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RESUMO

O Dengue virus (DENV) é um virus de RNA da familia Flaviviridae compreendendo
quatro sorotipos relacionados, mas antigenicamente distintos. A dengue € a principal
doenca viral transmitida por artropodes no mundo e representa um importante
problema de satude humana global, especialmente no Brasil onde em 2016 também
foi registrado o maior surto de infeccdo pelo Zika virus (ZIKV), outro flavivirus com
caracteristicas gendémicas e estruturais semelhantes ao DENV. A co-circulacdo de
DENV e ZIKV é realidade no Brasil fornecendo evidéncias, inclusive, da existéncia de
uma co-infecgdo. A resposta imune inicial contra ZIKV e DENV em células é mediado
pelos receptores da imunidade inata que ativam sinalizacdes para expressédo de
genes antivirais ou proé-inflamatérios. Dessa forma, o presente estudo tem por
finalidade uma melhor compreensao da resposta imune inata frente a infeccédo pelo
ZIKV em macrofagos previamente infectados pelo DENV. Para isso, células da
medula Ossea de camundongos C57BL/6 foram diferenciadas em macrofagos
(BMDM) e confirmadas por citometria de fluxo, cujo resultado demonstrou que mais
de 95% das células diferenciadas eram CD11b*. Os BMDMs foram infectados
independentemente com os quatro sorotipos de DENV (MOI 1:1) e apés 12 horas
essas células foram infectadas com o ZIKV (MOI 0.1:1). Ao final de mais 12 horas, as
células foram analisadas quanto a expressdo dos marcadores de ativacdo de
macrofagos, CD80 e CD86, por citometria de fluxo e microscopia de fluorescéncia. A
expressao diferencial de genes pro-inflamatorios e anti-viral foi realizada por gqPCR. A
expresséao de IFN-£foi diminuida em todos os grupos analisados. N&o houve diferenca
na expressao dos marcadores CD80/CD86 nos BMDMs previamente infectados com
DENV seguidos da infeccéo pelo ZIKV, exceto para o sorotipo 4, foi possivel observar
um aumento expressivo de ambos marcadores. Contudo, a expressao diferencial
tanto de TNF-a quanto IL-14 foi drasticamente reduzida nesse grupo. Com essa
diminuicdo observou-se o aumento da viabilidade celular frente a diminuicdo na
producdo da citocina TNF-a. Andlises de bioinformatica indicaram um possivel
controle da expresséo de TNF-« e IL-14 pelo mmu-miR-181a-5p, que € induzido pela
ativacdo da via de NF-xB. Para isso, a expressao desse microRNA sera avaliada com

0 objetivo de entender melhor a relacdo entre ativacdo de BMDMs pelos marcadores



de superficie CD80/CD86 juntamente com a modulacéo da ativacdo de TNF-a e IL-14

no modelo de infeccéo pelo DENV4 seguido da infecgéo do ZIKV.

Palavras-chave: Dengue. Zika virus. Imunidade Inata. Macréfagos. microRNA.



ABSTRACT

Dengue virus (DENV) is a RNA virus belonging to Flaviviridae family comprising four
antigenic distinct sorotypes. Dengue is the main arthropod-transmitted virus in the
world representing a worldwide public health problem, specially in Brazil, where in 2016
was also registered the greatest outbreak of Zika virus (ZIKV), which shares genomic
and structural characteristics to DENV. DENV and ZIKV co-circulation is real in Brazil
providing evidences of co-infection. The innate immune response against DENV and
ZIKV is mediated by pattern recognition receptors that trigger intracellular signaling to
antiviral or inflammatory responses. Regarding that, the main goal of this work is to
better understand the innate immunity response to ZIKV by macrophages previously
infected to DENV. To access this, bone marrow cells from C57BL/6 mice were derived
to macrophages (BMDMSs) that were confirmed by flow cytometry with more than 95%
of the cells CD11b*. BMDMs were infected with the four serotypes of DENV
independently for 12 hours following ZIKV infection for more 12 hours. Twenty-four
hours post infection, macrophage activation markers CD80 and CD86 were accessed
by flow cytometry and fluorescence microscopy. The pro-inflammatory or antiviral
expression genes were evaluated by qPCR. IFN-/ presented to be down-regulated in
all analyzed groups. It was not observed differences in CD80 or CD86 expression in
ZIKV infected BMDMs previously infected with DENV excepted to serotype 4, where it
was observed an augmentation of both activation markers. On the other hand, TNF-«
and IL-13 showed to be down-regulated when compared to non-infected or only
DENV4 infected cells. With this decrease the increase in cell viability was observed in
relation to the decrease in the production of the cytokine TNF-a. Bioinformatic analysis
indicated a putative control of both cytokine expression by mmu-miR-181a-5p which is
also up-regulated to innate immunity response. Further experiments will be conducted
to evaluate this miRNA expression focusing on to understand the relationship between
BMDM activation markers and TNF-« or IL-14 modulation in DENV4 model of infection

followed ZIKV infection.

Key words: Dengue. Zika virus. Innate immunity. Macrophages. microRNA.
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1 INTRODUCAO

Desde a descoberta do DENV em 1943, a incidéncia relatada da infecgao por
este virus aumentou nas areas tropicais e subtropicais do mundo (MESSINA et al.,
2014). O DENV, pertencente ao género Flavivirus e familia Flaviviridae, possui quatro
sorotipos. A infecgdo por DENV é considerada uma arbovirose que acarreta em uma
preocupacao de saude global porque sua area endémica abrange mais de 128 paises.
Além disso, estima-se que o DENV cause mais de 390 milhdes de casos de infeccéo
anualmente, com cerca de 2 milhdes de individuos apresentando manifestacdes
clinicas severas, enquanto que desses, 20.000 casos terminam em morte (BHATT et
al., 2013; MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013). No Brasil at¢é a semana
epidemiologica 28 de 2018 e somando os anos de 2016 e 2017 foram registrados
1.904.506 casos de infeccéo pelo DENV (BRASIL, 2018a).

Em 2011, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revisou suas classificacdes
e agora classifica a gravidade da doenca por meio de suas manifestacdes clinicas
como dengue classica ou febre hemorragica da dengue das classes 1 a 4 (WHO,
2011). As manifestacdes severas da infeccdo por DENV apresentam varias
caracteristicas, incluindo extravasamento vascular e trombocitopenia grave, que
podem levar ao choque hipovolémico e a faléncia de varios érgaos (GOMES et al.,
2014). Atualmente, hd uma vacina contra a dengue registrada em varios paises (CYD-
TDV ou Dengvaxia®) considerada como tetravalente viva atenuada (recombinante)
representando os sorotipos 1, 2, 3 e 4 (PRECIOSO et al., 2015).

Como o DENV, o ZIKV também pertence ao género Flavivirus, é uma
arbovirose transmitida pelo mesmo mosquito vetor, o Aedes spp. O primeiro
isolamento deste patégeno, considerado como negligenciado, ocorreu em 1947. As
apresentacoes clinicas mais comuns da infeccdo com este virus incluem doenca
semelhante ao quadro gripal, conjuntivite, erup¢cdo cutanea, artralgia e dor nas
articulagbes (PAIXAO et al., 2016; SAVIDIS et al., 2016a). A partir de abril de 2015,
houve um surto de ZIKV no Brasil, que incluiu aproximadamente 500 casos. A
epidemia continuou no Caribe, bem como na América Central e do Sul. Em janeiro de
2016, esta disseminacao levou os Centros de Controle de Doencas dos Estados
Unidos a anunciar um alerta de nivel 2 para viajar para areas de epidemia de ZIKV
(CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015; SCHMIDT, 2016; TEIXEIRA et al., 2016).
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A co-circulacdo de DENV e ZIKV é realidade no Brasil, onde varios estados ja
confirmaram a incidéncia de casos dos dois virus em questéo fornecendo evidéncias,
inclusive, da existéncia de uma co-infeccdo de DENV-ZIKV na regido nordeste do
Brasil (PESSOA et al., 2016). Além disso, o inseto vetor de ambos virus, Aedes
aegypti, é altamente permissivo a monoinfeccéo e coinfeccdo com DENV e ZIKV e é
capaz de co-transmitir ambos os arbovirus, como demonstrado através de um modelo
de transmissao por picada (CHAVES et al., 2018).

Até o momento, muito do que se sabe sobre a resposta imune contra 0s virus
em questdo séo de estudos provenientes com o DENV. A infeccdo por DENV inicia-
se pela entrada do virus nas células dendriticas (DC) resultando em maturacédo de DC
e altos niveis de secrecéo de citocinas, expressao de quimiocinas, polarizacdo de uma
resposta imune celular adaptativa do perfil Thl e essas respostas dependem,
diretamente, da replicacdo do RNA viral (SPROKHOLT et al., 2017). A replicacao do
virus e a sua intima relacdo com a maquinaria celular do hospedeiro ativa uma série
de receptores da imunidade inata que culminam com a expresséo de citocinas pro-
inflamatérias que muitas vezes estdo diretamente relacionadas com o
desenvolvimento dos sintomas desta infeccdo (COSTA et al., 2013).

As citocinas e quimiocinas TNF-qa, IL-6, IL-8, CCL2, CCL3, CXCL10, e IFN-y
nas infec¢bes primarias e secundarias com DENV em humanos e em camundongos
atuam de forma protetora como no caso de IFN-y precedido pela expressao de IL-12
e IL-18 (COSTA et al.,, 2012; FAGUNDES et al., 2011). Contudo, pacientes que
desenvolveram a febre hemorragica da dengue ndo apresentaram IL-12 em nivel
sérico (PACSA et al., 2000). JA4 a TNF-qa, citocina relacionada no aumento da
permeabilidade vascular, atua na evolucao da dengue para formas mais severas, por
exemplo, na dengue hemorragica.(CARDIER et al., 2005; CLYDE; KYLE; HARRIS,
2006).

Apesar de grandes esfor¢cos em se obter as informacdes sobre a reposta imune
e o0 desenvolvimento das doencas mediadas pelos DENV e ZIKV, nenhuma
informagédo sobre a co-infeccdo e o papel da imunidade inata neste processo foi
descrita. A maioria dos trabalhos tem evidenciado o papel da imunidade adaptativa,
muitas vezes pela mensuracao da producao de anticorpos circulantes em pacientes
infectados, durante a infeccéo por um dos dois virus. Recentemente, foi avaliada a co-
infeccéo pelos DENV e ZIKV em seres humanos e foi determinado que uma infecgao

prévia por dengue ndo leva necessariamente a um quadro mais grave de Zika
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(CAROLINA et al., 2017). Estudos anteriores, in vitro, sugeriam que ter tido uma
infecgao por dengue potencializa o agravamento da Zika por facilitar a multiplicagéo
do virus. A suspeita que essa possivel amplificacdo viral ocorra poderia explicar a
concentracdo de casos de microcefalia associada a Zika registrada no Nordeste
brasileiro, onde a prevaléncia de dengue é mais elevada do que em outras regiées do
pais (DEJNIRATTISAI et al., 2016).

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar a resposta imune inata
apos infeccdo pelo ZIKV em macrofagos, previamente infectados com DENV.
Utilizando de cultura de macréfagos derivados da medula 6ssea murina, essas células
foram infectadas com ZIKV, previamente infectadas, independentemente com o0s
quatro sorotipos de DENV. Os resultados deste trabalho demonstram que n&o houve
diferenca na expressdo dos marcadores CD80/CD86 nos BMDMs previamente
infectados com DENV seguidos da infeccéo pelo ZIKV, exceto para o sorotipo 4.
Verificou-se a diminuicao da expressao de genes antivirais, IFN-8, em todos 0s grupos
em relacdo aos NI.

Mas observou-se que quando o DENV4 infecta macréfagos ocorre o aumento
da expresséao de genes pro-inflamatorios TNF-a e IL-78. Porém quando co-infecta com
ZIKV a expressédo desses genes é diminuida. Com essa diminuicéo foi observado que
a viabilidade celular aumentou no grupo DENV4/ZIKV devido a queda da expressao
dos genes pré-inflamatério. Como visto pelo nosso grupo de pesquisa e por ambos 0s
genes poderem apresentar a interferéncia do mmu-miR-181a-5p, como descrito pelos
dados da bioinformatica, supBe-se que a diminuicdo dos genes, TNF-a e IL-10,
possam ter como interferente esse MIRNA. Sendo assim, estudos futuros de
expressao desse miRNA poderdo demonstrar a modulacdo da resposta imune inata

frente a infeccao pelo ZIKV em macréfagos previamente infectados pelo DENVA4.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apébs revisdo critica da literatura, neste tOpico serdo apresentadas as principais

informacdes que foram pertinentes para o desenvolvimento deste trabalho.

2.1 ARBOVIROSES E O VETOR Aedes aegypti NO CONTEXTO DA TRANSMISSAO
DE DENV E ZIKV

As arboviroses sdo causadas por virus que sdo transmitidos as pessoas pela
picada de um artrépode infectado, predominantemente mosquitos e carrapatos. Nos
altimos 50 anos, o surgimento inédito de doencas epidémicas causadas pelos
arbovirus mudou a percepcao sobre sua contribuicdo para a mortalidade global e a
incapacitagdo de milhares de pessoas (MURRAY, 2015). Por serem transmitidos de
animais para os homens, as arboviroses possuem carater zoonético (KUNO et al.,
2005; WEAVER; REISEN, 2010). Sendo assim, o termo arbovirus ndo € um indicador
taxondmico viral e sim descreve a necessidade de um vetor em seu ciclo de
transmissdo (KARABATSOS, 1985; KING et al., 2012).

