grafico 19 I). Contrariamente, um aumento na produc¢éo de
IL-12p70 (p <0,05) foi identificado no grupo MOCK em relacdo ao ZIKV, no intervalo
de andlise de 24h (Grafico 19 H). IL-1pB, IL-6, IL-8 e IL-10 também foram detectadas,
porém sem significancia estatistica entre os grupos (Grafico 19 D-G). A deteccéo de
TNF gera fortes indicios da participacao das células da BHE para a amplificacédo da
resposta pré-inflamatoéria que ocorre dentro do SNC frente a infec¢ao por ZIKV. Além
disso, as HBMECs podem ser a porta de entrada para o virus no SNC, ja que tem
como uma de suas fungdes principais controlar a troca de moléculas entre sangue e
cérebro. Porém, analises mais detalhadas precisam ser realizadas para confirmar

esses dados.
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Figura 19- Caracterizacdo da infeccdo de HBMECs por ZIKV
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Fonte: A autora.

Legenda: HBMECs infectadas por ZIKV. A) RT-PCR para quantificacdo da carga viral em
sobrenadante de HBMECs infectadas por ZIKV (MOI=5,0); B-C) e apés o tratamento com Cyt D [0,5,
1,0 e 2,0 pM], em diferentes intervalos pés-infeccdo. Os gréficos D-l) sdo representativos da
guantificacdo de citocinas pré-inflamatérias nos sobrenadantes de cultura. Andlises estatisticas: Two-
way anova e poés-teste de Bonferroni. *p< 0,05 para comparagéo entre grupo MOCK e ZIKV.

6.9 Expressdo de MMPs em HBMECs infectadas com ZIKV

Dentre as diferentes atividades exercidas pelo TNF, a ativacdo de MMPs é

bastante estudada no contexto da inflamacé&o induzida por virus neurotropicos. Uma
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vez que a infeccdo de HBMECs por ZIKV induziu a producdo desta citocina, nés
avaliamos o perfil de expresséo das MMPs -1, -2, -3 e -9 nestas células. Mediante a
infeccdo, a expressdo de MMP-9 foi significativamente reduzida no primeiro intervalo
de andlise (Grafico 20 D). Os transcritos de MMP-2 e MMP-3 nas HBMECs
infectadas também se apresentaram discretamente reduzidos nos intervalos de 48
hpi e 12 hpi, respectivamente, porém com valores de p> 0,05 (Graficos B-C). Em
relacdo a expressdo de MMP-1, nenhuma alteracdo foi observada entre 0s grupos
(Gréfico 20 A).

Figura 20- Expressdo de MMPs em HBMECSs infectadas com ZIKV

A) B)
0 2.0+ (2} 2.0+ p<0.05 Two-way ANOVA, para tempo
- -
S 5 15- S 5 15-
x o X o
Eg ES
=G 1.0- & G 1.0
g3 ®
€3 €3
<L 05- < £ 0.5
= =
£ E
0.0 T T T T T 0.0 T T T T T
0 6 12 24 48 0 6 12 24 48
o = horas poés-infeccao
horas poés-infecgao P ¢
C) D)
(7)) 2.5+ p<0.05 Two-way ANOVA, para tempo (7)) 1.5 p<0.05 Two-way ANOVA, para tempo
o ) e interacéo
< _ 2.0+ <
270 2
e g’ X D 1.0
E S 15 ES
g8 5
E T 1.0+ E S
(=) S © 0.5
= <<
=z 0.5+ =
E E
0.0 T T T T T 0.0 T T T T T
0 6 12 24 48 0 6 12 24 48
horas pés-infec¢ao horas pés-infeccao
-®- MOCK Pos-teste Bonferroni
- ZIKV MOI 5,0 *MOCK vs. ZIKV MOI 5,0

Fonte: A autora.

Legenda: Expressdo de MMPs -1, -2, -3 e -9 em HBMECs infectadas com ZIKV (MOI = 5,0) nos
intervalos de 0, 6, 12, 24 e 48 hpi. O fold-change foi calculado pelo método AACt tomando o grupo
controle como referéncia e foi considerado significativo quando >2. Andlises estatisticas: Two-way
anova e poés-teste de Bonferroni. *p< 0,05 entre os grupos MOCK vs. ZIKV.

6.10 Expressao de ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECs
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A expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 também é diretamente influenciada pela
liberacdo de mediadores inflamatdrios. A figura 21 retrata analises da expressao de
ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECs infectadas por ZIKV, considerando a média de
intensidade de fluorescéncia (MFI) em relacdo ao controle negativo (MOCK).
Diferencas estatisticamente significantes ndo foram observadas entre 0s grupos
MOCK e ZIKV, para ambos os receptores (Figura 21). Um discreto aumento de
VCAM-1 pode ser notado no intervalo de 48 hpi em relacdo aos outros intervalos de

analise, porém com valor de p> 0,05 (Gréfico 21 D).

Figura 21- Influéncia da infecgdo por ZIKV na expresséo de ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECS
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Fonte: A autora.

Legenda: HBMECs infectadas com ZIKV (MOI=1,0). Os histogramas retratam a marcacéao de ICAM-1
(A) e VCAM-1 (C), enquanto os graficos de barra sao representativos da MFI em relagdo ao MOCK.
As analises foram realizadas por citometria de fluxo, em HBMECs obtidas em diferentes intervalos
pés-infeccao (24, 48, 72 e 96 h). Analises estatisticas: Ordinary one-way anova, sendo consideradas
diferencas estatisticamente significativas valores de p< 0,05.

Muitas variaveis podem estar associadas a esses resultados obtidos nos
ensaios de infeccdo de HBMECs por ZIKV e, portanto, serdo discutidas a seguir. De
antemao, o uso de controles positivos (células tratadas com TNF e LPS, por
exemplo), aumento da MOI e ensaios de coinfecgcdo de células SH-SY5Y e
HBMECSs, talvez possam contribuir para uma ativacdo mais robusta da resposta proé-

inflamatoria e assim gerar resultados com maior respaldo cientifico.
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7. DISCUSSAO

A neuroinflamacéo parece ser um dos efeitos compulsorios da infeccdo por
ZIKV, seja ela in vitro ou in vivo (CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; LIMA et al., 2019;
MLADINICH; SCHWEDES; MACKOW, 2017). A perfeita regulacdo desta resposta
engloba uma série de moléculas, vias e células imunes residentes do SNC, que
interagem com a BHE e com células imunes periféricas (KLEIN et al., 2019;
O'CALLAGHAN; MILLER, 2019). A intensidade com que a resposta inflamatoria
acontece é determinante para a recuperagdo do estado homeostético pdés injuria,
como também para a promocdo de uma série de eventos que podem prejudicar a
estrutura e o funcionamento do SNC (SHABAB et al., 2017)

A caracterizacdo imune de amostras de LCR oriundas de RNs com
microcefalia associada a infeccdo congénita por ZIKV e controle saudavel foi
realizada. Todos os LCRs foram coletados em RNs com até quatro semanas de
vida, cuja infeccao foi confirmada pela deteccéo de IgM anti-Zika (96%) na maioria
das amostras, enquanto que em apenas 4 (4%) delas foi possivel detectar o RNA
viral por RT-gPCR. Por se tratar de um estudo retrospectivo, o periodo gestacional
em que a infeccdo ocorreu ndo pdde ser definido. Por outro lado, associando os
resultados laboratoriais, ao fato de que mais de 60% dos casos de microcefalia sdo
observados em RNs cujas maes foram expostas ao ZIKV entre o primeiro e segundo
trimestres da gravidez, acredita-se que a infec¢do dos individuos incluidos neste
estudo tenha ocorrido no mesmo periodo (AZAMOR et al.,, 2021; MUSSO; KO;
BAUD, 2019). De acordo com Camacho-Zavala et al.,, (2021), a presenca de
sintomas da infeccdo por ZIKV em gestantes ndo é um fator predeterminante para o
desenvolvimento da sindrome, o que pode justificar o alto percentual de maes
assintomaticas no grupo microcefalia.

As andlises imunolégicas revelaram valores significativamente aumentados
de IFN-la, CXCL-9/ MIG e CXCL-10/ IP-10 no grupo microcefalia quando comparado
ao grupo controle saudavel. IL-1B, IL1-RA, IL-6 e CXCL-8/ IL-8 encontraram-se
elevados, mas sem significancia estatistica entre os grupos. A producdo desses
mediadores geralmente esta associada a um processo proé-inflamatério agudo,
iniciado logo apos o virus ser reconhecido pelo organismo, como demonstrado por
diferentes trabalhos (HAMEL et al., 2015; LIMA et al, 2019; SCREATON;
CULSHAW; MONGKOLSAPAYA, 2018). Interessantemente, gestantes infectadas
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por ZIKV apresentam um perfil imune similar aguele obtido por nds nas amostras de
LCR, com elevagdo de citocinas anti-inflamatérias (IL-10, IL-1RA, e IL-2R), pro-
inflamatorias (IL-6, IFN-a, IFN-y e IL-17) e quimiocinas CXCL-8/ IL-8 e CXCL-9/ MIG
(CAMACHO-ZAVALA et al.,, 2021). O que mais chamou atencdo foi 0 aumento
significativo de CXCL-10/ IP-10 constatada em gestantes infectadas quando
comparadas as gestantes sem ZIKV (CAMACHO-ZAVALA et al., 2021).

Corroborando com esses dados, a regulacao positiva de CXCL-10/ IP-10 e de
outros genes relacionados a via do IFN-I também foi confirmada em tecidos
placentarios de casos da SCZ (AZAMOR et al., 2021). Estes dados indicam o
desencadeamento de uma resposta imune regulatoria na interface materno-fetal que
poderia controlar a infeccdo e assim limitar o acesso do virus ao SNC em formacéao
(CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; LIMA et al., 2019; NASCIMENTO-CARVALHO et
al., 2021). No entanto, a persisténcia dessas proteinas em amostras de LCR obtidas
com até 29 dias ap6s o nascimento, geram indicios da conversdo imune a um
estado inflamatério crénico e da sua possivel atuacdo no desenvolvimento das
alteracdes congénitas provocadas pelo ZIKV (ESTEVEZ-HERRERA et al., 2021;
LIANG et al., 2019; LIMA et al., 2019).

CondicBes clinicas muito similares aquelas apresentadas em RNs com a
SCZ, sao frequentemente observadas e caracterizam um grupo heterogéneo de
doencas monogénicas conhecidas como Interferonopatias do tipo I, ou Sindrome de
Aicardi-Goutiéres (CROW; MANEL, 2015; FREITAS et al., 2020). Entre as principais
alteracbes neuroldgicas, estdo calcificacdes intracranianas, alteragbes na camada
branca e atrofia cerebral, associadas a altas concentracdes de IFN-la no LCR
(CROW; MANEL, 2015; GOUTIERES, 2005). Além disso, a ativacdo excessiva de
IFN é um precedente para anormalidades na barreira materno-fetal, para a restricdo
do crescimento, hipdxia fetal e abortos espontédneos (YOCKEY et al., 2018).

