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RESUMO

Duarte-Barbosa, M. Comparacao da dinamica da infec¢ao viral do Zika virus entre os
genotipos africanos e asiaticos em culturas células placentarias 2015-2019. 116
folhas. Tese de Doutorado em Ciéncias pelo Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2019.

Zika virus, ZIKV, foi descoberto em 1947 em Uganda durante uma pesquisa de campo
sobre Febre Amarela. Porém, somente em 2016 tornou-se emergéncia global com o
aparecimento de fetos e recém-nascidos com predominancia de mas formagdes
congénitas neuronais de méaes infectadas por ZIKV. Por ser unica arbovirose descrida
com transmisséo vertical, entre mae e feto, os mecanismos de transmissao durante a
gestacdo sao pouco conhecidos. O virus pode ser encontrado no liquido amniético e
no feto. A placenta € uma barreira natural e eficaz contra microrganismos em geral.
Porém, existe um grupo de organismos patogénicos capazes de atravessar essa
barreira, infectar o feto e causar-lhes sequelas permanentes e até a sua morte ainda
no utero ou durante ou apds o nascimento. O ZIKV foi incluido pela Organizagéo
Mundial da Saude no grupo de doencas infecciosas, TORCH, transmitidas durante a
gravidez. A presente pesquisa visa descrever em células placentarias de primeiro
trimestre de gestacdo, ex vivo, a replicacdo do arbovirus, e comparar o
comportamento das linhagens Africana e Asiatico-Brasileiro em tais células. Da
linhagem Africana, até o momento desconhece sua transmiss&do vertical tenha
causado as patologias apresentadas pela linhagem Asiatico-Brasileiro. Porém, ambas
sdo capazes de infectar células placentarias BeWo e HTR-8 em ex vivo. A hipétese
visa testar se a linhagem Asiatico-Brasileiro € mais virulento do que a Africana. Os
resultados da dindmica da cinética do ZIKV Africano apresentam ser mais virulento do
que Asiatico-Brasileiro. Esse, porém, permanece por mais tempo nas células de modo
a sustentar a infecgdo por um periodo mais prolongado. Tal condigdo pode prolongar
a infeccdo durante a gestagao e consequentemente atravessa a barreira placentaria
e infectar o feto.

Palavras-chave: Zika virus, cinética, células placentarias, BeWo e HTR-8.



ABSTRACT

Duarte-Barbosa, M. Comparison of the dynamics of Zika virus viral infection between

African and Asian genotypes in neural cell cultures 2015-2019. 116 pages. Doctor of
Science Thesis from Department of Microbiology, The Institute of Biomedical Sciences
of the University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2019.

Zika virus, ZIKV, was discovered in 1947 in Uganda during a field research on Yellow
Fever. However, it was only in 2016 that it became a global emergency with the
appearance of fetuses and newborns with a predominance of neuronal congenital
malformations of mothers infected with ZIKV. As it is the only arbovirus infection
described with vertical transmission, between mother and fetus, the transmission
mechanisms during pregnancy are poorly understood. The virus can be found in the
amniotic fluid and in the fetus. The placenta is a natural and effective barrier against
microorganisms in general. However, there is a group of pathogenic organisms
capable of crossing this barrier, infecting the fetus and causing permanent sequelae
and even death in the womb or during or after birth. ZIKV was included by the World
Health Organization in the group of infectious diseases, TORCH, transmitted during
pregnancy. The present research aims to describe in placental cells of the first
trimester of gestation, ex vivo, the replication of arbovirus, and to compare the behavior
of African and Asian-Brazilian strains in such cells. Of the African lineage, so far it is
unknown that its vertical transmission has caused the pathologies presented by the
Asian-Brazilian lineage. However, both are able to infect BeWo and HTR-8 placental
cells in ex vivo. The hypothesis aims to test whether the Asian-Brazilian lineage is
more virulent than the African. The results of the dynamics of the African ZIKV's
kinetics appear to be more virulent than Asian-Brazilian. This, however, remains in the
cells for a longer time in order to sustain the infection for a longer period. Such a
condition can prolong the infection during pregnancy and consequently cross the
placental barrier and infect the fetus.

Keywords: Zika virus, kinetics, placental cells, BeWo and HTR-8.
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1| INTRODUGAO

1.1. Arbovirus

Originalmente o termo arbovirus, do inglés arthropod-borne virus, comegou a
ser usado a partir de 1942 para designar viroses de animais que causam encefalite.
A partir de 1966 o termo passou a ter uma definicdo epidemioldgica para virus
transmitidos biologicamente entre artropodes hematofagos e vertebrados, no qual o
ciclo de transmissao é capaz de se manter na natureza entre artrépodes hematéfagos
e vertebrados, ambos susceptiveis ao virus. As arboviroses também sao consideradas
uma zoonose, que sdo doencas no qual a transmissao ocorre entre animais
vertebrados e o homem (WHO 1959, WHO 1967, Gubler 2001, Go et al. 2014).

Atualmente sdo descritas cerca de 540 espécies de arbovirus, dos quais
aproximadamente 150 estao relacionados a doengas humanas e de origem zoonatica.
As familias pertencentes a esse grupo sao Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae,
Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae e Reoviridae (Gubler 2001, Go et al. 2014, Chouin-
Carneiro & dos Santos 2017).

O ciclo de transmissao do arbovirus é caracterizado por um vetor, hospedeiro
vertebrado reservatoério e hospedeiro acidental ou final. O vetor das arboviroses pode
ser mosquito, carrapato ou flebétomo que sédo artropodes hematdfagos fémeas e
transmissores dos virus entre hospedeiro reservatorio e acidental. O hospedeiro
reservatério € o animal vertebrado susceptivel aos virus, no qual mantém a
circulacdo do agente infeccioso na natureza, ou seja, desenvolve viremia alta o
suficiente para infectar o vetor e contribuir para manutengao de sua circulagdo. Ja o
hospedeiro acidental ou final € o animal vertebrado susceptivel ao virus. Esse
hospedeiro € exposto de forma acidental aos virus geralmente nas areas rurais. O
hospedeiro acidental também pode apresentar sintomas de infecdo, porém nao
desenvolve a viremia suficiente para manter o virus em circulagdo (Weaver & Barrett
2004, Gubler 2001, Go et al. 2014).

A area de circulagao dos vetores e hospedeiro pode ser subdivida em trés ciclo.
O ciclo silvestre ou enzodtico no qual o vetor e hospedeiro natural/reservatorio
(vertebrado selvagem) s&o naturais do meio. No meio silvestre o virus circula

naturalmente entre vetores e hospedeiros naturais sem causar sintomas e podem ser
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reinfectados indefinidamente. O ciclo rural ou epizo6tico contém vetor primario e os
hospedeiros reservatério, amplificador (vertebrado domesticado) e acidental (humano
e vertebrados. A transmissao ocorre entre esses trés grupos incluindo os humanos. E
o ciclo urbano ou epidémico caracteriza-se pela presencga de vetores naturais ou em
transito e vertebrados amplificadores ou selvagens sociaveis e humanos. Como é
comum a circulagdo humana e de vertebrados sociaveis em tais areas eles podem
constituir tanto hospedeiros reservatorios bem como acidentais. Esta interagao entre
vetores e hospedeiros esta representada em detalhe na Figura 1 (Weaver & Barrett
2004, Gubler 2001, Go et al. 2014).

Figura 1. Ciclo de transmissdo das arboviroses. (A) Ciclo silvestre (sylvatic cycle) a transmissdo do
virus ocorre entre animais selvagens (hospedeiro vertebrado) e o vetor primario que amplifica o virus.
O hospedeiro vertebrado ou primario é o reservatorio do virus no meio silvestre e pode abrigar o virus
e reinfectar varias vezes ao longo da vida, sem apresentar nenhuma doenca. (B) Ciclo rural (rural
cycle) a transmissdo do virus ocorre através de animais domesticados e/ou animais urbanos. Tem
como vetores primarios artrépodes silvestres e/ou urbanos por se situarem numa faixa de transicéo
entre o meio urbano e silvestres. Na zona rural os humanos também sao potenciais hospedeiros. (C)
Ciclo epidémico (epidemic cycle) os seres humanos sao a fonte de infecgdo para o mosquito devido
ao alto nivel de viremia. O vetor urbano mantém a circulagéo do virus através da picada em que adquire
e transmite o virus. a) Hospedeiros amplificadores (amplifying host) podem apresentar viremia alta
o suficiente de modo a permitir (re)infectar o vetor e manter o ciclo de transmisséo. b) Hospedeiro
acidental (incidental hosts) € um hospedeiro intermediario que nao desenvolve viremia suficiente
para manter o ciclo de transmissao. c) Vetor-ponte (brigde vectors) é o artropode que adquire o virus

de um vertebrado selvagem e o transmite para os humanos ou hospedeiro secundario (Go et al. 2014).

s~ N\

Reservoir Domestic animals
Human vertebrate host , (amplifying host”)
> 4
C. Urban cycle ' A. Enzootic cycle B. Epizootic cycle
(epidemic cycle) (sylvatic cycle) (rural cycle)
\ PAN PAN )
Urban vectors Primary vectors Primary or
(enzootic vectors) accessory vectors

Enzootic vectors and/or
bridge vectors®

D. Dead-end hosts or
incidental hosts”
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A ocorréncia de arboviroses se concentra na zona intertropical devido a maior
diversidade de espécies e condigdes climaticas favoraveis. A Africa e a América do
Sul apresentam cerca de 50% das arboviroses descritas atualmente (Gubler 2001,
Cleton et al. 2012). Infecgbes por arbovirose de importancia médica global estao
presentes nas familias Flaviviridae, Togaviridae e Bunyaviridae. Os sintomas comuns
geralmente podem ser descritos por doenga febril de ausente a grave, exantema,
sindromes neurolégicas e sindromes hemorragicas (Gubler 2001, Lopes et al. 2014).
No Brasil as principais arbovirose endémicas sao Febre amarela, Febre do Dengue,
Febre da Zika e Febre da Chinkungunya. Em relagédo ao tratamento e prevencgao, para
a maior parte das arboviroses os tratamentos sdo com medicag¢des relativos aos
sintomas sem drogas antivirais disponpiveis no mercado. As doengas da Febre
Amarela, da Febre da Dengue, da Febre do Oeste do Nilo s&o as unicas arboviroses

com vacinas disponiveis no mercado tanto para humanos como outros animais.

1.2. Biologia do Zika virus

Zika virus (ZIKV) pertence ao género Flavivirus da familia Flaviviridae com 53
espécies descritas (ITCV 2019). O grupo tem como principais arboviroses de
importancia médica Yellow fever virus (YFV), Dengue virus (DENV), West Nile virus
(WNV), Japanese encephalitis virus (JEV), entre outros.

ZIKV classifica-se no clado X no grupo de arbovirus Flavivirus junto com
Spondweni virus (SPOV) (Musso & Gluber 2016). Organizagado do genoma € 0 mesmo
descrito para Flavivirus, sendo o protétipo a linhagem ZIKV-MR766 de 1947, assim
como o ciclo de replicagdo. A sequencia completa do prototipo estda no GeneBank sob
o numero AY632535 (Kuno & Chang 2007, Lanciotti et al. 2007). Existem outras
sequencias depositadas do ZIKV-MR766 no banco gendmico do National Center for

Biotechnology Information, NCBI.

Ha divergéncias em relacdo a existéncia das linhagens de ZIKV (Gong et al.
2016). Ao considerar analise filogenética dos genes do Envelope e NS5, um grupo de
cientistas considera a existéncia de duas linhagens de ZIKV, a Africana e Asiatica
(Haddow et al. 2012, Faria et al. 2016, Wang et al. 2016). E em oposi¢&o o outro grupo
apresenta a existéncia de trés linhagens do Oeste Africano, Leste Africano e Asiatico
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(Faye et al. 2014, Shen et al. 2016). Em um dos estudos de Faye ef al. 2014 mostra
que a origem do ZIKV do clado Africano/Asiatico possivelmente compartilha um
ancestral comum do Leste africano. Em relagdo a sorologia, Dowd e colaboradores
(2016) compararam isolados de ZIKV Africanos e Asiaticos, incluindo o MR766 e
Paraiba/2015 do Brasil, respectivamente. A comparacdo mostrou a existéncia de
apenas um sorotipo circulante com mais 95% de similaridade entre o gendtipo
Africano e Asiatico.

1.2.1. Organizagdo do Genoma

ZIKV pertence ao grupo |V pela Classificagdo de Baltimore. O genoma de
senso positivo de fita simples, ssRNA (+), contém cerca de 11 mil bases. O RNA
gendmico consiste de uma unica janela aberta de leitura, Open Reading Frame, (ORF)
flanqueada pelas regides nao traduzidas, Untranslated Region (UTR), 5’UTR e 3’'UTR.
Na posicéo 5’UTR, inicio do genoma, apresenta uma estrutura 5’CAP metilado. E na
posicao terminal, 3’UTR, ausenta de cauda poli A e contém CUon € RNA hairpin
conservado. A ORF codifica uma unica poliproteina clivada por proteases viral e do
hospedeiro. A clivagem resulta nas proteinas estruturais do capsideo (C), pré-
membrana/membrana (prM/M) e do envelope (E). Tais proteinas ddo a morfologia do
virion esférico envelopado com cerca de 50 nm, e o nucleocapsideo icosaédrico com
cerca de 30 nm em que no seu interior encontra-se o genoma viral (Figura 2). As
proteinas n&o-estruturais (NS) NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 séo clivadas
pelas proteases do virus e do hospedeiro durante o ciclo de replicacdo do virus. Os
genes nao-estruturais codificam as proteinas que participam do processo de
transcrigéo, traducgao e replicagdo de novos virions (Chamber et al. 1990, Fernandez-
Garcia et al. 2009, Mukhopadhyay et al. 2015, Knipe & Howley 2007, Kuno & Chang
2007, Sirohi & Kuhn 2017, Laureti et al. 2018) (Figura 3).



23

Figura 2. Morfologia do Zika virus. As proteinas estruturais ddo a morfologia do virion esférico
envelopado com cerca de 50 nm, e o nucleocapsideo icosaédrico com cerca de 30 nm e no seu interior
encontra-se o genoma viral. Do lado esquerdo em amarelo sdo dimeros da proteina o Envelope (E
dimer), laranja a proteina de Membrana (M protein), verde a proteina do Capsideo (C protein) e ao
centro do virions 0 RNA gendémico (Genomic RNA). Do lado direito apresenta a organizagao dimero de

superficie (T=3-like organization of surface dimers) (ViralZone 2011).

M protein
E dimer P

Genomic RNA
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Figura 3. Genoma representativo do ZIKV. O genoma é composto por uma molécula de RNA de fita
simples de polaridade positiva ssRNA(+) com cerca de 11 mil bases. O RNA gendmico consiste de um
unico quadro de leitura, “Open Reading Frame”, ORF, flanqueada pelas regides nao traduzidas e
“Untranslated Region”, UTR, 5’UTR e 3'UTR. A ORF codifica uma unica poliproteina clivada em trés
proteinas estruturais (C, pr/M e E) e sete ndo-estruturais (NS) NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-
NS5. Cada seta indica o ponto de clivagem das proteases viral e do hospedeiro apés a tradugdo. Os
genes nao-estruturais codificam as proteinas que participam do processo de transcrigéo, tradugéo e
replicagdo de novos virions. Em relagéo as extremidades do genoma 5°C marca o ponto de inicio da
transcrigéo e protegao contra exonucleases celulares. E na porgao 3°-OH, RNA subgendmico (sfRNA),
tem sua origem na porcéo da 3'UTR e ajuda o virus na evasao da resposta imune do hospedeiro, de

modo a afetar a patogénese do virus (ViralZone 2011).
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As proteinas virais apresentam diferentes fungbes (Chamber et al. 1990,
Mukhopadhyay et al. 2015, Guzman et al. 2016). As tabelas 1a estruturais e 1b nédo-
estruturais, abaixo, apresenta as propriedades de cada proteina do genoma do virus.



Tabela 1a. Proteinas estruturais do Zika virus.
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Gene: L. Principais L. .
} Nome Aminoacidos L. Principais Fungoes
Proteina Caracteristicas
, Empacotamento do
i Proteina composta por .
C.C Capsideo 104 A genoma viral compondo
capsémeros )
o nucleocapsideo
prM é precursora da
Pré-membrama: Glicoproteina com duas  proteina M participando
privi:prM 93prM+75M L R L.
Membrana hélices transmembrana da morfogénese do virion
e transporte
Glicoproteina de duas
hélices transmembrana, = Medeia a ligagdo e fusdo
E:E Envelope 504 ancorada na membrana  no inicio do processo de

plasmatica do
hospedeiro

infeccdo (antigeno viral)




Tabela 1b. Proteinas nao-estruturais do Zika virus.

