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Resumo

Silva, Herculano da silva. Migracdo de leucécitos para o sistema nervoso central
na infeccdo experimental por virus ZIKV. Dissertacdo de mestrado. Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto. Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, SP,
2018 70 pg.

O virus ZIKA pertence ao género Flavivirus e diversos trabalhos tém
demonstrado que a infeccdo por esse virus est4d associada com o
desenvolvimento de anomalias congénitas fetais e doencas neuroldgicas como
casos de microcefalia e de sindrome de Guillan-Barré. Com intuito de entender
0S mecanismos imunoldgicos de controle da replicacéo viral e na patogénese
da doenca, o objetivo do trabalho foi estabelecer um modelo experimental de
infeccdo por virus ZIKV em animais imunocompetentes e investigar a migracao
de leucdcitos para o sistema nervoso central durante a infeccéo por esse virus.

Os animais C57BL/6 infectados por ZIKV apresentaram um aumento da
carga viral no sistema nervoso central (SNC) ap06s 24 horas de infeccdo e uma
reducao significativa apos 48 e 72 horas de infeccdo. No entanto, os animais
deficientes do receptor de IFN tipo | (IFNAR”) apresentaram uma alta carga
viral apds 48 e 72 horas de infeccdo. Nossos dados mostram que 0s animais
IFNAR”- sdo altamente suscetiveis a infeccdo com 100% de mortalidade na
fase aguda da doenca, enquanto os animais C57BL/6 sao resistentes a
infeccdo com 100% sobrevida por mais de 30 dias de infeccéo.

A infeccdo com ZIKA induziu o recrutamento de duas subpopulacbes de
monocitos CD11b*Ly6CM e CD11b*Ly6C'° para o SNC de maneira dependente
da sinalizacao de IFN tipo I. Uma vez que, os animais C57BL/6 apresentaram
um aumento de mondcitos no SNC apés 48 horas de infec¢do, enquanto que
os animais IFNAR” apresentaram o recrutamento dessas células somente
apos 72 horas de infeccdo. De maneira interessante, o recrutamento dos
monaocitos culminou com um aumento da expressao das citocinas IL-6 e IL-18
no SNC de animais C57BL/6, enquanto que a expressao dessas citocinas néo
foi encontrada no SNC de animais IFNAR, sugerindo a importancia da via de
sinalizacao de IFN tipo | para a producao dessas citocinas.

E por fim, demostramos que a migracdo dos mondcitos para SNC de
animais infectados com virus ZIKA é dependente da producdo de CCL2
produzida no cérebro de animais infectados e da expressao dos receptores de
guimiocinas CCR2 e CCR5. Uma vez que, animais deficientes para CCR2
(CCR27) e CCR5 (CCR57) apresentaram uma reducdo da frequéncia dos
monadcitos CD11b*Ly6CM para o SNC em comparacdo aos animais C57BL/6
apos a infeccéo.

De maneira geral, nossos dados mostram que os animais C57BL/6 s&o
resistentes a infeccdo por ZIKV, uma vez que a via de sinalizacdo de IFN do
tipo | esta envolvida no recrutamento de monocitos inflamatorios para SNC e
consequente controle da replicacdo viral. O desenvolvimento de um modelo
experimental de infec¢do por virus ZIKV abre perspectivas para o entendimento
dos mecanismos de controle da replicacdo viral e sobre a patogénese da
doenca.



Palavras chaves: Modelo experimental, Virus ZIKV e mondécitos inflamatorios

Abstract

Silva, Herculano da Silva. Migration of leukocytes to the central nervous
system in experimental infection with ZIKV virus. Masters dissertation.
Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
Sp 2018, 70 pg

The ZIKA virus belongs to the genus Flavivirus, several studies have
demonstrated that the infection by this virus is associated with the development
of fetal congenital anomalies and neurological diseases, such as microcephaly
and Guillan-Barré syndrome. In order to elucidate the immunological
mechanisms of the viral replication control and the disease pathogenesis, the
study aim was to establish an experimental model of ZIKV infection in
immunocompetent animals and investigate the leukocytes migration to the
central nervous system during this virus infection.

ZIKV infected C57BL/6 animals demonstrated an increased viral load in
the central nervous system (CNS) after 24 hours of infection and a significant
reduction after 48 and 72 hours of infection. However, type | INF receptor
deficient mice (IFNAR”) had a high viral load after 48 and 72 hours of infection.
Our data demonstrated that IFNAR”- animals are highly susceptible to infection
with 100% mortality during the acute phase of the disease, while C57BL/6 mice
are resistant with 100% survival for more than 30 days of infection.

ZIKA infection induced the recruitment of two monocytes subpopulation
CD11b*Ly6C" and CD11b*Ly6C'" to the CNS in a dependent manner of type |
INF signaling. C57BL/6 mice showed an increase of monocytes in the CNS
after 48 hours of infection, whereas IFNAR” mice recruited these cells only after
72 hours of infection. Interestingly, the monocytes recruitment culminated in an
increased expression of IL-6 and IL-18 in C57BL/6 mice CNS, while these
cytokines expression was not observed in the CNS of IFNAR” animals, thus
suggesting the importance of type | INF signaling pathway for these cytokines
production.

Finally, we have demonstrated that the monocytes migration to the CNS
from animals infected with ZIKA virus is dependent of CCL2 production in the
brain of infected animals, as well as the expression of the chemokine receptors
CCR2 and CCRS5. Given that CCR2 (CCR27) and CCR5 (CCR57) deficient
animals demonstrated a frequency reduction of CD11b*Ly6C" monocytes to the
CNS compared to C57BL/6 mice after infection.

Overall, our data demonstrate that C57BL/6 animals are resistant to ZIKV
infection, since the type | INF signaling pathway is involved in the inflammatory
monocytes recruitment to the CNS and subsequent viral replication control. The
development of an experimental model of ZIKV infection open perspectives for
the understanding of viral replication control mechanisms and disease
pathogenesis.

Key words: Experimental model, ZIKV e inflammatory monocytes
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1 Introducéo

1.1 Epidemiologia da infecgdo por virus ZIKV

O virus ZIKV foi identificado pela primeira vez em macacos, em Uganda em
1947, através de uma rede de pesquisadores que monitorava a febre amarela
coordenado pelo Dr. Mahhafy na Floresta ZIKA. (Dick, Kitchen et al. 1952). No
entanto, apenas em 1954 que o virus ZIKV foi associado a uma doenca
humana, e apds cinco décadas sem descricdo de novos casos, foram
confirmadas 13 infec¢bes em humanos na Africa e sudeste Asiatico (Wikan and
Smith 2016).

Em abril de 2007, o virus ZIKV iniciou sua dispersao para novas regides
geograficas, sendo descrito 49 casos de doenca febril aguda na ilha de Yap, na
Micronésia (Duffy, Chen et al. 2009). Entre 2013 a 2014, o virus ZIKV infectou
11% da populacdo na Polinésia Francesa e 1.385 pessoas na Nova Caledonia,
llha de Pascoa e llha Cook (Asia).

No comeco de 2015, o virus ZIKV foi identificado no Brasil,
provavelmente introduzido durante a copa das confederacfes que ocorreu em
2013, e causou uma grande epidemia no pais (Faria, Azevedo et al. 2016).
Além de causar doenca febril aguda, o virus ZIKV também foi associado a
doenca neuroldgica em fetos de gravidas infectadas (Calvet, Aguiar et al. 2016).

Um estudo publicado no ano 2016 demonstrou que aproximadamente 1,6
milhdes de pessoas foram infectadas com o ZIKV em todo o mundo. A maioria
dos casos concentra-se na América do Sul, em especial no Brasil. Na Africa,
estima-se que em Cabo Verde possua cerca de sete mil casos, além de casos
espalhados em diversos paises (www. Zika virus infection et al., 2016). Desde o
inicio da epidemia até abril de 2017, o Brasil registrou mais de 180 mil casos de
febre de ZIKV e cerca de 13 mil casos suspeitos de microcefalia. O virus ZIKV
continua sua dispersdo pelo mundo, ja tendo sido descrito em 40 paises nas
Américas (Liu, Liu et al. 2017; Metsky, Matranga et al. 2017)

De acordo com os estudos de analises filogenéticas existem duas
linhagem do virus, uma de origem africana e outra asiatica (Lanciotti, Kosoy et
al. 2008; Haddow, Schuh et al. 2012).
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1.2 O Virus ZIKV

O virus ZIKV é um membro de género de flavivirus, familia flaviviridae,
que compreende o virus da Dengue (DENV), virus da febre amarela (YFV),
virus do Nilo Ocidental (WNV), virus da encefalite Japonesa (JEV) e virus da
encefalite transmitida por carrapatos (TBEV) (Lanciotti, Kosoy et al. 2008;
Lazear and Diamond 2016).

O ZIKV é constituido por um genoma de RNA de fita simples, de
polaridade positiva, com aproximadamente 10,7 Kb. De maneira semelhante a
outros flavivirus, o genoma de ZIKV codifica uma unica poliproteina clivada
posteriormente em 10 proteinas funcionais distintas, em trés proteinas
estruturais: proteina de capsideo (C), proteina pre-membrana (prM) e proteina
de envelope (E), e sete proteinas ndo estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3,
SN4A, NS4B E NS5. (Chambers, Hahn et al. 1990; Kuno and Chang 2007).

Estas proteinas estruturais sdo responsaveis por orquestrar a aderéncia
de particulas virais as células e subsequente baixa do pH, que ativam a fusdo
entre as membranas virais e células-alvo, durante a entrada por endocitose. A
proteina C envolve o genoma viral, formando um nucleocapsideo. A proteina
prM age como uma chaperone para a proteina E durante a montagem do virion,
e é clivada pela proteina convertase furina em proteina M, que regula a fusao
do envelope viral com a membrana do hospedeiro. Enquanto a proteina de
envelope (E) medeia a ligacdo, entrada e fusdo celular (Mukhopadhyay, Kuhn et
al. 2005). As proteinas nao estruturais virais regulam a transcri¢éo e replicacao
viral e também atenuam as respostas antivirais do hospedeiro (Pierson and
Kielian 2013; Diamond and Pierson 2015).