Segundo Azamor et al., (2021), o desequilibrio inflamatério observado na
infeccdo congénita por ZIKV é determinado pela presenca de SNPs nos genes de
IFNAR1. Ainda de acordo com os autores, o genoétipo CG/CC de IFNAR1
identificado em amostras de placenta de casos da SCZ, estaria associado a
producdo aumentada de IFN-I e diminuida de IFN-III(A) (AZAMOR et al., 2021). Este
ultimo atua como antagonista do IFN-I, regulando assim a sua expressao (AZAMOR
et al.,, 2021). A desarmonia na resposta dos IFNs levaria a ativacdo excessiva de
genes proé-inflamatérios como CXCL-8/ IL-8, CXCL-9/ MIG, CXCL-10/ IP10 e MIP-1q,
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gue podem contribuir para a progressao dos quadros graves da infec¢cdo, como por
exemplo, a microcefalia (AZAMOR et al., 2021; CAMACHO-ZAVALA et al., 2021;
LIMA et al., 2019).

Em infec¢Bes provocadas por outros Flavivirus, uma resposta pro-inflamatéria
robusta esta associada a neuroinvaséo e as alteracdes na permeabilidade de BHE
(AL-OBAIDI et al., 2018; CHONG et al., 2019; NAVECA et al., 2018). O tropismo do
ZIKV por células residentes da unidade neurovascular € um fendmeno ja4 bem
estabelecido (ALIMONTI et al., 2018; FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019;
PAPA et al.,, 2017; VAN DEN POL et al., 2017). Reducao da proliferagdo celular,
diferenciacdo prematura e aumento de apoptose, sdo alguns dos efeitos citopaticos
do ZIKV observados em células precursoras neuronais em diferentes estagios de
diferenciacdo (DE MENDONCA-VIEIRA et al.,, 2021; FERRARIS et al., 2019;
GABRIEL et al., 2017; MINER; DIAMOND, 2017). Possivelmente, estes mecanismos
estdo intimamente relacionados a diminuicdo do perimetro cefélico, hipoplasia do
tronco cerebral e do cerebelo, retardo do crescimento, dentre outras condi¢cdes
clinicas da SCZ (ESTEVEZ-HERRERA et al., 2021; FERRARIS et al., 2019). A
influéncia da resposta inflamatéria para a ativacdo e/ ou potencializacdo desses
mecanismos, no entanto, ainda ndo é bem compreendida.

Corroborando com esses dados, nds observamos que o ZIKV infecta células
SH-SY5Y de forma efetiva e leva ao aumento de morte celular e da producédo de IL-
1B, IL-6 e TNF. Como mostrado por nés e outros, uma ampla gama de mediadores
inflamatérios em sobrenadantes de células de linhagem neuronal no contexto da
infeccdo por ZIKV ja foi identificada (FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019;
LONDONO-RENTERIA et al., 2017; ZHU et al., 2017). Déficits neurolégicos e danos
cerebrais tém sido frequentemente associados a regulacdo positiva de MMPs em
decorréncia da producéao local de IL-1B, IL-6, TNF, CXCL-8/ IL-8 e CCL-5/ RANTES
(AL-OBAIDI et al., 2018; ROE et al., 2012; ROSENBERG, 2002; VICTORIA et al.,
2020). Diante disso, n0s avaliamos se a inflamacédo mediada por ZIKV em células
SH-SY5Y modifica a expressdo de MMPs importantes ao desenvolvimento e
manutencdo do SNC (AL-OBAIDI et al., 2018; VICTORIA et al., 2020).

Curiosamente, o ZIKV promoveu a reducdo na expressao de MMP-2,
enquanto regulou positivamente as MMPs -1, -3 e -9. Um desequilibrio na atividade
dessas moléculas esta associado a degradacdo de matriz extracelular, perda de

integridade de BHE e potencializacdo da neuroinflamacao (AL-OBAIDI et al., 2018;
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VICTORIA et al., 2020; YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). No contexto da infec¢éo
por ZIKV, esta combinag&o pode contribuir para a reducao da proliferacdo de células
neuronais e astrocitos, aceleramento da diferenciacdo prematura, desregulacéo dos
processos apoptoticos e de remodelacdo sinaptica, resultando em neurogénese
prejudicada (CHOPRA; OVERALL; DUFOUR, 2019; VICTORIA et al., 2020; ZHOU
et al.,, 2014). Todos esses eventos ja foram associados a infeccdo de células
neuronais por ZIKV, porém esse é o primeiro trabalho que mostra a possivel
participacdo das MMPs na imunopatologia da SCZ (DE MENDONCA-VIEIRA et al.,
2021; FERRARIS et al., 2019a; GABRIEL et al., 2017; MINER; DIAMOND, 2017).

Estudos prévios tém demonstrado que o ZIKV e outros Flavivirus ativam os
TLRs 3 e 7, e assim estimulam uma potente resposta antiviral inflamatoéria (DANG et
al., 2016; HAMEL et al., 2015). Conforme mostrado neste trabalho, as células SH-
SY5Y apresentaram maior expressao dos transcritos de TLR3 quando infectadas por
ZIKV. A regulacdo positiva de TLR3 ja foi associada a cepa Asiatica do ZIKV,
enquanto a cepa Africana parece induzir mais TLR7 (FERRARIS et al., 2019). Por
ser bastante expresso nos estagios iniciais do desenvolvimento cerebral e diminuir a
medida que as células vdo amadurecendo, o TLR3 deve ser considerado uma
molécula chave para a neuroinflamacdo observada em fetos e RNs infectados por
ZIKV (DANG et al.,, 2016; TSAI et al.,, 2009). Associado a isso, este PRR ja foi
previamente sugerido na literatura como um dos principais receptores associados a
ativacao da imunidade anti-ZIKV, e, por alterar a expressédo de genes e quimiocinas
relacionados ao neurodesenvolvimento e ativacdo de vias pré-apoptoéticas (DANG et
al., 2016; OJHA et al., 2018).

Um aumento dos transcritos de IFNA1l e IFNB1 também foi observado
mediante a infeccdo de células SH-SY5Y por ZIKV. Isso era esperado, uma vez que
altas concentracdes de IFN-la foram detectadas em LCR de RNs com microcefalia
induzida pelo virus, conforme mostrado anteriormente neste trabalho. Diferentes
aspectos da participacdo do IFN-1 vém sendo largamente explorados em modelos de
infeccdo por ZIKV in vitro, in vivo e ex vivo (AZAMOR et al., 2021; BOWEN et al.,
2017; FERRARIS et al., 2019; GRANT et al., 2016; HAMEL et al., 2015; LIMA et al.,
2019; TRIPATHI et al., 2017). E indiscutivel a primordialidade da sua ativacéo para
gue o organismo consiga debelar a infeccdo (BOWEN et al., 2017; HAMEL et al.,
2015; NGAN et al.,, 2019). O processo evolutivo viral, no entanto, favoreceu o

desenvolvimento de diferentes estratégias de evasdo do sistema imune, que
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favorecem a permanéncia do virus no hospedeiro, a produ¢édo de maior carga viral e
ao desenvolvimento de quadros graves da infeccdo (BOWEN et al., 2017; GRANT et
al., 2016; Ll et al., 2019; NGAN et al., 2019; WU et al., 2017).

A cepa brasileira ZIKV PE243, isolada de uma area com alta endemicidade
durante a epidemia de ZIKV no Brasil, — utilizada por nos neste trabalho —, por
exemplo, foi associada a uma ativacdo menos robusta da resposta inflamatoria
(LIMA et al., 2019). Por outro lado, ela apresenta maior capacidade de evasdo da
resposta de IFN e da desregulacdo de outros processos celulares do que a cepa
ZIKV/ Camboja (LIMA et al., 2019). Diferencas acerca da ativacdo da resposta
imune inata e da fisiopatologia da infeccao in vitro e in vivo entre as cepas Asiatica e
Africana do ZIKV ja foi relatada por outros autores (DOWALL et al., 2017; ESSER-
NOBIS et al., 2019). Estes mecanismos podem explicar, ao menos em parte, o fato
de a maior incidéncia de microcefalia ter sido identificada pela primeira vez no
nordeste do Brasil, conforme sugerido por Lima et al., (2019).

Nesse contexto, ndés avaliamos como as células SH-SY5Y infectadas por
ZIKV se comportariam frente a inibicdo parcial de IFN-I. Corroborando com a
literatura, o tratamento com anti-IFN-la modulou de forma significativa a resposta
celular mediante a infeccao, ocasionando o aumento da carga viral e do percentual
de células apoptoéticas. Além disso, a reducdo de CXCL-8/ IL-8, CXCL-10/ IP-10, e
CCL-2/ MCP-1 também foi identificada em comparacéo ao grupo ZIKV (CAMACHO-
ZAVALA et al., 2021; LIMA et al., 2019; NAVECA et al., 2018). A partir da ligacao
com CXCR3, um receptor expresso por células imunes, epiteliais e endoteliais,
CXCL-10/ IP-10 promove a quimiotaxia de linfocitos para os locais de injuria e ativa
vias pro-apoptoticas (DIOP et al., 2018; SIDAHMED et al., 2012). CXCL-8/ IL-8, por
sua vez, caracteriza-se como uma citocina proé-inflamatéria de fase aguda com
propriedades quimiotéticas (KOO et al., 2006; SINGH et al., 2020). Ativacdo de
MMPs, quebra de barreira endotelial e migragdo de neutréfilos e mondcitos sdo
decorrentes da producdo de CXCL-8/ IL-8 em infec¢cdes por outros Flavivirus
(BETAKOVA et al., 2017; JOVANOVIC et al., 2010; ROE et al., 2012).

Nas infecgbes por DENV, por exemplo, CXCL-10 estd associada ao
desenvolvimento de febre hemorragica da DENV e de quadros neurolégicos como
paralisia ~ (FALLAHI; ELIA, 2016; NIRANJAN; MUTHUKUMARAVEL;
JAMBULINGAM, 2019). Nestes casos, ha um processo neuroinflamatoério

caracterizado por altas concentragcdes desta quimiocina e infiltrado de células TCD8*
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na unidade neurovascular (FALLAHI; ELIA, 2016; NIRANJAN;
MUTHUKUMARAVEL; JAMBULINGAM, 2019; SIDAHMED et al., 2012). Mais
recentemente, CXCL-10/ IP-10 foi apontada como um biomarcador importante da
Covid-19 moderada (TRIPATHY et al., 2021). Junto a CXCL-9/ MIG, CXCL-8/ IL-8 e
CCL-2/ MCP-1, atua como fator predeterminante na patogenicidade e mortalidade
da infecgdo por diferentes cepas do virus Influenza A humano (BETAKOVA et al.,
2017). Logo, muitas das alteracbes que ocorrem a niveis moleculares, tais como
parada do ciclo celular, aumento da expressao de caspases efetoras da apoptose (3
e 7) e ativagcdo de MMPs, observadas em células da unidade neurovascular
infectadas por ZIKV, estdo possivelmente ligadas a atividade destas quimiocinas
(DIOP et al., 2018; FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019).