26

Gene: L. Principais
) Nome Aminoacidos L.
Proteina Caracteristicas

Principais FungGes

N Glicoproteina com uma
NS1:NS1 Ndo-estrutural 1 352 o -
porcdo hidrofilica

Participagdo do inicio da
replicagdo do RNA viral,
interage com NS4A durante
o processo de replicagdo

NS2A:NS2A N3o-estrutural 2 226 Proteina hidrofdbica

Participagdo da replicagao
do RNA, montagem do virus,
interage com os
componentes da replicase
NS3 e NS5 e com a regido
3’UTR. Atua como
antagonista do interferon
(IFN) e inibe sua sinalizagdo
e pode relacionar-se a
viruléncia

NS2B:NS2B N3o-estrutural 2B 130 Proteina hidrofdbica

Formagdo do complexo
estdvel com NS3.

Atua como co-fator de
NS2B-NS3 serina protease,
co-fator de NS4A e clivagem
autoproteolitica da jungdo
NS2B-NS3

N Proteina multifuncional
NS3:NS3 Ndo-estrutural 3 617 o .
de atividade catalitica

Enzima clivagem da
poliproteina viral e atua na
replicagdo do RNA

NS4A:NS4AA N3o-estrutural 4A 127 Proteina hidrofdbica

Replicagdo do RNA viral e
induz o rearranjo da
membrana

NS4B:NS4B N3do-estrutural 4B 251 Proteina hidrofdbica

Junto com NS3 estdo
envolvidos na dupla fita de
dsRNA viral

Proteina altamente
conservada e

NS5:NS5 Nao-estrutural 5 903 multifuncional junto
com a metiltransferase
(MTase)

Atividade de RNA
dependente de RNA
polimerase (RdRp) na
sintese do genoma viral,
MTase pode estar envolvido
na modificagdo do 5’CAP.
Atua na modulagdo do
sistema imune ao promover
a disseminagdo do virus no
hospedeiro.




27

As regides 5’'UTR e 3'UTR, flanqueiam as extremidades da ORF e s&o
importantes para replicagao viral (Ng et al. 2017). Durante o ciclo de infecgdo sua
interacao se faz necessaria para o recrutamento e o correto reposicionamento da NS5
na transcricdo da fita negativa de RNA, ssRNA (-). As UTRs s&o essenciais para
traducédo e replicagéo, além da patogénese do vetor e hospedeiro vertebrado.

5’UTR localiza-se na regido anterior da ORF. Compreende a CAP, SLA (“stem
loop A”) e SLB (“stem loop B”). CAP é uma estrutura importante para tradugéo e
protecao contras as exonucleases 5’ e 3’ da célula hospedeira, confere estabilidade a
molécula e aumenta a chance do RNA ser reconhecido pelas estruturas de traducao
eucaridtica, levando uma maior produgao de proteinas. E SLA e SLB participam da
sintese de RNA ao interagir com NS5. 3'UTR esta presente logo apds o término da
ORF ¢é altamente estruturada e com regides conservadas e subdivide-se em trés
dominios (D) D1, D2 e D3.

Dominio 1 (D1) inicia-se imediatamente apds o codon de parada. Dentre os
trés dominios, esse tem maior variagdo de nucleotideos e contém duas estruturas SL.
Dominio 2 (D2) segue logo apds D1 e é moderadamente conservada. Possui duas
estruturas DB (“dumbbell”’), RCS2 (‘repeated conserved sequences”) e CS2
(“conserved sequence”). Dominio 3 (D3) € o mais conservado entre os Flavivirus.
Apresenta estruturas CS1, sHP (small hairpin) e uma porgéo terminal 3'SL. 3’'SL € a
por¢ao mais conservada entre os Flavivirus e de importante funcdo, interage com o
hospedeiro e proteinas virais que modulam a sintese do RNA viral e tradugado. Entre
as estruturas 3’UTR ha sequéncia de espacadores que podem promover o
dobramento apropriado e prevenir a interferéncia da estrutura conformacional

necessaria para a replicagao viral 6tima (Goertz et al. 2017, Ng et al. 2017).

RNA subgenbémico de Flavivirus, sfRNA, apresenta uma variedade de
atividades. Sua origem é na porgédo da 3'UTR e ajuda o virus na evaséo da resposta
imune do hospedeiro, de modo a afetar a patogénese do virus. sfRNA é produzido na
regido D1 da 3’'UTR. Nas células, causa efeito citopatico e patologia viral o que pode
desempenhar algum resultado a doenga. Modula a resposta do sistema imune de
modo a afetar os mecanismos de RNA interferente (RNAI). Participa das vias de
retorno do mRNA e na resposta do interferon tipo I. Existe algumas diferengas de
atividades nos vetores e hospedeiros. Nos vetores sfRNA s&o abundantes e atuam
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como molécula isca para mediadores de RNAI Dicer e Ago2 de modo a impedir a
clivagem de moléculas de dsRNA. Alguns estudos demonstraram que a supressao
minima do RNAI resulta na diminui¢do da transmissao do virus sem afetar a aptidao
do mosquito (Goertz et al. 2017, Ng et al. 2017).

1.2.2. Ciclo de Replicagao do Virus

A geragdo de novas particulas virais maduras, os virions, inicia-se com a
presenca de receptores compativeis com os antigenos virais (Perera-Lecoin et al.
2014, Miorin et al. 2016, Mukhopadhyay et al. 2015, Hamel et al. 2016, Laureti et al.
2018). No grupo dos Flavivirus, incluindo ZIKV, ha o reconhecimento de uma
variedade de receptores celulares expressos em diferentes tipos celulares. Os mais
bem caracterizados sdo DC-SIGN um tipo de receptor de lectina tipo C; receptores
TIM; receptores da familia TAM (TYROS3, AXL e MERTK).

A infecgdo inicia com os virions, com a interagao da glicoproteina E, presente
na superficie da particula viral com receptores compativeis presentes na membrana
da célula hospedeira. Apds o reconhecimento dos receptores do hospedeiro e do
virion, o virus € internalizado por endocitose mediada por clatrina. Segue-se a
formacéo do endossomo a partir da membrana plasmatica celular que contém no seu
interior virus. Uma vez no citossol, a vesicula endocitica acidifica e ocorre a mudanca
conformacional da proteina E que inicia a fusdo entre o envelope viral com a
membrana do endossoma. Nesse ponto ha liberagdo do nucleocapsideo no
citoplasma e do genoma viral com 5’CAP. O RNA viral livre no citoplasma pode ser
traduzido diretamente pela maquinaria celular e produzir uma unica poliproteina.
Essa, entdo é processada pelas proteases do hospedeiro e do virus, e gera novas
proteinas virais NS’s e concomitantemente inicia a replicagdo do genoma no reticulo
endoplasmatico rugoso (RER). A RdRp viral (NS5) catalisa a sintese da fita
complementar negativa a partir da fita molde positiva. A ssRNA (-) & a fita molde na
geracdo de novos genomas virais. Os novos genomas sao sintetizados
assimetricamente, com a ssRNA (+) sendo produzida em excesso em relagéo a

ssRNA (-) nas membranas intracelulares.
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A montagem de novos virus ocorre na superficie do RER, quando as proteinas
estruturais e novos RNA gendmicos, sintetizados a partir de ssRNA (-) molde, sao
sintetizados no lumen RER. Desse modo, o genoma viral tem ao menos trés diferentes
funcbes: tradugdo, replicacdo e associacdo com virions nascentes, dos quais
precisam estar finamente reguladas e coordenadas durante a replicagdo do ciclo. Ao
final do processo de montagem, virus imaturo e particulas subvirais sao transportados
através da rede do complexo golgiense. Os virus imaturos sao clivados pela protease
furin do hospedeiro e resulta em particulas maduras. Particulas subvirais também s&o
clivadas pela furin. Ao final, particulas virais e subvirais maduros séo liberados para o

meio extracelular por exocitose (Figura 4).

O sfRNA é gerado a partir da degradagéo incompleta 3'UTR pela exonucleases
celular 5-3° Xrn1. Tal fragmento é requerido para a patogenicidade viral e

possivelmente na regulagédo da resposta do interferon.
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Figura 4. Ciclo de replicagdo do Zika virus. A partir de uma colisdo aleatéria com a superficie da célula
hospedeira seguido do reconhecimento do antigeno viral com o receptores celulares, inicia-se o
processo de endocitose media clatrina (virus infection). Ao redor da particula viral forma-se o
endossomo que é internalizado. Uma vez no citossol, a vesicula acidifica e ativa mudangas
conformacionais no virus, no qual fusiona 0 mesmo com o endossomo (fusion and virus disassembly).
Ha o desmonte da particula e liberagdo no citossol do genoma viral. Esse por ser ssRNA (+) pode ser
traduzido diretamente pelo maquinario da célula hospedeira (VRNA-CAP) e ocorre a tradugéo da
poliproteina, essa sendo processada co e pos-traducinal por proteases virais e do hospedeiro
(polyprotein translation, transit to ER and processing) no reticulo endoplasmatico (RE). A replicagao do
genoma (viral genome replication) ocorre nas membranas intracelulares. E a montagem do virus na
superficie do RE, uma vez que as proteinas estruturais e 0 RNA gendmico recém-sintetizado projetam
para o lumen do RE. Novos virus sdo gerados e as particulas subvirais s&o transportadas através da
rede do complexo golgiense (virus assembly). Os virus imaturos sdo clivados pela protease furin do
hospedeiro e resulta na maturagédo de particulas infecciosas (virus maturation). Particulas subvirais
também séo clivadas pela furin. Virions maduros e particulas subvirais séo liberados por exocitose

(mature virion) (Mukhopadhyay et al. 2015).
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1.3. Histérico Epidemiolégico

A descoberta do Zika virus (ZIKV) ocorreu durante os estudos sobre Febre
Amarela, no qual cientistas do grupo de pesquisa Virus Research Institute Entebbe,
que procuravam vetores do virus da febre amarela em primatas ndo-humanos em
Uganda, Africa. (Dick et al. 1952, 2Dick 1952, Dick 1952, Dick 1953). Em abril de 1947
o ZIKV fora descoberto em um macaco sentinela Rhesus — Macaca mulatta,
identificado como 766 durante umas das expedi¢cdes de pesquisa na Floresta de Ziika.
O macaco fora exposto aos vetores transmissores enquanto estava numa gaiola
suspensa préoxima a copa das arvores. Macaco Rhesus 766 apresentou febre de
39,7°C no segundo dia da exposigao. E no terceiro dia com febre de 40°C, entao,
coletou amostras sanguinea. Das amostras de sangue coletadas e inoculadas por via
intracerebral e intraperitonial em camundongos suigos, somente os camundongos
com inculagao intracerebral morreram com sinais de infecgdo no Sistema Nervoso

Central.

Em janeiro de 1948 na mesma localidade o ZIKV foi isolado do mosquito
Aedes africanus. O filtrado desse mosquito foi inoculado camundongos suigos e
desses no macaco Rhesus 758. Do macaco Reshus extraiu o sangue e do soro
sanguineo infectado inoculou novamente em camundongos suigos. A partir de um
experimento de adaptacdo em camundongos albino, da linhagem 766, houve a
passagem do virus pelo menos 157 vezes nos cérebros de camundongos. Verificou
se que ao longo dessas sucessivas passagens houve diminuicdo do periodo de
incubagédo, das manifestagbes com 4 dias apdés 702 passagem do virus nos
camundongos. Esses apresentaram sintomas como paralisia, enfraquecimento do
sistema locomotor entre outros sintomas n&o descritos, além de serem levados a

oObito.

Uma outra linhagem de ZIKV isolado do A. africanus e inoculado em
camundongo albino sui¢o, linhagem E/1. Os camundongos inoculados com o filtrado
do mosquito apresentaram caracteristicas semelhantes da linhagem 766. Houve
reducdo no periodo de incubagcdo apos sucessivas passagens e a partir da 502
passagem do virus o tempo de incubagédo fora de quatro dias. Até entédo, houvera 115
passagem do virus em cérebro de camundongo. Do grupo de camundongos
inoculados com o soro do Rhesus 758, nas primeiras passagens em camundongos
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houve as manifestagcdes sintomaticas da infeccdo e &bito, porém, a sucessao da

inoculagao parou na 172 passagem.

Como se pode observar, a partir das duas linhagens de ZIKV verificou-se o
neurotropismo do virus em camundongos e respectiva degeneragao neural. Porém, a
comparagao da transmissao do virus para humanos, até entdo sé fora possivel por
meio de teste soroldgico aplicado em moradores locais, alguns desses foram positivos
para anticorpos contra antigenos de ZIKV.

O primeiro relato de isolado de ZIKV em humanos foi registrado por Macnamara
(1954) durante um surto de ictericia na Nigéria. Do mesmo isolado, Bearcroft (1956)
inoculou voluntariamente um homem adulto. Ambos os infectados (Macnamara 1954
e Bearcroft 1956) ndo apresentaram sintomas clinicos caracteristicos de infec¢ao por
ZIKV, além dos testes de identificacdo do virus ndo foram conclusivos e mostrarem
maior proximidade com Spondweni virus (SPOV), do género Flavivirus. Boorman e
Draper (1968) relataram o engano cometido por Macnamara. Desse modo, Simpson
(1964) registrou o primeiro isolado de ZIKV em humanos. Esse ocorreu em Uganda
em 1963, durante a coleta de mosquitos transmissores de arboviros na Floresta de
Ziika. O enfermo apresentou sintomas caracteristicos da infecgéo tais como febre
mediana, erupg¢des cutaneas rosadas cobrindo a maior parte do corpo, mal-estar,
dores no corpo e na cabega. A partir do soro do paciente, camundongos albinos
suicos, foram inoculdados com esse material e das amostras desses camundongos
comparou se o virus com a linhagem MR766-17A da 192 passagem (*°Dick 1952). Os
testes de identificagcdo comprovaram ser ZIKV (Wilkan e Smith 2017).

Em 1966, na Malasia — Asia, o ZIKV foi isolado pela primeira vez a partir de um
conjunto amostral de Aedes aegypti coletado em area urbana (Marchette et al. 1969).
Em 1977-1978 registrou-se o primeiro surto de transmiss&o do virus em Java Central
— Indonésia (Olson et al. 1981). Até aquele ano, a circulagdo do virus em humanos na
Africa e Asia foi demonstrada esporadicamente por meio de testes soroldgicos de
individuos previamente infectados (Olson et al. 1981, Posen et al. 2016). A partir de
uma reviséo epidemioldgica de ZIKV realizada por Posen et al. (2016) de 1947 a 2007,
a presenca do virus foi observada diagnosticada em vinte e nove paises da Africa,

oito da Asia, e um da Europa, nesse Ultimo o virus possivelmente foi trazido por
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viajantes. Nas Américas n&o foi encontrado indicios de sua circulagdo e na Oceania

nao foi considerado ou encontrado.

Dos 70.723 individuos estudados ao longo do periodo e nos diferentes paises
por onde registrou a circulagdo do virus, ndo foi possivel descrever os sintomas
comuns atribuidos a infeccdo. E em relacdo as novas caracteristicas clinicas
atribuidas ao ZIKV nao houve evidencias de sindromes neurais congénitas, sindrome
de Guillain-Barré e transmissao sexual. Das populacdes estudadas, a soroprevaléncia
chegou a 53,3%. Da parcela da populagdo em idade reprodutiva a infecgao ocorrera
entre 15 - 40%. Portanto, o virus manteve-se em circulacdo por décadas na Africa e
Asia (Hayes 2009, Musso & Gubler 2016, Posen et al. 2016), com surtos localizados
e minimas consequéncias, diferentemente ao ocorrido entre 2015-2016 no Brasil.

Entre abril e junho de 2007 no Estado de Yap — Estados Confederados da
Micronésia ocorreu uma epidemia de ZIKV associada a febre, erupgao cutanea,
conjuntivite e artralgia (Lanciotti et al. 2008). Os testes iniciais de laboratorio sugeriram
que poderia ser uma epidemia de DENV. Porém, apds analise por PCR em tempo real
de soros dos infectados realizado pelo Centro de Controle de Doengas dos Estados
Unidos em humanos, encontrou em cerca de 90% para infecgado por ZIKV. Dessa
epidemia pbde-se um estudo molecular mais apurado em relacdo ao ZIKV, pois no
ano anterior publica-se o genoma completo do ZIKV-MR776 de 1947 (Kuno & Chang
2007).

