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RESUMO

Barreiros LA. Fatores genéticos eimunolégicos relacionados a Sindrome Congénita
do Zika em humanos

O zika virus € um flavivirus que reemergiu nas Américas em 2015 e se tornou um
problema de satde publica internacional. O aumento na prevaléncia de infeccdes pelo
zika no Brasil coincidiu com o aumento da ocorréncia de casos de microcefalia e outras
complicagdes neuroldgicas em neonatos, cunhando a Sindrome Congénita do
Zika.Apesar da gravidade de certos casos, acredita-se que apenas 20% dos infectados
manifestem quaisquer sintomas da doenca, adicionando-se a isso amplo espectro
clinico. Estudos com modelos animais mostraram que apenas linhagens com
deficiéncias em componentes da via de interferon do tipo I sdo susceptiveis aos danos
neuroldgicos congénitos. Isso, somado a estudos com gémeos dizigdticos com fendtipos
discordantes para a sindrome,sugerem que fatores genéticos da imunidade inata do
hospedeiro podem ter papel determinante no curso da infec¢c@o e do estabelecimento da
sindrome. Sendo assim,o presente estudovisou investigar os mecanismos genéticos do
desenvolvimento da Sindrome Congénita do Zika em humanos,com especial foco na
resposta imunoldgica antiviral. Para isso, foram incluidas no estudo mulheres infectadas
pelo virus durante a gestacdo e também os respectivos filhos, com desenvolvimento
normal ou com a Sindrome Congénita do Zika.A investigacdo genética iniciou através
do sequenciamento completo de exoma de 75 individuos, divididos em dois grupos: um
composto por 20 maes expostas e 21 criancgas afetadas e o segundo composto por 14
maes expostas e 20 criancas sauddveis. Foram selecionadas para andlise primdria
variantes raras e com predicao de patogenicidade por ferramentas in silicoem genes
associados aos erros inatos da imunidade.Adicionalmente, foi realizada analise
exploratéria de associagdo de variantes comuns e raras ao fendtipo da SCZ em
quaisquer genes. Nao houve evidéncia para apontar mecanismo causal, contudo foram
identificadas variantes em genes que levam a fenétipos sindromicos associados a
defeitos neurolégicos (KMT2A, KMT2D, RTELI e NFE2L2), em genes que codificam
proteinas que interagem com componentes da imunidade antiviral (RELA, TNFAIP3) e
genes associados ao fendtipo da sindrome congénita que sdopreferencialmente
expressos no cérebro(CNTNAP3,FOXD4L6).Todos esses podem ser fatores genéticos
modificadores que contribuem individualmente em pequena escala para a severidade do
fenétipo dos individuos afetados e também pode indicar ndo hd um tdnico gene ou
mecanismo capaz de levar a SCZ, mas sim, uma multiplicidade de fatores que podem
contribuir para o desfecho final.

Palavras-chave:Zika virus, Sindrome Congénita do Zika, Imunogenética, Erros inatos
da imunidade, auto-anticorpos.



ABSTRACT

Barreiros LA.Genetic and immunologic factors related to Congenital Zika
Syndrome in humans.

Zika virus is a flavivirus that re-emerged in the Americas in 2015 and has become an
international public health problem. The increase in the prevalence of Zika infections in
Brazil coincided with the increase in the occurrence of cases of microcephaly and other
neurological complications in neonates, coining the Congenital Zika Syndrome. Despite
the severity of certain cases, it is believed that only 20% of those infected children,
manifest any symptoms of the disease, which presents with a broad clinical spectrum.
Studies with animal models have shown that only strains with deficiencies in
components of the type I interferon pathway are susceptible to congenital neurological
damage. This, added to studies with dizygotic twins with discordant phenotypes for the
syndrome, suggest that genetic factors of the host's innate immunity may play a decisive
role in the course of the infection and the establishment of the syndrome. Therefore, the
present study aimed to investigate the genetic mechanisms of the development of
Congenital Zika Syndrome in humans, with special focus on the antiviral immune
response. For this purpose, women infected by the virus during pregnancy and their
children, with normal development or with Congenital Zika Syndrome, were included in
the study. The genetic investigation started with the whole exome sequencing of 75
individuals, divided into two groups: one composed of 20 exposed mothers and 21
affected children and the second composed of 14 exposed mothers and 20 healthy
children. Rare variants with prediction of pathogenicity by in silico tools in genes
associated with inborn errors of immunity were selected for the primary analysis.
Additionally, an exploratory analysis of the association of common and rare variants
with the SCZ phenotype was performed, encompassing the whole exome. There was no
evidence to pinpoint a causal mechanism, however variants were identified in genes that
lead to syndromic phenotypes associated with neurological defects (KMT2A, KMT2D,
RTELI and NFE2L2), genes that encode proteins that interact with components of
antiviral immunity (RELA, TNFAIP3) and genes associated with the congenital
syndrome phenotype that are preferentially expressed in the brain (CNTNAPS3,
FOXDA4L6). All of these may be genetic modifying factors that contribute individually
on a small scale to the worsening of the phenotype of affected individuals and may also
indicate that this is not a single gene or mechanism leading to SCZ, but a multiplicity of
factors that may contribute to the final outcome.