No ano de 1985 foi criado o Catalogo Internacional de Arbovirus
(KARABATSOS, 1985). A partir de 1992, 535 espécies pertencentes a 14 familias de
virus foram registradas neste catalogo. Enquanto muitos arbovirus atuais ndo se
classificam como patégenos humanos ou animais, o grande numero de arbovirus
altamente diferentes e adaptaveis proporciona uma preocupacao para a emergéncia
de novos patdgenos no futuro. Além da evolucdo das estratégias de sobrevivéncia a
longo prazo, os arbovirus possuem uma enorme variedade de espécies de artropodes
potencialmente susceptiveis de serem infectadas. Aproximadamente 300 tipos de
mosquitos podem transmitir arboviroses, cujos mosquitos Aedes e Culex sdo os
géneros mais frequentemente associadas a transmissao de arbovirus, 115 e 105 tipos
de arbovirus, respectivamente (GUBLER, 2002)

Mais de 100 espécies de arbovirus que causam doencas humanas/animais tém
sido identificadas. Quatro familias de virus, Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae e
Reoviridae, contém a maioria dos arbovirus que causam doencas humanas/animais
sendo que algumas infec¢cdes arbovirais resultam em um grande 6nus social e
econdmico (KARABATSOS, 1985). Os seres humanos e animais infectados por

arbovirus podem apresentar sintomas e doencas que podem ser classificadas como
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subclinicas ou leves até estados febris a hemorrdgicas, com uma proporcao
significativa de mortes (LIANG; GAO; GOULD, 2015). Uma vez que a epidemia tenha
completado seu curso, o virus sobrevive por meio de seu ciclo de vida silvestre, que
pode envolver uma grande variedade de espécies. Alternativamente, os arbovirus
podem ser mantidos por meses ou até mesmo anos em ovos de mosquito que
permanecem adormecidos até a estacédo chuvosa e desencadear a eclosao das novas
larvas infectadas de mosquitos (GOULD; SOLOMON, 2008).

Dentre os vetores de arbovirus de maior interesse atualmente no Brasil esta o
Aedes aegypti, por ser um dos principais transmissores do DENV e do ZIKV em
espaco urbano. A transmissdo também pode ocorrer através de um outro vetor do
mesmo género, o Aedes albopictus. O A. aegypti € uma espécie cosmotropica
distribuida em todo o mundo entre 35° N e 35° S, latitudes que correspondem
aproximadamente a uma isoterma de inverno 10°C, que parece ser o limite para o que
as espécies possam sobreviver durante a passagem do ciclo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2009). Esta espécie € altamente adaptada aos ambientes urbanos,
procriando em agua estagnada encontrada em recipientes manufaturados, pilhas de
lixo e pneus. Os mosquitos fémeas infectados transmitem o virus, e 0s mosquitos
fémeas ndo infectada de DENV que se alimentam de um hospedeiro infectado, apos
um periodo de incubacéo de 4 a 10 dias, permanecerao infecciosos durante o periodo
de vida (WHO), 2016).

A fémea A. aegypti prefere alimentar logo apdés o amanhecer ou pouco antes
do p6r-do-sol, e € um alimentador promiscuo capaz de picar multiplos individuos em
um curto periodo, resultando em grupos de infeccdes no mesmo domicilio (ASIA,
2011). Devido ao alcance limitado dos vetores mosquitos, cerca de 500 metros, 0
movimento dos seres humanos infectados em suas familias e comunidades é
provavelmente a grande causa da propagacéo do virus (ASIA, 2011; MAMMEN et al.,
2008). O vetor ndo é absolutamente necessario para a transmissao, pois alguns casos
da dengue foram atribuidos a transfusdo de sangue, contato mucocutaneo,
transmissédo vertical de mae para criangca e, em um caso, através de transplante de
medula O0ssea, embora esses eventos ndo sejam relatados como de interesse
epidemiolégico (CHEN; WILSON, 2004, 2010; DE WAZIERES et al., 1998; LANTERI;
BUSCH, 2012; NEMES et al., 2004).

Alternativamente, as abordagens de modelagem recentes sugeriram que A.

albopictus pode ser ainda mais eficiente do que A. aegypti na transmissao da dengue,
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particularmente quando se considera a vida Gtil mais longa dessa espécie de mosquito
(BRADY et al., 2014). Alguns teorizaram que A. albopictus esta implicado na
manutencdo do ciclo silvestre, ciclos de transmisséo rural em areas endémicas e,
portanto, € menos adaptado ao ambiente urbano do que A. aegypti (GRATZ, 2004).
O A. albopictus se espalhou globalmente e agora esta amplamente distribuido nas
Américas (excluindo o Canadd), Europa, Asia, Africa, Austrélia e Pacifico (ROGERS
et al., 2006).

2.2 Dengue virus

A dengue € a principal doenca viral transmitida por artrépodes no mundo e
representa um importante problema de saiude humana global. O DENV é endémico
em mais de 128 paises com até 3,9 bilhdes de pessoas em regides tropicais do mundo
em risco de infeccdo (WHO, 2016). O DENV expandiu sua gama global, com surtos
sustentados na América do Sul e reintroducdo na América do Norte atraves da Flérida
e do Texas (HALSTEAD, 2008; ROTHMAN, 2011; WILDER-SMITH et al., 2010).
Estima-se que 400 milhdes de pessoas sejam afetadas a cada ano, com casos
sintométicos que variam desde febre leve até febre hemorragica de dengue e
sindrome do choque da dengue.

A incidéncia de dengue aumentou significativamente nos ultimos 50 anos em
regides tropicais e subtropicais do mundo. O numero real de casos de dengue é
subnotificado e muitos casos séo classificados erroneamente. Uma estimativa recente
indica 390 milhdes de infec¢cdes por dengue por ano, das quais 96 milhdes se
manifestam clinicamente (com qualquer gravidade da doenca) e uma taxa de
mortalidade de aproximadamente 20.000 por ano (BHATT et al., 2013).

No Brasil, entre os anos de 2016, 2017 e até a semana epidemiolégica 28 foram
registrados 1.904.506 casos de infeccdo pelo DENV. (BRASIL, 2018a). A
disseminagcdo da DENV tem sido atribuida a varios fatores, incluindo o aumento da
densidade populacional em areas urbanas, as viagens e o ressurgimento de seus
mosquitos vetores. A dengue € um problema especialmente crescente nas Américas
(GUZMAN et al., 2010), sendo que aproximadamente 70% de todos os casos de
dengue relatados nas Américas ocorrem no Brasil. Em 2010, o Brasil registrou 1,4
milhdo de casos de dengue, 0 maior numero de casos entre 0s paises do hemisfério
sul (CHEN; WILSON, 2010).
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O Brasil € uma zona de grande importancia epidemiolégica da dengue (Figura
1). Nesse pais, a introducdo do DENV é relativamente recente e ndo atingiu um estado
de equilibrio estavel. Os surtos de dengue no Brasil sdo dinamicos, com ondas de
diferentes sorotipos (DENV-1 a DENV-4) espalhados por todo o pais em diferentes
momentos. A epidemia de dengue nas Américas é distinta do Sudeste Asiatico,
refletida em diferentes propor¢cdes de casos leves a severos. No Sudeste Asiético,
uma incidéncia muito maior de doencas graves foi relatada (aproximadamente 18
vezes maior em relacdo ao Brasil), atingindo também criancas mais velhas e adultos
jovens, possivelmente devido a mudangas no crescimento da populagéo, e infecgbes
secundarias.

Nas Américas, a dengue hemorragica ocorre em uma menor proporcédo de
jovens adultos. Recentemente, houve uma nova tendéncia nas Ameéricas em direcao
a um padréo epidemiolégico mais semelhante ao observado no Sudeste Asiatico, com
circulacéo hiperendémica de todos os sorotipos descritos do DENV (SAN MARTIN et
al., 2010).

Os casos nas Ameéricas, no Sudeste Asiatico e no Pacifico Ocidental
ultrapassaram 1,2 milhdo em 2008 e mais de 3,2 milhdes em 2015 (com base em
dados oficiais apresentados pelos Estados Membros). Recentemente, o nimero de
casos relatados continuou a aumentar. Em 2015, foram registrados 2,35 milhdes de
casos de dengue apenas has Américas, dos quais 10.200 casos foram diagnosticados

como dengue grave, causando 1181 mortes (WHO, 2016).
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Figura 1 - Estados com epidemia de Dengue, no Brasil (Incidéncia por 100 mil
habitantes). E observado que Minas gerais apresenta a maior incidéncia
de casos de dengue no Brasil, seguido de Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul e Rio Grande do Norte. Rio Grande do Sul e Santa Catarina
apresentam a menor incidéncia. Até 10/12/2016.

Fonte: (BRASIL, 2017a)

O DENV é um virus de RNA de cadeia simples e de sentido positivo da familia
Flaviviridae que é composta por quatro sorotipos relacionados, antigénicamente
distintos (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; HALSTEAD, 2008; ROTHMAN, 2011;
WILDER-SMITH et al., 2010). Os sorotipos de DENV (DENV-1 a DENV-4), que co-
circulam em regides tropicais e subtropicais, diferem um do outro em pelo menos 25%
no nivel de aminoacidos dos seus constituintes virais (ENFISSI et al., 2016).

O DENV possui um genoma de 10,7 kb com regides 5' e 3' ndo traduzidas
flanqueando uma sequéncia capaz de codificar uma poliproteina que por sua vez
codifica trés proteinas estruturais: capsideo (C), precursor da membrana
(prM)/membrana (M) e envelope (E) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3
NS4A, NS4B e NS5). Entre as proteinas estruturais, as proteinas prM e E séo os alvos
antigénicos primarios da resposta imune humoral em seres humanos
(BELTRAMELLDO et al., 2010; DE ALWIS et al., 2011; DEJNIRATTISAI et al., 2010)
(Figura 2).
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Figura 2 - Visao geral da estrutura de microscopia eletrdnica cryo (cryoEM) do virus de
dengue a 3.5 A. A: Renderizacdo da superficie do mapa de densidade cryoEM.
O virion maduro da dengue tem uma superficie externa icosaédrica lisa coberta
pela proteina E com a proteina M por baixo. Os heterodimeros E: M da mesma
cor sao equivalentes pela simetria icosaédrica. heterodimeros de cores
diferentes sdo quase equivalentes, dimeros verdes, E: M, rodeiam nos eixos
icosaédricos 5 vezes (forma de estrela do mar), azul rodeiam 3 vezes (marcado
pelo pequeno triangulo) e vermelho rodeiam 2 vezes (marcado por uma forma
oval). B: A bicamada de membrana parece mais poligonal do que circular, com
hélices transmembranares em seus cantos. C. O genoma da poliproteina dos
flavivirus. O quadro de leitura aberto Unico codifica trés proteinas estruturais C,
M E e sete proteinas néo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
N55).

Fonte: modificado de (ZHANG et al., 2013) e (GUZMAN et al., 2010)

A dengue pode se manifestar desde de uma doenca assintomatica ou
subclinica até a forma mais grave da doenca que inclui a febre hemorragica e o
choque séptico (SHURTLEFF et al., 2001; SILVA et al., 2008; VASILAKIS; WEAVER,
2008; ZHOU et al.,, 2006). A dengue grave é frequentemente associada a uma
infeccdo secundaria por um sorotipo diferente. E se manifesta como choque
hipovolémico, levando danos aos 6rgaos, coagulopatia e sangramento. Uma categoria
adicional de doenca, denominada de dengue com complicagbes representa
aproximadamente 40% dos casos de interna¢6es hospitalares (HALSTEAD, 2007).
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2.3 Zika virus

Desde o grande surto em 2007, o ZIKV se espalhou rapidamente por toda a
Ameérica do Sul, América Central e Caribe, e cada vez mais ha relatos de correlacao
entre a infecgdo por este virus e disturbios neurolégicos, como a microcefalia,
condicao em que o cérebro fetal ndo se desenvolve adequadamente, e também tem
sido associado a sindrome de Guillain-Barré, uma doenca autoimune (ALCANTARA;
O’'DRISCOLL, 2014; ANSAR; VALADI, 2015; PETERSEN et al., 2016). A gravidade
das doencas associadas com o ZIKV e sua rapida disseminagdo provocaram uma
necessidade urgente de compreender a biologia e a patogénese desse virus.

O ZIKV foi isolado, primeiramente, em 1947 de um macaco rhesus sentinela
em Uganda (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Em 1952, foi encontrado em seres
humanos e foi ligado a doenca de Zika em 1964 (SIMPSON, 1964). No entanto, pouca
atencao foi dada a este virus até 2007, quando um surto de "doenca semelhante a
dengue" foi relatado no estado Yap na Micronésia. Outro surto ocorreu em 2013 na
Polinésia Francesa e posteriormente em outras regides do Pacifico (HANCOCK;
MARFEL; BEL, 2014).Também ocorreram surtos na Nova Caleddnia, Ilhas Cook e llha
de Pascoa, (TOGNARELLI et al., 2016). Até 2018, na semana epidemioldgica 28 e
somando os anos de 2016 e 2017 o surto de ZIKV no Brasil € o maior ja registrado,

com aproximadamente 239.018 casos confirmados (BRASIL, 2018b) (Figura 3).
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Figura 3 - Estados com epidemia de febre causados pelo virus da Zika, no
Brasil. Mato Grosso do Sul, Bahia e Rio de Janeiro sédo os Estados
brasileiros com a maior incidéncia de Zika (Incidéncia /100 mil
habitantes). Até 10/12/2016.

Fonte:(BRASIL, 2017b)

Estruturalmente, o ZIKV (Figura 4) é semelhante ao DENV, com um genoma
de RNA de cadeia simples de sentido positivo de 10,7 kB, codificando uma Unica
poliproteina constituida por proteinas estruturais e ndo estruturais. A poliproteina 5'-
C-prM-E-NS1-NS2A-NS2BNS3-NS4A-NS4B-NS5-3', é clivada em proteinas do
capsideo (C), precursora de membrana (prM), do envelope (E) e sete proteinas ndo
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (FAYE et al., 2014).