A via de MAPKp38 é estimulada por uma variedade de virus (KUMAR et al.,
2018b; ZHU et al., 2017). Sua ativacao é requerida para o controle da replicacdo
viral através da inducdo de genes relacionados a resposta de IFN e de citocinas
(KUMAR et al.,, 2018b; WANG et al., 2022). Aqui, identificamos que a resposta
imune mediada por ZIKV em células SH-SY5Y conduz a ativacdo de p38, uma vez
gue houve aumento na fosforilacdo desta proteina nos intervalos 0, 6 e 24 hpi
guando comparada ao MOCK. Para confirmar estes resultados, a inibicdo de p38
junto a infeccdo, promoveu uma reducdo significativa da sua expressdao, como
também dos niveis de IL-1p3, IL-10, IL-12p70 (p< 0,05) e IL-6 (p> 0,05) quantificados
em sobrenadantes das culturas celulares. Corroborando com Zhu et al., (2017), e
Khaiboullina et al., (2019), os dados aqui reunidos reforcam o papel central da via de
MAPK p38 no estabelecimento da inflamacédo induzida por ZIKV em células de
linhagem humana. A quantificacdo do RNA do ZIKV, no entanto, ndo foi alterada
entre 0s grupos, o que pode estar relacionado ao fato de que alguns virus utilizam a
via de MAPK p38 para manipular as fungdes celulares e favorecer a sua replicagéo
(KUMAR et al., 2018b; WANG et al., 2022). Estudos que avaliem de forma mais
abrangente a interacdo ZIKV-MAPKp38 precisam ser realizados.

No que diz respeito a infecgéo de células neuronais, os dados apresentados
até aqui, indicam uma correlacdo entre a resposta neuroinflamatéria e as
desabilidades neurologicas que abrangem a SCZ. A BHE exerce uma funcao
reguladora importante na resposta inflamatoria do SNC, devido a sua interacdo com
células neurais e imunes, além da liberacdo de mediadores quimicos soluveis e,
portanto, merece ser investigada (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020). A
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permissividade de HBMECs ao ZIKV foi confirmada pelo aumento do numero de
copias de RNA viral detectados no sobrenadante das mesmas. A literatura ja tem
demonstrado que o ZIKV é capaz de infectar células endoteliais constituintes da
barreira placentaria, barreira sangue e testiculos, da veia umbilical e da propria BHE
(ALIMONTI et al., 2018; KHAIBOULLINA et al., 2019; KUMAR et al., 2018a; PAPA et
al., 2017). Segundo Papa et al., (2017), o ZIKV infecta HBMECs e cruza a BHE por
passagem transcelular, processo ao qual o citoesqueleto de actina é indispensavel.

Noés identificamos que a infeccdo de HBMECs por ZIKV esta relacionada a
integridade do citoesqueleto de actina, visto que o tratamento com citocalasina D,
reduziu a carga viral tanto nos sobrenadantes de cultura, quanto nos extratos
celulares. O citoesqueleto de actina é essencial para que 0s virus consigam entrar e
se replicar nas células-alvo, e o seu remodelamento no endotélio de grandes vasos
mediante a infeccdo por ZIKV e DENV ja foi mostrado por nés e outros
(MLADINICH; SCHWEDES; MACKOW, 2017; PAPA et al.,, 2017; ZHANG et al.,
2016; LIMA, 2018, p. 67). Associado a isso, alteracfes na estrutura do citoesqueleto
de actina favorecem a perda de forca e contratilidade das HBMECSs, abertura dos
espacos intercelulares e consequente aumento da permeabilidade de barreira
endotelial (AL-OBAIDI et al., 2018; TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST, 2011).

Conforme acontece para as células neuronais, a infeccdo de HBMECs por
ZIKV resultou em um perfil imune pré-inflamatério, com aumento significativo para
TNF. Em contraste aos resultados de Papa et al., (2017), ndés nado identificamos
aumentos significativos na quantificacdo de IL-6, nem niveis reduzidos de CXCL-8/
IL-8. Nas infeccbes por JEV e VNO, IL-1B, IL-6, TNF e CXCL-8/ IL-8 estédo
associadas com expressdao aumentada de MMP-2 e MMP-9, degradacdo das
proteinas de jungBes intercelulares e perda de estabilidade da BHE, contribuindo
para a imunopatologia da infeccdo (AL-OBAIDI et al., 2018; MUSTAFA et al., 2019;
ROE et al., 2012; KHAIBOULLINA et al., 2019; SPINDLER; HSU, 2012).

Conforme nossos achados, o ZIKV reduziu a expressao de MMP-9 em
HBMECs, com valores de p< 0,05. Esta proteina esta particularmente relacionada
com angiogénese e restabelecimento do fluxo sanguineo em quadros de injaria
cerebral (TURNER; SHARP, 2016). Quando aumentada, é uma das principais
mediadoras da quebra de BHE, junto com MMP-2. Aumento da permeabilidade
endotelial em HUVECs infectadas por ZIKV ja foi demonstrada na literatura
(KHAIBOULLINA et al., 2019). De acordo com Khaiboullina et al., (2019), este
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processo € mediado pela regulagdo positiva de MMP-8, MMP-10 e MMP-13 e de
VE-caderina (KHAIBOULLINA et al., 2019). Por outro lado, modificacdes na
integridade e permeabilidade de BHE frente a infeccdo por ZIKV ndo foram
observadas em estudo conduzido por Alimonti et al.,, 2018. Khaiboullina et al.,
(2019), sugere que a inconsisténcia dos dados pode estar relacionada as
particularidades fisioldgicas que células endoteliais constituintes de grandes e
pequenos vasos carregam (KHAIBOULLINA et al., 2019; WANG; KHALIL, 2018).

A expressédo de ICAM-1 e VCAM-1, essenciais a migracao de células imunes
periféricas pela BHE, ndo foi modificada pela infeccdo. Nas infeccées por VNO, o
aumento da expressdo de moléculas de adesdo celulares e transmigracdo de
células imunes infectadas e nao-infectadas é um dos principais mecanismos de
acesso do virus ao SNC e da amplificacdo da resposta neuroinflamatéria (AL-
OBAIDI et al., 2018; ROE; ORILLO; VERMA, 2014; KLEIN et al., 2019). Juntos,
estes eventos contribuem para os extensivos danos que ocorrem a nivel de BHE e
desenvolvimento dos quadros neurolégicos (AL-OBAIDI et al., 2018; ROE; ORILLO;
VERMA, 2014; KLEIN et al., 2019).

Diante do exposto, sugerimos que as alteragdes de BHE mediadas por ZIKV,
podem ser um efeito secundario da resposta pré-inflamatéria gerada pela infeccéo
de neurbnios, micrdglias, astrocitos e pericitos. Contextualizando essa hipotese, as
células da barreira placentaria atuam como um reservatorio viral que favorece o
acesso do ZIKV a circulacdo fetal. Uma vez que a BHE somente comeca a ser
formada a partir da oitava semana de gestacdo, o cérebro fetal estaria mais exposto
ao virus, caso a infeccdo ocorresse neste periodo, o que justifica por exemplo, o alto
percentual de abortos espontaneos e casos de artrogripose quando a infecgéo
materna ocorre ainda no primeiro trimestre da gravidez (SONAR; LAL, 2018;
SWEENEY et al., 2019; MUSSO; KO; BAUD, 2019).

A medida que a gestacdo evolui, as HBMECs d3o inicio a formagdo da BHE
(KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; SWEENEY et al., 2019). A expressédo de
AXL, um dos principais receptores de entrada para o ZIKV nestas células, no
entanto, favorece a infeccéo e ativacado da barreira (ALIMONTI et al., 2018). Esse
processo contribui para a disseminacdo do virus no SNC e regula a resposta
inflamatoria local pela liberacdo de citocinas (ALIMONTI et al., 2018; MLADINICH,;
SCHWEDES; MACKOW, 2017; PAPA et al., 2017).
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Citocinas, quimiocinas e MMPs produzidas pelas células neuronais
infectadas, poderiam desencadear uma série de eventos que alteram o
funcionamento da BHE, tais como: 1) amplificacdo da producdo de mediadores
inflamatorios pelas HBMECSs; 2) recrutamento de linfécitos, macréfagos e neutrofilos,
devido ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo celulares — Andlises
histologicas de tecido cerebral, j& demonstraram infiltrado destas células frente a
infeccdo por ZIKV — (MANANGEESWARAN; IRELAND; VERTHELYI, 2016); e, 3)
destruicdo e/ ou interacdo diminuida das proteinas de juncdes intercelulares e do
citoesqueleto de actina, responsaveis pela manutencdo da integridade de barreira
endotelial (AL-OBAIDI et al., 2018; LI et al., 2015). Juntos, esses processos ampliam
a disseminacdo do ZIKV e a liberagcdo de moléculas neurotéxicas dentro do SNC,
contribuindo para o desenvolvimento das alteragdes congénitas.

Juntos, estes dados sugerem fortemente a neuroinflamagdo como um
processo determinante para o desenvolvimento da SCZ. As moléculas e vias aqui
identificadas podem ser alvo de estudos futuros para o desenvolvimento de
estratégias terapéuticas e preventivas que diminuam a morbimortalidade associada

a infeccdo de fetos e RNs por ZIKV.
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8. CONCLUSOES

e O ZIKV induz um perfil pré-inflamatério persistente em LCR de criancas
com microcefalia associada a infeccdo, caracterizado pela deteccéo de
IFN-la, CXCL-9 e CXCL-10/ IP-10, principalmente;

e As células SH-SY5Y e HBMECs sdo suscetiveis e permissivas a
infecgéo por ZIKV in vitro;

e Ainfeccdo in vitro de células SH-SY5Y reproduz uma assinatura imune
pro-inflamatéria, com diferencas estatisticamente significativas para IL-
18, IL-6 e TNF;

e O ZIKV diminui a expressao de MMP-2 e aumenta a expressao de
MMP-1, MMP-3 e MMP-9 em células SH-SY5Y in vitro;

e Os transcritos de TLR3, IFNAL1 e IFNB1 sao regulados positivamente
em células SH-SY5Y infectadas por ZIKV in vitro;

e O IFN-lo é uma citocina inflamatéria chave para o clearence viral e
modulacdo da resposta imune desencadeada em células SH-SY5Y
infectadas por ZIKV, uma vez que a inibicdo desta molécula, regulou
negativamente a producdo de quimiocinas, como CXCL-10/ IP-10,
CXCL-8/ IL-8 e CCL2/ MCP-1, além de promover o aumento da carga
viral e do numero de células apoptoéticas;

e A producdo de mediadores inflamatérios por células SH-SY5Y
infectadas com ZIKV é parcialmente dependente da ativacdo de MAPK
p38;

e A infeccdo de HBMECs por ZIKV esta relacionada a integridade do
citoesqueleto de actina e induz aumento da producao de TNF e IL-
12p70;

e Os niveis de expressdao de MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9 é
discretamente influenciada pelo virus em HBMECSs;

e A expressdo de ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECs néo foi modificada
pela infeccao por ZIKV.
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ANEXO B — CARACTERISTICAS CLINICAS E LABORATORIAIS DOS RNs INCLUIDOS NO ESTUDO