Keywords: Zika virus, Congenital Zika Syndrome, Immunogenetics, Inborn errors of
immunity, autoantibodies.
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1. INTRODUCAO
1.1 Zika virus

1.1.1 Etiologia e epidemiologia

Em abril de 1947, um macaco Rhesus (Macaca mulatta) apresentou febre na floresta
Zika, na Uganda. Esse animal era utilizado pela Fundac¢do Rockefeller como sentinela
no rastreamento de febre amarela. Uma amostra do soro deste Rhesus foi injetada em
camundongos e, 10 dias depois, os animais cuja inocula¢@o foi intracerebral, ficaram
doentes; o agente transmissivel foi isolado e cunhado de Zika virus (ZIKV) (Dick et al.
1952). Um ano depois, o ZIKV foi isolado a partir de mosquitos Aedes africanus, na
mesma floresta (Haddow et al., 1964) e mais tarde, em mosquitos Aedes aegypti na
Malésia (Marchette et al., 1969). No periodo de 1951 até 1981, evidéncias sorolégicas
do ZIKV em humanos foram reportadas em diversas regides da Africa e da Asia (Jan et
al, 1978; Olson et al., 1981). Entre 1968 e 1975, o ZIKV foi isolado de pacientes na
Nigéria, o unico sintoma descritoera febre sem outros detalhes clinicos, com excecdo de
um menino de 10 anos com febre, dor de cabeca e dores do corpo (Moore et al., 1975;
Fagbami, 1977).

Apesar dos pequenos surtos africanos e asidticos nesse periodo, o virus continuou
sem grande visibilidade. Isso mudou no ano de 2007, quando um surto nas Ilhas Yap,
nos Estados Federados da Micronésia no Oceano Pacifico, afetou aproximadamente
73% da populacdo, que manifestou uma doenga caracterizada por irritacdo cutanea,
artralgia e conjuntivite. O material genético do ZIKV foi identificado em amostras
sorolégicas de pacientes na fase aguda da doenca, mostrando que o virus havia se
espalhado além da sua distribuicdo geografica anterior (Lanciotti et al., 2007; Duffy et
al., 2009).

Mais tarde, em 2013, houve o segundo surto na regido do Pacifico, na Polinésia
Francesa. Desta vez, o ZIKV infectou aproximadamente 11,5% da populacido (Cao-
Lormeau et al., 2014; Jouannic et al., 2016) e, apesar dos sintomas serem similares aos
registrados nas Ilhas Yap, surgiram casos de sindrome de Guillain-Barré (SGB) (Oehler
et al., 2014), uma rara doencaautoimune em que hd comprometimento dos nervos
periféricos, podendo levar a paralisia (Broutet et al., 2016). Em 2014 o ZIKV se
espalhou rapidamente pelas ilhas do Pacifico, incluindo Nova Caledonia, Ilha de