Diferente do DENV, o ZIKV parece ser composto de apenas um sorotipo
(TAPPE et al., 2016), e as comparacdes genéticas globais identificaram achados que
refletem duas linhagens: africana e asiatica (KELSER, 2016). A analise filogenética
de uma cepa brasileira recentemente isolada indicou que também foi derivada da
linhagem asiatica, com duas substituicdes de aminoacidos em NS1 e NS4B (MLAKAR
et al., 2016). A estrutura de ZIKV é semelhante a outras estruturas conhecidas de

flavivirus, exceto para um mapeamento de regido em torno do local de glicosilacédo na
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proteina E. Em contraste com DENV, que possui dois locais de glicosilagdo em Asn67
e Asnl153, ZIKV possui um unico local de glicosilacdo (Asn 154) que, dependendo da
composicao de por¢cdes de carboidratos, poderia contribuir para um tropismo celular

distinto para este patdgeno (SIROHI et al., 2016).

Figura 4 - A estrutura crio-EM do virus Zika a 3.8A. A: O esqueleto Ca das proteinas E e M
na particula icosaédrica ZIKV mostrando a organizacdo do espinha de garfo. O
cbdigo de cor se encaixa na designagdo padrdo de dominios de proteina E |
(vermelho), dominio Il (amarelo) e dominio Ill (azul). B: Uma secéo transversal de
ZIKV mostrando a distribuicdo de densidade radial. A regido mostrada em azul
nao segue a simetria icosaédrica e, portanto, sua densidade € ininterrupta como é
0 caso de outros flavivirus.

Fonte: modificado de (SIROHI et al., 2016)

De certa forma, as caracteristicas clinicas da infeccdo por ZIKV se assemelham
a dengue. Os sintomas geralmente séo leves e facilmente confundidos com dengue,
chikungunya ou outras doencas virais semelhantes a gripe. Antes das recentes
epidemias, acreditava-se que o ZIKV causava apenas uma doenca leve com erupcgéo
cutanea, febre baixa, artralgia, mialgia, dor de cabeca e conjuntivite sendo os sintomas
mais comuns (MLAKAR et al., 2016; MUSSO; CAO-LORMEAU; GUBLER, 2015). As
caracteristicas de laboratorio associadas a infec¢do por ZIKV incluem leucopenia,
trombocitopenia e elevacdo de multiplos parametros inflamatérios (proteina C-reativa,
fibrinogénio e ferritina) (ZAMMARCHI et al., 2015).

Os sintomas da infeccdo pelo ZIKV geralmente se resolvem apos 3-7 dias, mas
a artralgia pode persistir por meses. No entanto, desde o surto na Polinésia Francesa
em 2013, e ainda mais dramaticamente durante o surto atual no Brasil, foram
observados sintomas mais graves. Durante o surto ZIKV na Polinésia Francesa, 42

casos de sindrome de Guillain-Barré foram observados estarem associados a
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infeccdo pelo virus, enquanto que a propagacao da epidemia no Brasil tem sido
associada a um aumento substancial na sindrome de Guillain-Barré e na quantidade
de recém-nascidos com microcefalia (CAO-LORMEAU et al., 2016; MALKKI, 2016).

Em 2015, foram notificados 4.700 novos casos suspeitos de microcefalia no
Brasil, com prevaléncia de 99,7 por 100.000 nascidos vivos (VENTURA et al., 2016).
A deteccdo de ZIKV no liquido amniético de fetos com microcefalia sugeriu fortemente
um modo de transmisséo intrauterino (DRIGGERS et al., 2016; OLIVEIRA MELO et
al., 2016). Estudos subsequentes de lactentes detectaram genomas completos de
ZIKV em cérebros do feto e, em conjunto, esses estudos contribuiram para a
associacdo agora reconhecida de infec¢do por ZIKV com microcefalia em recém-
nascidos (DRIGGERS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016). Além disso, em um estudo
retrospectivo sobre o surto da Polinésia Francesa, reforcou esses achados com a
observacdo de que o maior risco de transmisséo fetal ocorre durante o primeiro
trimestre de gravidez (CAUCHEMEZ et al., 2016).

2.4 RESPOSTA IMUNE INATA

As células de mamiferos detectam caracteristicas Unicas de invasores, por
exemplo os agentes patogénicos virais, através de uma rede inata de vigilancia imune
complexa composta por receptores de reconhecimento padrédo (PRRs) ligados a
membrana e citosolico (CHAN; GACK, 2016; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Multiplos
PRRs trabalham em conjunto para detectar infeccdes virais ao reconhecer acidos
nucleicos, proteinas e/ou carboidratos virais, comumente denominados padrdes
moleculares associados aos patdégenos (PAMPS), neste caso virais.

Além disso, alguns PRRs percebem os "sinais de perigo" identificados pelo
hospedeiro (também chamados padrdes moleculares associados ao dano [DAMPSs])
que sao produzidos pela célula apés a infeccdo viral. Pelo menos duas grandes
classes de PRRs contribuem para a deteccéo eficiente da infec¢ao por ZIKV e DENV
em células humanas: os receptores RIG-I-like (RLRS) e receptores Toll-like (TLR) que
ao reconhecer os PAMPS virais ativam cascatas de sinalizacdo que induzem genes
antivirais ou proé-inflamatérios, incluindo citocinas, como o interferon tipo | (IFN-a e
IFN-B), quimiocinas e genes estimulados pelo IFN (ISGs) (GACK; DIAMOND, 2016).
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2.4.1 Resposta imune inata contra DENV

A infeccdo por DENV inicia-se pela entrada do virus nas células dendriticas
(DC) resultando em maturacdo de DC e altos niveis de secrecdo de citocinas,
expressao de quimiocinas, polarizacdo de uma resposta imune celular adaptativa do
perfil Thl. Essas respostas dependem, diretamente, da replicacdo do RNA viral
(SPROKHOLT et al., 2017). A infeccdo de DCs por DENV né&o requer, somente, a
molécula DC-SIGN, uma lectina do tipo C de membrana , pois o virus também pode
entrar na célula a ser infectada por endocitose (LOZACH et al., 2005). O DENV
também utiliza o homologo L-SIGN de DC-SIGN para infectar células endoteliais do
figado (DEJNIRATTISAI et al., 2011). Além de DC-SIGN e L-SIGN, o receptor de
manose expresso em macrofagos humanos foi mostrado como local de ligacdo com
as porcoes de carboidratos na glicoproteina do envelope DENV (MILLER et al., 2008).

Em células que ndo possuem receptores do tipo selectina, estudos recentes
mostraram que o DENV utiliza os receptores transmembranares TIM e TAM, dois
receptores envolvidos na remocdo dependente de fosfatidilserina em células em
apoptose. O TIM liga a DENV diretamente, enquanto a TAM interage indiretamente
com DENV através de duas proteinas de ponte, Gas6 e ProS (MEERTENS et al.,
2012).

Em amostras de sangue periférico de pacientes infectados com DENV, os
monacitos foram identificados como os principais hospedeiros do DENV (DURBIN et
al., 2008). Em amostras de biépsia de pele de doadores humanos néo infectados,
células de Langerhans, células dendriticas e macréfagos podem servir como
hospedeiros celulares para DENV (CERNY et al., 2014; WU et al., 2000). Da mesma
forma, nos bacos de doadores humanos néo infectados, os macréfagos sao as células
alvo da infec¢éo por DENV in vitro (BLACKLEY et al., 2007).

De acordo com estudos em humanos, analises detalhadas de tropismo celular
em camundongos altamente suscetiveis sem sinalizacéo do receptor de interferon tipo
| demonstraram que tanto células dendriticas dérmicas quanto macréfagos na pele
(SCHMIDT, 2016), mas principalmente macrofagos em outros 6rgéos linfoides (baco,
linfonodos, timo, medula 0ssea, placas de Peyer) e tecidos néo linfoides (rim, coracgéo,
pulmao e trato gastrointestinal) sdo os principais hospedeiros celulares do DENV.
Assim, estudos com modelos em humanos e em roedores até a data indicam células

da linhagem de células de mondcitos, macrofagos e dendriticas como 0s principais



25

hospedeiros de DENV na pele e muitos érgaos linféides e ndo linfoides (PRASAD et
al.,, 2017; PRESTWOOD et al.,, 2012a; ZELLWEGER; PRESTWOOD; SHRESTA,
2010).

A interacdo em nivel de membrana das células que estdo sendo infectadas ou
na membrana de endossomos, pode acarretar no reconhecimentos dos PAMPS virais
por receptores TLRs. Os TLRs desencadeiam resposta distintas, totalmente
dependentes da associacdo com uma combinacao diferente com quatro adaptadores
contendo o dominio TIR (MyD88, TIRAP/MAL, TRIF, TRAM), utilizando de interacdes
homofilicas desses dominios. O fator de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88), é uma
molécula adaptadora de todos os TLRs, exceto TLR 3. MyD88 quando associado ao
TLR, essa recruta as proteinas IRAK-1 (IL-1R-associated kinase-1), IRAK-4 e TRAF6
em um complexo. IRAK-1 e TRAF6 se dissociam e interagem com TAK1 levando a
ativacdo desta cinase. Entdo com a TAK1 ativada, atua fosforilando IKK-b (IkB
cinase), e MAPcinase cinase 6 (MKKG6) culminado com a degradacéo de IkB. Esses
eventos deixa o fator nuclear kB (NF-kB) livre para ser translocado até o nucleo,
fazendo com que ative multiplos genes de citocinas pro-inflamatorias: como IL-12 e
TNF-a. (UEMATSU; AKIRA, 2008).

O receptor TLR3, presente nos endossomos, entretanto, possui a capacidade
de utilizar uma via que independe do adaptador MyD88 (Yamamoto et al.,2003),
mediada pelo adaptador TRIF, com resultados distintos. Essa via € capaz de induzir
a fosforilacdo de elementos reguladores de interferon (IRFs), como IRF3, culminado
na producéo de interferon do tipo I, em particular IFN-B (Fitzgerald et al 2003), assim
ativa-se genes induzidos por interferon, como IP10, CXCL10 e genes associados a
maturacdo de DCs (ALBIGER et al., 2007; UEMATSU; AKIRA, 2008).

Durante o envolvimento de TLR7, MyD88 é recrutado e forma um complexo
com quinases 1 e 4 associadas a receptores de IL-1 (IRAK1 e IRAK4), TRAF3 e
TRAF6. Esses complexos estimulam a MAPK, IKK e TBK, que ativam e promovem a
translocacgdo nuclear dos fatores de transcricdo da proteina ativadora 1, NF-kB, IRF3
e IRF7, resultando na inducdo da expressdo de IFN-I, citocina pro-inflamatoria e
quimiocina (HEMMI et al., 2002; KAWASAKI; KAWAI, 2014; LIN; LO; WU, 2010;
MODHIRAN et al., 2017; VON BERNUTH et al., 2012; ZHOU et al., 2013). Portanto,
a ativacdo de TLR3 ou TLR7 promove a secrecdo de IFNs e citocinas pro-
inflamatorias. A ativacdo de TLR3 e TLR7 estd envolvida na resposta imune contra

flavivirus; estas proteinas reconhecem motivos ricos em uridina contendo dsRNA e
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SSRNA, respectivamente. No entanto, estruturas altamente ordenadas contendo RNA
viral aumentam as respostas de TLR7 ao ssSRNA (DIEBOLD et al., 2004; LUND et al.,
2004; WANG et al., 2006).

Em conjunto com TLRs, as helicases citoplasmaticas detectam RNA no
citoplasma. Tanto o gene | induzivel pelo &cido retinoico (RIG-lI) quanto o gene
associado a diferenciagdo de melanoma 5 (MDAS5), reconhecem dsRNA, sé&o
induzidos durante a infeccédo por DENV e estdo envolvidos na inducéo de IFN-B (LOO
et al., 2008; NASIRUDEEN et al., 2011).

Estudos indicam que o IFN-B induzido por RIG-I-like receptor (RLR) limita a
infeccdo por DENV em DCs e é crucial para a maturacao de DC induzindo sinalizacédo
via o receptor de interferon do tipo | (IFN-a/BR) (WU et al., 2017). Os receptores RIG-
I-like (RLRs), que reconhecem o RNA viral citosolico (LOO; GALE, 2011), emergiram
como sensores criticos para virus de RNA, incluindo ZIKV (SUTHAR; AGUIRRE;
FERNANDEZ-SESMA, 2013). A ligagdo do RNA viral desencadeia mudangas de
conformacao de RIG-I que expbe seus dominios CARD para interacdo subsequente
com o adaptador de sinalizacdo antiviral mitocondrial (MAVS) (SETH et al., 2005).
Isso, por sua vez, permite o recrutamento de quinase de ligacdo TANK 1 ao sinal e
fosforilacdo do IRF3 para iniciar transcricées IFN de tipo | (LIU et al., 2015). Apés a
ligacdo a duas subunidades de receptores de IFN (IFNAR1 e IFNAR2), o IFN de tipo
| transduz o sinal através das quinases Janus (Jakl e Tyk2) e transdutores de sinal
de transcricdo (STAT1 e STAT2), levando a inducdo dos ISGs, que estabelece o
estado antiviral das células. As respostas de IFN de tipo | induzidas por MAVS séao
iniciadas por IRF3 e prolongadas por IRF7 induzido por IFN-a / BR.

Curiosamente, o IRF7 é um fator de transcricdo do CD86 (LIM et al., 2005),
indicando que os RLRs podem induzir a maturacédo DC através da expresséao de IRF7
dependente de IFN-a / BR durante a infeccédo por DENV. Como a maturagdo DC é
crucial para induzir respostas imunes adaptativas, o IFN-I ndo é apenas envolvido na
supressao inata da replicacdo DENV, também pode desempenhar um papel nas
respostas de células T adaptativas. Além disso, a importancia da sinalizagdo de IFN-
a/BR na maturacdo de DC pode explicar a diferenca na maturagao entre DCs
infectadas e néo infectadas (PALMER et al., 2005; RODRIGUEZ-MADOZ et al., 2010).