Em relac&o a sorologia, verificou-se possibilidade de reagdo cruzada com teste
realizado para DENV em humanos, particularmente se ZIKV for infeccdo secundaria
de Flavivirus. Porém, se for infeccdo primaria a reagdo cruzada é minima. Uma
possivel consequéncia da reagao cruzada € a nao detecgao de surtos epidémicos nas
localidades de ocorréncia de Flavivirus durante os 60 anos anteriores. Demostrou-se
por métodos moleculares a proximidade com SPOV. E a comparagao do gene NS5
entre os diferentes isolados de ZIKV mostra que existe trés subclados e estédo
relacionados com sua distribuigdo geografica. Os subclados do Oeste africano
(Senegal 1984, linhagem ZIKV-ArD41519), Leste Africano (Uganda 1947, linhagem
ZIKV-MR766) e Sudoeste da Asia e do Pacifico (Malasia 1966, linhagem ZIKV-P6-
740; Micronésia, linhagem ZIKV-EC Yap) (Kuno & Chang 2007, Lanciotti et al. 2007,
Haddow et al. 2012, Simonin et al. 2017).
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Nos anos posteriores, entre 2007 a 2014, houve surtos recorrentes de ZIKV
nos paises Africanos e Asiaticos, onde foi detectada sua circulacdo. Nos paises da
regido do Pacifico como Polinésia Francesa, llha de Pascoa, llhas Cook, Nova
Caledbnia, entre outros (loos et al. 2014, Galan-Huerta et al. 2016, Hamel et al. 2016,
Lessler et al. 2016, Musso & Gubler 2016, Petersen et al. 2016, ®Weaver et al. 2016,
aBaud et al. 2017) registraram surtos epidémicos de ZIKV semelhantes ao ocorrido

em Yap. Analises clinicas, soroldgicas e moleculares confirmaram sua circulagao.

Na Polinésia Francesa, durante a epidemia do ZIKV em 2013 (Cao-Lormeau et
al. 2014, @Musso et al. 2014) houve aumento numero de pacientes que desenvolveram
a Sindrome de Guillain Barré (SGB) (Oehler et al. 2014); maes e fetos/recém-nascidos
infectados; o leite materno (Besnard et al. 2014); transmissdo por transfus&o
sanguinea (°Musso et al. 2014); e em um estudo retrospectivo, oitos casos de recém-
nascido ocorrido durante a epidemia (Cauchimez et al. 2015). Nos surtos anteriores
eram ausentes quaisquer registros de complicagées neuroldgicas em seres humanos
(Oehler et al. 2013). Estudos apontam que a Polinésia Francesa pode ter sido o
possivel difusor do virus para regido do Pacifico e das Américas a partir do Brasil.
Sendo que a introducao do ZIKV pode ter ocorrido durante as através de competi¢des
internacionais na Oceania e no Brasil no final de 2013 e no inicio de 2014 (®Musso et
al. 2014, IMusso 2015, Massad et al. 2017).

Entre o periodo de 2013 a 2016, Zika virus, disseminou-se ao redor do mundo
levado por viajantes, e chegou aos paises naiive da Europa, Asia e Américas, além
de retornar a Africa (Fonseca et al. 2014, Kutsuma et al. 2014, Pyke et al. 2014,
Zammarchi et al. 2014, Leung et al. 2015, Tappe et al. 2015, Armstrong et al. 2016,
Galan-Huerta et al. 2016, Goorhis et al. 2016, Korrhonen et al. 2016, Massad et al.
2016, Meltzer et al. 2016, Musso & Gubler et al. 2016, Baud et al. 2017). Em janeiro
de 2016 em decorréncia da expansao do virus e as complicagdes neuroldgicas fatais
em fetos e recém-nascidos e SGB em adultos a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) declarou o Zika virus como emergéncia internacional no dia 01/02/2016 (WHO
2016) e em 18/11/2016 encerra a emergéncia do ZIKV (Figura 5).

Nas Américas, a epidemia do ZIKV chegou ao Brasil no final de 2014 e inicio
de 2015. Os primeiros estados a notificarem a epidemia foram Rio Grande do Norte —
RN, Pernambuco — PE, Bahia — BA e Rio de Janeiro — RJ, esse virus foi identificado
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rapidamente. Em setembro de 2015 relatérios emitidos pelo Ministério da Saude
apontaram para o aumento de recém-nascidos com microcefalia e mal fromagdes
congénitas nos estados afetados pela epidemia (Campos et al. 2015, Cardoso et al.
2015, Zanluca et al. 2015, 2Calvet et al. 2016, Souza et al. 2016).

No dia 11 novembro de 2015 o Ministério da Saude alertou a nacio Brasileira
para possivel associagao entre infeccao por ZIKV e sua transmissdo gestacional. A
suspeita da relagéo entre a epidemia do ZIKV e as sindromes congénitas aumentou
quando duas mées diagnosticadas com ZIKV durante a gravidez, tiveram os
respectivos fetos com microcefalia e nos tecidos bem como no liquido amniético foram
detectados RNA de ZIKV. Para corroborar com a suspeita, os exames laboratoriais
realizados para rubéola, toxoplasmose, sifilis, citomegalovirus e herpes viral foram
negativos (Schuler-Faccini et al. 2016). Além do aumento crescente no numero de
recém-nascidos com sindromes congénitas e adultos com SGB associados aos ZIKV
entre novembro de 2015 a janeiro de 2016 no Brasil (Carvalho et al. 2016), também
se observou o avango da epidemia para os demais estados brasileiros e para o

continente Americano e o Europeu (Zhang et al. 2017).



Figura 5. Mapa de origem e propagagéao do Zika virus de 1947 a 2016 (Kindhauser et al. 2016)
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1.4. Transmissao e Diagnoéstico

No género Aedes existem cerca de 30 espécies de vetores competentes para
ZIKV. Sendo os principais transmissores no mundo sdo Aedes aegypti e Aedes
albopictus. Mosquitos bem adaptados ao ciclo de transmissao urbana assim como
para DENV, YFV, CHIKV. O principal reservat6rio natural desse virus s&o os primatas.
O homem é considerado hospedeiro acidental, pois o virus ndo completa o ciclo de
transmissdo. A transmissdo completa do ZIKV € a mesma dos demais Flavivirus
(Gubler 2001, Cleton et al. 2012, Go et al. 2013, Hamel et al. 2016, Lazear & Diamond
2016, Moore et al 2017, Musso & Gubler 2016, Peerson & Diamond 2018, Petersen
et al. 2016, Weaver et al. 2016). No Brasil A. aegypti e A. albopictus sao os principais
vetores (Marconde & Ximenes 2016, Choin-Carneiro & Santos et al. 2017). Culex
quinquefasciatus e outras espécies do género podem ser um potencial vetor na
transmissao do virus (Aliota et al. 2016, Amraoui et al. 2016, Guedes et al. 2017, Guo
et al. 2016, Huang et al. 2016, Lazear & Diamond 2016, Musso & Gluber 2016,
Heitmann et al. 2017).

Em relacdo as demais arboviroses, o Zika virus pode ser transmitido por duas
vias (Lazear & Diamond 2016, Musso & Gubler 2016), tendo a principal transmissao
vetorial, € a mesma que as demais arboviroses, em que o artropode hematofago
competente € transmissor intermediario entre os hospedeiros vertebrados. E
transmissao nao-vetorial, consiste na auséncia de um vetor como intermediario, ela

pode ser horizontal direta ou indireta e vertical (ex. materno-fetal).

Na transmissao horizontal direta, o ZIKV pode ser transmitido por via sexual
(Atkinson et al. 2016, ®Mansuy et al. 2016, ®"Mansuy et al. 2016, Nicastri et al. 2016,
Oliveira et al. 2016, Visseaux et al. 2016, Musso et al. 2017, Spencer et al. 2017) e
para WNV e YVF o virus ja fora detectado no sémen (Musso & Gubler 2016). Portanto,
Zika virus € considerada uma Infeccdo Sexualmente Transmissivel, IST. A
transmissdao do homem para mulher representa 94% dos casos e da mulher para
homem 1%. Na relagdo homossexual masculina ocorre em 3% dos casos e da
feminina ndo ha evidéncias. A principal via de transmiss&o é vaginal, e a oral e a anal
sdo consideradas possiveis rotas de transmisséo (*Musso et al. 2015, Counotte et al.
2018).
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A transmissao vertical, materno-fetal € documentada para WNV, DENV e
CHIKV (Musso & Gubler 2016, Martines et al. 2016). No caso de ZIKV essa via de
transmissao tornou-se evidente apds a observagao de casos de sindromes congénitas
ocorrida durante as epidemias no Brasil e depois nos demais paises afetados, no qual
gravidas e puérperas infectadas que adquiram ZIKV, a principio, por transmissao
vetorial. O leite materno é considerado como um possivel meio de transmissao, em
vista que particulas virais infecciosas foram isoladas do leite e detectadas por gRT-
PCR (Besnard et al. 2014, Dupont-Rouzeyrol et al. 2016, Colt et al. 2017, Sotelo et al.
2017). Devido a possibilidade de transmiss&o do virus durante o periodo gestacional
(Franca et al. 2016, Schwartz 2016, Steele 2016, Vouga & Baud 2016) passou a fazer
parte do grupo das doencgas infecciosas gestacionais e perinatais causadas por
microorganismos que podem levar a doengas congénitas em fetos e recém-nascidos,
denomina TORCH do acrénimo Toxoplasmose, Outros (Parvovirus B19, Varicella-
zoster, Sifilis e Hepatite B), Rubeola, Citomegalovirus, Herpes simplex (Yadav et al.
2014, Coyne & Lazear 2016).

Outras possiveis formas de transmissdo associadas ao ZIKV, porém, com
poucas evidencias sao transmissdo nao-vetorial horizontal direta por acidente de
trabalho devido ao manuseio de material bioldgico infectado e por transfusao
sanguinea e transplante (‘Musso et al. 2014).

Em relagdo aos sintomas mais associados a infecgcao por ZIKV sao febre
moderada (37,8°C a 38,5°C), prurido exantematico (urticaria), dor de cabecga, dor
retroorbital, conjuntivite n&o purulenta, vertigem, mialgia, artralgia, desordem
gastrointestinal, entre outros (Brito & Cordeiro 2016, ®Calvet et al. 2016, Galan-Huerta
et al. 2016, Moore et al. 2017, Musso & Gubler 2016, Peerson & Diamond 2018, Song
etal. 2017, Yepez et al. 2017). O periodo de incubagdo em humanos, transmissao via
vetor, ocorre em torno de 3 a 14 dias (Krow-Lucal et al. 2017) e com sintomas similares
a DENV e CHIKV Para os meios de transmissao sexual e materno-feto o periodo de
incubacéo pode ser diferente. Além disso, em gravidas a resposta imunologica ao
ZIKV pode ser diferente no periodo de gestacdo. Os sintomaticos representam em
torno de vinte por cento da populacgéo infectada (Musso & Gluber 2016).

Nos trés primeiros dias, ou seja, entre a picada do mosquito até o aparecimento
dos sintomas quando do periodo latente da infeccdo. Nessa fase ndo ha o
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diagnostico clinico e o sistema imunoldgico se torna ativo, com a produgdo de
anticorpos do tipo imunoglobulina M (IgM) contra antigenos virais. Nessa fase é
possivel a detecgao do virus por métodos moleculares, ex vivo (cultura de células) e
in vivo (experimentacdo animal). Entre o terceiro dia até o décimo quarto dia, os
individuos infectados podem apresentar sintomas tornando possivel o diagnostico
clinico, o sorologico e os métodos laboratoriais apresentados anteriores podem ser
aplicados. Essa é a fase do periodo sintomatico ou virémico com cercade 7 a 10
a viremia atinge o ponto maximo na geragao de particulas virias. Nesse intervalo
virions infecciosos passam a circular na corrente sanguinea, sendo capaz infectar

novos vetores e hospedeiros.

O ZIKV tem tropismo por células do sistema nervoso central e periférico,
epiteliais, sistema reprodutor masculino e feminino e células do sistema imune. Da
familia TAM, o receptor AXL apresenta alta atividade nessas células e sdo potenciais
receptores virais (Liu et al. 2016, Meertens et al. 2016, Nowakowski et al. 2016,),
portanto, um importante candidato como receptor viral. Estudos mostraram que
apesar de sua alta expressdo em células neurais como astrécitos e microglia
(Meertens et al. 2016) e endoteliais como as da barreira hematoencefalica (Liu et al.
2016), ao ocorrer a inibicdo de AXL ha uma drastica redugao de infeccéo pelo ZIKV.
Por outro lado, Hasting e colaboradores (2017) demonstraram que apesar da
expressdo dos receptores da familia TAM em diferentes tipos celulares como as
células progenitoras neural, células endoteliais do feto, células trofoblasticas da
placenta, macréfagos Hofbauer e células escamosas a entrada do ZIKV — em tais
células ndao ha necessidade de haver receptores da familia TAM na rota de
transmissao do virus, pois a infecgdo ocorre do mesmo jeito. Porém, em células ex

vivo de humanos que expressam AXL ha reducao da replicacao viral.

Wells et al. (2016) corroboram com os resultados de Hasting e apresenta a
hipdétese de que a variagcdo do tropismo pode ser explicada pela expressao
diferenciada dos perfis TYRO3-AXL-MERTK que podem ser fatores de ligagdo de
ZIKV. No modelo animal os receptores TAM divergem em relagdo aos humanos,
esses se mostraram pouco necessarios ou mesmo nao requeridos para replicagcao
durante a replicacdo do virus. Por fim, existem outros candidatos para mediar a
infeccdo por ZIKV sados as lectinas tipo C (DC-SING), receptores fosfatidilserina,
imunoglobulinas T, dominio muncin (TIM) (Hating et al. 2017).
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1.5. Tropismo do Virus no Hospedeiro

O tropismo do virus ZIKV como segue o modelo descrito para DENV (Neal
2010, Guzman et al. 2016, Levinson 2016, Tabata et al. 2016, Laureti et al. 2018). A
transmissao do virus para o hospedeiro inicia-se com a picada do vetor na epiderme
ou direto na corrente sanguinea. ZIKV infecta os queratindcitos e células de
Langerhans (células dendritica do sistema imune) presente na pele. Uma vez que as
células dendriticas estéo infectadas, essas movem-se até o linfonodo e apresentam o
antigeno viral de superficie para mondcitos e macrofagos, ou seja, ativa a Resposta
Imune Inata no hospedeiro. Porém, tais células ao invés de reconhecer e destruir as
particulas virais e células infectadas, elas também se tornam infectadas e passam a
replicar o virus. Desse modo, a infecgdo espalha-se por todo o organismo através de

outros linfonodos, além da medula 6ssea, bago e corrente sanguinea.

Uma vez na corrente sanguinea, o ZIKV pode infectar os demais tecidos
susceptiveis ao virus, como por exemplo o Sistema Nervoso e Reprodutor masculino
e feminino (Figura 6). Devido a alta quantidade de particulas virais circulantes no
sangue, o hospedeiro entra em estado virémico. As células infectadas produzem e
liberam interferons, em resposta a infec¢ao. Os interferons sao proteinas pertencentes
ao grupo das citocinas e interferem na replicag&o viral e ativam o Sistema Imune Inato
e Adaptativo. Eles também ajudam o Sistema Imune a reconhecer células infectadas
e proteger as nao infectadas. A febre é uma reacéo fisiologica em resposta a infecgao

viral.

A resposta adaptativa € ativada ao mesmo tempo em que a resposta inata,
porém leva mais tempo para entrar em atividade. Os linfocitos B produzem anticorpos
especificos aos antigenos virais, sdo as imunoglobulinas IgM e IgG. Essas células
tem por principal fungdo produzir anticorpos especificos que interagem com os
antigenos virais com as células infectadas por virus. E os linfocitos citotoxicos T
reconhece e elimina células infectadas pelo virus. Durante o curso da infeccdo, a
resposta Inata e Adaptativa esta ativa. A resposta Inata ativa o sistema complemento,
resposta que ajuda anticorpos e leucdcitos a eliminaram os virus do organismo. A
acao conjunta do Sistema Imune Inato e Adaptativo neutralizar a infecgdo e

consequentemente leva a recuperagao o enfermo.
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Figura 6. Tropismo celular de Zika virus. Os tipos celulares presentes no Sistema Nervoso e Reprodutor
em que o virus pode ser replicar fora testado em modelos ex vivo, in vivo e verificado em amostras
biolégicas humanas. ZIKV infecta células placentarias como as células de Hofbauer (ex vivo e explante
placentario humano), trofoblastos (camundongos, primatas ndo humanos, humanos), células
endoteliais (explante placentario humano, tecido placentario de ratos). Nas células neurais como
progenitoras neurais e neurdnios maduros (camundongos, primatas ndo humanos e humanos),
astrécitos humanos (ex vivo). Dos tecidos oculares como cornea, retina neurossensorial e nervo optico
(camundongos), humor aquoso da camara interior (humanos). Células do sistema reprodutivo,
espermatogonias, células de Sertoli, células de Leydig (camundongo), espermatozoides (camundongo
e humanos), epitélio vaginal (camundongos) e fibroblastos uterinos (camundongo e humano). O
tropismo do ZIKV resulta na detecgéo do virus em diferentes fluidos corporais como lagrimas (ratos e
humanos), saliva (primatas ndo humanos e humanos), sémen (camundongos, primatas ndo humanos
e humanos), muco cervical (humanos), lavagem vaginal (camundongo e humano), urina (primata nao

humanos, humano), sangue (primata ndo humanos, humano) (Miner & Diamond 2017).
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1.6. Tropismo Placentario do Zika virus

O Zika virus € um arbovirus neuroinvasivo que infecta células hepaticas e
células dos Sistemas Nervosos Central e Periférico, Reprodutor, Imune e Tegumentar.
Nos fetos e recém-nascidos causam sindromes congénitas neurais, e em adultos e
raramente em criangas a Sindrome de Guillain-Barré e independe do sexo (Musso &
Guble 2016). A transmissao nao vetorial do ZIKV foi descrita anteriormente. A via de

infeccdo viral materno-fetal através do utero revela que este 6rgao é alvo de inumeras
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infecgdes virais diretas ou continuas. O virion pode infectar o utero através das células
placentarias ou por transporte celular. Uma vez transposta essa barreira o
embrido/feto torna-se vulneravel a infecg¢ao viral (Quicke et al. 2016).