INFORMACOES CLINICAS (RNs ao nascer)

ID Data de Idade (dia da Circunferéncia da Peso Comprimento . .
amostra nacimento coleta da Sexo cabega (cm) (gramas) (cm) Nascimento Definicdo da SCZ
amostra)
CS1 27/11/2015 <1 més F 32,0 2410 47,0 A termo Saudavel
CS2 24/01/2016 <1 més F 32,0 2410 49,0 A termo Saudavel
CS3 23/11/2015 1 dia F 32,0 2560 47,0 A termo Saudavel
CS4 23/11/2015 2 dias M 32,0 2390 40,0 A termo Saudavel
CS5 19/11/2015 7 dias M 33,0 3290 48,0 Pos termo Saudavel
CS6 24/11/2015 7 dias M 33,0 3250 49,0 A termo Saudavel
CS7 20/11/2015 21 dias F 32,0 2670 46,0 A termo Saudavel
CS8 22/11/2015 19 dias M 33,0 3190 48,0 A termo Saudavel
CS9 18/11/2015 <1 més F 33,0 3650 53,0 A termo Saudavel
CS10 09/11/2015 <1 més F 31,0 2650 45,0 Pré termo Saudavel
CS11 27/11/2015 <1 més F 32,0 2125 44,0 A termo Saudavel
CS12 30/12/2015 6 dias F 32,0 2535 44,0 A termo Saudavel
CS13 02/01/2016 4 dias F 32,0 3030 48,0 A termo Saudavel
CS14 11/01/2016 4 dias M 32,0 2440 46,0 A termo Saudavel
CS15 11/01/2016 4 dias M 32,0 2440 46,0 A termo Saudéavel
CS16 14/01/2016 4 dias F 32,0 3580 49,5 A termo Saudéavel
CS17 07/01/2016 13 dias F 31,5 2335 43,0 Pré termo Saudavel
Cs18 22/01/2016 3 dias F 32,0 3260 45,0 A termo Saudavel
CS19 04/12/2015 <1 més F 32,0 3040 48,0 A termo Saudavel
CS20 05/12/2015 <1 més F 32,0 2690 49,0 A termo Saudavel
CS21 15/11/2015 <1 més F 32,0 2900 46,0 A termo Saudéavel
CS22 27/11/2015 <1 més M 32,0 2590 46,0 A termo Saudavel
CS23 13/02/2016 9 dias M 32,0 2670 49,0 A termo Saudavel
CS24 15/01/2016 <1 més F 32,0 2800 49,0 A termo Saudavel
CS25 05/03/2016 2 dias M 31,0 2705 51,0 A termo Saudavel
CS26 25/02/2016 17 dias M 30,0 2150 27,0 A termo Saudavel
CS27 10/02/2016 <1 més F 32,0 2700 45,0 A termo Saudavel
M1 16/10/2015 27 dias M 31,0 3750 48,0 A termo Microcefalia
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M2 01/10/2015 <1 més M 25,0 1890 40,0 Pré termo Microcefalia
M3 22/11/2015 2 dias M 31,0 2785 46,0 A termo Microcefalia
M4 21/10/2015 <1 més M 29,0 2830 Pré termo Microcefalia
M5 15/10/2015 <1 més F 25,0 1980 Pré termo Microcefalia
M6 05/12/2015 2 dias M 31,0 3338 46,0 A termo Microcefalia
M7 10/12/2015 4 dias F 31,5 3000 47,5 A termo Microcefalia
M8 13/11/2015 <1 més M 31,0 3020 46,0 A termo Microcefalia
M9 30/12/2015 9 dias M 29,0 2610 43,5 Pré termo Microcefalia
M10 30/12/2015 28 dias F 31,0 2830 45,0 A termo Microcefalia
M11 06/01/2016 <1 més F 31,0 2770 50,0 A termo Microcefalia
MG1 19/11/2015 <1 més F 28,0 2765 45,0 A termo Microcefalia Grave
MG2 10/12/2015 <1 més F 29,0 2540 43,0 A termo Microcefalia Grave
MG3 31/10/2015 17 dias M 29,0 3100 A termo Microcefalia Grave
MG4 08/11/2015 9 dias M 27,0 2750 44,0 A termo Microcefalia Grave
MG5 22/10/2015 26 dias M 29,5 A termo Microcefalia Grave
MG6 16/10/2015 <1 més M 28,0 2300 43,0 A termo Microcefalia Grave
MG7 20/11/2015 4 dias F 29,0 2870 46,0 A termo Microcefalia Grave
MGS8 21/11/2015 3 dias F 26,0 2580 45,0 A termo Microcefalia Grave
MG9 17/10/2015 <1 més F 30,0 2460 44,0 A termo Microcefalia Grave
MG10 07/10/2015 <1 més F 29,0 2580 42,5 A termo Microcefalia Grave
MG11 23/11/2015 2 dias F 28,0 2920 48,0 A termo Microcefalia Grave
MG12 25/11/2015 2 dias F 27,0 2750 46,0 A termo Microcefalia Grave
MG13 21/11/2015 9 dias M 29,0 2540 Pos termo Microcefalia Grave
MG14 28/11/2015 3 dias M 26,5 2385 45,0 A termo Microcefalia Grave
MG15 24/11/2015 9 dias M 30,5 2585 46,5 A termo Microcefalia Grave
MG16 14/11/2015 19 dias M 29,5 2640 48,0 A termo Microcefalia Grave
MG17 05/12/2015 2 dias M 29,5 3850 45,5 A termo Microcefalia Grave
MG18 05/12/2015 4 dias F 28,5 2170 40,5 A termo Microcefalia Grave
MG19 17/10/2015 <1 més M 29,0 3300 46,0 A termo Microcefalia Grave
MG20 12/11/2015 <1 més M 30,0 3210 47,0 A termo Microcefalia Grave
MG21 10/11/2015 <1 més F 30,0 3250 47,0 A termo Microcefalia Grave
MG22 02/12/2015 16 dias M 30,0 2830 46,0 A termo Microcefalia Grave
MG24 16/12/2015 2 dias F 28,0 2320 45,0 A termo Microcefalia Grave
MG25 22/11/2015 <1 més F 26,0 1980 46,0 A termo Microcefalia Grave
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MG26 22/12/2015 6 dias M 30,0 3225 47,0 A termo Microcefalia Grave
MG27 26/12/2015 2 dias F 28,0 2620 46,0 A termo Microcefalia Grave
MG28 20/12/2015 8 dias F 29,5 2440 46,5 A termo Microcefalia Grave
MG29 17/11/2015 <1 més F 30,0 3090 46,0 A termo Microcefalia Grave
MG30 13/11/2015 <1 més F 29,5 2790 46,0 A termo Microcefalia Grave
MG31 29/12/2015 1 dia F 28,5 2770 49,0 A termo Microcefalia Grave
MG32 29/12/2015 1 dia F 29,0 2800 47,5 A termo Microcefalia Grave
MG33 18/11/2015 8 dias M 27,5 2690 A termo Microcefalia Grave
MG34 05/12/2015 6 dias M 29,0 2600 44,0 A termo Microcefalia Grave
MG35 11/12/2015 1 dia F 26,0 1470 41,0 A termo Microcefalia Grave
MG36 10/12/2015 1 dia F 30,0 2680 48,0 Pré termo Microcefalia Grave
MG37 29/12/2015 6 dias F 28,0 3195 46,0 A termo Microcefalia Grave
MG38 13/11/2015 <1 més F 30,0 2100 42,0 A termo Microcefalia Grave
MG39 17/11/2015 <1 més F 30,0 3010 45,0 Pés termo Microcefalia Grave
MG41 25/11/2015 <1 més F 29,0 3880 48,0 A termo Microcefalia Grave
MG42 30/11/2015 <1 més F 27,0 2910 45,0 A termo Microcefalia Grave
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INFORMACOES LABORATORIAIS
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‘ Sifilis CITOMEGALOVIRUS (CMV)
INFORMACOES CLINICAS DAS MAES (periodo gestacional) Soro CMV IgG (soro) CMV IgM (soro)
Febre Rash Outros Sintomas VDRL Pos | Neg Kit (método) Pos | Neg Kit (método)
Nao Nio CMV IgM II LIAISON
Nio sabe reportado N3io reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Néo Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X | CMVIgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao
Nio sabe reportado Nao reportado detectado
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Nédo reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Nédo reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado
Nao Nao
Nio sabe reportado Nio reportado detectado
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao
Sim Sim Artralgia; Mialgia; Edema articular detectado
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Néo Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado N3o reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nio CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado N3o reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nio CMV IgM II LIAISON
Nio sabe reportado N3io reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Néo Nao CMV IgM II LIAISON
Nio sabe reportado Nio reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IGG II LIAISON CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado (DIASORIN) (Diasorin)
Nao Nao
Nio sabe reportado N3o reportado detectado
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe Sim Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe Sim Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nio CMV IgM II LIAISON
Nao sabe Sim Artralgia detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao sabe Nao Nao reportado Nao CMV IgG II LIAISON (Diasorin) CMV IgM II LIAISON
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reportado detectado (Diasorin)
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado
Nao Nao
Nao sabe reportado N3o reportado detectado
Nao Nao
Nao sabe reportado N3o reportado detectado
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X CMV IgG II LIASON (Diasorin) X | CMV IgM II LIASON (Diasorin)
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao
Nio sabe reportado Nao reportado detectado
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe Sim Ndo reportado detectado X | CMVIgGII LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Nédo reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao CMV IgM II LIAISON
Sim Sim Ndo reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado X CMV IgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
Nao Nao
Nio sabe reportado Nio reportado detectado
Nio CMV IgM II LIAISON
Sim Sim Nao reportado detectado X | CMVIgG II LIAISON (Diasorin) X (Diasorin)
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Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe Sim Artralgia detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nio CMV IgM II LIAISON
Sim Sim Artralgia detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nio CMV IgM II LIAISON
Sim Sim N3io reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Néo Nao CMV IgM II LIAISON
Nio sabe reportado Nio reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nio CMV IgM II LIAISON
Sim Sim Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao
Sim Sim Nao reportado detectado
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Ndo sabe reportado Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) CMV-M Liaison (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao CMV IgM II LIAISON
Sim Sim Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao CMV IgM II LIAISON
Sim Sim Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nao
Nao sabe reportado Nao reportado detectado
Nao sabe Nao Nao reportado Nao CMV IgG II LIAISON (Diasorin) CMV IgM II LIAISON
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reportado detectado (Diasorin)
Néo Nao CMV IgM II LIAISON
Nio sabe reportado N3io reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao
Sim Sim N3o reportado detectado
Nao Nio CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado N3o reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao Nio CMV IgM II LIAISON
Nao sabe reportado Nao reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)
Nao
Sim Sim Nao reportado detectado
Nao CMV IgM II LIAISON
Sim Sim Ndo reportado detectado CMV IgG II LIAISON (Diasorin) (Diasorin)