ZIKV é um Flavivirus transmitido pelo repasto sanguineo de um mosquito
vetor. ApOGs 0 repasto sanguineo, o virus se liga a superficie celular do
hospedeiro através da interagcdo com diversos receptores e/ou fatores de
adeséo, tais como, glicosaminoglicanos (Chen, Maguire et al. 1997; Prestwood,
Prigozhin et al. 2008; Pierson and Kielian 2013; Diamond and Pierson 2015);
lectinas de tipo C; receptor de manose dependente de célula dendritica (DC-
SIGN); (Miller, de Wet et al. 2008); receptores de fosfatidilserina, e dominio de
mucina (TIM) (Meertens, Carnec et al. 2012); Axl, também foi implicado como
receptor de entrada do virus ZIKV.
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Flavivirus, de forma geral, sdo internalizados pontos da membrana ricos
em clatrina e trafegam para o compartimento pré-lisossomal endocitico, onde o
pH acido promove a fusédo do envelope viral com a membrana do endossoma,
liberando o nucleocapsideo no citoplasma da célula (Pierson and Kielian 2013).

Com o genoma viral livre no citoplasma, inicia-se a replicagdo, que €&
encaminhada ao reticulo endoplasmatico rugoso para ser processado e iniciar
a sintese de RNA, gque consiste em particulas virais imaturas. Posteriormente,
o0 amadurecimento das particulas virais ocorre durante a passagem através das
vesiculas do complexo de Golgi, onde € feita a glicosilagédo da glicoproteina-E e
a prM é clivada, resultando na formacdo de particulas maduras, isto €,
infecciosas. Por fim, estas sdo liberadas da célula através da exocitose
(Lindenbach et al., 2007).()

O ciclo bioldgico de transmissédo de virus ZIKV envolve a participacdo de
um hospedeiro invertebrado e um vertebrado, sendo que o ciclo no invertebrado
ocorre no inseto vetor, Aedes Aegypti, Aedes Albopictus, que sdo competentes
para transmisséo; (Dick, Kitchen et al. 1952; Marchette, Garcia et al. 1969;
Hayes 2009; Li, Wong et al. 2012; Diallo, Sall et al. 2014; Ledermann,
Guillaumot et al. 2014). O Aedes aegypti foi considerado o principal vetor de
propagacdo de ZIKV durante o surto na América Latina e no Caribe,
provavelmente devido a abundéncia urbana e natureza antropofilica deste
mosquito (Powell and Tabachnick 2013).

Embora o vetor represente a principal forma de transmissdo do virus
ZIKV, outras formas de transmissao foram relatadas. Por exemplo, o ZIKA
também pode ser transmitido entre os humanos por via sexual e pode ser
responsavel por aproximadamente 3% dos casos humanos, uma vez que o
virus foi detectado no sémen de homens infectados, a transmissdo do sexo
feminino para o sexo masculino também ocorre (Barzon, Pacenti et al. 2016;
Mansuy, Pasquier et al. 2016). Além disso, pode ser transmitido pela transfuséo
de sangue, transplante de 6rgdos e potencialmente pelo contato com urina,
saliva ou fluidos conjuntivais (Barzon, Pacenti et al. 2016; Swaminathan,
Schlaberg et al. 2016).

A patogénese do virus da ZIKV no organismo humano ainda € pouco
compreendida. ApoOs o repasto do Aedes aegypti infectado, as particulas virais

penetram através das multiplas camadas de barreira do hospedeiro seguindo
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para os linfonodos drenantes e, subsequentemente, atingindo a circulacao
sanguinea causando viremia. O virus da ZIKV possui tropismo por diversos
orgaos, tais como o sistema nervoso central, proporcionando a complicacdes
neurologicas, particularmente a sindrome de Guillain-Barre, e casos de
microcefalia fetais (Mlakar, Korva et al. 2016); (Oehler, Watrin et al. 2014).

Aproximadamente 80% dos individuos infectados com ZIKV séo
assintomaticos, dificultando assim o diagnostico da doenca. Dessa forma, uma
minoria dos individuos infectados pode apresentar manifestacdes clinicas leves,
tais como: febre, erupgdo cutanea, macula papular e conjuntivite. Alteragbes
neuroldgicas graves também podem se desenvolver, incluindo a sindrome de
Guillain-Barré e meningoencefalite (Carteaux, Maquart et al. 2016).

A confirmacdo laboratorial da infec¢do pelo virus da ZIKV é crucial, uma
vez que o amplo espectro de apresentacfes clinicas e a semelhanca de sinais
e sintomas com outros arbovirus co-circulantes tais como, dengue e
chikungunya, tornam o diagndstico clinico preciso inviavel. Atualmente, os
métodos de diagnostico da ZIKV compreendem a deteccdo do material genético
viral (RNA) (Musso, Roche et al. 2015), de antigenos virais (ex: NS1),
anticorpos através do ensaio de ELISA (IgM ou IgG) e imunoflurescéncia
realizada a partir de 5 ou 6 dias apos inicio de sintomas (ECDC et al., 2015).

Atualmente ndo existem vacinas ou tratamentos contra o ZIKA.
Geralmente recomendam-se métodos paliativos para os pacientes, tais como
descanso e hidratacdo (ECDC et al., 2015; CDC et al., 2016). A infeccdo em
mulheres gravidas € de grande preocupacdo, uma vez que podem estar
relacionados a anomalias fetais como a microcefalia, aborto espontaneo e
restricdo do crescimento intrauterino (CIUR), devido a insuficiéncia placentaria
(Brasil, Pereira et al. 2016).

Devido a crescente preocupacdo com a saude publica, existe uma
urgente necessidade de estabelecer modelos animais de infecgdo intrauterina
para ZIKV, assim como modelo murino para estudar a patogénese da doenca,
com o objetivo de auxiliar na identificagcdo dos mecanismos de transmissao
fetal, na compreensdo dos mecanismos imunoldgicos para o controle da

doenca, e facilitar os testes para o desenvolvimento de terapias e vacinas.
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1.3 Resposta Imune antiviral

Acredita-se que o virus inicialmente se multiplica em macréfagos e
células dendriticas, estas circulam para os ganglios linfaticos drenantes e outros
tecidos linfoides. Apds um periodo de viremia, os virus se espalham para
monadcitos, macréfagos ou células dendriticas em mudltiplos tecidos. Em um
curto periodo de infeccdo com virus ZIKV, ocorre o aparecimento de
manifestacbes clinicas, como febre, através de liberacdo de mediadores
inflamatorios (Bowen, Quicke et al. 2017). A resposta imune contra virus ZIKV &
mediada pela produgdo de interferons, principais mecanismos antivirais, que
compreende interferon de tipo | (IFN-a, B) (van den Broek, Muller et al. 1995).
interferon de tipo Il (IFN-A1-4) (van den Broek, Muller et al. 1995),

Os interferon de tipo | sdo codificados por uma familia de genes IFNaq, e
um gene IFN-B; O interferon de tipo Il € codificado por um gene IFN-y; e o
interferon de tipo Ill, IFN-y1-4, também s&o conhecidos como IL-29, 28A-C. Os
interferons sdo produzidos pela maioria das células nucleadas. Apos o
reconhecimento de virus por receptores de reconhecimento de padrbes
celulares (PRRs) tais como gene induzivel por acido retinoico | (RIG-I), e os
receptores tipo Toll (TLRs 3 e 7), bem como pelo antigeno de diferenciagcédo de
melanoma 5 (MDAJS) localizados no citosol de quase todas as células do corpo
sdo capazes de reconhecer o RNA viral (Loo and Gale 2011).

O virus de RNA se replica no citosol sédo reconhecidos principalmente por
RIG-l e MDA5. Ao se ligarem, RIG-I e MDA5 sofrem modificacdes poés-
traducionais, incluindo desfosforilacdo e ubiquitinagdo, que tornam ativos a sua
capacidade de interacdo com a proteina de sinalizacdo antiviral mitocondrial
(MAVS) (Gack, Shin et al. 2007; Wies, Wang et al. 2013). MAVS, entao,
desencadeia a ativagdo das quinases nao canonicas relacionadas com IKK e
TBK1 (Zevini, Olagnier et al. 2017). O engajamento desses PRRs por acidos
nucleicos virais resulta na ativacao de fatores de transcricdo multiplos, incluindo
fatores reguladores de interferon (IRFs) e NF-kB, que juntamente cooperam na
inducdo de interferon e na producédo de citocinas inflamatorias e quimiocinas
gue orquestram as respostas imunes inatas e adaptativas (Ngono e Shresta,
2018).
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A atividade biolégica dos interferon de tipo | é mediada por meio da
sinalizacao via receptor de interferon tipo | (IFNAR) (Schneider, Chevillotte et al.
2014), um heterodimero que consiste em cadeias IFNAR1 e IFNAR2, que é
sinalizado através de sinais traduzido pela janus kinase e a via de ativagdo da
transcricdo de STATs. A JAK1 e TYK2 fosforilam e ativam STAT1 e STAT2
seguindo a heterodimerizacdo de STAT1 e STAT2 e associacdo ao DNA de
outra proteina de ligacao, o fator regulador do interferon 9 (IRF-9), para formar
o fator génico estimulado por interferon 3 (ISGF-3). O complexo ISGF-3
promove a expressao de genes dependentes de interferon do tipo | ao se ligar
ao ISRE (elementos estimuladores de resposta interferon) (Schneider,
Cheuvillotte et al. 2014).