A placenta € um 6rgao especializado formado durante a implantagdo do
blastocisto no utero no sexto dia apdés a fecundagdo. Tem por fungdo conferir
protecdo, nutrigdo e trocas gasosas durante todo o periodo gestacional. Dentre a
funcdo de protecdo ao embrido/feto, ela € uma barreira primaria eficiente materno-
fetal contra microrganismos como os virus e promove a passagem de anticorpos
contra os mesmos durante a gravidez. As fases gestacionais s&o dividas em trés
etapas. O primeiro trimestre dura da primeira a décima terceira semana. O segundo
trimestre estendo da décima quarta até vigésima semana. Por fim, o terceiro

trimestre da vigésima oitava a quadragésima segunda semana.

Apos a fecundagéao e os primeiros estagios de divisdo celular, ou seja, clivagem
do zigoto até o estagio de morula, as células sdo denominadas de blastocistos
indiferenciados, ou seja, totipotentes. Durante o estagio de mérula, inicia-se o primeiro
processo de diferenciagdo celular que culmina na formacdo da blastula e a
diferenciagdo em dois tipos de Dblastocistos: células trofoblasticas e
embrioblasticas. No estagio de blastula as células sdo pluripotentes. A primeira
diferenciagdo em células citotrofoblasto (CTB) — camada externa do blastocisto
composto de células mononucleares de alta atividade mitotica da qual formam os
sinciciotrofoblasto (STB) — camada externa ao CTB de célula multinuclear e
invasivas do epitélio endometrial e tecido conjuntivo do utero materno, local de
implantagdo do blastocisto. Ambas as células originam os tecidos do anexo
embrionarios como cavidade amnidtica, amnio, vesicula umbilical, pediculo de
conexao e saco coridnico durante o desenvolvimento gestacional no primeiro trimestre
de gravidez. Além de produzir hormdnios para manutengao da gestagéo, acumulo de

glicogénio e lipideos, angiogénese (Figura 7).

Figura 7. Blastocistos de camundongo. Células marcadas com fluoréforo. As células verdes sao
trofoblastos e hipoblastos nao diferenciados, em laranja € a massa celular interna (célula tronco
embrionaria) e a marcagdo em azul sdo integrinas, proteinas de adesdo. Nessa fase do
desenvolvimento embrionario ocorreu a primeira diferenciagcéo celular e todas as células passam a ser

pluripotentes. A cavidade do blastocisto, blastocele, estd preenchida por liquido. Das células
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trofoblasticas diferenciardo nas células dos tecidos extraembrionarios e a massa celular interna o
embrido (Gilbert & Barresi 2016).
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Integrinas

Embrioblasto é o conjunto de células internas e polarizadas em um dos polos
embrionarios do blastocisto da qual origina o disco embrionario bilaminar composto
pelo hipoblasto (endoderme extraembridnico) e epiblasto (embrido e ectorderme
amniodtico). Do epiblasto originam os trés folhetos embrionarios: endoderme,
mesoderme e ectoderme. A definicdo dos sistemas no embrido e dos anexos
extraembrionarios ocorrem no primeiro trimestre da gestagdo. No segundo e terceiro

trimestre desse o seu desenvolvimento.

O sinciciotrofoblasto sdo células altamente resistentes a infeccao por diversos
patébgenos como alguns virus como Herpes simplex virus 1 (HSV1), Citomegalovirus
humano (HCMV), entre outros. STB da primeira fase gestacional sdo potencialmente
resistentes a diferentes viroses. Diferentemente do citotrofoblasto e demais células
sdo susceptiveis, ou seja antigenos virais reconhecem os receptores celulares
(Sheridan et al. 2016, Arora et al. 2017), como macroéfagos (células de Hofbauer),
trofoblastos, células diferenciadas dos anexos embrionario (Tabata et al. 2016, Quicke
et al. 2016, Sheridan et al. 2016, Arora et al. 2017, Ledn-Juarez et al. 2017). Outro
fator de vulnerabilidade gestacional no primeiro trimestre é que a IgG materna passa
a barreira placentaria para o feto a partir do segundo trimestre, quando a placenta esta
desenvolvida (Simister 2003, Sheridan et al. 2016).

Os mecanismos de transmissdo do ZIKV via placenta ainda s&o pouco

conhecidos e com algumas hipoteses (Figura 8). Porém, baseado nos estudos em
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viroses de transmissao via placenta e nas evidencias do tropismo celular de ZIKV, as
células trofoblasticas quando diferenciadas em STB e CTB podem sustentar a
infecc&o viral no primeiro trimestre gestacional e manter a infecgao até a origem dos
folhetos embrionarios e a neurogénese (Abidi et al. 2016, Arora et al. 2016, El Costa
et al. 2016, Ledn-Juarez et al. 2016, Meaney-Delman et al. 2016, Quicke et al. 2016,
Suy et al. 2016, Tabata et al. 2016, Sheridan et al. 2017).

A linhagem africana nao apresentou indicios de complicagées neuroldgicas e
de transmiss&o materno-fetal durante as epidemias registradas na literatura. Por outro
lado, a linhagem asiatico-brasileira mostrou-se capaz de infectar fetos durante a
gestacdo e ser um agente neurotropico. Desse modo, para entender os mecanismos
de infeccdo através da barreira placentaria ainda pouco conhecidos, no presente
estudo, pretende-se estudar a infectividade comparativa entre as linhagens Africana
e Asiatico-Brasileira de Zika virus em células placentarias humanas BeWo e HTR-
8/SVneo.
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Figura 8. Patogénese da infecgdo por Zika virus durantes a gestagdo. O item A representa a rota de
transmissdo e o tropismo na gravidez. A via de transmissdo pode ser por vetor (mosquito), sexual,
sangue (blood) e vertical (maternal-fetal). A transmissdo vertical materno-fetal pode ser
transplacentaria, intrauterino (intrauterine) ou transvaginal (?). O tropismo celular entre mae e
embrido/feto podem infectar as células do estroma decidual, trofoblastos, fibroblastos, células
endoteliais, macrofagos de Hofbauer, células epitelias amnioticas. O item B apresenta as estruturas
placentarias humanas e os possiveis pontos de infecgdo. As vilosidades coribnicas derivadas do feto
(quadrado azul) sdo projegbes na forma de arvore e revestidas por duas camadas de trofoblastos e
banhadas por sangue materno. Os trofoblastos vilosos diferenciam-se em citotrofoblastos (CTB), e
esses em sinciciotrofoblastos (STB). CTB s&o altamente proliferativos e formam uma monocamada de
células polarizadas que se diferenciam em STB por fusao célula-célula. A superficie de STB é coberta
por uma densa rede de microvilos ramificados recobertos por sangue materno, medeiam nutrientes e
trocas gasosas entre a mae e o feto. Os macroéfagos de Hofbauer, derivados do feto, sdo encontrados
nos espacgos intervileos. Um subconjunto de trofoblastos, denominados e trofoblastos extra-vilosos
(TEV), migram das vilosidades coridnicas, invadem a parede uterina e remodelam artérias espiriais
maternas que facilitam o suprimento sanguineo da placenta. O compartimento decidual também inclui
células imunes maternas (macréfagos deciduais, células deciduais “natural killer”) e células estromais
(Cao et al. 2017).
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2| MATERIAL E METODOS

2.1. Objetivo Geral

Caracterizacao do ciclo de replicacéo viral em células placentarias inoculadas
com as linhagens Africana e Asiatico-Brasileira de Zika virus.

2.2, Objetivos Especificos

e Formacéao de estoques virias e celulares;

¢ Quantificacdo por titulagdo dos estoques virais;

e Determinacéo da curva padrao por qRT-PCR a partir do titulo viral;
e Cinética viral

¢ Quantificacédo da cinética viral baseada na curva padrao titulada;

e Construgdo da curva de crescimento viral por hora apds infegéo.

2.3. Desenho Experimental

A determinacédo da dindmica do crescimento viral em células placentarias exige
a preparacdo e manutencdo dos estoques virais e culturas celulares para entéo

acompanhar a evolugao da infeccdo e conhecer seu padrao de curva de crescimento.

2.3.1. Linhagens de Zika virus

A escolha dos isolados de Zika virus (ZIKV), um oriundo da Africa, ZIKV-
MR766bp (baixa passagem) e o outro Brasileiro-Asiatico, ZIKV-IEC-Paraiba advém
do fato de que o segundo isolado apresenta evidencias de ser capaz de transpor a

barreira placentaria e ser neurotrépico e o primeiro sem esse tropismo relatado.

ZIKV-IEC-Paraiba (GenBank: KX2800260). E na cepa do virus que foi isolado
em um paciente na Paraiba clinicamente diagnosticado com ZIKV no surto de 2015.
Em amostras foram gentilmente doadas pelo Prof. Dr. Pedro Vasconcelos do Instituto
Evandro Chagas de Belém, Para.
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ZIKV-MR766bp (GenBank: KX421193). Essa cepa viral de baixa passagem
isolada da Macaca mulatta em 1947 na Floresta de Ziika, em Uganda, por técnicos da
Fundacado Rockefeller durante um longo projeto de pesquisa sobre Febre Amarela na
Africa. As amostras foram doadas gentilmente por Amadou A Sall do Instituto Pasteur
de Dakar, Senegal.

Os cultivos dos virus foram realizados em células Vero (ATCC®) em trés etapas
a fim de aumentar o numero de particulas virais infectantes. A primeira consiste
cultiva-los em tubos cilindricos plasticos contendo 1mL de cultura celular. A segunda
em garrafas plasticas T25 com volumes entre 5-7 mL. E por fim, em garrafas de
plastico T75 com volumes entre 15-20 mL. Em todas as etapas o sobrenadante e o
debris celular foram coletados conjuntamente e armazenados em criotubos, no
congelador -80°C e em nitrogénio liquido. A titulagdo por unidade formadora de placas
(PFU/mL) foi a metodologia usada para a determinagdo do numero de particulas virais
infectantes. Somente na terceira etapa foi estimado o numero de virions por mL. De
acordo com o manual BMBL5 (CDC/NIH) o ZIKV é classificado para manuseio em
laboratorio no nivel de biosseguranga 2. Os estoques também foram testados para

micoplasma para evitar interferéncia de outros microorganismo no sistema de estudo.
2.3.2. Titulagao Viral

Os valores de concentracao de titulagao viral foram determinados por Unidades
Formadoras de Placa por mL (PFU/mL). Abaixo segue a formula para sua
determinacgao.

total de placas do pogo 1+total de placas do pogo 2

PFU/mL = 2 x fator de diluicéo

volume de indculo usado por pogo

Em uma placa de 24 pocgos cultiva-se células Vero até atingir a confluéncia
entre 80-90% e contragdo entre 1.10° a 2.10° células por mL. As células foram
armazenadas em estufa de CO2 a 5% com temperatura de 37°C. Uma vez a placa
pronta, realizou-se uma diluicdo seriada de 1/10 (1 do virus : 9 de meio) com dez
diluicdes seguidas com volume final de 200 pL a partir do estoque viral mais meio e
inocula-se os pog¢os em duplicata na placa de 24 pogcos com as amostras fracionadas
de 10" a 107" por pogo com o volume final. Sendo que ha dois pogos para controle

positivo e outro negativo. As placas s&do mantidas na estufa por no maximo duas
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horas, lavar os pogos com PBS e completar o volume com CMC 3,2% mais SBF a
10%. Volume final de 1 mL. As placas ficam mantidas em estufa por 4 a 6 dias para

para visualizacéo das placas virais.
2.3.3. Culturas Celulares

As células usadas para propagag¢do, manutengado e experimentagdo com os
virus seguiram as recomendagbes descritas pela ATCC® (American Type Culture
Collection) e JCRB Cell Bank® (Japanese Collection of Research Bioresources Cell
Bank), com adaptagdes. Todas as culturas foram testadas para micoplasma de acordo
com Timenetsky et al. 2006. O teste para micoplasma por Nested PCR para Mollicutes
foi realizado no Laboratério de Bactérias Oportunistas do Prof. Dr. Jorge Timenetsky.
E para avaliar a possibilidade de contaminagéo por acidos nucleicos de ZIKV e outros
virus presente no laboratoério usou iniciadores especificos de gqRT-PCR.

A determinacao da concentracao celular por mL, necessaria para determinagao
da Multiplicidade de Infecgdo (MOI) realizou-se por contagem de células na camara
de Neubauer pela equacgao:

numero de células contatas

Células/mL = x fator de correcdo* x 10.000

total de quadrantes contados

volume em mL de cultura de células

*fator de corregao =

volume em mL de cultura de células+volume em mL de corante

2.3.4. Caracterizagcao das células

Tabela 2 descreve os tipos de células usada no cultivo de virus e na cinética
viral. Em resumo, para a manutengao e propagacgao das células usou-se meio de
cultura apropriado (indicagéo segue o descrito no ATCC® e JCRB®) para cada tipo
celular com 10% SBF a temperatura de 37°C em estufa com 5% de CO2. O
repique foi realizado com intervalo de trés a quatro dias ou dependendo da
velocidade de crescimento das células. Usou-se tripsina-EDTA para remoc¢ao do
tapete de células, com excecdo de C6/36 que remove as células do tapete por
agitacdo mecanica.



Tabela 2. Descrigdo geral das células mantidas em cultura.
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Célula Descricao Morfologia Origem Biosseguranga Uso
Epitélio de rim do Pronadacio e
Vero Cercopithecus Epitelial ATCC® NB1 . P 9 ¢ ,
) titulagao de virus
aethiops
Larva do Propagacéo e
C6/36 mosquito Aedes Tipo fibroblasto ATCC® NB1 . P 9 ¢ ,
titulacdo de virus
albopctus
Coriocarcinoma
de tecido Modelo
Bewo  Piacentariode Epitelial ATCC® NB1 experimental ex
Homo sapiens, vivo na descricao
de morfologia da dinamica viral
epitelial
HTR Trofoblastos gﬂxoii:omental ex
placentarios de Tipo epitelial ATCC® NB2 P o
8/SVneo . vivo na descrigao
Homo sapiens DA ;
da dinamica viral
Modelo
experimental ex
Hepato vivo na descricao
JCRB Cell inami i
HuH-7 carcinoma de Tipo epitelial ® NB1 da dlr’1am|ca eral
Bank em células nao

Homo sapiens

placentarias e
sabidamente de
tropismo do ZIKV
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2.3.5. Cinética Viral

A cinética viral foi baseada nos experimentos de Hamel et al. 2015;
Hadjichrysanthou et al. 2016; e Offerdahl et al. 2017 e no modelo de curva dinamica

de crescimento viral, Figura 9.

Figura 9. Modelo da representagao grafica das fases do ciclo de replicagéo para virus envelopado pode
ser representado pelo titulo no eixo da ordenada (infectious units per mL) por horas apés infec¢édo
(hours after virus addition) no eixo da abscissa. No eixo X pode-se observar as fases do ciclo de
replicacdo viral: adsorgao e penetragdo que compreende a eclipse; seguida da maturacgéo e liberagéo.
As curvas que representam a quantidade de virions detectado por ponto no tempo intracelular (cell-
associated virus), extracelular (extracelular virus) e a somatéria de ambos (total virus) (Burleson et al.
1992).

Total virus
Extracellular virus

Infectious units |
per ml

Cell-associated virus

— —<

Hours after virus addition
adsorption &

penetration
Eclipse |

i Maturation & Release

O MOI é determinado a partir das informacdes prévias: distribuicao de Poisson,
titulacdo por PFU/mL e concentracdo de células. Para ZIKV-MR766bp determinou
MOI=1 e para ZIKV-IEC-Paraiba MOI=0,5. A concentragao de células para placas de
seis pogcos foi em média de 1,5x10® células/mL. Os estoques virais de
aproximadamente ZIKV-MR766bp 1,7x108 PFU/mL e ZIKV-IEC-Paraiba de 1,5x108
PFU/mL. Equagao do MOI:

IVIOI_Volume de in6culo por pogo x PFU/mL
volume final por pog¢o x células/mL
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A determinagdo das horas-pds-infeccao (hpi) foi de 2h apos o tempo de
adsorgao do virus na estufa a 37°C e 5% de CO.. Esse tempo marca o tempo zero de
infecgdo. Seguido de 24h, 48h, 72h, 96h, 120h e 144h.