VIRUS CHIKUNGUNYA VIRUS DENGUE
CHIKV RT-PCR DENV RT-PCR
(LCR) CHIKV IgM (soro) (LCR) DENV IgM (soro)
Pos Neg Pos | Neg Kit (método) Pos Neg Pos | Neg Kit (método)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue -IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X
X
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X DENGUE IGM-Capture ELISA (PANBIO)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X DENGUE IGM-Capture ELISA (PANBIO)
X X
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
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X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue -IgM - Capture ELISA (Panbio)
X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta)
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X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X | Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics)
X X
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
X | MAC-ELISA (CDC/Atlanta) X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio)
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PARVOVIRUS B19
Parvovirus IgG (soro) Parvovirus IgM (soro)
Pos | Neg Kit (método) Pos | Neg Kit (method)
X Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)
X Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)
X Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)
X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)
X Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X
X | Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X X
X | Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
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X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)
Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)
RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)
X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)
Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin) X | Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
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RIDASCREEN Parvovirus B19 IgG (R-Biopharm)

Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)

Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)

Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)

Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)

Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)

Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)

Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)

Parvovirus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)

Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)

RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)

Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)

RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)

Parvovirus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)

Parvovirus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin)
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RUBEOLA
Rubéola IgG (soro) Rubéola IgM (soro)
Pos | Neg Kit (método) Pos | Neg Kit (método)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubéola IgM (Diasorin) (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubéola IgM (Diasorin)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)
X Rubella IgM (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM (Diasorin)
X ETI-RUBEK-G PLUS (DIASORIN) X Rubella IgM (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM (Diasorin)
X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM LIAISON (Diasorin)
X ETI-RUBEK-G PLUS (DIASORIN) X Rubella IgM (Diasorin)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)
X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) X Rubella IgM (Diasorin)
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X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)

X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM (Diasorin)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)
X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)

X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X Rubella IgM (Diasorin)
X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)
X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS)
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Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X Rubella IgM (Diasorin)
Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS X Rubella IgM (Diasorin)
X Rubella IgM (Diasorin)
Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X Rubella IgM (Diasorin)
X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/IgM (SIEMENS)
Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubéola IgM (Diasorin) (Diasorin)
Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS) X | Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)
Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin) X Rubella IgM LIAISON (Diasorin)
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TOXOPLASMOSE VIRUS ZIKA
Toxoplasmose IgG (soro) Toxoplasmose IgM (soro) ZIKV RT-qPCR (LCR) Zika IgM (LCR)
Pos | Neg Kit Pos | Neg Kit (method) Pos Neg Pos | Neg Kit (método)
X | in house CDC MAC ELISA
Toxo IgG IMMULITE 2000 - Toxo IgM IMMULITE 2000 -
X SIEMENS X SIEMENS X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | in house CDC MAC ELISA
X X | in house CDC MAC ELISA
X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | inhouse CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | inhouse CDC MAC ELISA
X X | in house CDC MAC ELISA
X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | inhouse CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | inhouse CDC MAC ELISA
X X | in house CDC MAC ELISA
X | TOXO IGG II-LIAISON (DIASORIN) X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X | inhouse CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X | inhouse CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X X X | in house CDC MAC ELISA
X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X | in house CDC MAC ELISA
X X | in house CDC MAC ELISA
X | in house CDC MAC ELISA
X X | in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
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TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X X X in house CDC MAC ELISA
X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X (in serum) X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X (in serum and
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin urine) X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X Toxo IgM LIASON - Diasorin X X in house CDC MAC ELISA
X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin) X X X in house CDC MAC ELISA
X X in house CDC MAC ELISA




TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)

Toxo IgM LIASON - Diasorin
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in house CDC MAC ELISA

TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)

Toxo IgM LIASON - Diasorin

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)

Toxo IgM LIASON - Diasorin

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)

Toxo IgM LIASON - Diasorin

in house CDC MAC ELISA

TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)

Toxo IgM LIASON - Diasorin

in house CDC MAC ELISA

in house CDC MAC ELISA

TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)

Toxo IgM LIASON - Diasorin
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in house CDC MAC ELISA




VIRUS HERPES 1/2

Herpes IgM (soro)

Pos | Neg Kit (method)

X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
X | HSV1/2 IGM LIASON (DIASORIN)
X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
X

X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
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HSV 1/2 1GM Liason (Diasorin)
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HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)

HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)

HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)

HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin)
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] . Zika virus (ZIKV) infection during pregnancy is associated with microcaphaly, a congenital
This arficia was ! ey Mafiormation resulting from neurcinfiammation and direct effects of virus replication
Viral immunology on the developing central nenvous system (CHS). Howewver, the exact changes in the
amctonafthejoumal gifasted CMS remain unknown. Here, we show by transcriptome analysis (at 48h
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post-infection) and multiplex immune profiling that human induced-neurcprogenitor stam
cels (hiNPCs) respond to ZIKV infection with a strong induction of type-l interferons
{IFMs) and sewveral type-l IFNs stimulated genes (I9Gs), notably cytokines and the
pro-apopiofic chemokines CXCLY and CXCL10. By comparing the inflammatory profile
induced by a ZIKV Brazilian strain with an ancestral strain isolated from Cambodia in
2010, we obsarved that the response magnitude differs among them. Compared to
ZIKVACambodia, the experimental infection of hiNPCs with ZIKV/Brazil resulted in a
diminished induction of I5Gs and lower induction of several cytokines IFM-a, IL-1e/§,
IL-B, IL-B, and IL-15), consequenthy favoring virus replication. From AKV-confirmed infant
microcaphaly cases, we detected a similar profile characterized by the presence of IFMN-a,
CXCLA0, and CXCLY in cerebrospinal fiuid (C5F) samples collected after birth, evidencing
a sustained CNS inflammation. Atogather, our data suggest that the CMS may be directhy
affected due to an unbalancad and chronic kocal inflammatory responsa, elicited by ZIKY
imfection, which contributes to damage to the fetal brain.

Keywords: Zika virus, central nervous system, inflammation, type-l interferon, interier pathy, micr
Zika congenital syndrome and oytokines
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INTRODUCTION

Congenital Zika Syndrome (CZS) comprise a wide spectrum
of birth defects and symptoms observed in infants who
have been exposed to Zika virus (ZIKV) during embryonic
development (1). Although other minor sbnormalities have been
documented, the most dramatic symptoms are microcephaly,
severe  microcephaly, arthrogryposis, and ocular damage
(2). Microcephaly is characterized as a developmental brain
malformation that results in a cranial circomference 2
standard deviations (2-5D) below the average for the same sex
and pestational age, on the same way, severe microcephaly is
dlassified based on a cranial circumference «<3-5D below the
average (3, 4). Microcephaly associated with ZIKV infection in
pregnancy was first reported im Braxil in 2015 during a large
outhreak of this virus (5). Initial associations between ZIEV
infection and microcephaly development were based on the
identification of viral RNA in fetal amniotic fluid (6) and in the
brain tissue of fetuses and infants diagnosed with microcephaly
(7, 8. Later, seweral reports from independent groups confirmed
the association between ZIKV infection during pregnancy and
congenital abnormalities ().

Diagnosis of CZS is complex and involves several different
steps, including taking head circumference measurements,

i evaluation, radiddogic brain  imaging and
ophthalmologic assessment. ZIKY  exposure  confirmation
can be accomplished using molecular and serologic standard
methods. However, since ZIKV is present in body fluids with
different shedding kinetics, confirmation of virus infection
remains challenging (10). In neonates presenting with signs
of microcephaly, ZIKV infection can be confirmed by virus
detection (Le., RT-PCR) or by the presence of ZIKV-specific 1gM
in cerébrospinal fluid (CSF) or serum (4, 11). Importantly, the
presence of anti- ZIKW 1gM in the CSF of neonates with suspecied
(75 is a strong indicator of a recent congenital infection {120,
Although significant improvements have been reached in
terms of diagnosis, the exact pathogenic mechanisms related
to ZIKV-induced microcephaly and others malformations
remain largely unknown. Emerging evidence demonstrated
that ZIKV infection impairs brain development by arresting
cellular neurogenesis, leading to the deregulation of cell-cycle
progression and apoptosis (13- 16). Moreover, previous work has
also assessed the birth defects resulting from ZIKV exposure in
different pregnant mouse models (17-20). While most studies
are focused on elucidating the specific cellular mechanisms
of ZIKV pathogenesis through in vitro or in vivo models, the
pathopenesis among naturally infected human subjects and
its biokogical implications have not been investigated to the
same extent.

In humans, the central nervous system (CNS) becomes to
be established from 22 days onwards. Initially, the embryonic
brain is entirely composed of highly proliferative neuronal
progenitor cells (MPCs). Thus, at this stage, pathogenic processes
induced by the unbalanced production and local secretion of
immunaoregulatory molecules may bead to reduced brain size, and
consequently microcephaly (21). Therefore, investigations into
ZIKV triggered immune responses, especially in the CNS, may

contribute to a better understanding of the disease mechanisms
since specific immune medistors may play a major role in
the pathogenesis of microcephaly. The finding that ZIEV
infection leads to apoptosis in different neurcnal models could
also partially explain the cellular destruction observed in the
radiological examination of neonates with CZ5 (22). Om the other
hand, the paracrine effects of cytokines and chemokines directly
secreted in the CNS by the infected cells are still unknown. More
recently, Tappe et al. (23) assessed cytokine kinetics in the serum
of ZIKV infected patients. Despite the relatively small number
of patients analyzed, the authors were able to compare samples
from the acute and convalescent-phase, observing elevated levels
of the chemokines CCL3, CCL4, CCLS and CXCL10 during the
recovery phase. During the acute phase, the authors observed a
mixed cytokine pattern, with the increase of cytokines profiles
associated with Thi, Th2, Thi7, and Th9 CD4* T cell responses
(23). In addition, it was reported that there were increased
levels of CXCLIO and CCL2, IL-6, IL-8 VEGE and G-CSF
in the amniotic fluid of ZIKV-positive pregnant women with
neonatal microcephaly (24). Furthermore, the overexpression of
CXCL10 was recently identified as a potential serum biomarker
of acute ZIKV infection (25). Taken together, these findings
may suggest that ZIKV infection results in a specific pro-
inflammatory profile. However, no reports from microcephaly
cases were available so far, and it remains to be elucidated
whether ZIKV-induced microcephaly could be associated with an
organ-specific inflammation.

Here, we analyzed the transcriptional changes induced by
ZIKV infection in human induced pluripotent newroprogenitor
stem cells (hiNPCs). We used this model to compare the
pathogenesis of a contemporary South American  strain
(isolated in Brazl in 2015 at the peak of microcephaly
cases) vs. an ancestral Asian strain isolated in Cambodia in
2000. Transcriptional data were further confirmed at protein
expression levels and by assessing the levels of cytokines
and chemokines in the CNS of confirmed ZIKV-induced
microcephaly cases and validated through a second in vitro
infection assay in human newuroblastoma cells. Our findings
suggest an important role of type-1 interferon (IFN) response
and chemokines CXCLI0 and CXCL? in the pathogenesis of
microcephaly, which may represent a still unaddressed target
with the potential to interrupt the destructive CNS inflammation
induced by ZIKV infection.