Esses ISGs influenciam muitos processos celulares, incluindo
processamento de RNA, estabilidade de proteinas e viabilidade celular,
afetando diretamente as etapas especificas do ciclo viral e, portanto, a
replicacdo do virus. Os ISGs em células que apresentam antigenos, como
macréfagos e células dendriticas sdo importantes para a ativacao de células T e
B, afetando assim a magnitude e a qualidade da resposta imune adaptativa e o
eventual eliminacdo do virus (Schneider, Chevillotte et al. 2014).

A infeccdo com virus ZIKV de origem africana e asiatica € capaz de
induzir respostas imunes humorais amplamente neutralizantes e protetoras
(Dowd, DeMaso et al. 2016). Curiosamente, os anticorpos contra DENV reagem
de forma cruzada com ZIKV, mas exibem atividade de neutralizacdo limitada.
Estudos recentes in vitro e in vivo sugerem que esses anticorpos produzidos
por uma infeccao prévia com DENV séo incapazes de neutralizar uma infeccao
secundaria por ZIKV, além de exacerbar a infeccdo, fenbmeno denominado
Antibody Dependent Enhancement (ADE) (Priyamvada, Quicke et al. 2016;
Andrade and Harris 2017; Bardina, Bunduc et al. 2017).

No entanto, o impacto de anticorpos reativos cruzados sobre a
patogénese da ZIKV em humanos ainda € obscuro. Uma melhor compreenséao
da relevancia in vivo da ADE durante a infec¢ao por ZIKV de um individuo com
exposicao prévia a outro flavivirus, seja por infec¢do natural ou vacinagéo, é de
importancia significativa para os atuais esforcos no desenvolvimento de uma

vacina efetiva contra DENV e ZIKV.
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A imunidade das células T CD8* parece ser importante durante a
infeccdo por ZIKV. Na fase aguda, as células T CD8* especificas para ZIKV se
expandem, sdo funcionais e exibem citotoxicidade in vivo (Elong Ngono,
Vizcarra et al. 2017). Em um modelo de primata ndo humano, utilizando
macacos rhesus infectados por ZIKV foi demonstrado que as células T CD8*
iniciam a proliferacédo a partir de 6 dias apos a infeccéao (dpi), atingindo um pico
de proliferacdo entre os dias 8 e 9 dpi. Aos 14 dpi ja € possivel observar uma
contracao da resposta (Hirsch, Smith et al. 2017).

Em modelo experimental de infeccao por virus ZIKV, as células T CD8*
comprometem a replicacdo viral em tecidos periféricos e no sistema nervoso
central. Camundongos knockout de células T CD8* sdo extremamente
suscetiveis a infeccdo pelo ZIKV. Notavelmente, a transferéncia prévia de
células T CD8* isoladas de camundongos infectados com ZIKV para
camundongos posteriormente infectados promove o controle da replicacao viral.

Apesar da resposta de células T CD8 desempenhar um importante papel
protetor no controle da replicacdo viral, no entanto uma resposta exacerbada
pode ser deletéria para o hospedeiro. Em neonatos infectados com virus ZIKV
foi encontrado um grande numero de células T CD8* no SNC que contribuem
para a neurodegeneracdo (Manangeeswaran, Ireland et al. 2016).

De maneira interessante, foi demonstrado em modelo murino que as
células T CD8" especificas para DENV podem controlar a replicacdo do virus
ZIKA (Wen, Tang et al. 2017), indicando que a geracdo de uma resposta de
células T CD8" protetora, tem implicagdes importantes para o desenvolvimento

de vacinas contra multiplos flavivirus.

1.4 Modelos experimentais de infeccao por ZIKA virus

Utilizando modelo experimental de infeccdo com virus ZIKV de origem
asiatica isolado no Brasil, mais especificamente no Instituto Evandro Chagas
em Belém do Para (BeH819966) foi possivel demonstrar que o virus é capaz
de invadir a placenta infectando o feto e causando deformidades apds o
nascimento (Brasil, Calvet et al. 2016) (Brasil, Pereira et al. 2016). Além disso,
filhotes de camundongos fémeas SJL infectadas com o virus (ZIKVBR)
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apresentaram atraso no desenvolvimento quando comparados com os filhotes
nascidos a partir de camundongos controles. De maneira curiosa, o virus foi
detectado em grande quantidade no sistema nervoso central, podendo ser
detectado em varios tecidos de animais recém-nascidos, confirmando assim a
natureza neurotrépica do virus (Brasil, Pereira et al. 2016).

No entanto, outras cepas do virus ZIKV de origem africana como Dakar
41519, Dakar 41.667, Dakar 41671 e H/PF/2013 quando inoculadas em
camundongos geneticamente deficientes do receptor de IFN tipo |
desenvolveram sintomas neuroldgicos e sucumbiram & infec¢cdo com alta carga
viral em diversos tecidos (cérebro, medula espinhal e testiculos) de maneira
semelhante ao que ocorre na infeccdo em humanos. Além disso,
camundongos pré-tratados com anticorpos neutralizantes contra IFN-tipo | e
infectados com ZIKV virus apresentaram uma alta carga viral, demonstrando a
importancia da via de sinalizacdo de IFN do tipo | para o controle da infeccao
viral.

A resposta imune contra o virus ZIKV acontece em duas etapas
distintas: a fase aguda e crbnica. Na fase aguda observa-se um aumento na
producao de IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, bem como por IFN-y
(Tappe, Perez-Giron et al. 2016). Os linfocitos T CD4*, CD8* e NK também tém
sido implicados no controle inicial dos virus, por meio de mecanismos efetores
mediados por IFNs de tipo |.

Na fase crénica, observam-se baixos niveis de viremia até a eliminacao
do virus (Haddow, Schuh et al. 2012). Anticorpos especificos contra o0 ZIKA séo
capazes de impedir o virus de infectar células (Blaney, Matro et al. 2005;
Whitehead, Blaney et al. 2007; Zhang, Yan et al. 2007; Roehrig, Hombach et al.
2008; Guzman, Halstead et al. 2010; Chiang, Huang et al. 2012) por meio do
bloqueio da ligagdo de particulas virais impedimento a alteracdo
conformacional das proteinas de fusdo das membranas nos endossomos (Lok,
Kostyuchenko et al. 2008; Cockburn, Navarro Sanchez et al. 2012; Pierson and
Kuhn 2012).
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1.5 Papel dos monocitos na resposta imune antiviral

Os mondécitos sdo populacdes de células heterogéneas derivadas da
medula 6ssea que sdo recrutadas para locais de infeccdo e inflamagcdo em
muitos modelos de doencas humanas(Serbina, Jia et al. 2008). Sao divididos
em duas populacdes principais fenotipicamente e funcionalmente distintos:
CX3CR1°“CCR2*Ly6CN e CX3CR1" CCR2°“Ly6C'" (Dunay, Damatta et al.
2008), (Geissmann, Jung et al. 2003). As células LY6CM foram denominadas
monacitos inflamatorios porque sé@o seletivamente recrutadas para locais de
inflamacéo e infeccdes (Woollard and Geissmann 2010); (Swirski, Libby et al.
2007)) virais, bacterianas, fungicas e por protozoarios (Serbina, Shi et al. 2012).
Os monécitos CX3CR1M CCR2°%Ly6C'°¥ patrulham o limem dos vasos
sanguineos em condi¢do de homeostase (Auffray, Fogg et al. 2007).

Em condicdo de inflamacdo ou infeccédo, essas células podem entrar
rapidamente no tecido e contribuir para a geracdo de respostas inflamatorias
precoces antes mesmo da migragdo dos mondcitos inflamatérios Ly6CM
(Auffray, Fogg et al. 2007). Além disso, essas ceélulas desempenham um
importante papel no reparo tecidual auxiliando processos de cicatrizacdo de
feridas e angiogénese (Auffray, Fogg et al. 2009).

Ap6s a migracdo dos mondcitos inflamatdrios Ly6C" no sitio da infeccao,
essas se diferenciam em células dendriticas (DC) ou em macréfagos. Uma vez
diferenciadas, essas células desempenham varias funcbes incluindo
apresentacao de antigenos, estimulacdo de células T e a producédo e secrecéo
de mediadores pro-inflamatorios, bem como espécies reativas de oxigénio. No
entanto, a migracao exacerbada de mondcitos para o sitio de infec¢do pode ser
deletério para o hospedeiro causando dano e destrui¢ao tecidual.

Baseado no que foi exposto, o objetivo geral do trabalho foi estabelecer
um modelo experimental de infeccao por virus ZIKV
em animais imunocompetentes e investigar a migracdo de leucocitos para o
sistema nervoso central durante a infeccdo, bem como a elucidagdo dos
mecanismos imunologicos envolvidos no controle de replicacdo viral e na
patogénese da doenca. A compreensdo dos mecanismos de controle viral e da
patogénese da doenca abre perspectivas para o desenvolvimento de terapias e

vacinas para o combate da doenca.
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2. OBJETIVOS
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2.0BJETIVO GERAL

Investigar a migracdo de leucdcitos para o sistema nervoso central (SNC)

durante a infec¢éo experimental por virus ZIKV.