As células foram cultivadas, em placas de 6 pogos, 24h antes de iniciar o
experimento. Apos esse periodo realizou-se a contagem de células para verificar se
atingiram a concentragao desejada e o tapete com confluéncia entre 80 - 90%. Caso
contrario, foram mantidas na estufa até atingir a confluéncia desejada. O cultivo segue
as recomendagbes apresentadas no protocolo do ATCC®. Antes de iniciar o
experimento as células foram testadas para presenga de micoplasma. Para evitar
interferéncias, as culturas celulares e estoques virais foram mantidos sem antibidticos,
antifungicos, e n&o utilizou tripsina para coleta das amostras durante o experimento.
Todas as hpi foram feitas em triplicatas. Os cultivos das células foram realizados em
placas de seis pocos com 2 mL de cultura de células. A preparacdo das células
realizou-se com meio apropriado e 10% SBF. Apos a inoculagao, as culturas do meio
foram mantidas com 2% de SBF.

BeWo s&o células corocarcinomas fusiogénicas, ou seja, formam sincicio. A
forkolina € um componente quimico derivado da planta Coleus forskohlii. Esse
composto promove na BeWo a formacgao de sincicio, secre¢ao de HCG (gonadotrofina
coribnica humana), além de promover sua diferenciagcdo morfolégica e bioquimica. Ha
o decaimento da viabilidade celular e proliferacdo de células na presenca de
forskolina. O composto tem por principal resultado o aumento da concentragcéo do
AMP ciclico (cCAMP), através da via ativa adenilato ciclase (enzima amplificadora). De
modo a gerar diversos efeito bioldgicos intracelulares.

Devido a essas propriedades, a cinética viral para BeWo é testada na cultura
celular com e sem a presenca da forskolina. O protocolo de tratamento das células
com forskolina fora gentilmente cedido pela Profa. Dra. Estela M. A. F. Bevilacqua do
Laboratério de Estudos da Interacdo Materno-Fetal e Placenta, ICB-USP. A partir de
uma solugdo estoque diluida em 1 mL DMSO (veiculo) mais 4,105 mg. A solugéo
estoque na concentracdo de 10 mM. Dessa solugéo obtéve-se a solugado de uso com
10 uM ou 0,2% de DMSO. Apds a iniculacido de 24h das células BeWo foram
cultivadas na placa de seis pocos, sendo adicionado por pog¢o 1 uL da solugéo de uso
por mL de meio cultura suplementado com SBF a 10%. Lavou-se as células com PBS



52

e 0 meio foi trocado para obter melhora a atividade da forskolina. Retornou para estufa

e manteve por 48h para iniciar o experimento de cinética como descrito abaixo.

A inoculagéo das células foi realizada de acordo com MOI determinado a partir
do estoque viral. Inoculou-se as células e as mantiveram por 2h (adsor¢do) na estufa
com CO2 a 5% e a temperatura de 37°C. Apds esse periodo lavou-se as células com
PBS para retirada dos debris celulares e virions suspensos, e completou-se com meio
apropriado para cada tipo celular e com 2% de SBF. No tempo zero (2h) coletam-se
as amostras e os demais hpi retornaram a estufa para serem coletados nos seus
respectivos tempos. Durante o0 experimento coletou-se separadamente o
sobrenadante (meio extracelular) das culturas célulares (meio intracelular). As
amostras para cada hpi sdo armazenadas em microtubos de 1,5 ou 2 mL.
Imediatamente foram anotados todos os dados necessarios para identificacdo e os
tubos armazenados no congelador a temperatura de -80°C.

2.3.6. Biologia Molecular

A deteccao e quantificacdo da quantidade de RNA viral presente em cada hpi
foi realizado através da qRT-PCR. E sua transformagcédo em PFU/mL por meio da
construcdo da curva padrao baseada na titulacdo apresentada anteriormente.
Analisou-se a integridade do RNA extraido no Bioanalyzer, ao comparar a taxa entre
a quantidade de RNA ribossomal 28S e 18S.

A extracdo de RNA total das amostras segue o protocolo padrdo do reagente
TRIzol® da Ambion Life Technologies, com modificagdes. Uma vez extraido, as
amostras foram quantificadas no espectrofotdmetro, NanoDrop® e normalizadas para
um valor médio de concentracdo de RNA de 200 ng/uL.

A construcdo da curva padrao baseou-se no resultado da titulacdo e
quantificacdo por RT-PCR de cada diluigdo seriada. Uma vez obtidos os resultados
dos Ct de cada fragdo da diluigdo e do valor da titulagdo realiza-se os seguintes

calculos.

Diluicdo Seriada. S&o as fracdes de 10! a 10'° da diluicdo seriada da
titulagdo. Valor da Titulagao. Valor do titulo obtido a partir da diluicdo seriada em
PFU/mL. Titulo médio obtido do resultado da titulacdo para cada isolado, o qual

corresponde ao valor da titulagdo de 10-'. Do 102 em diante, corresponde a divisdo
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da diluigdo anterior por dez. PFU Extraido. Correcdo do valor do titulo em relagao ao
PFU obtido. Multiplica-se por 0,25 mL o Valor da Titulagéo, ou seja, a quantidade em
mL de amostra usada na extracdo de RNA total. PFU Amplificado. Correcéo do valor
do titulo em relagdo ao PFU Extraido. Multiplica-se os valores pela quantidade em mL
de amostra usada na qRT-PCR, PFU Extraido e o volume diluigdo em mL do RNA
extraido. Pela equacao de diluicdo, obtém-se os valores de PFU Amplificado a partir
do volume usado na qRT-PCR de 0,005 mL; do PFU Extraido; e o volume da diluigao
do RNA extraido em agua DEPC de 0,05 mL. Equacgéo: (volume em mL gRT-PCR)
(PFU Extraido) = (volume em mL de RNA diluido da extragdo) (x PFU Amplificado).
Titulagao Log1o. Transformacgao dos valores obtidos no PFU Amplificado em Log na
base dez.

A construgdo do grafico para determinagdo da Curva Padrdo através da
Equacgao da Reta a partir de f(x) = -ax+b, tem na abcissa os valores das médias dos
Cr obtidos da diluigdo seriada e na ordenada Titulagdo Log1o. O R? apresenta o quanto
os valores da ordenada estdo préximos da equacgao da reta, ou seja, proximos a 1.

A gRT-PCR seguem o protocolo padrao aplicado para todas as analises. Os
iniciadores com sondas TagMan® selecionados para experimentacdo estdo de
descritos em Lanciotti et al. 2008, e s&o do gene do envelope. Iniciador senso ZIKV
835 (posicéo 835-857) de sequencia TTG GTC ATGATACTG CTG CTGATT GC. E
anti-senso ZIKV 911c¢ (posigédo 911-890) de sequencia CCT TCC ACA AAG TCC CTA
TTG C. Reagente do mix da qRT-PCR para volume final de uma reagédo de 15 pL:
agua DEPC 3,5 pL; tampéo 5,0 pL; iniciadores senso e anti-senso 0,5 yL de cada;
enzima 0,5 yL; e RNA extraido 5,0 yL. O kit de reagdo da qRT-PCR provém da Ag
Path-ID one step da Ambion Life Technologies. O ciclo de reagao “one step” da qRT-
PCR segue: (i) um ciclo de 45°C por 10 min — transcriptase reversa. (ii) um ciclo de
95°C por 10 min; seguido de quarenta ciclos de 95°C por 15 segundos mais 60°C por
45 segundos — corresponde ao produto do cDNA.

Os valores de Ct de cada hpi foram transformados em PFU/mL, no qual, PFU
Log1o as médias das triplicatas dos Ct para cada hpi corresponderam ao valor x da
equagao da reta obtida, de cada isolado de ZIKV, na curva padrdo. PFU anti-Log1o
corresponde aos valores em PFU/mL dos Cr. PFU Extragao. Conversao de valor do
PFU anti-Log1o para PFU/0,25mL do RNA extraido. Pela equagao de diluigdo, obtém-
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se os valores de PFU Extracdo a partir do volume usado na qRT-PCR de 0,005 mL;
do PFU anti-Log1o; € 0 volume da diluigdo do RNA extraido em agua DEPC de 0,05
mL. Equacéo: (volume em mL gRT-PCR) (x PFU/0,25mL) = (volume em mL de RNA
extraido) (antiLog10 PFU). PFU/mL. Obtenc&o do PFU Extragdo em 1 mL de amostra.
Por regra de trés, obtém-se os valores de PFU Extragéo a partir do volume usado na
extragdo de RNA da amostra de 0,25 mL; do PFU Extragao; e o volume de 1 mL da
amostra. Equacéao: (volume em mL de amostra para extragao) (x PFU/mL) = (volume
de 1 mL da amostra) (PFU/0,25mL). O grafico contém na abcissa hpi e na ordenada
PFU/mL.

2.3.7. Citopatia Intracelular da Infecgao Viral

Com o intuito de observar a progresséo intracelular da replicagéo viral realizou
a padronizagao do ensaio de imunoflorescencia indireta pelo método de Triagem de
Alto Conteudo ou High-content screening (HCS) em placas de 384 pocos. A partir da
diluicdo seriada na fragdo de 1 para 50 de células, concentragdo celular de 1x10*
células/mL. A distribuigao das células na placa deve ser o suficiente para formagao da
monocamada com cerca de 80% de confluéncia. A placa foi mantida na estufa a 37°C

com 5% de CO2 por 24h anterior a contagem de células.

A padronizagcdo do MOI para inoculagao iniciou-se com diluicdo seriada do
estoque viral como descrito anteriormente. A primeira coluna da placa na vertical foi o
controle positivo com 750 puL de estoque viral. Da segunda coluna até vigésima
terceira se a diluigdo seriada com o volume ajustado para 675 uL de meio préprio da
célula e sem SBF e 7,5 uL do volume diluido do pogo anterior. As placas foram fixadas
com paraformaldeido, PFA, a 4% e apds 30 minutos foram corados com os
marcadores imunofluorescentes descritos a seguir. As leituras das placas foram
realizadas no Operetta High-Content Imaging System da Pelkin Elmer®.

Marcadores com imunofluorescentes. DAPI (4’6-diamidino-2-phenylindole)
corante fluorescente que marcou o DNA nuclear. Dos anticorpos primarios, D1-4G2-
4-15 é um anticorpo monoclonal. Anticorpo policloal ZIKV gentilmente cedido pelo
Prof. Dr. Luis Tadeu Moraes Figueiredo do Centro de Pesquisa em Virologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP. Como anticorpo secundario usou
Alexa Fluor® 594 da Thermo Fisher Scientific.
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3| RESULTADOS

3.1. Resultados Gerais

Da dindmica da cinética dos isolados de ZIKV-IEC/Paraiba e ZIKV-MR766
baixa passagem foi possivel quantificar a quantidade de RNA viral detectada nos
meios intra e extracelulares de cada hora-pés-infeccéo (hpi). As culturas de células
foram BeWo, BeWo tratada com forskolina, HTR-8 e Huh-7. Desse modo, obteve-se
ao final oito ensaios de cinética viral: BeWo/ZIKV-IEC-Paraiba e BeWo com
forskolina/ZIKV-IEC-Paraiba,; BeWo/ZIKV-MR766bp e BeWo com
forskolina/ZIKV-MR766bp; HTR-8/ZIKV-IEC-Paraiba e HTR-8/ZIKV-MR766bp; e
Huh-7/ZIKV-IEC-Paraiba e Huh-7/ZIKV-MR766bp. Ao considerar as triplicatas, no
total obteve-se 208 amostras considerando todas as células inoculadas mais controles
para cada hpi, dos meios intra e extracelular. A replica 1, com quatro cinéticas, o RNA
viral foi quantificado para todos os hpi, de 2h a 144h. O total de amostras foram 112.
Para as réplicas 2 e 3, com oito cinéticas, a quantificagao foi realizada somente para
24h, 48h e 72h. Ao considerar ambas as réplicas, obteve-se no total 96 amostras para

as mesmas consideragdes descritas anteriormente.
3.2. Titulagao dos Isolados Virais

ZIKV IEC-Paraiba e ZIKV MR766 baixa passagem. O cultivo do virus, para formacgéo
do estoque viral, foi realizado em células Vero como descrito no Material e Métodos.
Os valores do titulo resultantes foram 1,5x108 PFU/mL ZIKV-IEC-Paraiba e 1,68x108
PFU/mL para as trés réplicas da cinética. A imagem 1 apresentam os resultados do
efeito citopatico observado em microscopio optico invertido antes da coleta do virus.
E na figura 10 apresentam os resultados das placas de titulagao.
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Imagem 1. Resultado do efeito citopatico do cultivo de ZIKV-IEC-Paraiba (B) e MR766 baixa passagem
(C) para formag&o dos estoques virais em células Vero (ATCC®). Imagem A s&o células ndo inoculadas
(controle negativo). As imagens B e C s&o células inoculas com ZIKV-IEC/Paraiba e ZIKV-MR766bp,
respectivamente. O primeiro apos cinco dias de cultivo e segundo com seis dias. Ambos com 90% do
tapete infectado. Imagem obtida do microscépio 6ptico de luz invertida com aumento de 20X (200 pum)

para todas as amostras.
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Figura 10. Resultado da formagao de placas da titulagdo de ZIKV IEC-Paraiba (B) e MR766 baixa
passagem (C). A figura (A) representa a distribuigéo da diluigao seriada para quantificagao do titulo. Os
titulos foram obtidos em células Veras (ATCC®) inoculadas. As imagens B e C apresenta o titulo de a
partir da contagem média do numero da unidade de placas formadas nos pogos 1B e 2B para imagem
B e, 3B e 4B para imagem C. Os valores de titulos obtidos s&o 1,5x10® PFU/mL ZIKV-IEC-Paraiba
(placa B) e 1,68x108 PFU/mL ZIKV-MR766bp (placa C).

A
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3.3. Cinética Viral

Os ensaios de cinética foram realizados em ftriplicata. O efeito citopatico
observado para cada hpi pode ser visualizado na sequencia de imagens das Figuras
13 a20. Areplica 1 apresenta a curva de crescimento viral para todas hpi por PFU/mL,
Figura 21. E a média da curva de crescimento para as trés réplicas nos hpi de 24h,
48h e 72h, Figura 22. A quantidade de RNA viral presente extra e intracelular, descrita
em Cr presente em todas as amostras em estudos estdo no anexo. Para as réplicas

dois e trés quantificou por qRT-PCR somente os hpi de 24h, 48h e 72h.

As Imagens 2 a 9. Ensaio de cinética do ZIKV-IEC-Paraiba (1) e ZIKV-
MR766bp (2) nas células HTR-8 (A) BeWo (B), BeWo tratada com forskolina (C) e
Huh-7 (D). Horas-pés-infecg&o (hpi) de 24h, 48h e 72h. Primeira linha sdo os controles
negativos e a segunda células inoculadas. ZIKV-IEC MOI = 0,5 e média de
concentragdo celular para HTR-8 = 1,6x108 cel/mL, BeWo = 2,3x10% cel/mL,
BeWo+forskolina = 1,7 x108 cel/mL, HuH-7 = 0,32 x108 cel/mL. ZIKV-MR766 MOI = 1
e média de concentragdo celular para HTR-8 = 1,7x10° cel/mL, BeWo = 3,14x108
cel/mL, BeWo+forskolina = 1,7 x108 cel/mL, HuH-7 = 0,85 x10° cel/mL. Concentragéo
de forskolina € de 1uL/mL de meio de cultura. Imagens com aumento de 20x (200 uM)
no microscopio optico de luz invertida EVOS fl da Thermo Fisher Scientific. As setas

em vermelhos sao indicagdes do efeito citopatico.
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Das imagens obtidas para todas as células foi possivel observar o efeito
citopatico para a maioria das cinéticas dentro do periodo de 72h. Todos os inoculados
apresentaram as seguintes caracteristica do efeito citopatico como deslocamento do
tapete e arredondamento das células; morte celular litico ou morte celular sem lise da
célula (células refringentes); alteragbes morfolégicas encontradas para outros

arbovirus.

BeWo/ZIKV-IEC-Paraiba e BeWo com forskolina/ZIKV-IEC-Paraiba,
apresentaram poucas diferencas entre a populagdo de células inoculas e o controle.
BeWo/ZIKV-MR766bp a populagdo de células comparadas com as dos controles
comeca a apresentar diferengas a partir de 48h hpi, no qual a morfologia das células
infectadas aparece nesse periodo. BeWo com forskolina/ZIKV-MR766bp poucas
diferencas foram apresentadas entre os controle e células inoculadas, sendo que na

populagao de células inoculadas ha maior quantidade de células no meio extracelular.