Paralelamente as respostas mediadas por IRF3, a ativacdo de RLR leva a
ativacdo de NF-kB via dominio de reconhecimento de carboidratos (CARD), CARD9
e Bcl-10 (POECK et al., 2010). A ativacdo de NF-kB é essencial para a expressao da
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maioria das citocinas, incluindo a IL-1B3, que induz fortemente a febre, sinal
amplamente observado em individuos que desenvolvem a dengue classica e a
hemorragica (DINARELLO, 2011; NETEA; KULLBERG; VAN DER MEER, 2000). A
expressdo de IL-1B é rigorosamente regulada e exige que um processo de varios
estagios seja funcionalmente ativo. Os sinais primarios induzem transcricdo e
traducdo de pro-IL-13, enquanto os sinais secundarios induzem a ativagdo do
inflamassoma para processar pro-IL-18 em IL-1B madura por caspases.
Normalmente, a sintese de pré-IL-1 e a ativagdo do inflamassoma sao induzidas por
sinais separados, e apenas alguns receptores tém a capacidade de fornecer ambos
os sinais (GRINGHUIS et al., 2012).

Nos macréfagos humanos, CLR CLEC5A é necessaria para a expressao de
NLPR3 e ativacao subsequente de inflamassomos, em resposta ao DENV (WU et al.,
2013). Em contraste, o RIG-I pode induzir a expressao de pro-IL-1p e associar-se a
molécula adaptadora inflamatéria de ASC para induzir o processamento de IL-1 pela
caspase 1 (POECK et al., 2010). Foi observado que a infec¢cdo por DENV de DCs
resultou na expressao de pro-IL-13 e que DCs nao exigiram sinais de iniciagdo para
secrecdo eficiente de IL-1B3. Notavelmente, a inducdo de pro-IL-13, bem como a
secrecéo de IL-1p maduras, dependeram de RIG-I e MDA5. Como a IL-13 também é
um potente indutor de vasodilatacdo (HOTTZ et al., 2013), a inibicdo da ativacdo do
inflamassoma dependente de RLR tem potencial para amenizar a dengue
hemorragica. Além das citocinas, a infeccdo pelo DENV de DCs resultou em
expresséo robusta de quimiocinas de CCL2, CCL3, CCL4 e CCL5. CCL2 e CCL4 sao
quimiostaticos fortes para mondcitos, enquanto o CCL3 atrai potentemente neutréfilos
para locais de inflamacéao.

No inicio da infec¢cao por DENV, os mondcitos séo recrutados para a pele onde
eles se diferenciam em macréfagos e, assim, aumentam o grupo de células
susceptiveis para DENV (SCHMID; HARRIS, 2014). Isso poderia levar a um ciclo auto-
sustentado em que DCs infectados por DENV atraem mondécitos que se diferenciam
em DCs, ficam infectados e recrutam mais DCs. Foi mostrada que a expressao de
CCL2 e CCL4 induzida por DENV em DCs esta sob o controle de RIG-I E MDAS.
Portanto, a interacédo com o RIG-I e MDAS5 poderia impedir o recrutamento de células
suscetiveis ao local da infeccdo (SPROKHOLT et al., 2017).
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2.4.2 Resposta imune inata contra ZIKV

No local de inoculacdo, os virions replicam-se em macréfagos de tecidos e
células dendriticas, que transportam os virus para os nodulos linfaticos de drenagem
e outros tecidos linféides. Nos tecidos linféides, um grande ndmero de macrofagos
séo recrutados e amplificam a replicagéo viral. Apds um periodo de principalmente
viremia associada a células, o virus se espalha para outros mondcitos, macréfagos ou
células dendriticas em multiplos tecidos. Virions reunidos entdo se espalham para
infectar os tecidos locais remanescentes.

Estudos em amostras clinicas humanas e modelos de culturas de células,
primatas ndo humanos e camundongos sugerem que o ZIKV é pantrépico. Em
amostras clinicas, a hibridizacdo in situ identificou células progenitoras neurais,
células gliais, células epiteliais amnioticas, células mesenquimais fetais (VAN DER
EIJK AA, VAN GENDEREN PJ, VERDIJK RM, REUSKEN CB, 2016) e células
Hofbauer (macrofagos da placenta) (BHATNAGAR et al., 2017; MINER; DIAMOND,
2017; ROSENBERG et al., 2017; SCHWARTZ, 2017) como permissivas. Estudos ex
Vvivo e in vitro em células humanas também sugerem que o ZIKV replica-se em
astrocitos (RETALLACK et al., 2016), trofoblastos (AAGAARD et al., 2017; TABATA
et al., 2016), fibroblastos (placentarios, uterinos, pulmonares) (CHEN et al., 2016),
células endoteliais, varias células epiteliais e mononucleares do sangue periférico
(HOU et al., 2017).

Em macacos rhesus, a hibridizacdo in situ e a imunohistoquimica de NS2B
demonstraram que neurdnios, macréfagos, neutrofilos e células dendriticas séo
permissivos (HIRSCH et al., 2017; NGUYEN et al., 2017; OSUNA et al., 2016). Além
disso, estudos independentes mostraram que o ZIKV pode persistir no sistema
nervoso central e no tecido linféide por mais de 4 semanas apoés a infecgdo (AID et
al., 2017; HIRSCH et al., 2017). Descobertas similares em modelos de camundongos
imunocompetentes e interferon-comprometidos sugerem pantropismo (BRAULT et al.,
2016; LI et al., 2016). Refletindo o amplo tropismo do ZIKV, o RNA viral foi isolado de
varios fluidos corporais humanos, incluindo saliva, urina, lagrimas, humor aquoso, leite
materno, sémen e lavagens vaginais (COLT et al., 2017; FURTADO et al., 2016;
MOREIRA et al., 2017; TAN et al., 2017).

Um fator de entrada do virus nas células do hospedeiro é o AXL, um membro

da familia TAM de receptores de tirosina quinases de superficie celular
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(BHATTACHARYYA et al., 2013). O AXL foi sugerido atuar como um fator de entrada
para ZIKV com base em estudos in vitro em células 293T, queratindcitos e células
endoteliais e também por uma correlacdo com sua expressao em células progenitoras
neurais alvo (HAMEL et al., 2015; RETALLACK et al., 2016; SAVIDIS et al., 2016a).
Um estudo recente em células humanas revelou que a nocaute génico de AXL ndo
teve efeito sobre a entrada, replicacdo ou morte celular das células derivadas de
células-tronco induzidas (iPSC) ou organoides cerebrais (WELLS et al., 2016).

Assim, embora alguns estudos sugerem que a AXL pode funcionar na cultura
de células como um importante fator de entrada de ZIKV, multiplos estudos in vivo e
in vitro demonstraram que a AXL ndo é necessaria para a infeccdo de muitos tecidos.
Outro receptor candidato para ZIKV é TIM1, uma glicoproteina que interage com
fosfatidilserina exibida na membrana viral. Na verdade, o TIM1 €& expresso
amplamente em varios tipos de células infectadas com ZIKV (por exemplo,
macréfagos Hofbauer, células endoteliais e citotrofoblastos) na placenta humana
(TABATA et al.,, 2016). Uma vez confirmado como fisiologicamente relevante, os
acessos essenciais de insercao ou entrada podem servir como alvos terapéuticos para
bloquear a infeccao por ZIKV e patogénese (MINER; DIAMOND, 2017).

A ativacdo da resposta imune inata efetiva contra o ZIKV segue 0 mesmo
padrdo do reconhecimento de PAMPs de DENV e é dependente da sinalizacdo de
IFN-I para iniciar a cascata de eventos para a liberacdo desta citocina a partir do
reconhecimento de padrdes moleculares associados ao virus por diferentes
receptores de reconhecimento de padrdoes (UEMATSU; AKIRA, 2008).

Durante a infeccdo pelo ZIKV, se observa a regulacao positiva de TLR3, mas
ndo de TLR7, em fibroblastos humanos (HAMEL et al., 2015). Outro estudo
demonstrou que o ZIKV reduz o crescimento de organoides cerebrais de células-
tronco embrionarias humanas, visando progenitores neurais. Além disso, o ZIKV
mostrou ativar a resposta imune inata mediada por TLR3, levando a desregulacéo de
uma rede de 41 genes envolvidos na neurogénese, orientacdo de axonios, apoptose
e diferenciacao (DANG et al., 2016).

Como os camundongos nocautes para Stat2 podem sucumbir & infeccao pelo
ZIKV (PERRY et al., 2011), mas nao pelo DENV (ASHOUR et al., 2010; PERRY et al.,
2011), a sinalizagao direcionada por STAT2 pode desempenhar um papel mais
importante contra o ZIKV do que o DENV. As atividades combinadas de IRF-3, -5 e -

7 séo mais importantes que o IFNAR na restricdo da infeccéo sistémica pelo ZIKV em
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camundongos (LAZEAR et al., 2016), e o IRF-3 e -7 sdo mais importantes que o
IFNAR na limitacdo da infeccdo pelo ZIKV no trato reprodutivo feminino murino
(YOCKEY et al., 2016) Interferons do tipo Il ttm um papel na protecdo contra a
infeccdo pelo ZIKV em sincitiotrofoblastos humanos de placenta a termo (BAYER et
al., 2016).

Estudos recentes indicaram que varios ISG, como IFITM1 e IFITM3, podem
inibir a replicacao de ZIKV (SAVIDIS et al., 2016b), as ligases de E3 induziveis ao IFN
podem estar envolvidas neste processo. Muitas ligases de E3, tais como membros da
familia TRIM, incluindo TRIM5a, TRIM23, TRIM25 e TRIM31, podem ser reguladas
positivamente pelo IFN através de STAT1 (CARTHAGENA et al., 2009; VERSTEEG
et al., 2014).

2.5 Moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86 da imunidade inata

As moléculas CD80 e CD86 em mamiferos sdo proteinas transmembrana tipo
| (TM), ambas consistindo de cinco dominios distintos: um peptideo sinal, um dominio
variavel de imunoglobulina (IgV), um dominio semelhante a constante de
imunoglobulina (IgC), um dominio de TM, e um dominio citoplasmatico (BHATIA et al.,
2006; ZHANG et al., 2009). Nos mamiferos, a ativacao 6tima das células T requer dois
sinais. O primeiro sinal é realizado pela interacao do receptor de células T (TCR) com
o complexo peptideo-MHC apresentado na superficie das células apresentadoras de
antigenos (APCs). O segundo sinal é fornecido pela ligacdo dos receptores CD28 e
CD152 nas células T com seus ligantes co-estimulatorios nas APCs (BROMLEY et al.,
2001; MERWE; DAVIS, 2003). Os dois ligantes co-estimulatérios mais importantes
sdo o CD80 (também denominado B7-1) e o CD86 (também denominado B7-2),
ambos pertencentes a superfamilia B7. A ligacdo de CD28 com CD80 ou CD86
aumenta a ativacao de células T, enquanto a ligacdo de CD152 com CD80 ou CD86
atenua a resposta de células T (GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005; HUANG,
2012).

Como o CD80 e o CD86 sdo as principais moléculas co-estimulatorias no
fornecimento de sinais de ativacao para as células T, a maioria dos estudos funcionais
neles se baseiam em suas formas ligadas a membrana (BHATIA et al., 2006). Em
mamiferos, o0 CD86 € expresso constitutivamente em um nivel baixo e pode ser

rapidamente regulado positivamente por varios estimulos, incluindo o LPS, enquanto
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a expressdo do CD80 sé é induzivel posteriormente apds a ativacdo do CD86
(GREENWALD; FREEMAN; SHARPE, 2005; HATHCOCK, 1994; SHARPE;
FREEMAN, 2002). Em mamiferos, CD80 e CD86 séo expressos por APCs, incluindo
células dendriticas, macréfagos / monécitos e células B (COLLINS; LING; CARRENO,
2005). Outros estudos revelaram que as propriedades bioquimicas e de sinalizagédo
de CD80 e CD86 sao diferentes: a afinidade de ligacdo de CD80 a CD28 e CD152 é
significativamente maior que a de CD86; o CD86 tende a ligar-se ao CD28 para ativar
as células T, enquanto o CD80 tende a se ligar ao CD152 para atenuar a resposta
excessiva das células T, o CD86 aumenta as respostas das células T helper (Th),
enquanto o CD80 favorece a diferenciagdo das células Thl (BHATIA et al., 2005,
2006; SANSOM, 2000).

O CD28 / CD80 é um par de moléculas co-estimulatorias que medeiam e
melhoram as respostas imunes, mas essas moléculas ndo estavam diretamente
envolvidas nas respostas imunes da memoéria (KOPF et al., 2000). O sinal CD28 /
CD80 ativa as células T para expressar varias outras moléculas co-estimulatérias,
essas moléculas co-estimulatorias controlam o equilibrio da resposta imune e a
estabilidade do ambiente interno. O CTLA-4 (CD152) é homdélogo ao CD28 e também
expresso em células T ativadas, mas o dominio citoplasmatico de CTLA-4 possui um
motivo inibidor baseado em tirosina imunorreceptor (ITIM) (TOPALIAN et al., 2016).
Portanto, o CTLA-4 se liga ao CD80 em competicdo com CD28 com uma afinidade 20
vezes maior que o CD28 / CD80 e pode enviar um sinal inibitorio para as células T
ativadas através do seu motivo ITIM para restaurar o equilibrio da resposta imune
(PENTCHEVA-HOANG et al., 2004; VOGEL et al., 2015).

O CTLA-4 ativa a proteina tirosina fosfatase (PTP) através da estrutura do ITIM
e inibe a transducado do sinal de ativacdo das células T, levando a uma regulacao
negativa da ativacdo das células T (CHEMNITZ et al., 2004). Além disso, o CTLA-4
inibe a expressédo da cadeia alfa do receptor IL-2, a secre¢éo de IL-2 e 0 acumulo de
MRNA IL-2, resultando também em uma inibicdo da ativacao de células T em modelos
de camundongos pré-clinicos (HANNANI et al., 2015). Assim, sinais co-estimulatorios
mediados por moléculas co-estimulatorias, incluindo sinais positivos e sinais
negativos, desempenham papel importante na regulacéo da interacdo entre células T

e DCs e na manutencg&o do equilibrio da resposta imune.
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2.6 miRNA no contexto de regulacdo da reposta imune pelos virus

Os microRNAs (miRNAs) s&o pequenos RNAs néo-codificantes (ncRNAS) de
~ 22 nucleotideos que medeiam o silenciamento génico através da orientacdo de
proteinas Argonaute (AGO) para locais-alvo na regidao nao traduzida 3’ (UTR) de
MRNAs. As AGOs constituem uma grande familia de proteinas que utiliza pequenos
acidos nucléicos de cadeia simples como guias para sequéncias complementares
em RNA ou DNA direcionados para o silenciamento (SWARTS et al., 2014). A AGO
carregada com miRNA forma um modulo de direcionamento do complexo
silenciador induzido por miRNA (miRISC), que promove a repressao da traducéo e
a degradacao de mRNAs direcionados (BERNSTEIN et al., 2003). Os miRNAs estao
envolvidos em praticamente todos os processos celulares e sdo essenciais para o
desenvolvimento animal, diferenciacdo celular e homeostase; a delecao dos fatores
fundamentais da biogénese do miRNA Dicer (BERNSTEIN et al., 2003) e Drosha
(CHONG et al., 2010) séo letais em embrides de camundongos.