2.2 Objetivos especificos

2.1.1 Padronizacdo do modelo experimental do virus ZIKV em animais

imunocompetentes;

2.1.2 Avaliar as populacdes de leucécitos presentes no SNC durante a infeccéo

por virus ZIKV;

2.1.3 Avaliar a expressao de citocinas, quimiocinas e receptores de

guimiocinas induzido durante a infeccao por virus ZIKV;
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os camundongos isogénicos C57BL/6, deficientes para o receptor do IFN
do tipo | (IFNAR”) e 129SV com 3 semanas de idade foram obtidos do Biotério
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — FMRP-USP e mantidos durante
o periodo experimental no Biotério do Departamento de Bioquimica e
Imunologia desta Faculdade. Os experimentos foram realizados utilizando de 3
a 5 camundongos por grupo. Todos os experimentos foram conduzidos de
acordo com o protocolo aprovado pelo comité de ética para animais de
experimentacdo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — FMRP-USP
(152/2017)

3.2 Propagacao e titulagcdo do virus ZIKV in vitro

O virus ZIKV foi obtido a partir de um isolado de paciente em Belém de
Pard (BEH819966) no Instituto Evandro Chagas, as células Vero foram
infectadas com virus 50uL ZIKV cultivadas a 37°C em meio DMEM (GIBCO)
suplementado com 10% soro fetal bovino (SFB) (GIBCO). As células foram
cultivadas por um periodo de 3 dias. A presenca de infeccdo celular (90-100%)
através da avaliacdo do efeito citopatico (CPE) na célula Vero. Apds a
avaliacdo da infeccao, foi realizada a centrifugacdo (3000g, 5 minutos, 4°C)
para lise das células e obten¢ao do virus presente no sobrenadante. O virus foi
entdo aliquotados em eppendorfs de 1,5mL em freezer a -70°C.

Para a titulagdo viral, células Vero (4x10° células/poco) foram cultivadas em
meio DMEM contendo 10% SFB em placas de 24 pocos, 37°C, até atingir
confluéncia de 70-80% da células. Uma amostra do estoque viral foi diluida, de
forma seriada, e adicionada as ceélulas. Ap6s 1 hora de incubagdo, com
agitacdo a cada 10 minutos, as monocamadas foram lavadas com DMEM sem
SFB e cobertas com uma camada de carboximetilcelulose a 3%. As placas
foram incubadas por sete dias a 37°C, e posteriormente lavadas e coradas com
cristal violeta 1% para determinacao do niumero de unidades de placa formadas
(PFU) por ml. O estoque viral é de 1x10° PFU
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3.3 Modelo experimental de infecgcao

Os camundongos foram infectados pela via intraperitoneal com 1x10° PFU
virus ZIKV e monitorados diariamente por 30 dias para avaliar a sobrevida e a
perda de peso corporal. Apos 12, 24, 48 e 72 horas de infeccdo avaliamos
carga viral no cérebro dos animais por gPCR. Apds 48 e 72 horas de infec¢éo
isolamos e caracterizamos os leucocitos presentes no SNC por citometria de
fluxo, bem como a expressdo de quimiocinas e citocinas por gPCR e/ou

Imunohistoquimica.

3.4 Isolamento de leucdcitos do SNC

Para o isolamento das células do SNC, primeiramente foi realizado
perfusdo dos animais com 20 ml de PBS, e, em seguida, o cérebro foi coletado
e cortado em pedacos pequenos na presenca de meio Hanks 1X. A suspensao
celular foi filtrada em cell strainer e lavada com meio Hanks 1X. ApOs esse
periodo, as células foram submetidas ao gradiente de Percoll 70/30%
centrifugado a 1250xg . Apos esse periodo, a interface contendo os leucécitos
foram coletadas e lavadas em PBS. E por fim, a viabilidade celular foi
determinada por Azul de Tripan.

3.5 Citometria de fluxo

Para a realizacdo da caracterizacdo dos leucdcitos isolados do SNC,
primeiramente foi realizado o bloqueio dos sitios inespecificos com solucao de
FC Block 1:1 por 30 minutos a 4°C. Apos decorrido essa etapa de incubacéo,
as células foram marcadas com o0s seguintes anticorpos de superficie CD45
(30-F11), CD11b (M1/70), CCR2 (5538P) e Ly6C (AL-12) marcados com
fluorocromos (FITC, PE, Percp, APC-Cy7 e Pacific blue) por 30 minutos a 4°C.
Todos os anticorpos utilizados foram da Biolegend. Finalmente, as células

foram lavadas em PBS e a aquisicdo das amostras foi realizada no citdbmetro
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de fluxo FACSCanto Il e os dados foram analisados utilizando o software

FlowJo.

3.6 Extracao de RNA

Amostras de tecido de cérebro foram armazenadas a -70°C em Trizol®
(Life Tecnologies, Gaithersburg, MD, EUA) até o momento da extracdo do RNA
total. O tecido foi homogeneizado com o auxilio de uma haste de trituracdo
autoclavada e tratada com dimetilpirocarbonato (DEPC) para a eliminagéo de
RNase. A mistura foram adicionados 500 pl de Trizol e 200 pl de cloroférmio.
Apés a centrifugacdo (12000 x g, 15 minutos, 4°C), a fase aquosa contendo o
RNA foi coletada e transferida para outro tubo com 200 pl de etanol 95% e
purificada através do SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, EUA)
conforme instrucbes do fabricante. O RNA das amostras foi quantificado por
leitura em NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific) a 260 nm
de absorbancia (Azs0) e logo em seguida, foi realizada a sintese do DNA

complementar (CDNA).

3.7 Sintese de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir do RNA total, utilizando High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) conforme instru¢des do
fabricante. Em resumo, 500 ng de RNA foram adicionados a 5 pl do mix (2 pl
de tampéao Buffer (10x), 1 pl de dNTPs a 10 mM, 1 pl de Oligo dT, 1 ul Reverse
Transcriptase a 50 U/ul e 0,2 pl de dgua Millig-Q estéril) foram acrescentados
as amostras, as quais foram mantidas a 25°C por 10 minutos, 37°C por 2
horas, 85°C por 5 minutos e 10 °C pelo menos 1 minuto em Termociclador
(Modelo PTC-100, MJ Research, Watertown, MA, EUA). Posteriormente, a
solucéo foi diluida 8 vezes com &gua Milli-Q estéril e armazenada a -20°C até o

momento do uso.
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3.8 Reagéo de PCR em Tempo Real (QPCR)

A expresséo relativa de genes foi analisada por meio das reacdes de
gPCR, utilizando-se o sistema de intercalante e o aparelho StepOnePlus Real
Time PCR System (Applied Biosystems, EUA). Esse sistema (StepOne
Software v2.2.2) realiza as reac¢fes de amplificacdo, deteccdo e quantificacédo
das amostras através da utilizacdo de nucleases fluorogénicas, sendo a
expressdo normalizada com base em controle enddégeno (gene de referéncia)
(gene Hprt, do inglés, hypoxanthine phosphoribosyltransferase). Iniciadores
adequados para tais reacdes, também conhecidos por primers, foram criados a
partir do programa Primers Express (Applied Biosystems). As sequéncias
utilizadas neste trabalho estdo listadas na Em resumo, o cDNA de cada
amostra (5 ul) foi adicionado a 7,65 ul de GoTag gPCR Master Mix 2X
(Promega), 0,5 pl do primer sense (1-2 ug/ reagao), 0,5 pl do primer antisense
(1-2 pglreacdo) e 1,35 pl de agua Millig-Q estéril. A amplificacdo das
sequéncias dos genes alvo e controle interno (Hprt) foi avaliada através da
curva exponencial de amplificacdo apds incubacdo a 10 minutos a 95°C, 40
ciclos de 15 segundos a 95°C e 30 segundos a 58°C, um ciclo de 72°C por 30
segundos e uma etapa final com 95°C por 15 segundos e temperaturas
crescentes de 60 a 95°C para a obtencdo da curva de dissociacdo dos produtos
da reacéo. Os resultados foram analisados com base no valor da linha de corte
Ct (cycle threshold), definido apés o término da reacdo, sendo este o ponto
correspondente ao numero de ciclos onde a amplificacdo atingiu um dado
limiar, que permitiu a analise quantitativa da expresséo do fator avaliado. Os
calculos para a determinacdo da expressao relativa dos genes alvo foram
realizados de acordo com as instrucfes contidas no folheto User’s Bulletin (P/N
4303859, Applied Biosystems). Os valores de ACt para cada uma das amostras
avaliadas foram calculados da seguinte maneira: ACt = CT gene interesse — CT
gene referéncia (Hprt). A expressdo relativa do RNA mensageiro (RNAm)
amostral em relacdo ao grupo controle foi calculada através da formula 2-(ACY,

sendo que AACt = ACt amostra - ACt controle.
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3.9 Quantificagéo da carga viral

A quantificacdo da carga viral foi analisada através de reacdes de PCR
em tempo real (QPCR), através do sistema TagMan™, QuantiNova™ Probe
RT-PCR Kit, e o aparelho StepOnePlus Real Time PCR System (Applied
Biosystems, EUA). Esse protocolo é optimizado para quantificacéo de alvos de
RNA utilizando sondas TagMan™ em uma reagao singleplex. Os primers, tanto
da sequéncia viral e da sonda, foram criados a partir do programa Primers
Express (Applied Biosystems). As sequéncias utilizadas neste trabalho estdo
listadas na Tabela C (Apéndice C). Para quantificacdo relativa do virus foi
utilizada uma curva padrdo de uma diluicdo seriada do virus ZIKV de estoque.
Em resumo, o RNA de cada amostra (2,5 ul) foi adicionado a 5 pl de 2x Probe
RT-PCR Master Mix, 0,5 pl do QN ROX (fluoréforo de referéncia), 0,1 pl QN
Probe RT-Mix, 0,5 ul do primer sense (F), 0,5 ul do primer antisense (R), 0,5 pl
do primer sonda (P) e 0,4 ul de agua nuclease free. A amplificacdo das
sequéncias virais foi avaliada através da curva relativa do ZIKV de amplificacao
apos incubacao a 10 minutos a 45°C, um ciclo de 5 minutos a 95°C, 45 ciclos de 5

segundos a 95°C e 30 segundos de 60°C por 30 segundos.