HTR-8/ZIKV-IEC-Paraiba houve um aumento da populacédo de células até
72h hpi, e atingiu 100% de confluéncia apdés 24h para o controle e inoculado. HTR-
8/ZIKV-MR766bp poucas diferencas entre a populagcdo de células controlem e
inoculado. Huh-7/ZIKV-IEC-Paraiba a populagéo controle atinge 100% de confluéncia
e inoculada apds 48h hpi. HTR-8/ZIKV-MR766bp a confluéncia da populagdo de
células atinge 100% apds 48h para o controle e o inoculado, sendo que a partir de
72h mais de 50% do tapete de células inoculadas foram infectadas.

3.4. Curva Padrao

Triplicata da titulagdo de ZIKV-IEC-Paraiba e ZIKV-MR766bp. A concentragao
de células usada foi de 1x10° células/mL de células Vero, inoculado com 0,2 mL de
estoque viral por pogco em uma placa de 24 pocos. As células foram inoculadas apos
24h na estufa a temperatura de 37°C e com 5% de COa. As placas foram reveladas
apos cinco dias para ambos os virus. Os titulos obtidos para ZIKV-IEC-Paraiba foram
1,30x10¢ PFU/mL; 1,40x10% PFU/mL; e 1,68x10° PFU/mL. A média foi de 1,45x108
PFU/mL. ZIKV-MR766bp sdo 1,57x10® PFU/mL; 2,05x10®8 PFU/mL; e 1,43x108
PFU/mL. A média foi de 1,68x108 PFU/mL. Figura 11 apresenta o resultado da placa
de titulagéo.
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Uma parte da diluicdo seriada da titulacéo foi usada para determinar por gRT-
PCR qual a quantidade de RNA viral presente por cada fracdo da diluicdo e usou-se
para determinar a curva padrao para ambos os virus, como pode observar nas tabelas
de 3 a 5 e nos graficos 1 e 2. A extragdo de RNA total com TRIzol® a partir de 0,25
mL de amostra, a reacdo da qRT-PCR e os calculos para determinacdo da curva
padrao seguem descritos no Material e Métodos.

Figura 11. Resultado da formagao de placas da titulagdo de ZIKV IEC-Paraiba (B) e MR766 baixa
passagem (C). A imagem (A) representa a distribuigao da diluicdo seriada para quantificagdo do titulo.
Os titulos foram obtidos em culturas de células Vero (ATCC®). As imagens B e C apresenta o titulo de
a partir da contagem média do nimero da unidade de placas formadas nos pogos 4A e 4B para imagem
B e, 6A e 6B para imagem C. A média aritimética dos titulos obtidos fora 1,45x108 PFU/mL ZIKV-IEC-
Paraiba (placa B) e 11,68x108 PFU/mL ZIKV-MR766bp (placa C).

A 1 2 3 4 5 6
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Tabela 3. Valores de Cr obtidos pela qRT-PCR para cada fragcdo da diluicdo seriada da titulagdo
realizado em triplicata. Primeira é a primeira diluilgdo seriada. Da segunda a quartas colunas s&o os
valores dos Ct da diluigdo seriada da titulagdo de ZIKV-IEC, seguido da média aritimética. Da sexta a

oitava coluna séo os valores obtidos dos Ct ZIKV-MR766bp.

Cr

Diluigio CrIEC1 CrIEC2  CrIEC3 Media MR766bp. Cr Cr Média Cr

CrIEC 1 MR766bp.2 MR766bp.3 MR766bp
10-1 15,18 15,36 15,10 15,21 15,47 15,20 14,86 15,18
10-2 20,85 21,03 21,26 21,05 19,90 19,68 19,99 19,85
10-° 24,15 23,76 2432 24,08 22,88 22,88 22,60 22,79
10- 26,44 2578 26,74 26,32 26,01 25,97 26,09 26,03
10-° 27,37 27,98 28,02 27,79 30,07 30,05 30,42 30,18
10-° 27,79 28,78 28,57 28,38 31,54 31,74 31,33 31,54
10- 28,32 28,71 28,46 28,50 30,78 30,80 30,58 30,72
10-° 2944 29,07 30,07 29,52 30,95 30,93 31,12 31,00
10-° 29,48 33,03 29,03 30,51 32,44 32,88 32,18 32,50
10-° 2999 2940 30,10 29,83 32,00 33,31 31,61 32,31
10-" 2940 29,31 29,73 29,48 32,61 32,87 32,91 32,80

Tabela 4. ZIKV-IEC. Tabela de conversao de valores de Ct em PFU/mL obtido da gRT-PCR para cada
fragdo da diluigdo seriada da titulagéo realizado em ftriplicata do ZIKV-IEC-Paraiba. Primeira coluna é
a diluigdo seriada. Seguido do calculo do Valor da Titulagado obtido a partir da média aritimética de
1,45x10° PFU/mL para ZIKV-IEC (10"). Valores de PFU Extraido de 250 uL das amostras da titulagdo.
Volares de PFU Amplificado de 5 uL da extracdo de RNA total das amostras tituladas para

amplificagédo por gqRT-PCR. E transforgao para Log1o Titulagao Log+o.

:I::‘,Ij:; Valor da Titulagdo PFU Extraido PFU Amplificado Titulagdo Log1o
10-! 1450000 362500 36250 4,56
10-2 145000 36250 3625 3,56
10-2 14500 3625 362,5 2,56
10-* 1450 362,5 36,25 1,56
10-° 145 36,25 3,625 0,56
10-° 14,5 3,625 0,3625 -0,44
10-7 1,45 0,3625 0,03625 1,44
10-° 0,145 0,03625 0,003625 2,44
10-° 0,0145 0,003625 0,0003625 -3,44
10-1° 0,00145 0,0003625 0,00003625 -4,44

10-" 0,000145 0,00003625 0,000003625 -5,44
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Tabela 5. ZIKV-MR766bp. Tabela de conversdo de valores de Ct em PFU/mL obtido da gRT-PCR
para cada fragdo da diluicdo seriada da titulagéo realizado em triplicata do ZIKV-MR766bp. Primeira
coluna é a diluigdo seriada. Seguido do calculo do Valor da Titulagdao obtido a partir da média
aritimética de 11,68x108 PFU/mL para ZIKV-IEC (10"). Valores de PFU Extraido de 250 uL das
amostras da titulagdo. Volares de PFU Amplificado de 5 uL da extragdo de RNA total das amostras

tituladas para amplificagao por gqRT-PCR. E transforgdo para Log1o Titulagao Loguo.

ZIK\Iji:\:II:::Gbp Valor da Titulagdo PFU Extraido PFU Amplificado Titulagdo Log1o
10-1 168000000 42000000 4200000 6,62
10-2 16800000 4200000 420000 5,62
10-° 1680000 420000 42000 4,62
10+ 168000 42000 4200 3,62
10-° 16800 4200 420 2,62
10-° 1680 420 42 1,62
10-7 168 42 4,2 0,62
10-8 16,8 4,2 0,42 -0,38
10-° 1,68 0,42 0,042 -1,38
10-1° 0,168 0,042 0,0042 -2,38

10-"" 0,0168 0,0042 0,00042 -3,38
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Grafico 1. Curva padrédo de ZIKV-IEC-Paraiba. Abcissa apresenta os valores médio do Cr obtido da
gRT-PCR para cada fragao da diluicido seriada da titulagao realizado em triplicata. Ordena apresenta a
conversdo dos Cr em Titulagdo Log1o. A equagao da reta (y) e R? (coeficiente de determinagao) estio
representadas no lado esquerdo do grafico.
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Grafico 2. Curva padrao de ZIKV-MR766bp. Abcissa apresenta os valores médio do Ct obtido da qRT-
PCR para cada fragdo da diluicdo seriada da titulacdo realizado em triplicata. Ordena apresenta a
conversdo dos Cr em Titulagdo Log1o. A equagao da reta (y) e R? (coeficiente de determinagao) estdo
representadas no lado esquerdo do grafico.
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3.5. Cinética Viral

A curva dinamica da cinética descreve para cada hpi a quantidade de RNA viral
detectado nas células inoculada por ZIKV-IEC e ZIK-MR766bp. Para tal, comparou-
se a quantidade de RNA entre o meio de cultura extra e intracelular seguida sua
somatodria. A extracdo do RNA total, sua quantificacdo e o calculo da curva de
crescimento em PFU/mL estdo descritos no Material e Métodos.

Os resultados da cinética, replica 1, foram quantificados, calculados e plotados
nos graficos 3 e 4 para todos os hpi. A partir dessa cinética, dos hpi intracelular com
maior quantidade de RNA viral selecionou-se os hpi 24h, 48h e 72h para obter a média
da triplicata das cinéticas apresentadas nos graficos 5 e 6. A seguir segue todos os
resultados obtidos da réplica 1 e a média dos hpi selecionados. As tabelas com todos
os valores usados nos calculos de conversao dos graficos 1 a 4 estdo no apéndice:
resultados. A equacdo da reta descrita anteriormente foi usada os calculos de
conversdo do Ct para PFU/mL.
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Graficos 3. Dindmica da cinética viral das linhagens celulares HTR-8, BeWo, BeWo com forskolina e
Huh-7 inoculadas com ZIK-IEC-Paraiba. Abscissa apresenta hpi e a ordenada Log1o PFU/mL. A linha
azul com losangos é o meio extracelular, linha vermelha com quadrados € o meio intracelular e a

pontilhada sdo a somatdria dos valores obtidos intra e extracelular.
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Graficos 4. Dindmica da cinética viral das linhagens celulares HTR-8, BeWo, BeWo com forskolina e
Huh-7 inoculadas com ZIKV-MR766 baixa passagem. Abscissa apresenta hpi e a ordenada Log1o
PFU/mL. A linha azul com losangos é o meio extracelular, linha vermelha com quadrados € o meio

intracelular e a pontilhada sdo a somatéria dos valores obtidos intra e extracelular.
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Graficos 5. Médias das triplicatas das cinéticas viral das linhagens celulares HTR-8, BeWo, BeWo com
forskolina e Huh-7 inoculados com ZIKV-IEC-Paraiba, nos hpi de 24h, 48h e 72h. A linha azul com
losangos € o meio extracelular, linha vermelha com quadrados € o meio intracelular e a pontilhada sédo

a somatoria dos valores obtidos intra e extracelular.
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Graficos 6. Médias das friplicatas das cinéticas viral das linhagens celulares BeWo, BeWo com
forskolina, HTR-8 e Huh-7 inoculados com ZIKV-MR766 baixa passagem, nos hpi de 24h, 48h e 72h.
A linha azul com losangos é o meio extracelular, linha vermelha com quadrados é o meio intracelular e

a pontilhada sdo a somatéria dos valores obtidos intra e extracelular.

72h
!
1
]
t

72h

=
- o
o - -
I S’
o ° o
2 R a S
© g a o
© s € @ P
N~ 2 £ © 2 c
1 i L~
= 2 K 3
[T . = o
: £ 2
s 2 1 :
2 = =
$ 8 8 B8 8 8 T § § 8 3 § 38
qw/n4dd 01607 eips qw/n4d 01607 eipon
= =
[« o
I T
' S
B 2
kY g & 9
© s 2 © s 2
2 g £ ¢r£ g £
(7]
x 8 £ 3
E . § a
(] (7] [/}
= S g
® £ E £
m -

24h
24h

8 ° ° ° ° °
3 S S 3 S =1
S & ® ~ b b

4,00
10.00

o o o o o
S S S =1 S
@ % ~ I w

4.00

Tw/ndd o160 elpap Tw/ndd 01607 eipan



77

3.6. Cinética Viral: Células de Schwann

A cinética viral com as células de Shwann seguiu 0s mesmos procedimentos
da cinética anterior, sem a conversao de Ct para PFU/mL. Os hpi definidos foram 24h,
48h, 72h e 96h. A inoculacdo foi com ZIKV-IEC-Paraiba e ZIKV-MR766bp. Abaixo
segue os resultados obtidos por qRT-PCR.

Tabela 6: Valores de Ct obtido da qRT-PCR para cada hora apods infecgédo hpi da cinética viral com

células de Schwann.

Cr Cr Cr Cr
hpi 24h hpi 48h hpi 72h hpi 96h
Controle extracelular nda nda nda 10,89
Controle intracelular nda nda 14,33 nda

ZIKV-IEC-Paraiba extracelular 19 72 nda 18,61 28,74
ZIKV-IEC-Paraiba intracelular 24 g5 23,31 2545 25,65
ZIKV-MR766bp extracelular 18,46 19,70 19,18 20,18
ZIKV-MR766bp intracelular 20,30 22,75 24,26 2263

3.7. Imunofluorescéncia Indireta do ZIKV

Ao determinar a localizag&o e a progressao da infecg&o no citossol foi possivel
identificar o tempo necessaria da replicacdo de novos virions antes do mesmo
conduzir o colapso celular e consequentemente sua morte. A imagem 10 apresenta o
ensaio de padronizacgao para HTR-8 e SH-SY5Y - neuroblastoma derivado da medula
o0ssea de Homo sapiens, morfologia epitelial. No hpi de 72h foi possivel observar a
presengca das proteinas do Envelope, marcado em laranja, ao redor do reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) no citoplasma e no entorno do nucleo, marcagéo em
azul. Em algumas células foi possivel visualizar a difusdo da proteina por todo
citoplasma, de modo a delimitadas até a membrana celular. Outra caracteristica foi a
elevada lise celular, em que junto com o conteudo difuso do citossol ha a proteina do

virus, um indicativo da presenca de particulas virais.
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Imagem 10. Imagem representativa da imunofluorescéncia indireta de alto conteudo. A coluna da
esquerda apresenta o controle negativo das células HTR-8 e SH-SY5Y. E a sua direita as células
inoculadas com ZIKV-IEC-Paraiba. A fluorescéncia em azul é o nicleo marcado com DAPI e em laranja
a fluorescéncia Alexa Fluor 594®. HTR-8 MOI=7 e SH-SY5Y MOI=3. Contragédo celular 1x10*
células/mL para ambos tipos célulares. Aumento de imagem 20x (200 pum) obtidas no Operetta High-

Content Imaging System da Pelkin Elmer®.

Controle Inoculado

HTR-8

SH-SY5Y
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4|DISCUSSAO

O Zika virus faz parte das doencas denominadas de TORCH devido as
consequéncias neurologicas causadas no embrido, durante a gestagdo e no pos-
parto. Dentre as arboviroses é a primeira vez que se tem o risco de transmissao do
virus por outras vias, além de vetorial. Pois, 0 mesmo pode ser transmitido por contato
sexual e materno-fetal. Tal fato possibilita a sua transmissao ser além do periodo

sazonal, além de se estabelecer no ciclo urbano e rural.

Em relagdo a transmissdo materno-fetal, a partir de evidéncias na literatura, o
embrido ou feto pode-se infectar através da placenta, quando a mae se infecta via
vetorial ou sexual durante o periodo gestacional. As consequéncias da infeccéo
podem atingir o feto e nos casos mais graves haver aborto ou o recém-nascido nascer
com anomalias congénitas neurologicas permanentes. As células trofoblastica HTR-8
e BeWo nao tratada e tratada com forskolina demonstraram que no primeiro trimestre
gestacional pode elevar o risco de infecgao, pois ha o risco de transmissao via utero,
além desse periodo o sistema imune materno ndo protege integralmente o embrido.

Pois, os tecidos extraembrionarios ainda estdo em desenvolvimento.

Na literatura, as células sinciciotrofoblastos (STB) sao mais resistentes as
infeccbes virias do que as suas percursoras citotrofoblastos (CTB). Células BeWo
tratadas com forkolina tem por intuito mimetizar o processo de formagao de sincicio,
como ocorre durante o desenvolvimento da placenta. A formacdo de células
multinucleas, STB, s&o importantes no transporte de gases e nutrientes durante a
gravidez, além de ser uma importante barreira contra invasdo de microrganismos. O
fato de tais células serem susceptiveis e permissivas ao ZIKV, independente do
periodo gestacional, aumenta o risco de infectar o feto e esse consequentemente
desenvolver anomalias neurologicas. As células BeWo tratadas com forskolina que
simulam as STB’s, em ex vivo, e inoculadas com ZIKV demonstraram a possibilidade
de transmissao ocorrer através das vilosidades coribnicas, no qual STB fazem parte.

Apesar de ambas linhagens serem infectantes e apresentarem elevada
producgao de virions, a comparacao entre os ZIKV Africano e Asiatico-Brasileiros ndo
se pode responder porque a linhagem africana ndo gerou as mesmas consequéncias
neuroldgicas e de transmissdo, como a ocorrido com a linhagem asiatico-brasileiro.

Porém, alguns estudos propdem alguns fatores que podem ter levado consequéncias
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que observamos hoje, como modificagdes no gene pr/M, as populagbes naive da
Ocenia e das Américas, diferentes receptores virais, fatores genéticos, ambientais,

entre outros.