Os genes de miRNA séo transcritos em miRNA primarios (pri-miRNA) e
passam por biogéneses de varias etapas, nas quais sdo processados primeiro em
pré-miRNAs e finalmente em miRNAs maduros. Os miRNAs exibem padrBes de
expressao especificos de tecidos (LANDGRAF et al., 2007), que séo principalmente
regulados transcricionalmente (HA; KIM, 2014). S&o transcritos principalmente pela
RNA polimerase Il (BRACHT et al., 2004; CAl; HAGEDORN; CULLEN, 2004; LEE
et al., 2004) e podem ser derivados de introns ou de RNAs longos néo codificantes
(IncRNAs). Os Pri-miRNAs, com estrutura espacial secundaria caracterizada por
uma alca em forma de grampo (stem loop) contendo cap 5 e cauda poli (A) 3.
Algumas excecdes sdo 0os miRNAs transcritos pela RNA polimerase 1ll (BUSHATI,
COHEN, 2007) podem consistir de um unico miRNA maduro ou de clusters de
MiRNAs frequentemente relacionados (BEREZIKOV, 2011; LAU et al., 2001). Os
MiRNAs sdo agrupados em familias (LIM et al., 2003) com base na semelhanca de
suas sequéncias de sementes; a semente compreende os nucleotideos 2-8 e €
primariamente responsavel pelo direcionamento de miRNAs que se ligam nos
mRNAs (BARTEL, 2009).

Os locais alvo de miRNA estdo geralmente localizados no 3" UTR (regiao
3’'ndo traduzida) dos mRNAS; eles possuem forte complementaridade com a regiao

de sementes (BARTEL, 2009), o qual é o principal critério para predi¢do de sitios-
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alvo (AGARWAL et al., 2015; BETEL et al., 2010; WONG; WANG, 2015). Os sitios-
alvo candnicos mais fortes sdo 0os que complementam os nucleotideos 2-8, 2-7 ou
3-8 do miRNA (AGARWAL et al., 2015).

A ligacdo cruzada de mRNA AGO-alvo permite a identificacdo de sitios de
ligacdo ndo-candnicos (GROSSWENDT et al., 2015; HELWAK et al., 2013). Além
da semente, o restante do miRNA também pode contribuir para o reconhecimento
do alvo (particularmente os nucleotideos 13-16, que sdo denominados de “regiao
suplementar”) em um subconjunto de sitios (AGARWAL et al., 2015; GRIMSON et
al., 2013). A ligacdo AGO-miRNA a 3' UTR leva ao silenciamento do gene através
da represséo da traducdo e do decaimento do mRNA (GUO et al., 2011; JONAS;
IZAURRALDE, 2015). Um miRNA pode silenciar centenas de genes, embora o
efeito em cada gene seja geralmente leve (SELBACH et al., 2008), e multiplos
mMiRNAs possam regular o mesmo gene (UHLMANN et al., 2012). Além disso, vias
celulares inteiras podem ser reguladas por miRNAs individuais ou clusters de
MiRNA (MESTDAGH et al., 2011).

Os virus evoluiram para reutilizar ou modular os miRNAs dos hospedeiros para
sua replicacao, o que frequentemente afeta a funcéo do miRNA. A interacdo mais bem
estudada é entre 0 HCV e 0 miR-122. O HCV é um virus RNA de cadeia simples de
sentido positivo da familia Flaviviridae, causador de infec¢do hepética aguda e crénica
(WEBSTER; KLENERMAN; DUSHEIKO, 2015). Sua regido 5 UTR altamente
estruturada contém um local de entrada dentro do ribossémico (OTTO; PUGLISI,
2004) e, assim, no extremo 5 'do RNA gendmico, dois locais de ligagao para o miR-
122 (JOPLING; SCHUTZ; SARNOW, 2008). Os locais de ligacdo recrutam Ago2 —
mMiR-122 para a extremidade 5 UTR nao delimitada do RNA viral para protegé-lo da
resposta antiviral celular e atividade de exonuclease (AMADOR-CANIZARES et al.,
2018; SEDANO; SARNOW, 2014). Este funcionalmente sequestra o miR-122
citoplasmatico, que € um miRNA supressor de tumor responsavel pela manutencao
hepética e potencialmente explica a ligacdo entre a infecgcéo crénica pelo HCV e um
risco aumentado de desenvolver carcinoma hepatocelular (LUNA et al., 2016).

Outro virus da familia Flaviviridae que se liga aos miRNAs hospedeiros é o virus
da diarreia viral bovina, que € um virus bovino economicamente importante. A ligacao
de let-7 e miR-17 a uma regido estruturada do RNA viral 3' UTR promove a replicagéo
viral. O miR-17 também estabiliza o0 RNA viral ao se ligar e aumenta sua traducéo

através de um mecanismo desconhecido. A ligacdo do miR-17 ao RNA viral libera
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alvos celulares do miRNA, efeito também observado com o virus da peste suina
cldssica (SCHEEL et al., 2017). A deteccédo de interagcbes similares entre miRNAs e
RNA gendmico viral de diferentes membros da familia Flaviviridae, assim como
agueles miRNAs reguladores de transcritos da sinalizacdo da reposta imune, levanta
a questdo sobre se esse mecanismo pode ser ainda mais difundido nesta familia, o
que inclui outros membros relevantes para a saude, como o virus da Dengue e o Zika
virus (GEBERT; MACRAE, 2018).
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3 JUSTIFICATIVA

Por muitos anos os arbovirus causam uma preocupagao crescente para 0S
servicos publicos de saude de todo o mundo. As Ameéricas estdo entre os lugares de
facil e rapido proliferacdo do mosquito capaz de ser carreador de arbovirus pelo seu
clima tropical. A dengue assola o Brasil hd muitos anos e em 2015 o ZIKV causou
surtos de microcefalia e outras manifestacdes clinicas, a maior epidemia ja registrada
no mundo.

Um aspecto que chama atencdo é que o Brasil tem a possibilidade de um
cenario epidemioldgico Unico, cujos virus podem ser encontrados em varios estados
brasileiros. Com o passar do tempo varias epidemias acometeram o Brasil causados
por arbovirus, recorrentes nas ultimas décadas. Em 2016 ja foi constatado a co-
circulacdo do DENV e ZIKV, sendo assim possivel que uma pessoa possa ser
infectada pelo DENV e ZIKV. Dessa forma, o presente estudo tem por finalidade uma
melhor compreenséo da resposta imune inata frente a infecgcéo pelo ZIKV em células
previamente infectadas pelo DENV. Este projeto pretende identificar parametros
imunologicos inatos para uma melhor compreensdo dos eventos associados ao
desenvolvimento das patologias relacionadas a infeccao pelo ZIKV em individuos

previamente infectados pelo DENV.
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4 OBJETIVOS

Neste topico serdo apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos

deste trabalho.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar resposta imune inata apdés infeccdo pelo Zika virus em macréfagos

previamente infectados com Dengue virus

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Diferenciar células da medula 6ssea em macréfagos (BMDM).

b) Infectar com ZIKV as BMDM, previamente infectadas com DENV1, DENV2,
DENV3 e DENV4.

c) Avaliar a expressao de moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 no modelo

de infeccao proposto.

d) Avaliar a expressdo diferencial de genes codificadores de citocinas da
imunidade inata: IL- 168, TNF-a; IFN- 3.

e) Avaliar a viabilidade celular das BMDMs apés infeccéao.

f) Analisar os miRNAs potencialmente envolvidos no controle da expressao de IL-
168 e TNF-a.
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5 MATERIAL E METODOS

Neste tépico sera descrito a metodologia no desenvolvimento deste trabalho.

5.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados camundongos C57BL/6 com seis a oito semanas de idade,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais. Esses
animais foram mantidos no Biotério setorial D101 sob condicbes controladas de
temperatura, limpeza e com acesso livre a agua e racdo. Os protocolos do
experimento foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da UNIFAL-MG, sob registro 70-2017 (Anexo 1)

5.2 AMOSTRAS UTILIZADAS DE DENV E DO ZIKV

A amostra de DENV que foi utilizada neste trabalho faz parte da colecao de
virus do Laboratério de Vacinas da UNIFAL-MG e foi isolada de um paciente
sintomatico no sul de Minas Gerais (Alfenas) pela equipe do referido laboratério. A
amostra de ZIKV gque foi utilizada neste trabalho foi isolada de um paciente sintomatico
do Ceara e gentilmente cedida pelo Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo, da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo.

5.2.1. Producdo e titulagdo de DENV

Células C6/36 mantidas em meio L-15 a 0% de SFB em monocamada foram
infectadas com DENV em um MOI de 0.01. Ap6s uma hora de incubacdo a
temperatura ambiente foi adicionado as células infectadas meio de cultura L-15 a 1%
de SFB. Apés 7 dias ou até ser possivel a observacdo de formagéo de sincicios, o
sobrenadante das células foi coletado, centrifugado para a eliminacdo de debris
celulares e filtrado em malha de 2uM. O sobrenadante livre de contaminantes foi
congelado a -80°C até a sua titulacao.

Para titulacdo do DENV foram utilizadas células BHK-21. Uma suspensao de
células e do sobrenadante proveniente da producdo do DENV serd utilizado para

plagueamento de 4x10° células por poco em uma placa de 24 pocos. As células foram
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incubadas a 37°C/5% de CO:2 por aproximadamente 16 horas. A viabilidade das
células foi avaliada durante 7 dias e foi determinado o titulo viral.

5.2.2 Producéo e titulacdo do ZIKV

Afim de se obter a titulagdo do ZIKV foram preparadas e plaqueadas células
Vero em uma densidade de 6x10° células/poco em placas de seis pocos, adicionando-
se um volume final para 2 mL com meio DMEM 5% de SFB. A placa contendo as
células foi incubada a 37°C/5% de COg, até atingir a confluéncia de 90%. Nesse
momento uma aliquota do ZIKV foi descongelada e diluida em meio DMEM sem
adicdo de SFB numa proporcdo de 1:10. Diluicbes seriadas da aliquota viral até a
diluicdo de 10 foram feitas. Sobre as células em monocamada foi adicionado 400
uL/poco das diluicdes. Apés 5 dias a 37°C/5% de COq, as células foram fixadas com
formaldeido a 10% por aproximadamente 16 horas. Foi corado com Cristal Violeta por

60 min, por final foi contado as PFU da diluicdo com o n° de PFUs entre 30 e 300.

5.3 CULTURA DE MACROFAGOS DERIVADOS DA MEDULA OSSEA

Para a obtencdo de células da medula 6ssea, camundongos C57BL/6 foram
sacrificados por dose letal de anestésico e tiveram os fémures e as tibias extraidos.
As extremidades desses 0ssos foram cortadas e foi injetado aproximadamente 5 mL
de solucéo salina estéril por 0sso. A suspensdo de células obtida foi centrifugada a
1200 rpm por 10 minutos e o precipitado de células foi ressuspendido em 1 mL de
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 50 ul de Penicilina/Streptomicina e 125 uL de Anfotericina B.

As amostras foram submetidas a uma filtragdo em separadores de nylon com
a malha de 70 um para a remogao de detritos e ruptura de ligagdes célula-célula. Apos
a filtracdo, as células foram plaqueadas em Placas de Petri e incubadas a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO2, de maneira a obter somente células que ainda ndo se
diferenciaram. Para isso, as células nédo aderentes foram coletadas, centrifugadas a
1200 rpm por 10 minutos e posteriormente ressuspendidas em 1 mL de DMEM
suplementado. As células viadveis foram contadas por meio da coloragdo com o
corante Azul de Tripan na camara de Neubauer. Para a obtengcdo de Macrofagos

Derivados da Medula Ossea (BMDMs) as células viaveis foram distribuidas em placas
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de 24 pocos com meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 50 ul de
Penicilina/Streptomicina, 125 uL de Anfotericina B e 10% de LCCM, (L929 cell
conditioned medium) como uma fonte de fator estimulador de colénias de mondcitos
(M-CSF) na concentragdo de 5 x 10° células por poco. A placa foi incubada a 37°C e
sob atmosfera de 5% de CO..

Para a diferenciacdo em macréfagos, trés dias apos o plaqueamento das
células, foram adicionados 100 uL de M-CSF por poco e no sétimo dia, 0 meio de
cultura foi trocado por um novo contendo também M-CSF. No décimo dia a célula foi
analisada quanto sua morfologia, expressdo do marcador CD11b e foi realizada a
infecgcdo dos BMDMs.

5.4 INFECCAO DE BMDMs COM ZIKV, PREVIAMENTE INFECTADOS COM DENV

ApGs a diferenciagéo das células em BMDMs e a confirmacéo da expresséo de
marcadores de superficie especificos, CD11b*, as células foram infectadas com
DENV (MOI: 1:1) por 12 horas. Apés este periodo as células foram infectadas com
ZIKV (MOI: 0.1:1). Ap6s 12 horas as ceélulas foram coletadas para analise dos
marcadores de superficie (citometria de fluxo) e o sobrenadante das células foi
coletado ou foi adicionado sobre a monocamada celular LS Trizol® (Life Technologies,
USA) para extracdo de RNA total.