ZIKV probe5’ AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAASZ’

ZIKA F 5 CCGCTGCCCAACACAAU3

ZIKV R 5 CCACTAACGTTCTTTTGCAGACATY’

3.10 Imuno-histoquimica

Amostras de tecido do cérebro foram congeladas em meio de
congelamento Tissue Tek® (Sakura Finetek Inc., Torance, CA, EUA) e
mantidas a -70°C para realizagdo de reagbes de imuno-histoquimica
(peroxidase). Com o auxilio de um criostato foram obtidos cortes com 5 um de
espessura e, em seguida, os cortes foram fixados com acetona 100% por 10

minutos a -20°C. A peroxidase endégena do tecido foi bloqueada por meio da
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incubacdo dos cortes com agua oxigenada a 3% em PBS por 30 minutos.
Posteriormente, as laminas foram lavadas por trés vezes com PBS e incubadas
com PBS 1% BSA (Sigma) por 30 minutos. As laminas foram lavadas com PBS
e incubadas com anticorpos primarios em PBS/saponina 0,01% (Sigma) para
marcagoes intracelulares, anti-CCL2, (ThermoFisher CCL2 PA5-34505, Rabbit
anti-Human, Mouse e Rat anticorpo policlonal ) durante 18 horas a 4°C. Apés
esse periodo, as laminas foram lavadas e incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente com os anticorpos secundarios biotinilados (adicionar
marca). Apdés novas lavagens, foi adicionado o complexo avidina-biotina
peroxidase (ABC kit, PK-4000; Vector Laboratories) por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Decorrido os minutos de incubacdo, os cortes foram
lavados com PBS e revelados com substrato revelador 3,3 Diaminobenzidina
(DAB) (Zymed Laboratories Inc., CA, EUA). Para a marcacdo de CCL2,
utiizamos o Kit MACH 1 UNIVERSAL HRP-POLYMER, seguindo
recomendacgao de fabricante. As laminas com os cortes foram contra-coradas
com Hematoxilina de Mayer e, entdo, montadas com Balsamo do Canada. A
analise foi realizada em microscopio 6ptico comum acoplado a uma camara

digital (Olympus).

3.11 Anélises estatisticas:

foram utilizados a analise de variancia (ANOVA) e o pos teste de
Bonferroni para determinar as diferencas existentes entre 0S grupos
experimentais, considerando P < 0,05. Os testes foram realizados pelo
softwarePrism 5.0 (Graphpad).
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4 RESULTADOS
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4. Resultados
4.1. Os animais C57BL/6 sé&o resistentes a infec¢éo por ZIKV

Primeiramente, estabelecemos um modelo experimental de infeccéo
com ZIKV virus (ZIKV) com o intuito de elucidar os mecanismos pelos quais o
esse virus induz uma resposta imunoldgica, com a participacao de células da
imunidade inata, em especial, dos mondcitos inflamatérios durante o
desenvolvimento da doenca. Para isso, os camundongos da linhagem
selvagem C57BL/6, 129SV e deficientes do receptor da citocina do IFN do tipo |
(IFNAR”) com 3-4 semanas de vida foram infectados pela via intraperitoneal
com 1x10° PFU ZIKV, cepa de origem asiatica, isolada em Pernambuco
(nordeste do Brasil) e a sobrevida e perda de peso dos animais foram

avaliados diariamente.

Os animais IFNAR™ infectados perderam peso durante os primeiros dias
de infeccdo, enquanto os animais C57BL/6 e 129SV mantiveram ou até mesmo
ganharam peso apés infeccdo (Figura 1A). A perda de peso dos animais
IFNAR foi acompanhada de 100% de mortalidade por volta do 9° ao 10° dia
apos infeccdo, enquanto que os animais C57BL/6 e 129SV apresentaram

100% de sobrevida por mais de 30 dias ap0s a infec¢éo (Figura 1 B).

Em seguida, avaliamos a carga viral no SNC durante o curso inicial de
infeccdo. A partir de 12 horas de infeccao ja foi possivel detectar copias de
RNA no SNC dos animais C57BL/6 com um pico de expressao 24 horas apos a
infecgdo (Figura 1C). Como esperado, os animais IFNAR”- apresentaram uma
alta carga viral no SNC ap6s 48 e 72 horas ap0s infeccdo (Figura 1D). Esses
resultados iniciais sugerem que o0s animais da linhagem C57BL/6 sao
resistentes a infeccdo por ZIKV.
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Figura 1. Modelo experimental de infeccdo por ZIKV. Os camundongos
C57BL/6, 129SV e IFNAR™ (3 semanas) foram infectados com 1x10° PFU de
virus ZIKA (ZIKV) pela via intraperitoneal e alguns parametros como (A) perda
de peso e a (B) sobrevida dos animais foram avaliados diariamente. ApGs 12,
24, 48 e 72 horas de infeccdo um fragmento do SNC dos animais (C) C57BL/6
e (D) IFNAR” foi coletado para extracdo de RNA e a quantificacdo da carga
viral por gPCR. Os resultados representam a média + SEM de 4 animais por
grupo experimental. (* P < 0.05).
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4.2. A Infecgao por ZIKV modula a producao do IFN de tipo | no SNC

Visto que o IFNAR é importante para controlar a replicacdo viral no SNC
de animais experimentalmente infectados com ZIKV. Avaliamos a cinética da
expressdo das citocinas IFN-a e IFN-B, bem como do IFNAR no SNC de
animais WT infectados. Para isso, os camundongos da linhagem selvagem
C57BL/6 com 3-4 semanas de vida foram infectados pela via intraperitoneal
com 1x10° PFU ZIKV. Ap6s 0, 24, 48 e 72 horas da infec¢do, o mRNA para ifn-

a, ifn-B e ifnar foi avaliado por PCR quantitativo.

Os dados demonstram que a infeccdo por ZIKV induz a expressédo da
citocinas ifn-a (Figura 2A) e ifn-B (Figura 2B) no SNC, com pico da expressao
com 48h apos a infecgdo quando comparado aos animais ndo infectados. Foi
observada um discreto aumento da expressdo de ifnar com 72h apds a

infeccéo (Figura 2C).
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Figura 2. Expresséo de IFN tipo | e do seu receptor no SNC de animais
infectados por ZIKV. Camundongos C57BL/6 foram infectados com ZIKV e
apos 24, 48 e 72 horas de infeccdo, um fragmento do SNC foi coletado para
extracdo de RNA. A expresséao relativa de (A) IFN-a, (B) IFN-B e (C) IFNAR
foram determinados por qPCR. Os resultados representam a média + SEM de

4 animais por grupo experimental. (* P < 0.05).
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4.3. Infeccao experimental pelo ZIKV induz o recrutamento de

leucocitos para o SNC

A infeccdo com virus ZIKV estd associada com ativacdo de células

residentes e recrutamento de leucécitos para o SNC.

Com intuito de avaliar se a presenca do virus estava induzindo o
recrutamento de leucécitos para o SNC. A nossa proxima etapa foi avaliar as
populacées de leucécitos presentes no SNC durante a infecgao por virus ZIKV.
Para isso, células do SNC de camundongos C57BL/6 e IFNAR infectados
apos 48 e 72 horas foram isoladas e quantificadas por citometria de fluxo
guanto a expressdo de CD45 e CD11b. Primeiramente, avaliamos a frequéncia
e 0 numero absoluto das populagbes de leucdcitos e de micréglias. Nos
animais C57BL/6 apesar de n&do apresentarem diferenga significativa na
frequéncia de leucécitos (CD11b*CD45") no SNC durante a infecgéo por ZIKV,
foi possivel observar um aumento significativo do numero absoluto de
leucécitos 48 horas apoés-infeccdo comparados com os animais controles (nédo
infectados) (Figura 3A e B). Em relacdo as células residentes (microglia)
(CD11b*CD45"), a frequéncia e o nimero absoluto foram similares entre os
diferentes dias de infeccao avaliados no SNC de animais C57BL/6 (Figura 3A e
C). Relativo aos animais IFNAR”, observamos que a infeccdo induziu o
aumento significativo na frequéncia e numero absoluto de células inflamatorias
(CD11b*CD45") no SNC numa fase mais tardia da infeccdo com 72h (Figura
4).
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Figura 3. Quantificacdo de leucocitos e microglia no SNC de animais
C57BL/6 ap6s a infecgcdo por ZIKV. Camundongos C57BL/6 foram infectados
com ZIKV e apés 48 e 72 horas de infeccdo, os leucécitos e a microglia
isolados do SNC foram quantificados por citometria de fluxo quanto a
expressdo de CD11b e CD45. (A) Dot plot representativo da frequéncia de
células inflamatérias (CD11b*CD45") e de micréglia (CD11b*CD45'°) presentes
no SNC. (B) A frequéncia e o numero absoluto de células inflamatérias
(CD11b*CD45") e de (C) de micrdglia em diferentes tempos apés a infecgao.
Os resultados representam a média + SEM de 4 animais por grupo. (* P <

0.05).
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Figura 4. Quantificacdo de leucocitos e micréglia no SNC de animais
IFNAR” apés a infeccdo por ZIKV. Camundongos IFNAR”- foram infectados
com ZIKV e apls 48 e 72 horas de infec¢do, os leucdcitos e a micréglia
isolados do SNC foram quantificados por citometria de fluxo quanto a
expressdo de CD11b e CD45. (A) Dot plot representativo da frequéncia de
células inflamatorias (CD11b*CD45") e de micrdglia (CD11b*CD45'°) presentes
no SNC. (B) A frequéncia e o numero absoluto de células inflamatérias
(CD11b*CD45") e de (C) de micrdglia em diferentes tempos apos a infecgao.
Os resultados representam a meédia £+ SEM de 4 animais por grupo. (* P <
0.05).
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4.4. Recrutamento de mondcitos para o SNC durante a infeccéo
pelo ZIKV é dependente da sinalizacdo de IFNAR

Com intuito de caracterizar as subpopulacdes de mondcitos presentes
no SNC durante a infec¢cdo com virus ZIKV, células do SNC de camundongos
C57BL/6 e IFNAR' infectados apds 48 e 72 horas foram isoladas e
caracterizadas por citometria de fluxo segundo a expressdo de CD11b e Ly6C.