A pandemia do ZIKV nos trouxe muitos questionamentos em relagdo as
arboviroses, pois até entdo, a unica via de transmissédo conhecida era por um vetor
artrépode hematofago, além da gravidade da infec¢do materno-fetal. Dengue virus,
West nile virus e Chikungunya virus sdo arbovirus transmissiveis durante a gestacao,
mas que ndo causam as mesmas consequéncias que o Zika virus, até onde se
conhece. Dos muitos questionamentos levantados, alguns sdo de suma importancia
como ADE (do inglés antibody-dependent enhancement) pode ocorrer com ZIKV?
Pois, a imunoglobulina IgG e transmitada de forma ativa para o feto. Quais sao os
possiveis mecanismo de infecgdo por ZIKV durante a gestagao se a transmissao for
por via sexual? O sémen infectado por ZIKV é capaz de transmitir o virus na fase
inicial da fecundacdo? Se uma mae infectada, o virus se mantém ativo nos tecidos
reprodutivos por longos periodos durante a gestacédo? E desse modo elevar o risco
de infecgdo do feto? Sinciciotrofoblastos sdo considerados resistentes a infec¢ao
contra a maioria dos patogenos conhecidos. E contra ZIKV mostrou-se susceptivel e
permissiva ao virus. Podem existir outros fatores como receptores viriais que
permitem ser infectado por ZIKV? Tais questdes sao de importancia para que durante
os estudos de ZIKV possam sinalizar caminhos na produgédo de antivirais e vacinas

que protejam as mées antes, durante e pos periodo gestacional.
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5|CONCLUSAO

As células trofoblasticas HTR-8 e BeWo tratada e ndo tratada com forskolina sdo
susceptiveis e permissivas ao Zika virus, assim como a célula hematopoiética
Huh-7, sistema controle dos ensaios.

O tempo para evidéncia de infeccédo a partir do efeito citopatico € de 48 horas
apo6s infeccdo para todos os tipos celulares. E ao final das 144h apds a
inoculagao a maior parte das células estdo mortas.

A comparacao entre os ZIKV africano e asiatico-brasileiro, ambos apresentaram
elevado produgcao de particulas virais em todos os tipos celulares. O ZIKV
africano mostrou ser mais virulento do que o ZIKV asiatico-brasileiro.

Em comparacdo entre as células BeWo tratada e ndo tratado com forskolina,

ambas s&o susceptiveis e permissivas ao virus de ambas as linhagens.
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7| APENDICE

7.1. Primeira série da Cinética Viral

Microscopia Optica da cinética viral para os quatros tipos celulares: HTR-8,
BeWo, BeWo tratado com forskolina e HuH-7. E inoculados com duas linhagens de
ZIKV-IEC-Paraiba (Asiatico-Brasileiro) e ZIKV-MR766bp (Africana). Para todas as
cinéticas ha o controle ndo inoculado que apresenta o crescimento celular para cada
hora-apds-infegéo (hpi). A seta vermelha indica o efeito citopatico observado durante
os hpi. As imagens foram fotografadas no microscopio 6ptico de luz branca invertido

com aumento de vinte vezes (200 um).
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Cinética viral de HTR-8 controle. As imagens apresentam a
evolugdo de crescimento da célula a partir de 2h e
posteriormente a cada 24h até completar 144h. O controle
segue as horas-pos-infecgdo (hpi) da célula inoculada com
ZIKV-MR766 baixa passagem, linhagem Africana e ZIKV-IEC-
Paraiba, linhagem Asiatico-Brasileiro. A partir do hpi de 2h é
possivel observar a confluéncia da monocamada celular com
pelos menos 90% de cobertura. Até o hpi de 120h a
monocamada se mantém integra. Com 144h ha grande
quantidade de células mortas no sobrenadante e o tapete

celular se mantém parcialmente integro.
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Cinética viral de HTR-8 inoculado com ZIKV-IEC-Paraiba.
As imagens apresentam a inoculagdo a partir de 2h e
posteriormente a cada 24h até completar 144h. A cinética
segue as horas-pos-infecg¢éo (hpi) da célula inoculada. A seta
vermelha aponta o efeito citopatico observado. Do hpi de 2h
€ possivel observar a confluéncia da monocamada celular
com pelos menos 90% de cobertura e sem evidencias de
infecgdo que segue até para o hpi de 72h. Do 96h até 144h
ha poucos sinais de efeito citopatico. A monocamada de
células se mantém integra para todos os hpi.




200 um.

N

:96h 03-26-

! Y R

htr8 baixa 24h_03-23-2018 ¢

$3id
= o

Cinética viral de HTR-8 inoculado com ZIKV-MR766bp. As
imagens apresentam a inoculagdo a partir de 2h e posteriormente
a cada 24h até completar 144h. A cinética segue as horas-pds-
infecgao (hpi) da célula inoculada. A seta vermelha aponta o efeito
citopatico observado. Do hpi de 2h é possivel observar a
confluéncia da monocamada celular com pelos menos 90% de
cobertura e sem evidencias de infec¢édo. Até o hpi de 48h nado ha
sinais de infecgdo. A partir de 72h observa-se células mortas
(arredondadas e refringentes) presentes no sobrenadante. A partir
de 96h ha uma acelerada degeneragdo monocamada celular e
acumulo de debri celular no sobrenadante. Hpi de 144h
praticamente todas as células estdo mortas.




Cinética viral de BeWo controle. As imagens apresentam a
evolugdo de crescimento da célula a partir de 2h e
posteriormente a cada 24h até completar 144h. O controle segue
as horas-pés-infecgdo (hpi) da célula inoculada com ZIKV-
MR766 baixa passagem, linhagem Africana e ZIKV-IEC-Paraiba,
linhagem Asiatico-Brasileiro. A partir do hpi de 2h é possivel

observar a confluéncia da monocamada celular com pelos

menos 90% de cobertura. Nos hpi posteriores, as células
arredondada e refringentes presentes na sobrecamada do tapete
estdo mortas. A monocamada de células se mantém integra até

o ultimo hpi.
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Cinética viral de BeWo inoculado com ZIKV-IEC-Paraiba. As
imagens apresentam a inoculagdo a partir de 2h e posteriormente
a cada 24h até completar 144h. A cinética segue as horas-pds-
infecgdo (hpi) da célula inoculada. A seta vermelha aponta o efeito
citopatico observado. Do hpi de 2h ¢ possivel observar a
confluéncia da monocamada celular com pelos menos 90% de
cobertura e sem evidencias de infecgdo. A partir do hpi de 24h ha
sinais de efeito citopatico. Nos hpi posteriores ha células mortas
(arredondadas e refringentes) presentes no sobrenadante e

células com sinais de degeneragdo no tapete celular. A

monocamada de células se mantém integra até o ultimo hpi.
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Cinética viral de BeWo inoculado com ZIKV-MR766bp. As
imagens apresentam a inoculagdo a partir de 2h e
posteriormente a cada 24h até completar 144h. A cinética segue
as horas-p6és-infecgéo (hpi) da célula inoculada. A seta vermelha
aponta o efeito citopatico observado. Do hpi de 2h é possivel
observar a confluéncia da monocamada celular com pelos
menos 90% de cobertura e sem evidencias de infecgdo. A partir
do hpi de 24h ha sinais de efeito citopatico. Nos hpi posteriores
ha células mortas (arredondadas e refringentes) presentes no
sobrenadante e células com sinais de degeneragéo no tapete
celular. A monocamada de células apresenta degeneragdo
progressiva a partir do hpi de 96h.
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Cinética viral de BeWo tratada com forskolina controle. As
imagens apresentam a evolugdo de crescimento da célula a
partir de 2h e posteriormente a cada 24h até completar 144h. O
controle segue as horas-pos-infecgéo (hpi) da célula inoculada
com ZIKV-MR766 baixa passagem, linhagem Africana e ZIKV-
IEC-Paraiba, linhagem Asiatico-Brasileiro. A partir do hpi de 2h
€ possivel observar a confluéncia da monocamada celular com
pelos menos 90% de cobertura. Nos hpi posteriores, as células
arredondada e refringentes presentes na sobrecamada do
tapete estdo mortas. A monocamada de células se mantém

integra até o ultimo hpi.
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Cinética viral de BeWo com forskolina inoculado com ZIKV-
IEC-Paraiba. As imagens apresentam a inoculagao a partir de 2h
e posteriormente a cada 24h até completar 144h. A cinética
segue as horas-pés-infecgédo (hpi) da célula inoculada. A seta
vermelha aponta o efeito citopatico observado. Do hpi de 2h é
possivel observar a confluéncia da monocamada celular com
pelos menos 90% de cobertura e sem evidencias de infecgdo. A
partir do hpi de 24h ha sinais de efeito citopatico. Nos hpi
posteriores ha células mortas (arredondadas e refringentes)
presentes no sobrenadante e células com sinais de degeneragao

no tapete celular. A monocamada de células se mantém integra
até o ultimo hpi.
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Cinética viral de BeWo com forskolina inoculado com ZIKV-
MR766bp. As imagens apresentam a inoculag&o a partir de 2h e
posteriormente a cada 24h até completar 144h. A cinética segue
as horas-p6és-infecgdo (hpi) da célula inoculada. A seta vermelha
aponta o efeito citopatico observado. Do hpi de 2h é possivel
observar a confluéncia da monocamada celular com pelos
menos 90% de cobertura e sem evidencias de infecgdo. A partir
do hpi de 24h ha células mortas (arredondadas e refringentes)
presentes no sobrenadante. A partir de 96h ha degeneragéo
monocamada celular e acimulo de debri celular. Hpi de 144h
praticamente todas as células estdo mortas.
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Cinética viral de HuH-7, controle. As imagens apresentam
a evolugdo de crescimento da célula a partir de 2h e
posteriormente a cada 24h até completar 144h. O controle
segue as horas-poés-infecgéo (hpi) da célula inoculada com
ZIKV-MR766 baixa passagem, linhagem Africana e ZIKV-
IEC-Paraiba, linhagem Asiatico-Brasileiro. A partir do hpi de
2h é possivel observar a confluéncia da monocamada
celular com pelos menos 90% de cobertura. A
monocamada de células se mantém até hpi de 144h, com
pouca morte celular.
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Cinética viral de HuH-7 inoculado com ZIKV-IEC-Paraiba. As
imagens apresentam a inoculagdo a partr de 2h e
posteriormente a cada 24h até completar 144h. A cinética segue
as horas-p6és-infecgao (hpi) da célula inoculada. A seta vermelha
aponta o efeito citopatico observado. Do hpi de 2h é possivel
observar a confluéncia da monocamada celular com pelos
menos 90% de cobertura. No hpi de 48h apresenta sinais de
efeito citopatico. Do 72h até 144h os sinais se intensificam,
como a degeneragdo da monocamada de células e debris
celular nos sobrenadante. Com 144h praticamente todas as
células estéo lisadas.
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Cinética viral de HuH-7 inoculado com ZIKV-MR766bp. As
imagens apresentam a inoculagao a partir de 2h e posteriormente a
cada 24h até completar 144h. A cinética segue as horas-pos-
infecgéo (hpi) da célula inoculada. A seta vermelha aponta o efeito
citopatico observado. Do hpi de 2h €& possivel observar a
confluéncia da monocamada celular com pelos menos 90% de
cobertura e sem evidencias de infecgdo. No hpi de 24h observa-se
os primeiros sinais de efeito citopatico. Com 48h e 72h a maior parte
das células estéo infectadas, e parte do tapete celular destacou-se
devido a lise celular. A partir de 96h todas as células estdo mortas,
ha um actimulo de debri celular no sobrenadante e algumas células

mortas que permaneceram fixadas na superficie do frasco.
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Tabelas de conversao de Ct para PFU/mL para todos os hpi da cinética réplica

1 das linhagens celulares BeWo, BeWo com forskolina, HTR-8 e Huh-7 inoculadas

das com Zika virus IEC-Paraiba e Zika virus MR766 baixa passagem.

BeWo/ZIKV-IEC-Paraiba

hpi Meio Cr PFU Log1o PPFU anti-Log1o PFU/0,05 mL PFU/mL Log1o PFU/mL
oh Extra 26,26 1,53 3,37E+01 3,37E+02 1,35E+03 3,13
Intra 19,36 3,64 4,34E+03 4,34E+04 1,74E+05 5,24
24h Extra 23,45 2,39 2,44E+02 2,44E+03 9,76E+03 3,99
Intra 18,73 3,83 6,77E+03 6,77E+04 2,71E+05 5,43
48h Extra 20,64 3,25 1,77E+03 1,77E+04 7,06E+04 4,85
Intra 16,84 4,41 2,56E+04 2,56E+05 1,02E+06 6,01
79%h Extra 20,12 3,41 2,55E+03 2,55E+04 1,02E+05 5,01
Intra 17,43 4,23 1,69E+04 1,69E+05 6,76E+05 5,83
96h Extra 18,89 3,78 6,06E+03 6,06E+04 2,42E+05 5,38
Intra 17,13 4,32 2,09E+04 2,09E+05 8,36E+05 5,92
120h Extra 18,93 3,77 5,90E+03 5,90E+04 2,36E+05 5,37
Intra 17,04 4,35 2,23E+04 2,23E+05 8,93E+05 5,95
144h Extra 14,89 5,00 1,01E+05 1,01E+06 4,04E+06 6,61
Intra 17,73 4,14 1,37E+04 1,37E+05 5,47E+05 5,74

BeWo/ZIKV-MR766bp

hpi Meio Cr PFU Log1o PPFU anti-Log1o PFU/0,05 mL PFU/mL Log1o PFU/mL
°h Extra 18,41 5,86 7,25E+05 7,25E+06 2,90E+07 7,46
Intra 18,29 5,90 7,89E+05 7,89E+06 3,15E+07 7,50
24h Extra 16,57 6,41 2,56E+06 2,56E+07 1,02E+08 8,01
Intra 13,65 7,28 1,89E+07 1,89E+08 7,54E+08 8,88
48h Extra 15,13 6,84 6,85E+06 6,85E+07 2,74E+08 8,44
Intra 15,98 6,58 3,84E+06 3,84E+07 1,53E+08 8,19
79h Extra 16,17 6,53 3,37E+06 3,37E+07 1,35E+08 8,13
Intra 21,25 5,02 1,04E+05 1,04E+06 4,15E+06 6,62
96h Extra 15,80 6,64 4,34E+06 4,34E+07 1,74E+08 8,24
Intra 23,98 4,21 1,60E+04 1,60E+05 6,41E+05 5,81
120h Extra 16,68 6,37 2,37E+06 2,37E+07 9,48E+07 7,98
Intra 26,35 3,50 3,17E+03 3,17E+04 1,27E+05 5,10
144h Extra 16,54 6,42 2,61E+06 2,61E+07 1,04E+08 8,02
Intra 30,05 2,40 2,53E+02 2,53E+03 1,01E+04 4,00




BeWo com forskolina/ZIKV-IEC
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hpi Meio Cr PFU Log1o PPFU anti-Log1o PFU/0,05 mL PFU/mL Log1o PFU/mL
on Extra 18,83 3,80 6320,11 63201,13 252804,52 5,40
Intra 19,93 3,46 2914,77 29147,74 116590,95 5,07
24h Extra 18,80 3,81 6449,94 64499,38 257997,50 5,41
Intra 15,36 4,86 72582,31 725823,10 2903292,42 6,46
48h Extra 17,88 4,09 12349,63 123496,28 493985,10 5,69
Intra 14,39 5,16 144479,13 1444791,25 5779165,01 6,76
72h Extra 18,52 3,90 7852,68 78526,85 314107,38 5,50
Intra 16,46 4,53 33548,35 335483,49  1341933,98 6,13
%6h Extra 18,19 4,00 9938,06 99380,61 397522,42 5,60
Intra 19,71 3,53 3394,49 33944,87 135779,49 5,13
120h Extra 19,53 3,59 3868,09 38680,93 154723,73 5,19
Intra 18,30 3,96 9202,01 92020,11 368080,45 5,57
144 Extra 19,29 3,66 4565,64 45656,36 182625,43 5,26
Intra 18,65 3,85 7161,32 71613,22 286452,87 5,46

BeWo com forskolina /ZIKV-MR766bp

hpi  Meio Cr PFU Logis PPFU anti-Logio  PFU/0,05 mL PFU/mL Log1o PFU/mL
on Extra 18,01 5,98 956312,19 9563121,90 38252487,61 7,58
Intra 18,95 5,70 503596,80 5035968,01 20143872,05 7,30
24h Extra 16,26 6,50 3160917,18 31609171,77  126436687,06 8,10
Intra 13,73 7,25 17940890,96 179408909,62 717635638,48 8,86
48h Extra 15,83 6,63 4244816,40 42448164,02 169792656,08 8,23
Intra 15,44 6,74 5541307,60 55413076,03  221652304,12 8,35
72h Extra 14,92 6,90 7930107,40 79301074,00  317204295,99 8,50
Intra 19,89 5,42 263811,82 2638118,16 10552472,62 7,02
%6h Extra 14,76 6,95 8860934,30 88609342,95  354437371,80 8,55
Intra 21,94 4,81 65004,54 650045,45 2600181,78 6,42
120h Extra 15,86 6,62 4163700,92 41637009,24 166548036,98 8,22
Intra 23,11 4,47 29200,92 292009,22 1168036,86 6,07
144h Extra 15,40 6,76 5688603,43 56886034,29  227544137,15 8,36
Intra 27,09 3,28 1914,81 19148,13 76592,51 4,88