5.5 ANALISE DOS MARCADORES DE SUPERFICIE CD80, CD86 e CD11b POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Para andlise da expresséo da ativacdo dos 1 x 108 BMDMs foram retirados das
placas de cultura de células utilizando um raspador de células, Cell scraper (SPL Life
sciences), devido a alta aderéncia dos BMDMs, mantidas em suspensdo onde
receberam o anticorpo anti- CD16/CD32 para o bloqueio de ligacfes inespecificas da
porcado Fc do anticorpo. Apos a incubacéo de 40 minutos a 4°C foram adicionados
anticorpos especificos para as moléculas CD80 e CD86 marcados com FITC (BD
Biosciences) juntamente com o marcador de superficie CD11b utilizando anticorpo
monolonal CD11b PE (BD Biosciences). Apos 30 minutos de incubacdo a 4°C as
células foram lavadas com 2mL de solugéo salina tamponada (PBS) e foram levadas
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a leitura no citometro de fluxo da Guava® easyCyte Flow Cytometers — Merck. Dez mil
eventos foram coletados e comparados com células ndo infectadas. Células néo

marcadas foram utilizadas como controle para a determinacéo dos gates.

5.6 ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES CODIFICADORES DE
CITOCINAS POR PCR EM TEMPO REAL

Procedimentos realizados para extracao, sintese de cDNA e PCR em tempo real.

5.6.1 Extracdo de RNA total

Para andlise da expressao diferencial dos genes, o RNA das amostras
provenientes das culturas celulares infectadas ou estimulados com PBS, foi extraido
utilizando o reagente LS Trizol® (Life Technologies, USA) seguindo as instru¢des do
fabricante. Ap6s a extragdo, o RNA total foi quantificado em Nanodrop
(ThermoScientific, USA) a 260 nm e armazenado a -80°C até ser utilizado para a

sintese do cDNA de fita simples.

5.6.2 Reacdo de Transcricdo Reversa para sintese de cDNA

A reacdo de transcricdo reversa foi realizada utilizando-se o kit illustra Ready-
To-Go RT-PCR Beads (GE Helathcare), onde 1ug de cada amostra foi utilizado. Foi
utilizado oligo-dT como oligonucleotideo iniciador para a sintese da primeira fita dos
MRNASs contidos nas amostras. Apds a conclusao da reacdo de transcricao reversa,
as amostras de cDNA obtidas foram armazenadas a -20°C para posteriores andlises

de PCR em tempo real.

5.6.3 PCR em tempo real para analise de genes codificadores de citocinas

Para analise da expressao diferencial dos genes codificadores das IL- 13; TNF-
a; IFN- B, os iniciadores foram desenhados utilizando dados da literatura ou através
do software RTPrimerDB. Os iniciadores utilizados e suas sequéncias estao

representados na tabela 1. As reagfes da PCR foram efetuadas no equipamento ABI
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7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) utilizando SYBR® Green para
deteccao das fitas duplas de DNA sintetizadas. O volume final das reacdes foi de 10
uL contendo 5 pL de SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems), 250 nM de cada
oligonucleotideo e 3 uL do cDNA de cada amostra. As condicBes de amplificacdo
utilizadas para a analise de genes codificadores de citocnas consistiram de
aguecimento a 50°C por dois minutos, 95°C por dez minutos, seguido de 40 ciclos a
95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. As reacdes que compreendem a faixa
de 95%-105% de eficiéncia foram utilizadas e aceitas para as analises posteriores.
Os dados foram analisados conforme o método comparativo do ciclo limiar (Ct),
de acordo com a equacéo 2"22Ct (Relative Quantification getting started guide for the
7300/7500 System e User Bulletin #2: ABI Prism 7700 Sequence Detection System,
Applied Biosystem). O controle enddgeno utilizado foi a B-actina. A presenca de

produto de amplificagdo néo especifica foi verificada pela curva de dissociacao.
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Tabela 1 - Sequéncia dos iniciadores utilizados nos ensaios de PCR em tempo real

Primer Sequéncia

IL-1B- F 5 - TGACCTGGGCTGTCCAGATG -3’

IL-1B- R 5- CTGTCCATTGAGGTGGAGAG-3’

TNF-a F 5'- CATCTTCTCAAAATTCGAGTGACA-3’
TNF-a R 5- TGGGAGTAGACAAGGTACAACCC-3’
IFN- B F 5- CCGAGCAGAGATCTTCAGGAA — 3’
IFN- B R 5'— CCTGCAACCACCACTCATTCT - 3’

B —actina F 5- AGGTGTGCACTTTTTATTGGTCTCAA -3’
B —actinaR 5 TGTATGAAGGTTTGGTCTCCCT -3’

Fonte: Do autor

5.7 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR (MTT)

Para avaliacdo da viabilidade celular foi realizado o ensaio colorimétrico com
brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazélio (MTT). Ap6s 24 horas de
infeccdo com os virus, a placa de 24 pocos foi adicionado o MTT na concentragéo de
5 mg/ml por poco e incubada a 37°C (5% de CO2) por 3 horas. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e foi adicionado o tampéo de extracdo de DMSO para
solubilizac&o dos cristais de formazan. A solucéo resultante foi homogeneizada a fim
de garantir a completa dissolugéao do corante. Para quantificagdo, cada amostra/pogo
foi transferida para uma placa de 96 pocos e foi feita a leitura em um comprimento de
onda de 550 nm utilizando um espectrofotometro para placa ELISA Anthos Zenyth
200rt.
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5.8 ANALISE DOS MARCADORES DE SUPERFICIE CD86 POR MICROSCOPIA DE
FLUORESCENCIA

Em uma placa de 24 pocos, nas quais foram previamente adicionadas
laminulas redondas estéreis, foram cultivados 1 x 10° BMDMSs. Ap6s periodo de cultivo
adequado, as placas foram incubadas a 4°C por 40 minutos com anticorpo anti-
CD16/CD32 a fim de garantir o bloqueio de ligacdes inespecificas da por¢cédo Fc do
anticorpo. Em seguida, foram adicionados os anticorpos monoclonais anti-CD86,
marcado com FITC (BD Biosciences), e 0 anticorpo anti-CD11b, marcado com PE (BD
Biosciences). A placa foi incubada em camara escura “overnight” a 4°C. Apds uma
lavagem com 2mL de solucao salina tamponada (PBS), foi adicionado as células o
marcador nuclear DAPI na diluicdo 1:4000 (1uL para 4000 pL de PBS), incubando-as
por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos lavagem, as laminulas depositadas nos
pocos da placa foram vertidas em uma lamina com glicerol e seladas adequadamente.
As laminas resultantes foram lidas em um Microscopio de Fluorescéncia Nikon Eclipse
80i. As imagens foram obtidas pelo software NIS-Elements BR 3.1 e analisadas pelo

programa ImageJ.

5.9 ANALISE BIOINFORMATICA DE miRNAs CAPAZES DE INTERAGIR COM TNF-
aellL-18

A fim de verificar quais miRNA interagem com os genes proé-inflamatorios TNF-
a e IL-18 foram utilizados os softwares: TargentScan 7.2, miRDB (2016) e miRWalk
3.0. Nos softwares foram utilizados os dados encontrados para um score de 0,90.
Todos os miRNA encontrados foram colocados em uma planilha de Excel, onde foi
possivel por meio de uma funcdo encontrar quais eram 0s miRNA que interagiam com

ambos 0s genes.

5.10 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo (média £ DP). A
normalidade na distribuicdo dos dados foi avaliada por meio do teste D’agostino
Pearson. Os dados paramétricos foram submetidos a analise de variancia unifatorial

(One-way ANOVA) seguido pelo teste Student-Newman-Keuls para comparagdes



44

multiplas. Os dados ndo paramétricos foram comparados por meio do teste de
Kruskal-Wallis. Os resultados com valor de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Todos os dados foram analisados e os graficos
construidos com a utilizacdo do software estatistico GraphPad Prism 6 (Prism

Software, Irvine, California, EUA).
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6 RESULTADOS

Os resultados apresentados referem-se aos ensaios imunolégicos e moleculares

realizados.

6.1 MAIS DE 98% DAS CELULAS DERIVADAS DA MEDULA OSSEA FORAM
MARCADAS COM ANTI-CD11b*

Para as analises de infecgdo com o DENV e/ou ZIKV, células da medula 6ssea
de animais C57BL/6 foram obtidas de tibias e fémures, tratadas com o fator de
diferenciacéo para macréfagos M-CSF, e 10 dias apoés o tratamento, as células foram
avaliadas quanto a expressao da molécula CD11b em suas membranas. Para isso foi
avaliado por citometria de fluxo a porcentagem de células positivas para este
marcador de macréfagos tanto em células que receberam o fator de diferenciacéo
guanto daquelas que ndo passaram pelo processo de diferenciacao.

Verificado pelo dot-plot da citometria de fluxo quando comparado as células
nao diferenciadas (Figura 5A) uma média de 98% de células que sofreram o0 processo
de diferenciacdo (Figura 5B) apresentaram positividade para CD11lb e foram
consideradas como BMDM (Figura 5C).
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Figura 5- Mais de 98% das células derivadas da medula ¢ssea foram marcadas com ANTI-CD11b*
Estratégia de andlise de expressao de CD11b em macréfagos derivados da medula 6ssea de
animais C57BL/6. A definicdo dos gates foi baseada na analise de células que ndo passaram
por diferenciacéo. A: Dot-plot da deteccédo de fluorescéncia de duas moléculas de membrana
celular (CD11b ou CD80) em células que nao passaram pelo processo de diferenciacédo. B:
Dot-plot da deteccao de fluorescéncia de duas moléculas de membrana celular (CD11b ou
CD80) em células que passaram pelo processo de diferenciacdo. C: Porcentagem de células
CD11b* dos dois tratamentos, onde os dados estdo expressos como média + DP. Teste t ndo
paramétrico, seguido pelo teste de Mann-Whitney post-hoc. * p<0,05 relacionado a NM.

Fonte: Do autor

6.2 Os BMDMs INFECTADOS COM ZIKV PREVIAMENTE INFECTADOS COM
DENV APRESENTARAM VARIACAO NA EXPRESSAO DE CD80
DEPENDENTE DO SOROTIPO

Os BMDMs foram infectados com os diferentes sorotipos de DENV e doze
horas ap6s foram infectados pelo ZIKV para analise da expressao de CD80, um
marcador de ativacdo de macréfagos, por citometria de fluxo. Utilizando-se dos
valores de intensidade de fluorescéncia média (MFI) (Figura 61) gerados pelo software
Guava® InCyte, os dot-plots de cada grupo (Figura 6A-H) foram analisadas quanto a
expresséo do CD80.

As moléculas co-estimulatorias expressas em BMDM sao criticas para o
desenvolvimento ideal de respostas imunes adaptativas. Apds a exposicdo a um
patogeno, as BMDM sofrem ativagéo, levando a um aumento nos niveis de moléculas
co-estimulatorias. Dessa forma, foi possivel observar que, quando macréfagos NI séo
infectados com ZIKV e previamente infectados com DENV1, h& uma diminuicdo
estatisticamente significativa na expressao de CD80 (Figura 61) (p<0,05). No entanto,
quando comparado ao grupo DENV4/ZIKV foi possivel observar um aumento
estatisticamente significativo da expresséo de CD80 (p<0,05).
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Macréfagos infectados com DENV1/ZIKV apresentaram uma diminui¢cao
estatisticamente significativa na expressao de CD80, quando comparados ao grupo
que apresentava apenas a infecc¢ao isolada com ZIKV (p<0,05), resultado oposto ao
observado para o grupo DENV4/ZIKV, que demonstrou um aumento estatisticamente
significativo na expressédo dessa mesma proteina quando comparado ao grupo ZIKV
(p<0,05).

Comparando-se os resultados obtidos para os sorotipos de DENV aos seus
respectivos grupos que infectados posteriormente com ZIKV, foi possivel observar que
apenas o grupo DENV4/ZIKV demonstrou um aumento estatisticamente significativo
na expressao de CD80 quando comparado ao grupo DENV4 (p<0,05).
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Figura 6 -Os BMDMs infectados com ZIKV previamente infectados com DENV apresentaram variagdo na expressdo de CD80 dependente do sorotipo. Estratégia de analise de expressdo de CD11b e CD80
em macréfagos derivados da medula 6ssea de animais C57BL/6. A definicdo dos gates foi baseada na analise de células que ndo passaram por diferenciagdo. A-H: Dot-plot da deteccéo de
fluorescéncia de duas moléculas de membrana celular (CD11b ou CD80), para os grupos relevantes NM (A), NI (B), ZIKV (C), LPS (D), DENV1 (E), DENV1/ZIKV (F), DENV4 (G) e DENV4/ZIKV (H),

I: MFI da expresséo de CD11b*CD80" em macrdéfagos infectados com ZIKV, previamente infectados com DENV1, DENV2, DENV3 ou DENV4. Dados expressos como média = DP. Teste ANOVA

uma via, seguido pelo teste Tukey post-hoc. * p<0,05 relacionado a NI. & p<0,05 relacionado a ZIKV. * p<0,05 relacionado a DENV4
Fonte: Do autor
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6.3 OS BMDM INFECTADOS COM ZIKV PREVIAMENTE INFECTADOS COM DENV
APRESENTARAM VARIACAO NA EXPRESSAO DE CD86 DEPENDENTE DO
SOROTIPO

Apbs a infeccdo das BMDM com o ZIKV previamente infectadas com DENV,
analisou-se a ativacdo dos macrofagos através do marcador CD86, outra molécula
co-estimulatoria que corresponde a ativacdo e maturacdo dos macrofagos. A analise
da expressdo de CD86 foi realizada por meio dos valores de intensidade de
fluorescéncia meédia (MFI) (Figura 71), dos Dot-Plot de cada grupo (Figura 7A-H)
gerados pelo software Guava® InCyte e por microscopia de fluorescéncia (Figura 8).