Os resultados demonstram a presenca de trés subtipos de populagéo de
monacitos: CD11b*Ly6C", CD11b*Ly6C'° e CD11b*Ly6C"9 no SNC dos grupos
C57BL/6 e IFNAR” infectados (Figura 5 e Figura 6). Houve um aumento
expressivo no nimero de mondcitos Lyc6" e Lyc6° no cérebro dos animais
C57BL/6 e IFNAR” apds a infeccdo com o virus ZIKA, com o pico do nimero
absoluto de mondcitos com 48h e 72h, respectivamente. Nenhuma diferenca
significativa foi observada na frequéncia e numero absoluto de mondcitos

Ly6C"®9 no SNC dos animais infectados com virus ZIKA (Figura 5 e Figura 6).

Em conjunto, os dados demonstram que a infeccdo com o virus ZIKA
induz o recrutamento de mondcitos Ly6C" e Ly6C' para o SNC com 48h apos
a infeccdo de maneira dependente da sinalizacao de IFNAR.
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Figura 5. Caracterizacdo de mondcitos inflamatorios presentes no SNC de
animais C57BL/6 ap6s a infec¢cdo por ZIKV. Camundongos C57BL/6 foram
infectados com ZIKV e apds 48 e 72 horas, os leucdcitos isolados do SNC
foram caracterizadas quanto a expressao de CD11b e Ly6C por citometria de
fluxo. (A) Dot plot representativo da frequéncia de mondcitos inflamatoérios
CD11b*Ly6C", CD11b*Ly6Cl°, CD11b*Ly6C"™9 em diferentes tempos de
infeccdo avaliados na populacédo de células inflamatérias CD11b*CD45". (B e
C) A frequéncia e o numero absoluto das 3 subpopulagcbes de mondcitos
citados acima presentes no SNC apos a infeccdo com virus ZIKA. Os
resultados representam a média + SEM de 4 animais por grupo experimental. (*
P < 0.05).



42

A NI 48 h 72h
7.55 2 15.6| %
2254 265 %
- --a
e
1 67.2| ui 53.7| &k
(oi At =
b
B 25 —*x _ 50 _. 80
—_ et = =
§ 201 ;’ 404 é," B0
O 15 @ 30 2
4 = 24
5’ 104 o 201 p
- = T 204
a 7l g a
o ol . © o
0 48 72 0 48 72
C Horas p.i. Horas p.i. Horas p.i.
—~ 6 o 8 * . T15
X X 6 X
_EJ 41 6 (% 104
5 g S
':9 21 a L % 5
a 3 a
o o O ¢ 8 o
0 48 72 0 48 72 0 48 72
Horas p.i. Horas p.i. Horas p.i.

Figura 6. Caracterizacdo de mondcitos inflamatérios presentes no SNC de
animais IFNAR” apés a infeccdo por ZIKV. Camundongos IFNAR” foram
infectados com ZIKV e apés 48 e 72 horas, os leucdcitos isolados do SNC
foram caracterizadas quanto a expressao de CD11b e Ly6C por citometria de
fluxo. (A) Dot plot representativo da frequéncia de mondcitos inflamatorios
CD11b*Ly6C", CD11b*Ly6Cl°, CD11b*Ly6C"™9 em diferentes tempos de
infeccdo avaliados na populacdo de células inflamatdrias CD11b*CD45". (B e
C) A frequéncia e o numero absoluto das 3 subpopulacbes de mondcitos
citados acima presentes no SNC apls a infeccdo com virus ZIKA. Os
resultados representam a média + SEM de 4 animais por grupo experimental. (*
P < 0.05).
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4.5. Infeccao experimental com ZIKV induz a expressao de quimiocinas e

seus receptores no SNC

Os mondcitos sdo células efetoras da resposta imune que possuem
receptores de quimiocinas, responsaveis pela migracdo dessas células para
para os tecidos durante infec¢des (Geissmann, Manz et al. 2010). Para avaliar
o perfil da expressdo de quimiocinas importantes para o0 recrutamento de
monaocitos e seus receptores ao longo da infeccdo com o virus ZIKV, animais
C57BL/6 e IFNAR” foram infectados com ZIKV 1x10° PFU por via
intraperitoneal e a expressdo do mRNA para as quimiocinas CCL2, CCL3,
CCL4 e CCL5, e os receptores de quimiocinas CCR2, CCR4 e CCR5 no SNC
foi avaliado com 24, 48 e 72h apos a infecgcdo e em animais ndo infectados,

como controle, por PCR quantitativo.

Relativo a expressdo das quimiocinas, obervamos um aumento
significativo na expressdo de CCL2 e CCL5 com 48h e 72h apés a infec¢do nos
animais C57BL/6 (Figura 7A e 7D). Além disso, houve aumento da expressao
dos receptores CCR2, CCR4 e CCR5 comparado aos animais nao infectados
com 48h (Figura 7D, 7E e 7G), que coincide com o pico do recrutamento de
monaocitos no SNC com 48h nos animais C57BL/6 (Figura 5). Ndo houve
diferenca na expresséo de CCL3 (Figura 7B) e CCL4 (Figura 7C).

Os animais IFNAR” apresentaram aumento da expressdo das
quimiocinas CCL2 (Figure 8A) e CCL4 (Figure 8C) com 24h apds a infeccao.
Houve aumento da expressdao dos receptores CCR2 (Figure 8E) e CCR4
(Figure 8F) com 48h e CCR5 (Figure 8G) com 24h apés a infeccéo.

Dentre as quimiocinas envolvidas no recrutamento de mondcitos, a
CCL2 possui papel essencial (Charo and Peters 2003; Serbina, Jia et al. 2008).
Para avaliar a presenca da CCL2 em termos expressdo proteica no CNS,
animais C57BL/6 e IFNAR” foram infectados com 1x10° PFU por via
intraperitoneal e 48 horas apds infeccdo a quimiocina CCL2 foi avaliada no

SNC pelo método de Imunohistoquimica.

Observamos que a infeccdo com o virus ZIKV induz a expressdo de
CCL2 no SNC de ambos os grupos C57BL/6 e IFNAR™. Entretanto, os animais
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IFNAR”- apresentaram menor presenca de marcacdo para CCL2 quando
comparado com as seccOes de tecido provenientes dos animais C57BL/6

infectados (Figure 9).
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Figura 7. Expresséo de quimiocinas e receptores de quimiocinas no SNC
de animais C57BL/6 ap6s a infeccao por ZIKV. Camundongos C57BL/6
foram infectados com ZIKV e apds 24, 48 e 72 horas de infeccdo, um
fragmento do SNC foi coletado para extracdo de RNA. A expressao relativa
dos seguintes genes (A) CCL2, (B) CCL3, (C) CCL4, (D) CCL5, (E) CCR2, (F)
CCR4 e (G) CCRS5 foram determinados por gPCR. Os resultados representam

a média £ SEM de 4 animais por grupo experimental. (* P < 0.05).
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Figura 8. Expressao de quimiocinas e receptores de quimiocinas no SNC

de animais IFNAR” apés a infeccdo por ZIKV. Camundongos IFNAR foram

infectados com ZIKV e apds 24, 48 e 72 horas de infeccdo, um fragmento do

SNC foi coletado para extracdo de RNA. A expressao relativa dos seguintes
genes (A) CCL2, (B) CCL3, (C) CCL4, (D) CCL5, (E) CCR2, (F) CCR4 e (G)

CCR5 foram determinados por qPCR. Os resultados representam a média *

SEM de 4 animais por grupo experimental. (* P < 0.05).
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C57BL/6

Figura 9. Deteccéo da quimiocina CCL2 no SNC de animais infectados por
ZIKV. Camundongos C57BL/6 e IFNAR foram infectados com ZIKV e apés 48
horas de infeccdo, um fragmento do SNC foi coletado para a deteccdo de
CCL2 por imunohistoquimica. O painel superior (A e B) representa as amostras
de SNC de camundongos néo infectados e (C e D) de amostras de SNC de

camundongos infectados.

4.6. CCR2 é importante para migracdo de mondécitos inflamatérios para

SNC durante a infecgéo pelo ZIKV.

Para investigar a participacdo dos receptores de quimiocinas no
recrutamento de mondcitos durante a infecgdo pelo virus ZIKV, animais
C57BL/6, CCR2", CCR4" e CCR5" foram infectados com 1x10% PFU por via
intraperitoneal e 48 horas apos infeccado a migracao de leucocitos para o SNC
foi avaliada segundo a expressdo de CD1lb e CD45, bem como as

subpopulacdes de mondcitos de acordo com a expressao de LYC6 e CD11b.



47

Os resultados demonstram a presenca de duas populacdes leucocitarias,
uma populacdo caracterizadas por CD11b*CD45" e uma populacdo de
micréglia caracterizada por CD11b*CD45"° no SNC dos animais C57BL/6,
CCR27, CCR4" e CCR5", entretanto nio foi observada nenhuma diferenca na
frequéncia dessas células entre os grupos (Figura 10A).

Referente as subpopulagbes de mondcitos, observamos uma reducgéo
significativa na frequéncia de mondcitos inflamatérios (CD11b*Ly6C") nos
animais CCR27 e CCR5” em comparacdo com aos animais C57BL/6.
Nenhuma diferenca significativa foi observada nos animais CCR4" infectados
(Figura 10B).

Dessa forma, os dados demonstram que a migracdo de mondcitos
inflamatérios para SNC dos animais infectados com virus ZIKA é dependente
de CCR2 e CCR5.
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CD11b

Figura 10. Quantificagdo de mondcitos inflamatérios em animais
deficientes de CCR2, CCR4 e CCRS5 infectados com ZIKV. Animais
C57BL/6, CCR27, CCR4" e CCR5" foram infectados com ZIKV e apo6s 48
horas de infeccdo, os leucdcitos isolados do SNC foram quantificados por
citometria de fluxo quanto a expressdao de CD11b, CD45 e Ly6C. (A) Dot plot
representativo da frequéncia de células inflamatérias (CD11b*CD45") e de
microglia (CD11b*CD45°) presentes no SNC. (B) Dot plot representativo da
frequéncia de mondcitos inflamatérios CD11b*Ly6C", CD11b*Ly6C'",
CD11b*Ly6C"™9 na populacdo de células inflamatérias CD11b*CD45". Os
resultados representam pool de 4 animais a média + SEM de 4 animais por

grupo experimental.