Péscoa, e Ilhas Cook (Dupont-Rouzeyrol et al, 2014; Petersen et al., 2016).
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Estudos filogenéticos apontam que o ZIKV migrou para as Américas a partirdas
ilhas do Pacifico (Zanluca et al., 2015), chegando no Brasil em 2015, onde os primeiros
casos foram registrados no estado da Bahia, em fevereiro (Campos et al., 2015).
Acredita-se que o transito de pessoas criado devido a eventos internacionais no Brasil
no ano de 2014 e 2015 tenha contribuido para o surto de ZIKV no pais e também para
sua posterior dissemina¢do pela América do Sul, América Central, Caribe e o sul dos
EUA (Kindhauser et al., 2016). Em maio de 2015 o Ministério da Satde brasileiro fez o
primeiro anuncio oficial sobre a infeccao pelo ZIKV no pais como uma emergéncia de
saide publica, e foi estimado que entre 440.000 e 1,3 milhdes de pessoas foram
infectadas até o final de 2015 (Hennessey et al., 2016). Devido ao desconhecimento
sobre a quantidade de casos assintomdticos, € dificil apontar qual o real nivel de
exposi¢ao da populacdo, porém um estudo soroldgico conduzido em Salvador mostrou
que 63% da populacdo possuia anticorpos contra o ZIKV no sangue periférico até 2016,
indicando a limitacdo de futuros surtos na regido (Netto et al., 2017).

O aumento na prevaléncia de infec¢cdes pelo ZIKV no Brasil coincidiu com a
ocorréncia de microcefalia, uma malformagao congénita que resulta em diminui¢do do
tamanho da cabeca durante o desenvolvimento embriondrio que pode levar a diversas
complicacOes, incluindo atraso de desenvolvimento (ECDC, 2015). As complicacdes
em neonatos cujas maes foram infectadas durante a gestacdo foram cunhadas de
Sindrome Congénita do Zika (SCZ) (Mlakar et al., 2016). O surgimento de novas
manifestacdoes neuroldgicas e a rdpida disseminag¢do da doenca levou a Organizacdo
Mundial da Saide (OMS) a declarar, no inicio de 2016, o Zika como uma emergéncia
de satide publica de interesse internacional (WHO, 2016).

Até o ultimo relatério de atualizacdo epidemioldgica do Zika virus feito pela OMS,
em julho de 2019, 87 paises e territérios possuiam evidéncias de transmissao autoctone
do ZIKV e mais 61 paises possuem o vetor, mas sem evidéncias até aquele momento de
transmissdo do virus (Figura 1). A incidéncia de ZIKV nas Américas teve seu pico em
2016 e foi declinando substancialmente nos anos seguintes, € a hipdtese mais comum
para explicacdo deste fendmeno seria a imunidade coletiva adquirida pela populacio das
regides mais afetadas, como a Polinésia Francesa e a regido nordeste do Brasil
(Masmejan et al., 2020). Todavia o virus se mantém em circulacio e existe o potencial
de novos surtos em regides com vetor competente e populacao susceptivel, com especial
preocupacdo com mulheres em idade fértil. Relatos de pequenos surtos de infec¢cao pelo

ZIKV e casos de SCZ ocorreram na India (Grubaugh et al., 2019), Sudeste Asiatico
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(Lan et al., 2017; Moi et al., 2017; Wongsurawat et al., 2018) e Angola (Sassetti et al.,

2018; Hill et al., 2019), mas de dimensdes muito inferiores ao surto das Américas.
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Il Regides com transmissdo previa ou atual do ZIKV

Regides sem transmissdo, mas com presenga de vetor competente
[ Regides sem transmissdo e sem vetor competente
Regides sem dados

Figura 1. Distribuicdo geografica do Zika virus até julho de 2019. As dreas indicadas em azul escuro sdo aquelas com transmissdo prévia ou atual de
infecgdo pelo Zika virus, as areas em azul claro sdo regides que possuem o vetor, porém nio apresentaram transmissao até o0 momento, e as areas em cinza no

possuem registro de transmissdo nem presenca do vetor. Fonte: Adaptado de WHO, 2020(disponivel em https://www.who.int/ith/Zika map.pdf?ua=1
[acessado em 04/05/2022]).
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No Brasil, relatos de infec¢do pelo ZIKV continuam ocorrendo, na casa dos
milhares, embora haja baixo nimero de confirmacdo das suspeitas diagnésticas e os
nimeros de casos reportados parece ter se estabilizado na casa nos milhares nos dltimos
anos (Figura 2). Ja os casos suspeitos de SCZ tiveram seu pico em 2016, com nimeros
baixando progressivamente nos anos subsequentes (Tabela 1). A pandemia de COVID-
19 pode ter interferido no numero de casos de ZIKV e SCZ reportados entre 2020 e
2022, mesmo com ndmeros mais baixo, evidencia-se a sustentacdo da circulagdo do
arbovirus, o que possibilita que a infec¢ao pelo ZIKV se torne endémica no pais e por
isso, € de extrema importancia que os mecanismos causativos da sindrome congénita