Para os grupos DENV1; DENV2 e DENV1/ZIKV foi possivel observar uma
reducao estatisticamente significativa na expressao de CD86 quando comparado ao
grupo controle NI (p<0,05). Ainda, os grupos DENV3/ZIKV, DENV4 e DENV4/ZIKV
demonstraram um aumento estatisticamente significativo na expressao do marcador
co-estimulatério quando comparado ao grupo controle NI (p<0,05).

Para os grupos infectados com ZIKV ap6s 12 horas da primeira infeccdo com
DENV1 e DENVZ2, foi possivel observar uma reducéo estatisticamente significativa na
expressao de CD86 quando comparado ao grupo que apresentava apenas a infec¢ao
isolada com ZIKV (p<0,05). No entanto, uma resposta contraria foi observada no grupo
DENV4/ZIKV, em gue foi possivel observar um aumento estatisticamente significativo
na expressao de CD86 quando comparado ao grupo ZIKV (p<0,05).

Comparando os dados obtidos para os diferentes sorotipos de DENV aos seus
respectivos grupos infectados posteriormente com ZIKV, foi possivel observar
novamente que, apenas o0 grupo DENV4/ZIKV demonstrou um aumento
estatisticamente significativo na expressao de CD86 quando comparado ao grupo
DENV4 (p<0,05) A fim de confirmar os dados apresentados na citometria de fluxo
para a expressao das moléculas co-estimulatérias, foi utilizada a microscopia de
fluorescéncia cujos sorotipos foram avaliados segundo a expressdo de CD86 nas
BMDMs infectadas com ZIKV previamente infectadas com DENV2 ou DENV4. Os
resultados apresentados na Figura 8 confirmam que as BMDMs expressam
fortemente a molécula CD11b+ e que dependendo do sorotipo de DENV ha aumento
da expressdo de CD86. Em células ndo infectadas, infectadas somente pelo ZIKV,

pelo DENV2 ou DENV2/ZIKV é possivel observar algumas marcagdes positivas para
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CD86. Contudo, quando hé infeccao pelo DENV4 e mais proeminentemente quando
h& infeccdo pelo DENV4/ZIKV h& grande quantidade de CD86 nas células CD11b+

em um padrdo semelhante ao controle positivo LPS (Fig. 8).
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Figura 7 -— Os BMDM infectados com ZIKV previamente infectados com DENV apresentaram variagdo na expressdo de CD86 dependente do sorotipo. Estratégia de analise de expressdo de CD11b e CD86 em
macréfagos derivados da medula 6ssea de animais C57BL/6. A definicdo dos gates foi baseada na analise de células que ndo passaram por diferenciacdo A-H: Dot-plot da deteccéo de fluorescéncia
de duas moléculas de membrana celular (CD11b ou CD86), para os grupos relevantes NM (A), NI (B), ZIKV (C), LPS (D), DENV1 (E), DENV1/ZIKV (F), DENV4 (G) e DENV4/ZIKV (H). I: MFI da
expressdo de CD11b*CD86" em macrofagos infectados com ZIKV, previamente infectados com DENV1, DENV2, DENV3 ou DENV4. Dados expressos como média + DP. Teste ANOVA uma via,
seguido pelo teste Tukey post-hoc. " p<0,05 relacionado a NI. & p<0,05 relacionado a ZIKV. * p<0,05 relacionado a DENVA4.
Fonte: Do autor
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Figura 8 - Imunofluorescéncia ap6s 24 horas de infecgéo pelo ZIKV em BMDM previamente infectados com DENV2
e DENVA4. Estratégia de analise de expressdo de CD11b e CD86 em macréfagos derivados da medula
Ossea de animais C57BL/6, revelando uma variacdo na expressdo de CD86 dependente do sorotipo.
Barra de escala = 10 ym.

Fonte: Do autor
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6.4 A EXPRESSAO DE IFN-B E DIMINUIDA EM TODOS OS GRUPOS DURANTE A
INFECCAO DE ZIKV EM BMDM PREVIAMENTE INFECTADOS COM DENV,

INDEPENDENTE DO SOROTIPO.

O IFN

tipo | € uma das citocinas priméarias que conferem uma resposta antiviral.

Na figura 9 é possivel observar que todos os grupos avaliados, tanto aqueles com

infeccbes isoladas para os diferentes sorotipos de DENV quanto aqueles que
apresentavam as duas infeccdes por DENV e ZIKV, demonstraram uma diminuicédo

da expresséao de IFN-S quando comparados ao grupo controle NI (p<0,05).

1.5

2-AACt

IFN-pi g-actin

-
o
1

0.5+

0.0-

N N Y Q% ~ %) N\ L] =\
S ,D@ N S S R S
& & & &
3 S S J

Figura 9 - A expresséao de IFN-f é diminuida em todos os grupos durante a infecgdo de ZIKV em BMDM
previamente infectados com DENV, independente do sorotipo. Quantificacdo diferencial do
gene IFN-B em macréfagos infectados com ZIKV, previamente infectados com DENV1,
DENV2, DENV3 e DENV4. Dados expressos como média + DP. Teste ANOVA uma via,

seguido pelo teste Tukey post-hoc. * p<0,05 relacionado ao NI.

Fonte: Do autor
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6.5 A INFECCAO COM ZIKV EM BMDM PREVIAMENTE INFECTADOS PELO
DENV4 DIMINUEM A EXPRESSAO DE TNF- g E IL-18

Utilizando-se das células infectadas com apenas DENV e aquelas que foram
co-infectadas com ZIKV foi avaliado a expressao diferencial dos genes TNF-a e IL-16.
A presenca de um aumento na expressdo de CD80 e CD86, devido as infecgdes,
geralmente € acompanhado de um aumento da expressao de genes pro-inflamatérios.
Como demostrado na figura 10A, as infeccdes com DENV1, DENV3, DENV3/ZIKV e
DENV4 demonstraram um aumento estatisticamente significativo da expresséo de
TNF-a quando comparados ao grupo controle NI (p<0,05). O grupo DENV3/ZIKV
apresentou um aumento estatisticamente significativo na expressdo dessa mesma
citocina quando comparado ao grupo ZIKV (p<0,05) Todavia, macréfagos infectados
com DENV4/ZIKV apresentaram uma diminuicdo estatisticamente significativa na
expressdo de TNF-a (Fig. 10A) e IL-18 (Fig. 10B) quando comparados aos
macrofagos infectados apenas com DENV4 (p<0,05).

Como demonstrado na Figura 10B, apenas o grupo DENV4 apresentou um
aumento estatisticamente significativo na expressdo do gene pro-inflamatorio IL-18
(p<0,05). Ja os grupos ZIKV, DENV1, DENV1/ZIKV, DENVZ2/ZIKV e DENV3
apresentaram uma reducao estatisticamente significativa na expressao dessa citocina

guando comparados ao grupo controle NI (p<0,05).
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Figura 10 -A infec¢cdo com ZIKV em BMDM previamente infectados pelo DENV4 diminuem a expressao
de TNF- a e IL-1B8. A: Quantificacéo diferencial do gene TNF-a em macréfagos infectados
com ZIKV, previamente infectados com DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4. B: Quantificagdo
diferencial do gene IL-13 em macrofagos infectados com ZIKV, previamente infectados com
DENV1, DENV2, DENV3 e DENVA4. Dados expressos como média = DP. Teste ANOVA uma
via, seguido pelo teste Tukey post-hoc. * p<0,05 relacionado a NI. & p<0,05 relacionado a

ZIKV. % p<0,05 relacionado a DENVA4.,

Fonte: Do autor
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6.6 A INFECCAO COM ZIKV EM BMDM PREVIAMENTE INFECTADOS PELO
DENV4 AUMENTARAM A PORCENTAGEM DE CELULAS VIAVEIS.

Apos a infeccdo com ZIKV, os BMDM previamente infectados com DENV2 e
DENV4 foram submetidos ao ensaio de viabilidade celular. De uma forma geral, é
possivel observar que simultaneamente a reducdo da expressdo dos genes proé-
inflamatorios, ha uma maior sobrevida celular. Como demonstrado na Figura 11, as
infeccbes com ZIKV, DENV2, DENV2/ZIKV, DENV4, LPS e Triton X demonstraram
uma reducéo estatisticamente significativa da viabilidade celular quando comparados
ao grupo controle NI (p<0,05). No entanto, o grupo DENV4/ZIKV apresentou um
aumento estatisticamente significativo na porcentagem de células viaveis quando

comparado ao grupo ZIKV (p<0,05) e ao grupo DENV4 (p<0,05).
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Figura 11 - A infeccdo com ZIKV em BMDM previamente infectados pelo DENV4 aumentaram
a porcentagem de células viaveis. Quantificacdo de células viaveis infectadas com
ZIKV, previamente infectados com DENV2, DENV4, LPS e Triton X. Dados
expressos como média + DP. Teste ANOVA uma via, seguido pelo teste Tukey
post-hoc. * p<0,05 relacionado a NI. & p<0,05 relacionado a ZIKV. % p<0,05
relacionado a DENV4.
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6.7 ANALISES DE BIOINFORMATICA DEMONSTRARAM QUE 2799 miRNAS
PODEM INTERAGIR COM OS GENES PRO-INFLAMATORIOS TNF-a e IL-18

Apesar da infeccéo pelo ZIKV acarretar no aumento da expressao de CD80 e
CD86 em BMDM previamente infectados pelo sorotipo de DENV4, foi observado uma
diminuicdo estatisticamente significativa na expressédo dos genes codificadores das
citocinas pro-inflamatorias TNF-a e I1L-1p.

Dessa forma, a fim de compreender melhor como um processo infeccioso pode
interferir nessas respostas mediadas por esses genes pro-inflamatoérios, foram
utilizadas andlises de bioinformética para acessar possiveis miRNAs capazes de
influenciar a expressao desses genes.

De acordo com a Tabela 2 foram identificados 1903 miRNAs capazes de
interagir com 0 mMRNA codificado pelo gene TNF-a, sendo estes: 587 miRNAs na
posicdo 3’UTR, 249 na posicdo 5’UTR e 1.067 na posi¢cao CDS. Ainda, foram
identificados 896 miRNAs capazes de interagir com o mRNA codificado pelo gene IL-
18, sendo estes: 295 miRNAs na posicao 3'UTR, 98 na posicdao 5’UTR e 503 na
posicédo CDS.

Tabela 2 - Quantidades de miRNA que interagem com os genes TNF-a e IL-1 e suas
respectivas posicoes de ligagao.

Gene Posicdao Quantidade de miRNA
TNF-a 3'UTR 587
5UTR 249
CDS 1.067
IL-18 3'UTR 295
5UTR 98
CDS 503
TOTAL 2799

Fonte: Do autor
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6.7.1 O mmu-miR-181a-5p é predito interferir com a expresséo de TNF-a e IL-1.

Como houve diminuicdo da expresséao tanto de TNF-a quanto de IL-18, foi
verificado aqueles que séo preditos de regular ambos genes. Seiscentos e sessenta
e dois miRNAs foram preditos de interagir com o mRNA codificador de ambas
citocinas (Fig. 12A). Desta forma, a figura 12B demonstra o sitio de ligacdo do mmu-
miR-181a-5p com o MRNA na posi¢ao 3’ UTR do TNF-a. E é possivel também verificar
a interacdo do miRNA na posi¢cdo CDS do mRNA da citocina IL-1B (Fig. 12C), assim
pressupfe-se que 0 mmu-miR-18la-5p pode ter acdo em ambos 0s genes.
Recentemente nosso grupo de pesquisa determinou o papel do mmu-mmu-miR-181a-
5p na regulacdo da expressdo de TNF-a em modelo de BMDMs infectados por
bactérias para evadir da reposta imune inata (CORSETTI et al., 2018). Sendo assim,
este trabalho propde como perspectiva analisar a expressao desse miRNA sob
condicBes de infeccdo de BMDMs pelo ZIKV previamente infectado pelo DENV4 e
comparar com células previamente infectadas pelo DENV1, por exemplo, para melhor
entendimento da regulacdo da resposta imune inata por diferentes sorotipos do DENV
em infecgdes pelo ZIKV.

Cow ---UUAUUUAUUUAC UAALl_I lﬁil‘ull— —|.|J(|5i_lﬁ.L'UUAUUCAGG+'

mmu-miR-181a-5p UGAGUGGCUGUCGCAACUU--ACAA

A B 3 UTRde TNF-a
e BB AT .. 48@....... 498,
Mouse - - -UUAUUUAUUUGCUUAUGAA - - UGUAUUUAUUUGGA!
Human - - -UUAULUAUUUAC AGAUGAS - - UGUAUUUAUUUGGE!
TNFE-a | L—1B Chimp ---UUAUUUAUUUACAGAUGAA - -USUAUUUAUUUGES!
662 Rhesus - - -UUAULUAUUUACCGAUUAA - -UGLIAUUUAUUUGGE!
1240 234 Squirrel ---UUAUUUAUUUACUGAUGAA - - UGUAUUUAUUUAGA!
! Rat  ---UUAULLAUUUGCUUAUGAA - - UGUAUUUAUULIGGAL
: Rabbit ---UUAUUUAUUUGCCGALGAA - - UGUAUUUAUULIGGAL
Pig ---UUAULUAUUUACUAGUGAA - -UGUAUUUAUUCAGE!
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Figura 12 - O mmu-miR-181a-5p é predito interferir com a expressé@o de TNF-a e IL-18. A: Numero total
de miRNAS de TNF-qa, IL-1B e quantidade de miRNAs que fazem parte de ambos. B: Sitio de
ligacdo do mmu-miR-181a-5p com a posi¢do 3’ UTR do TNF-a. C: Interacdo do mmu-miR-181a-
5p na posi¢do CDS do mRNA da citona IL-18.