METHODS

hiNPCs Culture and Infection

Human induced neuroprogenitor cells (hiNPCs) derived
from human induced pluripotent stem cells (haPSCs), line
73-56010-02 sub-clone F were grown on matrigel-coated,
cell culture treated plates. Briefly, hilSCs, were cultured with
nearonal precursor selection medium, followed by meuronal
precursor expansion medium (Thermo Fisher Scientific, Munich,
Germany) containing fibroblast growth factor 2 (RE&D Systems,
Minnesota, USA) for the generation of neural stem cells. After
5-7 days in culture, neural rosettes were identified, manually
dissected and plated into low-attachment plates where embryoid
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body-like structures—denoted as  neurospheres—emerged.
Following the plating of neurospheres into the matrigel-coated
plates, hiNPCs were collected manually for monolayer culture.
hiNPCs were then cultured in neurobasal medium containing
B27 (Thermo Fisher Scientific, Munich, Germany) supplement
and brain-derived neurotrophic factor 10 ng/mlL (R&D Systems,
Minnesota, USA] for neuronal differentiation. hiNPSCs cultured
cells, passage 5, were grown until 85% confluent in 12-well plates
and further infected at (multiplicity of infection) MOI 1 with
a ZIKV PBraglian strain (ZIKV/H.sapiens/Brazil PE243/2015,
GenBank: KX197192.1), previously described (26) or a ZIKV
Cambodian strain (Fika virus isolate Cambodia FS513025/2010,
GenBank: [N860885.1) prepared in Vero E& cells, previously
established in our laboratory. At 1-h post infection, the
inoculation medium was removed and replaced with culture
medium. At 48h post infection, the cells were harvested
and RMA was extracted for RMA-sequencing (RMA-Seq) and
transcriptomic analysis.

RNA-Seq and Data Analysis

RMA-Seq was performed at the Genomics Research Core,
University of Pittshurgh, USA. Before sequencing. RNA quality
was checked using the Agilent High Sensitivity RNA ScreenTape
System [Agilent Technologies, Santa Clara, USA) Whole-
transcriptome  sequencing was performed using the TruSeg
Stranded Total BNA kit (lumina Inc., San Diego, CA, USA)
with an average of 49.1 million reads per library. Each condition
(infected and control samples) was sequenced in triplicate. The
quality of sequenced reads was assessed by FastQC tool. Reads
from each library were mapped agzinst the human genome
assembly GRCh38 with the annotation version 91 downboaded
from the Ensembl database, applying the STAR aligner version
2.5.3. Later, R package DESeq2 was used to perform differential
expression analysis (DEA). During this step, the biological
replicates from infected and control samples were compared, but
only genes presenting at least ten reads for all three biological
replicates in at least one condition were considered for DEA.
Genes with an absolute value of log: fold change equal to or
=1 and with a p-value, correct by the FDR approach, of <005
were selected for functional analysis wsing the STRINGdb
R package (http/iwww.string-db.org) and KEGG REST for
pathway-based data integration (hitps:/iwww kegg jp/kegg’
rest/). The former was used to assign Gene Ontology (GO)
(http://geneontology.org/) and Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) pathway terms to differentially expressed
genes (DEGs). In addition, the Bislogical Process ontology of
GO was employed to perform a functional enrichment analysis
for those genes. KEGG pathways were grouped into four
categories {adaptive immune response, cytokine and chemokine
signaling, interferon response, and cell death and growth) to
visualize protein networks present in the STRING database. The
protein networks built from the lists of DEGs were analyzed
using Cytoscape software, version 3.6.0 (https://cytoscape.org/).
Heatmaps were built using the gene counts normalized by the
library size factors using the function heatmap of R environment.
The mean of gene expression fold change from infected cell
samples were plotted vs. the expression found in non-infected
ones (Control) and visualized with ViaComplex software (27)

(http/liefif ufrgs br/pub/biosoftwares/viscomplex). For  this
analysis, we selected only the list of modulated genes identified
in Figure 2A.

Infection of Neuroblastoma Cells and
Cytokine Analysis

Human undifferentiated neuroblastoma cells (cell line SH-8Y5Y-
ATCCE CRL-2266™) was cultured in 1:1 MEM and Ham's F12
Nutrient Mixture, supplemented with 1| mM sodium pyruvate,
? mmol/l. L-Glutamine, non-essential amino acids, 100 UimlL
penicillin, 100 pg/mlL streptomycin {Thermo Fisher Scientific)
and 10% (w'v) fetal bovine serum in a humidified incubator
at 37°C with 5% COs. Cells were infected with ZIKV/Brazil
(ZIKV/H sapiens/Brazil PE243/ 2015, GenBank: KX 197192.1) and
analyzed at different days post-infection (dpi), as described
on figure legends. Briefly, cells were harvested at 2 dpi
and stained with anti-flavivirus envelope (E) protein primary
antibody (4G2) and goat anti-mouse IgG secondary antibody
conjugated with FITC (Sigma-Aldrich, St. Louis MO), and
analyzed by flow cytometry (FACS). Supernatants were harvested
and processed for viral ENA extraction and qRT-PCR assays
in several time points post-infection. In addition, supermnatants
were also harvested at 3 dpi and soluble cytokines and
chemokines were quantified by the kit Crtometric Bead Array
(CBA) Human Inflammatory Cytokine and Human Chemokine
Kit (BD Biosciences, San Diego, CA, USA), following the
manufacturer’s instructions.

Patients

Cases of microcephaly and other birth defects enclosing the CZ5
cases notified from 2015 to 2017 were investigated following
a previously established protocol from the Brazilian Ministry
of Health as follows: neonates with suspected microcephaly
were investigated by measuring their head circumference. Those
with a circumference of at least 2 SD below the mean for
the same sex and gestational age on the Fenton growth
chart were diagnosed with microcephaly. Severe microcephaly
was diagnosed in those infants who presented with a head
circumference smaller than 3 5[ Brain imaging was performed
whenever possible. Control subjects were live neonates with
suspected microcephaly at birth who had a CSF sample collected
to perform ZIKV diagnosis, which were later classified as
healthy through transfontanellar ultrasonography of the brain
and which presented no other major birth defects. Exclusion
criteria were anencephaly, encephalocele, and the confirmation of
the phenotype of a well-defined congenital syndrome. Congenital
infections, other than ZIKV, were assessed in infants and mothers
from a blood sample collected right after birth by the STORCH
laboratory-testing panel (congenital infections encompassing
syphilis, toxoplasmosis, rubella, cytomegalovirus and herpes
simplex virus). CSF samples from all necnate CZ5 suspected
cases were collected by lumbar puncture, samples collected
gt a maximum of 4 weeks after birth were included in this
study. For ZIKV infection confirmation, CSF samples were
forwarded to the Arbovirus Reference Laboratory at the Oswaldo
Cruz Foundation, Fiocruzm'Recife, Brazil ZIKV infection was
diagnosed by detection of IgM antibodies or by ZIKV BENA
presence determined by Real Time RT-PCR (rRT-PCR). ZIKV
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exposure was confirmed based on a positive laboratory result
from CSF andfor serum.

Multiplex Immunoassays

Individual crtokines in all human neonate CSF samples were
assayed in a Luminex Platform employing a commercally
available kit: Cytokine Human Magnetic 25-Plex Panel
(Thermo Fisher Scientific, Munich, Germany) following
the manufacturers instructions. hiNPC-derived  infected
supernatants were virus-inactivated by homogenizing samples
in NP-40 at 0.2% and analyzed by the Human Cytokine 42-
Plex Discovery Assay (Eve Technologies, Calgary, Canada).
A complete list of the analyzed cytokines and chemokines
and its detection limits are described in Supplementary
Material (Tables 52, 53).

Ethics Statement

Ethics protocol and procedures have been reviewed and approved
by Institutional Ethics and Research Committee of the Institute
Agpen Magalhaes, Oswaldo Cruz Foundation-Fiocruz, Brazl
(CAAE- 73669417.7.0000.5190). The hiNPC-based studies were
approved by the University of Pittsburgh internal IRE and 1BC.

ZIKV ELISA IgM

ZIKV 1gM antibodies were detected by MAC-ELISA (Capture
Enzryme-Linked Immunosorbent Assay), employing an in-house
protocol. Briefly, ZIKV antigen was prepared from ZIKV-
infected Vero E6 cells. ELISA plates were sensitized with
Coat anti-human-IgM (KPL/Sera Care, Milford, USA), before
samples were added (1/400 dilution). Reactions were performed
employing a detection antibody (MAB 6BSC-1/HRP), kindly
provided by CDC (Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, USA). Serum and CSF samples were considered positive
when the optical density exceeded 30 times that of the
negative control.

Virus Detection-Real-Time RT-PCR and
Plaque Assays

Viral ENA was extracted manually from human serum and
C5F samples using a QlAamp Viral BENA kit ((Qiagen, Hilden,
Germany), following the manufacturers instructions. ZIEKWV
Real Time RT-PCR (rRT-PCR) reactions were performed from
purified BNA serum samples employing primers and probes
as described by Lanciotti et al. (28). Briefly, reactions were
performed in duplicate in a final volume of 20 pl employing
the kit GoTag® Probe 1-Step RT-gPCR (Promega Corporation,
Madison, USA), following manufacturer instructions. Cycling
was performed using the QuantStudio 5 Real-Time system
{Thermo Fisher Scientific) and samples with a Ct value <38 in
duplicate wells were considered to be positive for ZIKV. For
guantitative Real Time RT-PCR assays (RT-gPCR) a standard
curve for ZIKV REMA copies was prepared from a previously
titrated virus stock (range 10" to 10° PFU/mL). Plaque assays
were performed on Vero E& cells. Briefly, cells were seeded
at a density of 3 = 10° cells per well in standard 24
well plates and infected with serial dilutions of either cell
culture supernatant from infected hiNPCs or vimus stocks (for
virus ftitration assays). After 2h at 37°C the inoculum was

removed and the cells were washed with PBS. Then the cellular
maonolayers were overlaid with DMEM 2% containing 1.5% CMC
{carboxymethyl cellulose). Five to seven days later, the wells
were washed with PBS. Afterwards, the cells were fixed with 4%
formaldehyde for 10 min and stained with 0.1% crystal violet for
plaque visualization.

Statistical Analysis

The Mann-Whitney unpaired test was used to compare
continuous varizbles. Results were expressed as Tukey box-
and-whisker plots showing median, upper and lower quartile,
minimum, and maximum values. Outliers are represented by
dots outside the 1.5 interquartile range of the 25 respective 75
percentile. All p-values were two sided with a significance level
of 0.05. Cakculations were performed using GraphPad Prism 7
software. Cytokines and chemokines data are represented by
mean + SI). Statistical analysis was performed by unpaired
Student’s f-test using the GraphPad 7 software.