4.7. Producdo de mediadores inflamatérios é dependente da

sinalizacao de IFNAR durante a infeccdo pelo ZIKV

Para compreender o papel da sinalizacdo do IFNAR na expressao de
mediadores inflamatérios importantes para o controle da infec¢do pelo virus
ZIKA, camundongos C57BL/6 foram infectados com ZIKV e apos 24, 48 e 72
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horas de infeccdo e a expressdo de mRNA para il-6, il-16, i-18 e tnf-a foi

avaliada no SNC por PCR quantitativo.

Os dados demonstram que a infec¢ao pelo virus ZIKA induz a expressao
de mRNA para il-6 e il-18, como pico de expressao com 48h apods infec¢cdo nos
animais C57BL/6 (Figura 11A e 11B) Em contrapartida, a infeccdo com virus
ZIKA néo induziu a expressao de mRNA para as citocinas il-6, il-1G, il-18 e tnf-a
no SNC dos animais IFNAR” (Figura 12), demonstrando a importancia dessa
via de sinalizacdo na inducédo da resposta inflamatoria durante a infeccéo pelo
virus ZIKA.
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Figura 11. Expresséao de citocinas no SNC de animais C57BL/6 infectados
por ZIKV. Camundongos C57BL/6 foram infectados com ZIKV e apos 24, 48 e
72 horas de infeccdo, um fragmento do SNC foi coletado para extracdo de
RNA. A expressao relativa dos seguintes genes (A) IL-6, (B) IL-1p3, (C) IL-18 e
(D) TNF-a foram determinados por qPCR. Os resultados representam a média

+ SEM de 4 animais por grupo experimental. (* P < 0.05).
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Figura 12. Expresséo de citocinas no SNC de animais IFNAR” infectados

por ZIKV. Camundongos IFNAR- foram infectados com ZIKV e apoés 24, 48 e

72 horas de infeccdo, um fragmento do SNC foi coletado para extracdo de
RNA. A expresséo relativa dos seguintes genes (A) IL-6, (B) IL-1B, (C) IL-18 e

(D) TNF-a foram determinados por qPCR. Os resultados representam a média

+ SEM de 4 animais por grupo experimental. (* P < 0.05).
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5. DISCUSSAO
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5. Discussao

O virus ZIKV pertence ao género Flavivirus que inclui varios agentes
etiologicos. O recente ressurgimento da infeccado por ZIKV, e sua associacéo
com anomalias congénitas durante a gravidez tem chamado a atencao global
(Brasil, Pereira et al. 2016; Melo, Aguiar et al. 2016; Parra, Lizarazo et al.
2016).

A maioria dos individuos infectados por virus ZIKV ndo apresentam
sintomatologia, ou seja, ndo desenvolvem doenca; no entanto, alguns
pacientes desenvolvem uma doenca grave com dano neurolégico permanente,
uma vez que a exposicdo ao ZIKV, durante a gravidez, pode levar a efeitos
devastadores no desenvolvimento do feto e outros efeitos como restricdo do
crescimento cerebral, aborto prematuro, mas formac6es congénitas ou morte
(Brasil, Pereira et al. 2016; Cofre 2016)

O entendimento acerca dos mecanismos que levam o virus ZIKA a
causar graves problemas durante a gravidez ainda permanece indefinido (Cofre
2016). A associacao desta pandemia com problemas congénitos, SGB e a
rapida disseminacdo do virus, chamaram a atencdo da saude publica
internacional, levando a OMS a declarar virus ZIKV uma doenca emergente
(15).

Evidéncias crescentes indicam que 0s mondcitos inflamatorios
desempenham um papel importante no controle da replicacdo viral (Serbina,
Shi et al. 2012) No presente estudo, utilizamos um modelo experimental de
infeccdo ZIKV para investigar os efeitos do virus e sua resposta imune no
desenvolvimento da doenca. Na infeccdo experimental com animais C57BL/6 e
IFNAR”,0s nossos resultados mostraram que os animais deficientes dos
receptores de interferon de tipo | sdo mais suscetiveis a infec¢do por virus
ZIKV.

Desde 1947 quando foi descoberto o virus ZIKV, muitos trabalhos foram
realizados demonstrando a importancia de estudar fisiopatologia da doenca
(Dick 1952; Bell, Field et al. 1971; Way, Bowen et al. 1976) . Novos estudos

vém mostrar evidencias criticas de neuropatologia e anormalidade fetais
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associadas a infeccdo por ZIKV (Ramos da Silva and Gao 2016). Os fatores
que determinam isso sdo provavelmente numerosos, envolvendo interacdes
complexas entre virus e hospedeiro que ainda nao foram descobertas (

Mohanraj Manangeeswaram et al., 2016; (Wu, Zuo et al. 2016).

Ainda se sabe pouco sobre o processo de dinamica de replicagédo do
ZIKV, assim, para superar esse problema, o desenvolvimento de modelos
animais poderiam auxiliar no entendimento da fisiopatologia desse virus ZIKV,
identificar alvos terapéuticos e explorar a seguranca e a eficacia de novas
terapias e vacinas (Mohanraj Manangeeswaram et al., 2016; (Wu, Zuo et al.
2016).

Dessa forma, a preocupacéao inicial foi o estabelecimento de um modelo
experimental de infeccdo com virus ZIKV a ser utilizado na presente pesquisa.
Assim, utilizamos um modelo de infeccao por via intraperitoneal, mimetizando
aproximadamente o que ocorre na infeccdo humana por virus ZIKV, através do
repasto sanguineo do mosquito. Este modelo tem sido importante para
demonstrar a efichcia do desencadeamento da resposta imune aguda do
hospedeiro mediada contra os virus ZIKV, virus Chikungunya e o virus vaccinia
(Way, Bowen et al. 1976; Dunay, Damatta et al. 2008; Delaloye, Roger et al.
2009) (Her, Malleret et al. 2010).

Nossos resultados demonstram que durante a infeccdo com virus ZIKV,
os animais deficientes de receptor de interferon do tipo | (IFNAR”) s&o
altamente suscetiveis, além de demonstrar uma maior carga viral no SNC 72
horas apés a infeccdo. Os animais C57BL/6 apresentaram em geral, maior
carga viral 24 horas apos a infeccdo, sintomas de doenca retardada e menos
perda de peso corporal, ja os camundongos IFNAR” desenvolveram tremores,

perda de peso e foram a ébito ao nono dia ap6s a infeccéo.

Os animais IFNAR” ndo possuem mecanismo de sinalizacédo de IFN de
tipo | (Schneider, Chevillotte et al. 2014). Sabendo da importancia do interferon
de tipo | no controle de replicacdo de virus, a maior suscetibilidade a infec¢éo
com virus ZIKV provavelmente esta relacionada ao papel critico do IFN de tipo
I e lll na mediagéo das respostas antivirais contra o ZIKV (Bayer, Lennemann
et al. 2016).
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Nossos resultados mostram que 0s mecanismos da resposta imune
inata e adaptativa sdo importantes para limitar a replicacéo viral, mas também
podem causar danos teciduais levando alteracdes fisiopatolégicas ou danos
neurologicos no SNC. Um estudo realizado por Rossi e colaboradores
demonstrou que os animais Al29 e AG129 de trés semanas de idade,
deficientes de receptor de interferon de tipo | e de receptor de interferon de tipo
II, desenvolveram paralisia e sucumbiram a doenca sete dias apos a infeccao,
por outro lado os animais mais velhos apresentaram menos viremia e perda de
peso, mas recuperaram-se apds o oitavo dia (Aliota, Caine et al. 2016; Rossi,
Tesh et al. 2016).

Resultados semelhantes foram observados por Lazear et al (Lazear,
Govero et al. 2016) utilizando camundongos triplo knockout A129 ou IRF 3/5/7
de 4-6 semanas de idade, infectados com ZIKV da Polinésia Francesa, bem
como a cepa Africana ZIKV MR 766 (Lazear, Govero et al. 2016).

Nossos resultados demonstram que a resposta imune é caracterizada
no SNC de camundongos C57BL/6 pela producdo de IFN de tipo | 48 horas
apos a infeccdo e pelo aumento de resposta imune inflamatéria nos
camundongos IFNAR”. Os animais C57BL/6 sdo caracterizados pelo aumento
na expressao de IL1B, IL-6, IL-18, TNF-a e pela expressdao aumentada de
CCR2, CCL2, CCR3, CCR4, CCR5, CCL5 e CCR5, concomitante ao aumento
de infiltracdo de neutréfilos e macréfagos observados pela citomentria de fluxo

e pela expressao genica.

Os animais IFNAR” apresentaram um diminui¢do na expresséao IL- B, IL-
6, IL-18, TNF-a, no entanto podemos sugerir que o aumento da carga viral no
SNC, a migracdo de mondcitos inflamatérios e a ativagdo de microglia é a
principal causa de morte dos animais IFNAR” infectados com virus ZIKA,
resultado semelhante foi demonstrado no modelo de infeccdo com o virus da

encefalite japonesa (Nazmi, Dutta et al. 2011).