sejam esclarecidos
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Figura 2. Casos de infeccdo pelo Zika virus no Brasil. Em branco os casos presumidos
reportados e, em preto os casos confirmados de infeccdo pelo ZIKV no pais. Fonte: Dados
retirados dos relatérios anuais enviados para a Pan American Health Organization
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(https://www3.paho.org/data/index.php/en/mnu-topics/zika/524-zika-weekly-en.html [acessado
em 04 de maio de 2022]).

Tabela 1. Casos suspeitos de Sindrome Congénita do Zika reportados no Brasil entre margo de
2015 e julho de 2022.

2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020 | 2021 | 2922
(julho)
846 916 63 55 15 13 9 1

Virus Zika
STORCH 17 53 73 76 55 35 52 6
Coinfeccao
(STORCH + Zika) > 2 > 1 4 6 1
Etiologia
desconhecida 109 335 227 126 46 46 29 5
Ndoinformado/ 3 155 7578 2293 1470 1396 931 711 355
ignorado
TOTAL 4129 8587 2.658 1.732 1.513 1.029 807 368

Fonte: Ministério da Satide/SVS - REGISTRO DE EVENTOS EM SAUDE PUBLICA (RESP-
Microcefalia) [acessado em 19/12/2022].

Notas:

1. Data da atualizacdo dos dados 07/2022.

2. Entre 2015 e marco de 2016, as notificacdes foram realizadas na vigéncia do Protocolo de Vigilancia e
Resposta a Ocorréncia de Microcefalia Relacionada a Infeccdo pelo Virus Zika, publicado em 09 de
dezembro de 2015 (https://bit.ly/3gfIN7t). A partir de 24 de marco de 2016, as notificagdes eram
realizadas com base no Protocolo de Vigilancia e Resposta a Ocorréncia de Microcefalia e/ou Alteragdes
do Sistema Nervoso Central (SNC). A partir de 12 de dezembro de 2016, as notificacGes passaram a ser
realizadas com base no documento Orientacdes Integradas de Vigilancia e Atengdo a Satide no Ambito da
Emergéncia de Satide Piblica de Importancia Nacional (https://bit.ly/30bHMO3). Em 2021, foi publicado
o documento Guia de Vigilancia em Sadde - 5% edi¢do (https://bit.ly/3bRFNeg) e desde entdo, esse € o
documento de referéncia para a notificacdo, investigacdo e conclusdo dos casos suspeitos de SCZ em todo
o territério nacional.

3. Devem ser considerados casos confirmados para a Sindrome Congeénita associada a infeccio pelo virus
Zika aqueles com classifica¢ao final igual a “confirmado” e etiologia igual a “Virus Zika”.

1.1.2 Estrutura do ZIKV

O ZIKV € um patégeno da familia Flaviviridae e do género flavivirus (Chambers et
al., 1990), que inclui outros virus de importancia clinica, como o da febre amarela
(YFV), Febre do Nilo Ocidental (WNV) e o virus da dengue (DENV). Os flavivirus sdao
virus icosaédricos, envelopados e infectam mamiferos. Possuem RNA fita simples com
polaridade positiva e com genoma de aproximadamente 11.000 bases, que contém um
unico quadro de leitura que codifica uma poliproteina que € clivada pds-
traducionalmente por proteases virais € do hospedeiro, gerando 3 proteinas estruturais

(capsideo - C, pré-membrana - PrM e envelope - E) e 7 proteinas ndo estruturais (NS1,
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NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Hasan et al., 2018) (Figura 3). As proteinas
estruturais tém como funcdo o encapsulamento do RNA viral, assim como sdo
responsaveis por mediar a ligagcdo, fusdo e entrada do RNA viral na célula hospedeira,
enquanto as proteinas ndo estruturais regulam a transcricao viral e formam a maquinaria

de replicagdo do virus (Hasan et al., 2018).

protefna M

A dimero E

B

T B SISy N3 ISTSIIOEN Nss S

Figura 3. Estrutura do ZIKV. Organizacio estrutural do virus evidenciando a estrutura
tridimensional, com os dimeros E, as proteinas M e C(A) e o RNA gendmico mostrando a
disposi¢c@o da sequéncia a ser traduzida em poliproteina, que serd clivada por diferentes enzimas
nas regides indicadas pelo final das flechas(B). Fonte: (A) adaptado de Viral Zone 2016, Swiss
Institute of Bioinformatics e (B) Ming et al., 2016.