RESULTS

Transcriptional Changes in ZIKV-Infected

hiNPCs
To identify the transcriptional profile that may account for
the differentially activated host response during infection with
a contemporary vs. an ancestral ZIKV Asian strain, here
denominated ZIKV/Brazil and ZIKV/Cambodia, respectively,
hiNPCs were infected, and after 48 h total RNA was extracted and
analyzed using the lumina NextSeq 550 sequencing platform.
Figare 1A shows the global expression changes, represented
by normalized RMA-Seq read counts among all the transcripts
identified as significantly changed, only if the fold change
(log2) was =2 (up or down) and the corrected P-value was
less or equal than 0L05, in comparison to the control group.
Orverall, of all the identified genes, both strains induced profound
transcriptional modifications. Thus, to better cassify those genes
that may account for the different immune response induced
by both strains, we categorized these identified transcripts
according to KEGG pathways. The clusters of differentially
expressed genes that were either up or downregulated included
several key cellular processes that were related to adaptive
immune response, cytokine and chemokine signaling, interferon
response, and cell death and growth (Figares 1B-E). Among the
modulation on genes induced by both strains, we identified the
upregulation of innate immune regulatory molecules, including
several C-X-C motif chemokines, STAT genes, MAPK pathway,
as well as transcripts for TLR3, IRF7, and other type-1 IFN
pathway-related genes. Adaptive immune response genes were
also upregulated (Figare IB). Comparative analysis of the
transcriptional signature of infected hiNPCs demonstrated that
ZIKV/Cambodia infection resulted in a higher modulation of
specific gene chusters, including several C-X-C motif chemokines
and type-1 IFN response genes (Figares 1C,D). On the other
hand, ZIKV/Brazil induced a more pronounced modulation of
cell death and cell growth-related genes (Figare 1E).

Predictive network analysis suggested that a significant
portion of the differentially up-regulated genes comprehends
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a set of common pathways (Figare2A and Figares S1-5S4).
Overall, the majority of genes that displayed a significant
difference between control and infected cells were upregulated
(Figare 2D). With regards to downregulated pathways, we
observed changes mostly in genes related to metabolism and
neurotransmitters {Figare 2D). Among all these processes there
was a highly up-regulated notable gene cluster, the type-1

IFN response. This cluster includes transcripts for IFNBI,
STATI, IRF3, IFNAR2, IRF7, and TLR3 (Figares 1D, 2D). Other
transcripts were also detected at increased levels, including
chemokine transcripts CXCL9, CXCLI0 (among the top-ranked
expressed genes), CXCLI, and CCL5. The network of highly
modulated genes was further analyzed with the ViaComplex
software, which compared the transcriptional profile of infected
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vs. uninfected cells plotting the mean expression values | Z-axis)
as a 3D landscape topographical view, this analysis showed
the cluster of type-1 IFN response as the highest level of
expression induced by infection (Figares 2B,C). In general,
both strains were able to upregulate the type-1 IFN response,
however, we found that ZIKV/Cambodia induced a more
robust modulation. Together, these results sugpest that the
ZIKV induced transcriptional changes are, at least in part,
strain dependent.

To confirm this inflammatory transcriptional profile we
quantified the concentration of cytokines, chemokines and
growth factors in hiNPCs supernatants through a multiplex
assay, which included several soluble markers. We compared
the levels of these markers induced after infection by both
strains in a single time point (72 hpil. We observed a strong
significant modulation of the pro-inflammatory cytokines IL-
1a/p. IL-6, and IL-8, and the chemokines CCL5, CXCLIO,
and CXCLI, induced by both strains. ZIKV/Cambodia induced
significantly higher levels of 1FN-02, compared to ZIKY/Brazil
infected hiNPCs. Also, ZIKV/Cambodia infection was associated

with significantly enhanced levels of CXCL10, CCL5, CCLI1I
and the pro-inflammatory cytokines IL-&, IL-8, IL-15, IL-12p40,
and IL-12/8 (Figare 3). Crverall, inflammatory markers assessed
by this analysis correlated with the transcriptional profiles in
infected hiNPCs.

To further explore if the enhanced inflammatory activity
from ZIEKV/iCambodia infected cells was associated with a
difference in virus replication, we quantified the average reads
depth of the ZIKV genome from infected and non-infected
hiNPCs. As expected, no ZIKY genome reads were observed
in the control group (Figare 4A). However, nearly complete
ZIKV genomes were recovered from infected hiNPCS, with
a high coverage from both strains (coverage above 99.9%).
NGS results demonstrated that ZIKV/Cambodia gave a much
lower read counts average (depth below 10,000} compared to
ZIKV/Brazl infected cells (depth above 10,000) (Figures 4B,C).
Albeit lower, ZIKV/Cambodia sequencing depth EMA levels,
were not correlated to a significant increased viral load
{infectious particles) in infected hiNPCs supernatants, analyzed
at 48 hpi (Figare 4D)). Thus, despite the minor differences in
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virus replication, it is suggestive that the magnitude of the
inflammatory response may interfere with the viral titers, though
key pathways are activated regardless of the virus strain.

ZIKV Infection of Human Meuroblastoma

Cells Also Induce Chemokines Release
Given the ability of ZIKV infection to up-regulate chemokines
and coytokines transcripts in hiNPCs, we determined the
susceptibility of a distinct neuronal cell line. For this, we
opted to evaluate the feasibility of human neuroblastoma cells
{SH-5Y5Y cells) to respond to ZIKV infection by increasing
cytokines/chemokines production. First, to confirm infection,
undifferentiated SH-SYSY cells were infected and analyzed by
FACS at 2 dpi, positive viral envelope protein (E) staining
was observed in a large percentage (65.1%) of the infected
cells (Figare 5A) and viral RNA, detected in the supernatant,
increased over time (Figare 5B), confirming that these cells
were susceptible to infection. Next, we evaluated the presence
of a set of cytokines and chemokines in the supernatants using
two different sets of human CBA assays. The results show
increased production of IL-8, CXCL10, CCL2, CCLS5, and 1L-&
{Figare 5C) at 3 dpi, indicating the ahility to induce an active
pro-inflammatory response. Mo other cytokines were detected
at significantly increased levels (data not shown). Infection also
results in enhanced expression of several 1FN stimulated genes,
especially IFNA L, IFNB1, and TLR3 transcripts (Figare 5D).

CNS Inflammatory Profile of ZIKV

Confirmed Microcephaly Cases

The increased type-1 IFN and chemokine responses observed
from ZIKV infection are common features of viral infections
including ZIKV, however, in the CN5, a hyperactivation or
a sustained inflammatory process may result in extensive
tissue damage, especially in the context of a developing brain.
Thus, to better characterize the ZIKV inflammatory profile
we assessed the CNS immune profile of confirmed ZIKV-
induced microcephaly and severe microcephaly human cases
(here, collectively denominated “microcephaly™). From a total
2,33 7S suspected cases from September 2015 to May
2016 in Mortheastern Brazil, we were able to identify 27
healthy control patients (no brain alterations) and 51 cases
of microcephaly, based on dinical disgnosis, with CSF sample
availability (characterized by a previous collected sample stored
at the laboratory). Among the microcephaly cases included in
our study, 40 (78.4%) were diagnosed as severe microcephaly
(head circumference <3 5D on the Fenton growth chart) and
11 as microcephaly (head circumference <2 5D, Complete
information and patient characteristics and laboratory results
are summarized in Table 1. Additionzl laboratory data are
summarized in Table 51 and Sopplementary Material ZIKV
infection was diagnosed by the presence of anti-ZIKV IgM
in the CSF in all of the 51 confirmed microcephaly cases.
Among these 51 cases, the presence of ZIKV RNA (rRT-PCR)
was identified in only two samples (Table 51). Importantly,
no positive anti-ZIKV IgM or rRT-PCR CSF samples were
observed in the healthy control group. STORCH testing for

TABLE 1 | Cheracicrinfics of patiorts induded in the sudy.
Healthy cortred  Microcephaly

total number of subjects [%] 27 subjects 54 patients
ek 10(37) 22 [43)
Ferak 17 (53) 23 [E7)
Gestational age at birth, %)

Pro-tarm B (185 5.8}
Tarm 1 (774) 4488 7
Posi-tam 130 2
Birth weight, grams (%)

»2,600g 10 (70L4) 33 {7E.5
»1,600-2. 48000 B (205 10{19.6
=1,600g o 1{1.95
Mt inforrmad o 1{1.95
Head circumfsrence (%)

Mormal 27(100) o
2 Bl jmicrocaphaly) o 1215
=3 I} [sovara microcaphah] o 40{78.4)
Mothers ftatal number of subjects) o) 5
Reported rash during pregnancy (%]

Ma rash 26 (B6.7) 35 B85
First trimastor o I
Sacand trimossar 137 1{1.95
Third trimastar o 350
Yo, unknown period o 350

A iodal of 37 meonafos with 3 cismrmd ciagnosks of microoaphaly Rkt oomtrok)
Wi naluciod I s iUy Amang e confiTmed Mmool and Savee micmoaphaly
‘g, 4 it of 51 neonaks, which hod CSF sampios malatis, wars olcod i o
cjokng ivestigaton. AF of the noonaies had CSF sampbs ooliociod no ifer fhan 4
wagis atar bins,

common congenital infections was performed for all subjects,
and mo IgM reactive samples were documented (Table S1
and Sopplementary Materiall. Based on this, other congenital
comman infections were ruled out, and the final diagnosis was
microcephaly associated with maternal ZIKV infection.