Fonte: Do autor
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7 DISCUSSAO

Apesar de grandes avanc¢os no estudo da resposta imune contra o ZIKV, muitos
trabalhos tem evidenciado o papel da resposta imune adaptativa (LIMA et al., 2017;
TRIPP; ROSS, 2016; WEN; SHRESTA, 2017). O presente estudo demonstrou de
forma inédita que macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos C57BL/6
infectados pelo ZIKV associada a uma infeccdo prévia pelos 4 sorotipos,
apresentaram um aumento significativo na expressdao de CD80 e CD86 apenas
quando tais células foram infectadas pelo sorotipo DENV4. Todavia, este mesmo
grupo DENV4/ZIKV apresentou uma diminuicdo na expressdo de genes pro-
inflamatérios (TNF-a e IL-18) e antiviral (IFN-B). Andlises de bioinformatica indicaram
um possivel controle da expressdo de TNF-« e IL-14 pelo mmu-miR-181a-5p, que é
induzido pela ativacédo da via de NF-«B.

Para obtencdo dos resultados deste trabalho as células da medula 6ssea
murina foram diferenciadas em macréfagos como fonte de célula de imunidade inata
caracteristica de ser infectada pelo ZIKV e pelo DENV. Apés 10 dias de diferenciacao
as culturas celulares foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-CD11b a fim de
demonstrar que as células presentes no meio de cultura tinham se diferenciado em
macrofagos (KHAZEN et al., 2005). Tal processo de diferenciacdo foi obtido com
sucesso uma vez que mais de 95% dos eventos analisados por citometria de fluxo
foram positivos para esse marcador de membrana. O polipeptidio CD11b-integrina
(alfaM) se emparelha com o polipeptidio CD18-integrina para formar uma integrina
Mac-1 funcional. O Mac-1 é predominantemente expresso em células mieloides, como
macrofagos, neutréfilos e DCs (MORELLI et al.,, 2012; TAN, 2012). Os resultados
obtidos, em consonancia com as evidéncias bibliograficas e com os resultados
observados na imunofluorescéncia realizada, confirmaram a diferenciacéo
viabilizando a continuacdo dos procedimentos experimentais com as analises de
ativacao celular pela analise da expressdo de CD80 ou CD86 na membrana dessas
células frente a infecgéo de DENV e ZIKV.

A ativacdo dos macrofagos sdo de extrema importancia para o sistema imune
inato, uma vez que CD80 e CD86 sdo moléculas co-estimulatérias necessarias para
a ativacdo de células T (PENTCHEVA-HOANG et al., 2004). Nesse contexto, foi
identificado que as infecgbes isoladas com DENV1 e DENV2 apresentaram
diminuicdo significativa na expressdo de CD80. Tal resultado pode ser corroborado
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pelo trabalho de Torres e colaboradores (2013) que verificou a expresséo de CD80 e
CD86 em pacientes com DF e DHF, observando a diminuicdo da expressao dessa
molécula co-estimulatéria nas amostras analisadas (TORRES et al., 2013). Por outro
lado, Wu e colaboradores (2011), mostraram que ha aumento da expressao de CD80
e CD86 em células dendriticas obtidas de mondcitos CD14+ humanos quando
infectadas pelo DENV2 nas 4 primeiras horas (WU et al., 2011). Neste trabalho foram
utilizados BMDMs murinos que quando estimulados com DENV2 ndo apresentram
aumento de expresséo dos co-estimuladores. Logo, para analise dos mecanismos de
uma estimulagdo primaria com um agente estranho, € importante que células
diferenciadas in vitro sejam utilizadas e ndo aquelas ja em circulacao.

Ainda, foi possivel observar um aumento da expressdao de CD80 e CD86 no
grupo DENV4/ZIKV quando comparado ao grupo DENV4. Nenhum outro trabalho
evidenciou tal resposta de células da imunidade inata frente a infeccao por ambos
virus.

Ademais, os resultados aqui apresentados demonstraram que n&do houve
diferenca estatistica para a expressao das moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86
guando comparado o grupo que foi infectado somente com ZIKV em relagdo aos NI.
Este resultado é corroborado por um estudo recente em que verificou-se diversos
isolados de ZIKV quanto a sua regulacdo para as moléculas co-estimulatérias CD80
e CD86, observando que ndo houve regulacdo positiva em células dendriticas quando
comparadas ao grupo controle. Dessa forma, garantindo a capacidade de interferir
com a ativacdo e maturacdo de DC é possivel resultar em respostas imunitarias
retardadas e ajudar na compreensdo da capacidade do ZIKV de alcancar locais
imunoprivilegiados (VIELLE et al., 2018).

As citocinas denominadas de IFN tipo | (IFN-a / ) séo produzidas em resposta
a infeccao viral e representa o mecanismo antiviral mais eficiente (KOTENKO, 2011).
Todavia, neste trabalho houve uma diminuicdo significativa da expressdo do gene
IFN-B em todos os grupos avaliados quando comparados ao grupo NI. Dessa forma,
estudos que demonstraram uma diminuicdo na expressdo de genes induzidos pelo
IFN-B, especificamente aqueles envolvidos na via de sinalizacéo dessa citocina, e que
as principais moléculas responsaveis por esse bloqueio sdo as multiplas proteinas
ndo estruturais flavivirais, incluindo NS2A, NS4A, NS4B e NS5 (MUNOZ-JORDAN et
al., 2005; SUTHAR; AGUIRRE; FERNANDEZ-SESMA, 2013), estdo de acordo com

os resultados do nosso trabalho. De forma bastante interessante, nem nos grupos de
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macrofagos infectados com ZIKV previamente infectados pelos sorotipos de DENYV foi
observado qualquer tipo de aumento significativo de uma resposta antiviral. Tal efeito
possui papel central na evasdo dos virus frente a uma reposta imune inata antiviral
uma vez que a inibicdo da expressao de IFN-B evitara a sinalizacdo mediada pelo
receptor de IFN tipo | (IFNAR). Estudos com animais deficientes para este receptor
demonstrou tanto a suscetibilidade frente a infeccdo por DENV quanto para ZIKV
sugerindo a importancia desta via de sinalizacdo para o desencadeamento de uma
reposta imune efetiva contra esses virus (DOWALL et al., 2016; OROZCO et al., 2012;
PERRY et al., 2011; PRESTWOOQOD et al., 2012b).

ApG6s o reconhecimento dos PAMPs, tais como LPS e dsRNA, macrofagos
ficam ativados e secretam uma ampla variedade de citocinas pré-inflamatérias como,
por exemplo, IL-18 e TNF-a, que podem auxiliar a resposta imune do hospedeiro
(MURRAY et al., 2014, MOSSER, EDWARDS, 2008). Neste contexto, foi observado
neste trabalho o aumento da expressao do gene codificador de TNF-a nas infecgbes
isoladas com os sorotipos DENV1, DENV3 e DENV4 em relacdo ao NI. Corroborando
os resultados aqui encontrados com o trabalho de Masood e colaboradores, 2018 que
quantificou a expressdo de TNF-a em pacientes com sinais de dengue, febre da
dengue e dengue severa, demonstrando um aumento desse gene pré-inflamatério em
todas as amostras analisadas em relagdo ao grupo controle saudavel, mas nao foi
encontrada diferenca entre os grupos que apresentavam a infeccdo (MASOOQOD et al.,
2018).

Filliol e colaboradores (2017) observaram que em pacientes com hepatite
crdnica pode ocorrer a morte aguda de hepatécitos, induzindo uma alta e rapida taxa
de mortalidade. Ainda, a producao fisiolégica de TNF-a pelas células de Kupffer
ativado pelo LPS leva o hepatdcito a apoptose (FILLIOL et al., 2017). Tais resultados
corroboram com os dados identificados no presente estudo, tendo em vista que ha
uma relacédo inversamente proporcional entre a expresséo do gene pro-inflamatorio
TNF-a e a viabilidade celular, observando-se uma baixa producdo de TNF-a e alta
viabilidade celular para os grupos DENV2 e DENV2/ZIKV. Ao contrario, para 0 grupo
DENV4 foi observado uma alta producédo de TNF-a e baixa viabilidade celular. No
entanto, ja na presenca da infeccao pelo ZIKV no grupo previamente infectado pelo
DENV-4, a resposta anteriormente observada foi revertida, observando-se o aumento

da viabilidade celular frente a diminuig&o na producéo da citocina TNF-a.
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Outro importante componente pro-inflamatério da imunidade inata é a citocina
IL-1B, niveis séricos de IL-1B correlacionam-se com a gravidade da doenca em
pacientes com dengue (SRIKIATKHACHORN; GREEN, 2010). Neste trabalho foi
demonstrado que quando os BMDM séao infectados apenas com DENV4 ha um
aumento significativo na expressao de IL-78, como observado em outro estudo de
Cheung et al., 2017 demonstrando que a infeccdo por DENV aumentou a expressao
de IL-78 em macrofagos humanos (CHEUNG et al., 2017).

De forma bastante intrigante e contraria ao demonstrado pelo aumento da
ativacdo dos macréfagos do grupo DEN4/ZIKV, foi observada reducéo significativa na
expressdo de IL-18 e TNF-a. Estudos com células tronco humanas pluripotentes
guando infectadas por DENV ativam fortemente a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-1B), consistente com a patogénese da dengue. Por outro
lado, a infeccao pelo ZIKV resulta em pouca inducéo das citocinas pré-inflamatérias
(LANG et al.,, 2018), o que acarreta em uma resposta imunologica mais fraca e
prolongada infeccdo viral. Neste trabalho, temos como importante foco a coinfeccdo
pelos dois virus em momentos diferentes, sugerindo que uma infeccao prévia por
DENV4 seguida da infec¢do pelo ZIKV pode modular a expressao dos genes pro-
inflamat6rios mesmo com aumento da expressao de co-estimuladores.

A diminuicdo da expressao de genes pré-inflamatérios independente da
ativacdo macrofagica podendo sugerir a existéncia de algum mecanismo induzido pela
infeccdo desses dois virus, particularmente pelo sorotipo DENV4 e ZIKV, que pode
influenciar no aumento da expressdo de uma reposta pro-inflamatoéria. Baseado em
estudos prévios de nossa equipe de pesquisa (CORSETTI et al., 2018) e, utilizando
dados da bioinforméatica, foi realizada a busca por miRNAs que pudessem interagir
com ambos 0s genes em questdo. Muito trabalhos tem evidenciado o papel dos
mMiRNAs no controle da expresséao tanto de TNF-a quanto de IL-18 em infec¢des virais.
Um trabalho que corrobora com os resultados aqui encontrados e de Haneklaus e
colaboradores, 2012 demonstraram que quando macro6fagos séo infectados pelo Virus
Epstein-Barr ocorre um aumento da produgcdo de miR-223 e miR-BART15 e esses
regulam diminuindo a ativacao dos inflamassomas levando a queda da expresséo de
IL-18 (HANEKLAUS et al., 2012). Um outro exemplo € o que Sarma e colaboradores,
2012 demonstraram que o virus da hepatite C pode diminuir a regulagdo do miR-449a,

por sua vez aumentando a producdo de TNF- a dos macrofagos do tecido hepético,
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assim aumentando o risco de desenvolver carcinoma hepatocelular (SARMA et al.,
2012).

Os resultados da bioinformatica indicaram que 1240 miRNAs sdo capazes de
interagir apenas com TNF-a, 234 miRNAs interagem apenas com IL-13 e 662 miRNAs
atuam em ambos 0s genes nas posi¢ées 3UTR, SUTR ou CDS. Dentre estes ultimos,
esta 0 miR181a-5p que pode exercer seus efeitos anti-inflamatérios devido a inibicao
do aumento de genes pro-inflamatorios, IL-1a, bem como IL-18 e TNF-a (XIE et al.,
2013).

Uma provavel explicacdo para esta diminuicdo observada na expressao de
TNF-a e IL-1 pode estar relacionada a presenca do miRNA miR181a-5p, que por sua
vez, atua interferindo em nivel pés-transcriptacional desses genes. Ou seja, mesmo
com o aumento da expressdo dos marcadores de ativacdo, CD80 e CD86, nos
macrofagos infectados por ZIKV e previamente infectados por DENV4, ha uma queda
na expressdo de genes pro-inflamatodrios. Assim o ZIKV passaria a modular resposta
imune inata quando presente na co-infeccdo com DENV4. Casseb e colaboradores,
2016, demonstraram que os MiRNAs ndo apenas regulam a sinalizacdo de TLR e IL-
1, mas também podem ser induzidos durante a infeccdo pelo DENV4, exercendo
controle sobre o sistema imune inato do hospedeiro (CASSEB et al., 2016).
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem sugerir, de acordo com o modelo abaixo
representado (Fig. 13), que uma co-infeccéo pelo sorotipo 4 de DENV e ZIKV em
macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos, aumenta a expressao de
CD80 e CD86 favorecendo a ativacdo dos macrofagos, porém se verifica uma
diminuicdo na expressdo diferencial dos genes pro-inflamatérios TNF-a e IL-1p,
evidenciado também pela maior viabilidade celular. Esses resultados sugerem que
exista uma modulacdo dessa ativacdo inflamatéria por miRNAs como 0 mmu-mmu-
miR-181a-5p, demonstrado por dados da bioinformética, sendo necessarios mais
estudos para compreender a relacdo deste miRNA com a co-infeccdo de DENV4 e
ZIKA.

mmu-miR-181a-5p

AN

TNF0 ——IL-1P
CcDso/CDas
——» NF-xB
DENVAZIKY DENV4

Figura 13 - Modelo proposto de aumento da expressdo de CD80/CD86 pelo DENV4/ZIKV, todavia
levando a inibig&o da al¢a de feedback positivo de NF-kB-TNF-a-IL-18 via mmu-miR-181a-
5p? Nos macrofagos, a ativagdo da via de sinalizacdo NF-kB aumenta a expressédo de
TNF-a e IL-1B, 0 que, por sua vez, o DENV4 ativa ainda mais a sinalizacdo de NF-kB. No
entanto o DENV4/ZIKV aumenta a expressao de CD80/CD86. O DENV4/ZIKV, mas ndo o
DENV4, interrompe a malha de retroalimentac&o positiva NF-kB-TNF-a-IL-1f3, inibindo a
via de sinalizagdo NF-kB via mmu-miR-181a-5p.

Fonte: Do autor
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