Estudos adicionais serdo necessarios para avaliar os efeitos da
infiltracdo de neutréfilos e mondcitos no SNC de camundongos IFNAR™
infectados, bem como para determinar se mondcitos poderiam ser utilizados

como alvo terapéutico em seres humanos.
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Os nossos resultados demonstraram que os animais infectados com
virus apresentam niveis significativamente elevados de citocinas pro-
inflamatorias no SNC e foram a 6bito. De fato, os niveis de mMRNA para IFNs de
tipo | no pico da doenca clinica sdo surpreendentemente baixos e sugerem que
o virus pode interferir com a resposta do IFN de tipo | como foi relatado para
outros virus (Chang, Kubota et al. 2009; Borrow, Martinez-Sobrido et al. 2010) .
Nossas observacfes sao consistentes com um estudo recente de Grainger e
colaboradores(Grainger, Wohlfert et al. 2013) relatando caracteristicas
semelhantes de células Ly6C" no modelo de infeccdo aguda por Toxoplasma
gondi . (Ginhoux and Jung 2014).

A transmigracdo de leucécitos no sangue através da barreira
hematoencefalica depende de moléculas de adesédo e seus receptores. Os
mondcitos inflamatérios usam o eixo CCR2/CCL2 para sair da medula éssea,
mas 0 mecanismo de atravessar a barreira hematoencefalica é pouco
compreendido (Dunay, Damatta et al. 2008; Shi and Pamer 2011), portanto,
podem ser moléculas-chave no recrutamento de mondcitos inflamatérios Ly6C"
para o SNC. A CD62L (L-selectina), que auxilia as células imunes a entrar em
diferentes tecidos (Sperandio, Smith et al. 2003; Leon and Ardavin 2008) sao
altamente expressas em mondcitos Ly6C" no sangue, mas foi regulada

negativamente apds sua entrada no SNC.

Os mondcitos Ly6CM também originam os subconjuntos Ly6C'° e Ly6Cne9
que desempenham funcbBes divergentes, como apresentacdo de Ag e
fagocitose. Assim, mondcitos e seus descendentes desempenham funcdes
diversas para controlar a infeccédo viral no SNC. Aqui nos demonstramos que
existem duas populacdes de células: uma populacdo de leucécitos que
expressa os marcadores CD45" e CD11b+ (48 e 72 horas poés-infeccdo), e
uma outra populacdo denominada micréglia caracterizada pela expresséo de
CD45'° e CD11b (48 e 72 horas pés infeccdo no cérebro dos camundongos
infectados com virus ZIKV) em um subconjunto de leucécitos CD45" e CD11b*
e CD45"° e CD11b composto principalmente por leucdcitos, derivados de
células mieloides, nomeadamente mondcitos, neutrofilos, macrofagos e DCs. A

microglia ativada caracteriza-se por ceélulas residentes do SNC expressando
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niveis elevados de CD45" e CD11b' apés a infeccdo dos animais C57BL/6 e
IFNAR™,

Em paralelo estudamos o papel dos leucécitos CCR2* circulantes,
particularmente os mondcitos Ly6CM, no sangue e infiltrado no cérebro logo
apos a infeccdo com virus ZIKV. Inicialmente, a infec¢cdo com ZIKV aumenta o
nimero de mondcitos Ly6CM no sangue e no cérebro dentro de 48 a 72 horas
apos a infeccdo. Os mondcitos de camundongos sdo comumente classificados
em trés subconjuntos de acordo com seu nivel de expressdo de Ly6C. Os
mondcitos Ly6CM expressam altos niveis de CCR2 e sdo recrutados
rapidamente para locais de infecgdo ou inflamagdo. Em contraste, o0s
mondcitos Ly6C"° expressam baixos niveis de CCR2 e sdo responsaveis pelo
patrulhamento de vasos sanguineos de células imunes que migram ao longo

da superficie luminal dos vasos sanguineos e monitora células endoteliais.

Usando a citometria de fluxo, caracterizamos o perfil das principais
células imunes que circulam no sangue e migram para o0 SNC dos animais
infectados com virus ZIKV. O trabalho anterior sugeriu que os camundongos
CCR2" n&o sofrem migracdo de mondcitos inflamatdrios para o SNC (Serbina,
Shi et al. 2012). No entanto, existem evidéncias recentes de que 0s mondcitos
de Ly6C" podem contribuir para reparo de tecido no SNC apéds infecgdo com
virus ZIKV. (Serbina, Shi et al. 2012).

Nossos achados sdo consistentes com outras evidéncias de efeitos
protetores dos mondcitos Ly6C" no SNC dos camundongos infectados com
virus ZIKV (Serbina, Shi et al. 2012).

Em conclusdo, os resultados contidos nesse trabalho sugerem que,
durante a infeccdo cerebral por virus ZIKV, os mondcitos inflamatérios Ly6CM
infiltram-se no SNC, se diferenciam em subgrupos de células fenotipicamente e
funcionalmente distintas e desempenham fung¢des centrais para controlar a

infeccéo viral.

Durante o processo de infeccdo ou de inflamacdo ha producdo de
grandes quantidades de quimiocinas CCL2 por microglia, astrocitos e

neurénios. A quimiocina CCL2 liga-se ao seu receptor de quimiocina CCR2
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expresso em grande quantidade pelos mondcitos inflamatérios LYC6" e
promove a migracdo dos mondcitos da circulacéo para o SNC infectado, onde
diferenciam-se em CD45" LYC6" (macréfago) e ou microglia CD45'° LYC6"
(Terry, Getts et al. 2012).

Os trabalhos publicados anteriormente demonstraram a importancia do
receptor de guimiocina CCR2 para mondcito inflamatério Ly6c" no SNC de
animais infectados com virus encefalite WNV. Isso foi mostrado
molecularmente que mondcitos inflamatérios se acumulam no SNC dos
animais e humanos e sao importantes para sobrevivéncia dos animais
infectados(Sampson, Ambrosi et al. 2000; Getts, Terry et al. 2008; Her, Malleret
et al. 2010; Shi and Pamer 2011; Lazear, Govero et al. 2016). Por outro lado a
deficiéncia de CCR2 leva uma diminuicdo de sobrevivéncia dos animais e

aumento de carga viral no SNC dos animais infectados com virus.

Nossos resultados demonstraram que a quimiocina CCL2 é importante
para migragdo dos leucocitos do sangue para SNC de animais infectados, além
de ser importante no controle da replicagdo do virus no SNC. A deficiéncia dos
leucécitos no SNC dos animais CCR27 infectados com virus ZIKV,
exclusivamente ligados a reducdo dos mondcitos, leva-nos a acreditar que
CCL2 é importante para o recrutamento de mondcitos inflamatorios para SNC
dos animais infectados com virus ZIKA. Os estudos adicionais serdo
importantes para esclarecer se também ocorre deficiéncia de células T assim

como outros subgrupos de leucacitos.

Por outro lado, embora os ligantes de mMRNA de CCL2, CCL4 e CCL5
estejam aumentados durante a infeccdo com virus ZIKA no SNC, o CCR2
parece ser dispensavel para o recrutamento de mondécitos do sangue para o

SNC dos animais infectados com ZIKA.

Sabendo do papel critico de CCR2 na migracéo de mondcitos do sangue
para o SNC, comecamos a investigar se outros receptores de quimiocinas
poderiam estar envolvidos na migracdo de mondcitos inflamatorios para o SNC
dos animais infectados com virus ZIKV. Nossos resultados demonstraram que
nos animais deficientes CCR47 e CCR5’ ocorre migracdo de mondcitos

inflamatorios 48 horas apos a infecgdo com ZIKV.
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Estudos anteriores vém mostrando um papel dominante do receptor de
guimiocina CCR5 na migracdo de mondcitos, células T e células NK para o
SNC (Glass, Lim et al. 2005). Outro trabalho mostra que CCR2 esta envolvido
muito cedo na migracdo de mondcitos inflamatérios pés-infeccdo (Lim, Obara
et al. 2011). Os autores ja tinham demonstrado que CCR5 desempenha um
papel importante na migracdo de mondécitos e no possivel controle de
replicacdo viral no SNC durante a infeccdo com virus. Resultado semelhante foi
encontrado no nosso estudo, quando infectamos camundongos com virus ZIKV
e observamos a migracdo de mondcitos 48 horas pds-infecgdo; o0 seu
mecanismo de ac¢éo preciso ainda néo foi definido e pode variar dependendo
do modelo (Lim, Obara et al. 2011).

Outro trabalho publicado recentemente usando um modelo de infeccao
intranasal letal sugeriu que os mondcitos podem desempenhar um papel
patogénico, uma vez que o atraso na migracao dessas células prolonga a
sobrevivéncia. O mecanismo pode envolver a producdo de células de
macrofagos e micréglias, estas ativadas produzem substancias potencialmente
toxicas para o tecido como anion superdxido, NO e citocinas pré-inflamatorias
(Chao, Hu et al. 1992; Block, Zecca et al. 2007).

(Ben-Nathan, Huitinga et al. 1996) mostraram que 0s mondcitos podem
ser protetores, pois a deplecdo usando lipossomas carregados com clodronato
diminuiu a sobrevivéncia de camundongos infectados;. (Ben-Nathan, Huitinga
et al. 1996). isso também é plausivel, ja que o papel benéfico das células do
macréfago e micréglia na recuperacdo do SNC também foi demonstrado pela
producdo de fatores neurotroficos, remocao de detritos e regeneragdo axonal
(Dougherty, Dreyfus et al. 2000; Yin, Cui et al. 2003) . De acordo com o0s
nossos resultados sugerimos que a migracdo de mondcitos inflamatérios nos

animais infectados com virus ZIKV depende de CCR2.
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6. CONCLUSAO
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6. Conclusao

De maneira geral, podemos concluir que os animais C57BL/6 sao
resistentes a infeccéo por ZIKV, uma vez que a via de sinalizacdo de IFN do
tipo | esta envolvida no recrutamento de mondcitos inflamatérios para SNC logo
no inicio da infeccdo, contribuindo para o controle da replicagdo viral. A
migracdo dos mondcitos para o SNC é dependente da producdo de CCL2 e da
expressao dos receptores de quimiocinas CCR2 e CCR5 durante a infecgéo
por ZIKV.
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