HTR-8/ZIKV-IEC
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hpi Meio Cr PFU Log1o PPFU anti-Log1o PFU/0,05 mL PFU/mL Logio PFU/mL

on Extra 25,71 1,70 49,81 498,12 1992,49 3,30
Intra 19,08 3,73 5309,76 53097,55 212390,21 5,33

2ah Extra 24,79 1,98 95,32 953,18 3812,72 3,58
Intra 17,91 4,08 12061,17 120611,72 482446,89 5,68

48h Extra 23,19 2,47 293,50 2934,99 11739,97 4,07
Intra 17,74 4,14 13648,23 136482,31 545929,23 5,74

79h Extra 22,92 2,55 354,08 3540,77 14163,09 4,15
Intra 17,70 4,14 13959,47 139594,67 558378,67 5,75

%6h Extra 22,72 2,61 409,64 4096,37 16385,47 4,21
Intra 17,56 4,19 15440,86 154408,64 617634,58 5,79

120h Extra 17,58 4,18 15202,97 152029,71 608118,83 5,78
Intra 21,23 3,07 1164,74 11647,38 46589,51 4,67

144h Extra 20,37 3,33 2131,20 21312,00 85248,01 4,93
Intra 18,92 3,77 5932,76 59327,64 237310,54 5,38

HTR-8/ZIKV-MR766bp
hpi  Meio Cr PFU Logioc PPFU anti-Log1o PFU/0,05 mL PFU/mL Log1o PFU/mL

on Extra 18,41 5,86 725219,22 7252192,16 29008768,65 7,46
Intra 18,48 5,84 692117,04 6921170,36 27684681,46 7,44

24h Extra 17,28 6,20 1580463,67 15804636,69 63218546,76 7,80
Intra 14,51 7,02 10487367,30 104873673,03 419494692,12 8,62

48h Extra 17,98 5,99 973668,41 9736684,06 38946736,22 7,59
Intra 14,92 6,90 7917189,79 79171897,91 316687591,64 8,50

72h Extra 18,02 5,98 951124,94 9511249,39 38044997,58 7,58
Intra 19,23 5,62 413782,03 4137820,33 16551281,33 7,22

96h Extra 16,83 6,33 2142358,64 21423586,40 85694345,59 7,93
Intra 23,03 4,49 30862,98 308629,78 1234519,12 6,09

120h Extra 17,58 6,11 1280163,54 12801635,45 51206541,79 7,71
Intra 27,65 3,11 1300,57 13005,74 52022,96 4,72

144h Extra 17,86 6,02 1057022,90 10570229,02 42280916,09 7,63
Intra 29,32 2,62 416,76 4167,60 16670,39 4,22




Huh-7/ZIKV-IEC
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hpi Meio Cr PFU Logie PPFU anti-Logio  PFU/0,05 mL PFU/mL Log1o PFU/mL
on Extra 20,22 3,38 2382,33 23823,28 95293,14 4,98
Intra 22,02 2,83 670,81 6708,15 26832,60 4,43
24h Extra 19,19 3,69 4911,82 49118,23 196472,90 5,29
Intra 18,06 4,04 10856,84 108568,38 434273,53 5,64
48h Extra 16,45 4,53 33772,80 337728,01 1350912,04 6,13
Intra 16,12 4,63 42676,13 426761,33 1707045,32 6,23
79h Extra 16,65 4,47 29405,39 294053,93 1176215,70 6,07
Intra 16,52 4,51 32136,66 321366,63 1285466,51 6,11
96h Extra 15,36 4,86 72554,29 725542,90 2902171,62 6,46
Intra 18,91 3,78 5988,54 59885,36 239541,44 5,38
120h Extra 16,17 4,61 41021,92 410219,22 1640876,89 6,22
Intra 22,03 2,82 664,75 6647,55 26590,20 4,42
144h Extra 15,64 4,78 59602,44 596024,39 2384097,55 6,38
Intra 23,47 2,38 240,43 2404,32 9617,27 3,98

Huh-7/ZIKV-MR766bp

hpi Meio Cr PFU Logio PPFU anti-Logis  PFU/0,05 mL PFU/mL Logio PFU/mL
2n Extra 18,20 5,92 836701,20 8367011,98 33468047,92 7,52
Intra 22,01 4,79 61785,49 617854,87 2471419,48 6,39
24h Extra 18,67 5,79 610504,92 6105049,22 24420196,86 7,39
Intra 18,19 5,93 843470,00 8434700,01 33738800,05 7,53
48h Extra 15,76 6,65 4443059,66 44430596,65 177722386,59 8,25
Intra 18,07 5,96 917719,65 9177196,49 36708785,96 7,56
79h Extra 16,06 6,56 3629197,23 36291972,28  145167889,13 8,16
Intra 19,55 5,52 333752,43 3337524,26 13350097,05 7,13
96h Extra 15,45 6,74 5500958,74 55009587,37  220038349,48 8,34
Intra 22,02 4,79 61320,71 613207,09 2452828,35 6,39
120h Extra 16,60 6,40 2512730,73 25127307,34  100509229,37 8,00
Intra 23,05 4,48 30453,45 304534,53 1218138,12 6,09
144h Extra 16,19 6,52 3329055,37 33290553,73  133162214,93 8,12
Intra 24,28 4,12 13081,36 130813,55 523254,22 5,72
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Tabelas de conversédo de Ct par PFU/mL para médias hpi de 24h, 48h e 72h

das cinéticas em triplicata das linhagens celulares HTR-8, BeWo, BeWo com

forskolina e Huh-7 inoculadas das com Zika virus |[EC-Paraiba e Zika virus MR766

baixa passagem.

HTR-8/ZIKV-IEC-Paraiba

hpi CrR1 Cr R2 Cr R3 Média o cv

24h (extracelular) 24,79 20,41 21,49 21,49 2,28 10,62

48h (extracelular) 23,19 19,97 20,31 20,31 1,77 8,70

72h (extracelular) 22,92 20,07 18,57 20,07 2,21 11,02

24h (intracelular) 17,91 12,99 15,25 15,25 2,46 16,14

48h (intracelular) 17,74 12,92 15,47 15,47 2,41 15,56

72h (intracelular) 17,70 12,48 13,90 13,90 2,70 19,43

HTR-8/ZIKV-IEC-Paraiba
PFU/mL PFU/mL PFU/mL Média
hpi Logio PFU/mL
R1 R2 R3 PFU/mL

24h (extracelular) 3812,72 83273,83934 38955,51123 3,90E+04 4,590568908
48h (extracelular) 11739,97 113235,2667 88901,01149 8,89E+04 4,948906702
72h (extracelular) 14163,09 105800,337 303239,2821 1,06E+05 5,024487051
24h (intracelular) 482446,89 15396896,28 3139167,399 3,14E+06 6,496814476
48h (intracelular) 545929,23 16161929,71 2696893,947 2,70E+06 6,430863869
72h (intracelular) 558378,67 22056879,49 8143784,85 8,14E+06 6,910826292




HTR-8/ZIKV-MR766bp
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hpi CrR1 Cr R2 Cr R3 Média o cv

24h (extracelular) 17,28 26,77 21,18 21,18 4,77 22,53

48h (extracelular) 17,98 23,26 15,61 17,98 3,92 21,80

72h (extracelular) 18,02 16,96 14,35 16,96 1,89 11,13

24h (intracelular) 14,51 20,38 16,12 16,12 3,03 18,80

48h (intracelular) 14,92 17,43 12,42 14,92 2,51 16,82

72h (intracelular) 19,23 14,94 13,79 14,94 2,87 19,21

HTR-8/ZIKV-MR766bp
PFU/mL PFU/mL PFU/mL Média
hpi Logio PFU/mL
R1 R2 R3 PFU/mL

24h (extracelular) 63218546,76 95494,75616 4383262,699 4,38E+06 6,6417975
48h (extracelular) 38946736,22 1049504,901 198245137 3,89E+07 7,590471069
72h (extracelular)  38044997,58 78549713,32 467640928,3 7,85E+07 7,895144604
24h (intracelular) 419494692,12  7576889,435 139501338,7 1,40E+08 8,144578375
48h (intracelular) 316687591,64 56677026,86 1758988697 3,17E+08 8,500631047
72h (intracelular)  16551281,33 312539265,4 687377799,7 3,13E+08 8,494904587




BeWo/ZIKV-IEC-Paraiba
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hpi CrR1 Cr R2 Cr R3 Média o cv

24h (extracelular) 23,45 20,29 17,44 20,29 3,01 14,83

48h (extracelular) 20,64 18,92 19,16 19,16 0,93 4,86

72h (extracelular) 20,12 17,23 16,30 17,23 1,99 11,55

24h (intracelular) 18,73 12,64 12,85 12,85 3,46 26,90

48h (intracelular) 16,84 14,16 14,15 14,16 1,55 10,95

72h (intracelular) 17,43 13,93 14,43 14,43 1,89 13,11

BeWo/ZIKV-IEC-Paraiba
PFU/mL PFU/mL PFU/mL Média
hpi Logio PFU/mL
R1 R2 R3 PFU/mL

24h (extracelular)  9762,001647 90632,54373 674810,3644 9,06E+04 4,957284169
48h (extracelular) 70616,86854 236766,1665 200146,0768 2,00E+05 5,301347082
72h (extracelular)  101977,5004 778257,9319 1499644,592 7,78E+05 5,891123556
24h (intracelular) ~ 270600,7939 19753052,13 16985687,94 1,70E+07 7,230083141
48h (intracelular)  1024944,462 6785076,31 6797832,129 6,79E+06 6,831554736
72h (intracelular)  676472,7235 7958952,665 5583220,136 5,58E+06 6,746884752




BeWo/ZIKV-MR766bp
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hpi CrR1 Cr R2 Cr R3 Média o cv

24h (extracelular) 16,57 19,66 16,05 16,57 1,95 11,78

48h (extracelular) 15,13 12,79 14,19 14,19 1,18 8,31

72h (extracelular) 16,17 11,48 11,54 11,54 2,69 23,32

24h (intracelular) 13,65 13,30 12,43 13,30 0,63 4,75

48h (intracelular) 15,98 11,41 13,27 13,27 2,30 17,31

72h (intracelular) 21,25 11,13 11,87 11,87 5,64 47,53

BeWo/ZIKV-MR766bp
PFU/mL PFU/mL PFU/mL Média
hpi Log10 PFU/mL
R1 R2 R3 PFU/mL

24h (extracelular) 102275295,6 12349888,84 80922253,83 8,09E+07 7,90806797
48h (extracelular) 273872863,56 1361084350,38 256977840,7 2,74E+08 8,437549003
72h (extracelular) 134601965,90 3341686538,51 2015141841 2,02E+09 9,30430562
24h (intracelular) 754074439,42 962181054,00 655996874,1 7,54E+08 8,87741422
48h (intracelular) 153406316,13 3495077107,04 1546580480 1,55E+09 9,189372525
72h (intracelular) 4153978,49  4226491250,34 6189436106 4,23E+09 9,625979974




BeWo com forskolina/ZIKV-IEC-Paraiba
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hpi CrR1 Cr R2 Cr R3 Média o cv

24h (extracelular) 18,80 20,30 18,19 18,80 1,08 5,77

48h (extracelular) 17,88 19,14 17,01 17,88 1,07 5,99

72h (extracelular) 18,52 17,32 17,02 17,32 0,79 4,59

24h (intracelular) 15,36 15,64 11,91 15,36 2,08 13,53

48h (intracelular) 14,39 15,02 13,27 14,39 0,89 6,17

72h (intracelular) 16,46 15,84 13,14 15,84 1,76 11,13

BeWo com forskolina/ZIKV-IEC-Paraiba
PFU/mL PFU/mL PFU/mL Média
hpi Logio PFU/mL
R1 R2 R3 PFU/mL

24h (extracelular) 257997,50 89799,55968 395736,3428 2,58E+05 5,411615498
48h (extracelular) 493985,10 203456,2836 912782,4666 4,94E+05 5,693713851
72h (extracelular) 314107,38 731323,5095 904603,4347 7,31E+05 5,864109535
24h (intracelular) 2903292,42 2387089,997 33000050,92 2,90E+06 6,46289078
48h (intracelular) 5779165,01 3697478,931 12715856,07 5,78E+06 6,761865095
72h (intracelular) 1341933,98 2071856,947 13864937,86 2,07E+06 6,316359766




BeWo com forskolina /ZIKV-MR766bp
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hpi CrR1 Cr R2 Cr R3 Média o cv

24h (extracelular) 16,26 18,98 16,91 16,91 1,42 8,39

48h (extracelular) 15,83 13,37 15,23 15,23 1,28 8,43

72h (extracelular) 14,92 11,70 12,22 12,22 1,73 14,14

24h (intracelular) 13,73 14,93 13,86 13,86 0,66 4,78

48h (intracelular) 15,44 11,97 12,60 12,60 1,85 14,67

72h (intracelular) 19,89 12,81 10,58 12,81 4,86 37,95

BeWo com forskolina /ZIKV-MR766bp
PFU/mL PFU/mL PFU/mL Média
hpi Logio PFU/mL
R1 R2 R3 PFU/mL

24h (extracelular) 126436687,06 19691095,73 80922253,83 8,09E+07 7,90806797
48h (extracelular) 169792656,08 915644776,9 256977840,7 2,57E+08 8,409895676
72h (extracelular) 317204295,99 2864038303 2015141841 2,02E+09 9,30430562
24h (intracelular) 717635638,48  314180224,3 655996874,1 6,56E+08 8,81690177
48h (intracelular) 221652304,12 2386179844 1546580480 1,55E+09 9,189372525
72h (intracelular)  10552472,62 1339010353 6189436106 1,34E+09 9,126783935




Huh-7/ZIKV-IEC-Paraiba
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hpi CrR1 Cr R2 Cr R3 Média o cv

24h (extracelular) 19,19 19,16 18,43 19,16 0,43 2,24

48h (extracelular) 16,45 17,01 15,91 16,45 0,55 3,34

72h (extracelular) 16,65 13,27 14,65 14,65 1,70 11,57

24h (intracelular) 18,06 11,53 13,24 13,24 3,39 25,58

48h (intracelular) 16,12 9,45 11,31 11,31 3,44 30,41

72h (intracelular) 16,52 11,30 11,48 11,48 2,96 25,82

Huh-7/ZIKV-IEC-Paraiba
PFU/mL PFU/mL PFU/mL Média
hpi Logio PFU/mL
R1 R2 R3 PFU/mL

24h (extracelular)  196472,9021 201027,5279 335636,6509 2,01E+05 5,303255532
48h (extracelular)  1350912,037 911173,0712 1976540,653 1,35E+06 6,130627071
72h (extracelular)  1176215,701 12634893,47 4787130,686 4,79E+06 6,680075284
24h (intracelular) 434273,532 43207992,69 12923125,37 1,29E+07 7,111367557
48h (intracelular)  1707045,321 187108875,9 50211996,08 5,02E+07 7,700807486
72h (intracelular)  1285466,509 50705541,07 44780587,71 4,48E+07 7,651089789




Huh-7/ZIKV-MR766bp
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hpi CrR1 Cr R2 Cr R3 Média o cv

24h (extracelular) 18,67 18,58 15,75 18,58 1,66 8,92

48h (extracelular) 15,76 13,47 11,32 13,47 2,22 16,50

72h (extracelular) 16,06 12,91 13,89 13,89 1,61 11,59

24h (intracelular) 18,19 14,73 11,75 14,73 3,22 21,89

48h (intracelular) 18,07 20,44 15,30 18,07 2,57 14,25

72h (intracelular) 19,55 12,40 17,98 17,98 3,76 20,90

Huh-7/ZIKV-MR766bp
PFU/mL PFU/mL PFU/mL Média
hpi Logio PFU/mL
R1 R2 R3 PFU/mL

24h (extracelular)  24420196,86 25803744,09 179156279,5 2,58E+07 7,411682726
48h (extracelular) 177722386,59  852271262,6 3724515974 8,52E+08 8,930577845
72h (extracelular) 145167889,13 1251370993 639118239,9 6,39E+08 8,805581212
24h (intracelular) ~ 33738800,05 360258514,5 2774876805 3,60E+08 8,556614254
48h (intracelular)  36708785,96 7239707,174 244550918,3 3,67E+07 7,564770022
72h (intracelular)  13350097,05 1780597578 38930828,02 3,89E+07 7,590293641