Os flavivirus utilizam suas glicoproteinas estruturais para se ligar a célula-
hospedeira, interagindo com diversos receptores e ativando o processo de endocitose
pela célula-alvo. Uma importante proteina neste processo € a proteina estrutural E, que
estd associada a ligacdo a receptores na célula-alvo, fusdo de membranas, e entrada do
virion na célula, enquanto a proteina PrM auxilia no dobramento, montagem e fungdo
de E (Lindenbach, Rice, 2003).

A entrada do ZIKV na célula € coordenada pela proteina E em diversos tipos
celulares, como queratindcitos, fibroblastos, células dendriticas imaturas e células
tronco derivadas de progenitores neuronais (Routhu, Byrareddy, 2017). Uma vez que o
virion adentra o citoplasma, as proteinas NS formam um complexo de replicacdo que

sintetiza a fita de RNA negativa complementar ao RNA viral, que entdo serve de molde

21



para a sintese do RNA positivo que serd envolto pelo capsideo, transportado pela via
secretdria do hospedeiro e liberado da célula através de exocitose (Persaud et al., 2018).

De maneira geral, dentre as proteinas NS, as mais proeminentes sdo a NS5, que
participa da produgdo da fita complementar negativa do RNA viral, e a NS3 que
também participa diretamente da replicacdo do RNA viral. J4 as outras proteinas NS
contribuem para a montagem e manuten¢do dos complexos de replicacdo (Ming et al.,

2016).

1.1.3 Transmissdo

A principal transmissdo de ZIKV ocorre através de vetores artropodes,
especificamente mosquitos do género Aedes (Diagne et al., 2015), sendo o A. aegypti o
principal vetor; transmissao por A. albopictus foi documentada em poucos casos, como
no Gabao (Grard et al., 2014) e mais recentemente na Franca (Parola et al., 2020).

Entretanto, diferente de outras arboviroses, o ZIKV também pode ser transmitido
por outras rotas de contato direto humano-a-humano. Um estudo sobre a evolugdo
molecular do ZIKV mostrou que o virus pode ter passado por vdrias mudangas
genéticas adaptativas (embora incomum entre os flavivirus) que podem estar
relacionadas a falta de preferéncia por espécies de hospedeiro e vetor (Ioos, 2014).

A transmissdo materno-fetal pode ocorrer em qualquer momento da gestacdo e
estima-se que aconte¢a em 20-30% dos casos de mulheres infetadas durante a gestacao
(Besnard et al., 2014; Mlakar et al., 2016; Pomar et al., 2018).Nao h4 relagdo clara entre
o momento da infec¢do e o impacto da transmissdo, porém infec¢des durante o primeiro
trimestre de gravidez possuem maior risco para o desenvolvimento da SCZ (Hoen et al.,
2018). A transmissao sexual do ZIKV foi a primeira documentada dentre as
arboviroses, sendo especialmente importante em homens, nos quais particulas virais sao
detectadas no s€émen por uma média de 30 dias apds inicio dos sintomas, porém existem
casos com persisténcia longa de até 281 dias (Musso et al., 2015; Mead et al., 2018).

Além disso, também ¢ teoricamente possivel a transmissdo por transfusdes
sanguineas, transplantes de o6rgdos e fluidos corporais (como ligrimas e saliva) de
pessoas infectadas (Musso et al., 2014; Miner et al., 2016; Swaminathan et al., 2016;
Tan et al, 2017), devido a presenga de particulas virais na urina e saliva nos primeiros
dias de infec¢do (Bonaldo et al., 2016),seguido de viremia no sangue periférico por 15 a

28 dias (Roze et al., 2016; Mansuy et al., 2016; Lustig et al., 2016); ainda, ha relato da
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presenca de RNA viral na mucosa dos olhospor até 30 dias apds o inicio dos sintomas,
indicando a persisténcia da infec¢do nos fluidos corporais no periodo de convalescenca

(Tan et al, 2017).