CSF samples from healthy control subjects and microcephaly
neonate cases were analyzed emploving a panel of 25 different
human cytokines and chemokines. Through our analysis,
microcephaly-associated CSF samples showed significantly
higher levels of IFN-a (p = (.0428), compared to the control
group. Albeit dightly higher, there was no significant difference
in the levels of IL-1¢ and IL-1RA (p = 0054 and p = 010,
respectively). The pro-inflammatory cytokines [FM-y, IL-6, and
1L-8 were similar between the groups. Among chemokines, we
did not observe a significant difference in the levels of CCL2,
CCL3, CCL4, OCLS, and CCL1L. Interestingly, consistent with
the in witro results, two CXC chemokine ligands were found at
significantly higher levels in the CSF samples from microcephaly
cases: CXNCL9 and CXCLIO (p = 0028, and p = 0.0003,
respectively). Among T-cell activation related cytokines, we did
not observe a cytokine signature associated with a predominant
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helper T-cell response. We also observed no difference in
IL-5, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17, and interdeukin-2 receptor
(IL-2R} production between microcephaly cases compared to

from ZIKV-induced microcephaly may experience long-term or
chronic neurcinflammation.

the controd group (Figare 6). Four cytokines (GM-CSE, TNF-a, DISCUSSION
IL-2, and IL-4) were below the detection limit (data not shown).
Altogether, these cbservations show that the transcriptional  Corrently, the underlying pathophysiological mechanisms

changes induced by ZIKV infection results in respective protein
levels increase in witro and that this inflimmatory signature
is also present in the CN5 of ZIKV-induced microcephaly
cases. Moreover, our data supgest that children suffering

of ZIEKV-induced microcephaly and CZS remain poorly
understood. It has been documented that ZIKV infection
leads to a reduction in NPCs numbers as a result of apoptosis
(291, cell cycle arrest (30), and premature differentiation (31},

Frontiens in Immunalogy | wweedontiarsin.ong

fugust 2010 | viokoma 10| Articks 1928

161



Lima at al

Immuna Profles of Zika Miorocephaly

R PR E e
L i N "'
1L (=] =2

i *,
fﬂm“\

i

rary

P

cessribad in figurss). NS, non-sigrificant ve. heabiy control,

H_:_
STHTH
@ x-n-ﬂﬂ#:#@ Q\

s

FIGURE & | Cytoking and chamokina profiles in tha C3F of confrol and microsphaly cosos. Indradual oytcking and chomokina lovals [ps indicatod on figurces) wana
measurad in e CEF of oonfrol [r= 27) and AKV-induced microcaphaly casas (r= 51), and are roprasenied by Tukey box-and-whiskor pliots showing median, uppar
and lower quartile, minimum, and meaxdmum valuas [poograms per millier-pg'ml). Oudions am: reprasenied by dots outside the 1.5 imenquartia ranga of the 26
respactia T percentic. Mean waluas an indicated by a plus (4 sign. Mann-Whiney unpaired tast P = 0.06, *™P = D.001, vs. haalthy control jexnot pwshees o

*
g N
5
g~
*

e

L

R R NV AR

T
T
Rig

consequently impairing neuronal development. Although NPCs
are the main targets of ZIKV replication effects, infection in
isolated cell models are frequently underexplored regarding
inflammatory responses (32). Here, we employed different
approaches to better characterize the CNS inflammatory
response induced by ZIKV infection. First, through the use
of hiNPCs, we observed a strazin-dependent modulation of
host genes, including the induction of several 15Gs. Mext, we
confirmed that experimental infection of hiNPCs leads to
extensive chemokine and cytokine release, consistent with the
induced transcriptional profile. Since the manipulation of stem
cells may result in differentiation variability between distinct
cell lines, laboratories and in variations in differentiation
efficiency (33), we opted to include a second cell line
to model ZIKV infection. Human neurchlastoma cells
have the advantage of being inexpensive, consistent and
reproducible neuronal cell model (34). These cells supported a
productive ZIKV replication cycle, with a similar inflammatory
profile. However, an important finding from our work is
that the ex wivo profiling of the CN5 inflimmation in
ZIKV-induced microcephaly infants supports our im vitro
experimental data.

As reported by others, the inflammatory response elicited by
ZIKV is strain-dependent, where African induces a much higher
inflammatory response than Asian strains (35). Additionally,
African strains are less effective in inhibiting type-1 IFN responses
(32). In our model, we found a specific signature induced
by ZIKV/Brazil, a previously characterized South American
strain {26). Importantly, this virus was isolated from a highly
endemic area {northeastern Brazil), concomitantly at the peak
of microcephaly cases in 2015, Thus, we can assume that
ZIKV/Brazl represents a virus strain-specificity {same strain
circulating during the initial microcephaly outbreak). Evidently,
infection with both strains led to an inflammatory immune
response in hiNPCs, however differences in the magnitude of
inflammatory cytokines were found to be strain-specific, which
may help to explain why a higher incidence of microcephaly was
first observed in northeastern Brazil. A reasonable explanation is
that the lower magnitude of inflammation induced by the innate
immune responses may ineficiently limit viral replication, since
the reduced type-1 IFN response may result in sugmented higher
viral burden or chronification of the infection. Interestingly, as
reported by others, ZIKV Brazilian strains share characteristics
of viruses that do not induce a robust innate immune activation
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(37, which may render these strains more effective at establishing
a persistent infection or increased capacity to cross the placenta
andor to invade the CNS. Here, although ZIKV RMNA levels were
significantly lower in Z1KV/Cambodia compared to ZIKV/Brazil
infected hiNPCs, we observed only a slight difference in the
presence of infectious virus at 48 hpi, and thus a complete
virus growth curve would be more enlightening. Therefore,
our results contribute to a better understanding of ZIKV
immunopathological processes, and they are in agreement with
a previous report where an American strain of ZIKV results
in an enhanced viral load and a more severe microcephaly
phenotype in mice (38). Importantly, as demonstrated in an
independent study, a distinct ZIKV Brazilian strain showed a
delayed production of infectious virus in vitro. By comparing
ZIKV/Cambodia to ZIKV Brazil Fortaleza (GenBank: KX811227)
the authors found that Z1KV/Erazil reached a vims production
peak at a later time point (72 h), whereas in early times this
difference was not so evident (37).

Through the transcriptional profile analysis and multiplex
immunoassays, we identified key major cellular signaling
pathways and inflammatory markers. Transcriptomic data of
experimentally ZIKV infected cells have been generated by
several independent groups (29-41), however, given the large
variability of the cell lines employed, time of infection, virus
strains and amount of infectious particles on each approach,
combinatory analysis of such data becomes challenging. We
demonstrated that [FN-g, CXCLI0, and CYXCL9 levels were
significantly higher in CSF samples obtained from ZIKV-induced
microcephaly cases, compared to healthy control subjects. It is
important to note that all CSF sampling was performed right
after birth, up to a maximum of 4 weeks of life, ensuring that
the presence of soluble immune mediators is representative of
a sustained inflammatory process. High variation in expression
levels of a few cytokines (notably IL-1f and IL-1RA) was
observed, potentially demonstrating that we missed the detection
of specific perturbations as the result of a single time point
sampling (after birth). Also, several cytokines were below the
detection limit, indicating their low levels of expression in
the CSF. We could not predict exactly when the infection
occurred, which may explain some of the variations observed.
However, even though the virus was not detected in most of the
subjects analyzed, as illustrated by the large proportion of rRT-
PCR negative CSF samples, we can assume that the resulting
inflammation is persistent.

Remarkably, several different congenital infections lead to a
commean clinical presentation, collectively denominated TORCH
{Toxoplasmaosis, Other, Rubella, Cytomegalovirus, and Herpes)
these congenital infections alse result in microcephaly and
cerebral calcifications. Owerall, these pathogens are highly
neurotropic, but first, they must cross the placenta to induce
fetal damage (42). Currently, it remains unclear how ZIKV can
reach the fetal compartment, as well as the exact fetal tissues
targeted. Albeit ZIKV antigens and viral RNA were detected
almost exclusively in the brains of infants and fetuses with
microcephaly (7, 8, 43) no descriptions regarding the neural
tissue inflammation has been reported. Interestingly, Aicardi-
Goutitres syndrome (AGS) resembles the clinical findings

of ZIKV-induced microcephaly. AGS patients present brain
calcifications, changes in white matter, cerebral atrophy and the
laboratory findings include increased levels of IFN-a in the CSF
(44). Mechanistically, AGS patients have been classified in the
group of type-l interferonopathies, which comprise a group of
genetic (Mendelian) disorders caused by a sustained type-1 IFN
response during the embryonic development. Experimentally,
the chronic exposure of astrocytes to high levels of IFN-
o resulted in reduced cell proliferation, increase in antigen-
presenting genes and down-regulation of pro-angiogenic factors
(45). Besides, the transgenic expression of IFN-z in the CNS of
mice induces inflammation and neurodegeneration, similar to
that seen in AGS (46-48). Based on this we can assume that the
sustained levels of type-1 IFN, here described, may play a role
in ZIKV-induced microcephaly contributing to the induction of
detrimental developmental effects.

Recently published reports from animal models, which
explored the effects of ZIKV during pregnancy, required the
blockade of type-1 IFNs to achieve susceptible hosts (19, 49).
Thus, the absence of type-l IFN signaling in ZIKV animal
experiments lacks an important component in studies related
to ZIKV immunopathogenesis. In agreement with our data, the
induction of type-1 IFN signaling, as a result of ZIKV infection
in mice, led to increased apoptosis in the placental labyrinth,
abnormal maternal-fetal barrier, and fetal hypoxia. Moreover,
type-1 1FN treatment of human midgestation villous explants
led to abnormal willous structures, which are strongly associated
with growth restriction and spontaneous abortions (50). Albeit
of great relevance, the authors explored the effects of type-1 IFNs
exclusively on the developing placenta. Here, we propose that
type-1 IFNs may play an important role in developmental defects
cansed by ZIKV, specifically in the context of brain damage, asa
result of chronic local inflammation.

As reported. ZIKV non-structural proteins are effective in
inhibiting type-1 [FM, which favors virus replication and may lead
to viral persistence in different body compartments (51-53). In
fact, recent reports describe ZIKV persistence in infants (54, 55)
and adults (55). Here, we hypothesize that peripheral type-1 IFN
inhibiticn is an essential step that facilitates CNS invasion. Once
in the CNS, the virus induces a sustained, suboptimal type-1
IFM response that leads to extensive neurcinflammation and
tissue injury. Interestingly, activation of type-1 IFN signaling
in brain endothelial and epithelial barriers results in CXCL10
release into the brain parenchyma and this signaling cascade
was recently correlated to “sickness behavior, a common set of
symptoms due to viral infections (57). Of note, CXCLI0 and
CXCL2 can be induced by both, type-II (IFM-y) and type-1
IFMs (58). Increased levels of IFN-z and CXCL10 in the CSF
of AGS patients were already documented, and these findings
were associated with the absence of IFN-v (59). Mechanistically,
CXCL? and CXCLID bind to CXCR3, a receptor primarily
expressed on T cells and NE cells (50) also found in NPCs
(61). Among other effects, CXCL1D treated neurons developed
increased membrane permeability, which was followed by
caspase-3 dependent apoptosis (£2). In fact, ZIKV infection
leads to extensive caspase-3 activation in different animal and
in vitre models (19, 29, 63, &4). This correlation becomes
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more apparent considering that [FN-o/f treatment leads to
enhanced calcification of cultured human vascular smooth
muscle cells (55), indicating that IFN-a promotes the generation
of calcium deposits and supports the proposition that IFN-x
acts directly on ZIKV-induced microcephaly calcifications, a
frequently reported clinical finding. Thus, we suggest that in
the CNS, induction of IFN-a by ZIKV infection acts to further
up-regulate the local chemokine response and consequently,
apoptosis. On the other hand, direct IFN-independent induction
of CXCL10 has been documented for different RNA viruses (66—
&8). Interestingly, CXCL10 elicits apoptosis in fetal neurons,
dependent on intracellular Caf2+) increase and caspase-3
activation (69). Based on this, we propose a model in which
these inflammatory mediators act synergistically contributing
to most of the alterations observed in microcephaly cases.
To our knowledge, we are the first to demonstrate a more
detailed neurcinflammation profile from human cases of ZIKV-
induced microcephaly. Collectively, our data corroborate other
independent findings that implicate type-1 IFMNs as a potential
modulating factor in ZIKV-associated pregnancy complications.
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