1.1.4 Manifestacoes clinicas

N

Os sintomas tipicos associados a infec¢do pelo ZIKV sdo geralmente leves e
autolimitados e possuem duracdo média de 7 dias, compondo a chamada fase aguda da
doenca. Nessa fase os principais sintomas descritos sdo febre, irritacdo cutanea,
conjuntivite, artralgia, mialgia e dores periarticulares ou artrite (Musso, Gubler, 2016),
porém estima-se que apenas 20% dos infectados manifestem a doenca (Bowen et al.,
2017b). Como os sintomas sao inespecificos, a infec¢do durante a fase aguda pode ser
clinicamente confundida com dengue e chikungunya, que sdo transmitidas pelo mesmo
vetor (Marano et al., 2016), porém o teste soroldgico é capaz de diferenciar entre o Zika
e outras arboviroses (Aubry et al., 2015).

Apesar dos sintomas geralmente leves, a recente epidemia nas Américas revelou
casos de manifestacdes clinicas graves associadas a infeccao pelo ZIKV. Foram
reportados problemas neurologicos em adultos,como meningoencefalite, mielite e
Sindrome de Guillain-Barré (dos Santos et al., 2016; Brasil et al., 2016a; Ferreira et al.,
2020); infec¢do ocular, resultando em uveite e até em inflamacdes graves que podem
levar a cegueira (Furtado et al., 2016);e asmalformacdes congénitas em
neonatos(Mlakar et al., 2016).

O grande numero de casos de microcefalia durante o surto no Brasil levou a duas
observacdes importantes sobre o ZIKV, a primeira é que a linhagem que causou a
epidemia desenvolveu um neurotropismo, em especial por células precursoras neuronais
(CPNs), e a segunda € que o grau de morte das CPNs causado pelo virus éextremamente
elevado para que haja uma perda tdo grande de volume cerebral (Li et al., 2016a). A
SCZ é uma combinagdo de anomalias neuroldgicas graves, incluindo defeitos estruturais
cerebrais (como calcificagdes cerebrais, defeitos de corpo caloso, ventriculomegalia),
microcefalia, hidropsia fetal, artrogripose, hipertonia (Pomar et al., 2019). Ha
considerdvel variabilidade clinica, e a presenca de microcefalia ndo € necessdria para o
diagndstico de lesdo neuronal fetal induzida pelo ZIKV (Schwartz, 2017a; Soares de

Oliveira-Szejnfeld et al., 2016).
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Estima-se que 5 a 14% das mulheres infectadas pelo ZIKV durante a gestacdo
venham a ter criancas com SCZ, ja as manifestacdes mais graves, como microcefalia e
outras anormalidades do Sistema Nervoso Central(SNC) estdo presente em menor
porcentagem, 3 a 6% (Musso et al., 2019; Martins et al., 2021). Entretanto, estudos
prospectivos de acompanhamento de criangas expostas ao ZIKV durante a gestagio tém
mostrado que mesmocriangas clinicamente normais ao nascimento podem apresentar
complicagdes, comoalteracdes motoras, neurologicase de desenvolvimento, em especial

na drea da fala (Vianna et al., 2019; Mulkey et al., 2020; Pecanha et al., 2020).

1.1.5 Patogénese do Zika virus

O ZIKV possui tropismo amplo, os 6rgaos mais afetados sdo o cérebro, placenta,
testiculos e retina, porém o virus também pode ser detectado em diversos fluidos
corporais, como saliva, urina, sangue, fluido amnidtico, sémen, secre¢des vaginais e
ldgrimas (Miner et al., 2017). Assim como em outras arboviroses, o ZIKV € capaz de
infectar células da pele e sangue, como queratindcitos, fibroblastos e células de
Langherans (Cerny et al., 2014; Hamel et al., 2015).

Ovirus entra na célula através da endocitose (Persaud et al., 2018), pela interacdo do
envelope glicoproteico viral com receptores de membrana diversos nas diferentes
célula-alvo. A maioria dos estudos apontam para o papel da proteina AXL na entrada
viral (Liu et al., 2016; Meertens et al., 2017; Persaud et al., 2018), mecanismo bem
descrito na entrada do DENV em células de mamiferos (Meertens et al., 2012). Apesar
de AXL ser necessdrio para a infec¢cdo em alguns tipos celulares (Hastings et al., 2017;
Meertens et al., 2017; Retallack et al., 2016; Savidis et al., 2016; Vicenti et al., 2018),
existem células humanas e murinas que ndo expressam AXL e mesmo assim sdo
susceptiveis a infeccdo (Wells et al., 2016; Rieder et al., 2019). De acordo com essa
observacao, diversos fatores ja foram descritos como facilitadores da entrada do virus,
incluindo a familia de receptores tirosina-quinase TAM (TYRO3, AXL e MER),
proteinas TIM (T cell immunoglobulin and mucin domain proteins), receptores de
lectina do tipo C e receptores de fosfatidilserina (Perera-Lecoin et al., 2013), além de
DC-SIGN (Bowen et al.., 2017a).

Esses receptores sdo altamente expressos na superficie de células endoteliais, células
T, DCs, macréfagos, células NK imaturas, células de Sertoli (testiculo) e células

epiteliais de pigmento da retina (Pagani et al., 2017). Em estudos in vitro com
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leucécitos de linhagens humanas mostraram uma predilecao pela infec¢ao de mondcitos
(Michlmayrlet sl., 2017) e também células dendriticas (DCs, do inglé€s Dendritic Cells)
(Bowen et al., 2017a); nas DCs o virus parece ser capaz de suprimir a maturagdo da
célula, influenciando diretamente a funcdo de células T, além de usar a DC para
sustentacao da replicacdo viral (Bowen et al., 2017a; Wang et al., 2020). Entretanto, as
células T sdo resistentes a infecc¢ao, sugerindo que também pode haver outros receptores
ou mecanismos pds-entrada que determinam o tropismo viral (Hamel et al., 2015).

O mecanismo da les@do do SNC na infeccao fetal pelo ZIKV € muito estudado tanto
em modelos in vitro, quanto em animais, visando elucidar as bases das manifestacoes
clinicas apresentadas por seres humanos. Trabalhos mostraram que o virus é capaz de
evadir a resposta imune materna infectando células do sistema imune e assim, chegando
ao embrido (Quicke et al., 2016; Simoni et al., 2016; Schwartz, 2017b). Modelos in
vitro de CPNs, neuroesferas e organoides cerebrais mostraram que o ZIKV leva a uma
inflamacdo inicial pela ativacio deTLR-3, que por sua vez leva a ativacdo de
sinalizagdes que dirigem a neurogénese e apoptose de CPNs (Dang et al., 2016),
seguida de redugdo na proliferacdo e morte dessas células (Cugola et al., 2016; Garcez
et al., 2016); além disso,a morte celularparece ocorrer também por mecanismos além da
apoptose (Azevedo et al., 2018; Monel et al., 2017). Uma via ativada é a autofagia, um
processo intracelular de degradacao e reciclagem que leva moléculas do citoplasma aos
lisossomos (Ohsumi et al., 2014); infeccdo de fibroblastos leva a formacgao de
autofagossomos (Hamel et al., 2015) e, em CPNs fetais, a infeccdo causa a inibicao da
via de Akt-mTOR, levando a ativacdo de autofagia e neurogénese anormal (Liang et al.,
2016).

Primatas ndo humanos (PNH) s@o o modelo mais relevante para o estudo da
infeccdo congénita pelo ZIKV em humanos, pois ambos possuem similaridade no
processo gestacional, além de terem neuroanatomia e desenvolvimento do sistema
imunoldgico bastante semelhantes (Simmons et al, 2016; Mohr et al., 2018; Dudley et
al., 2019). Entretanto os nimeros amostrais sdo uma limitacdo e, na maioria dos
trabalhos reportados até o momento, as infec¢des por ZIKV durante a gestacdo de PNH
apresentaram poucos casos de problemas graves no SNC dos fetos, consistente com a
histéria natural da infec¢do congénita em humanos (Dudley et al., 2019; Vanella et al.,
2020). Ja os modelos murinos sdo mais explorados, e diversas linhagens foram
utilizadas para estudar a infeccdo congénita pelo ZIKV.Filhotes de fémeas infectadas

podem exibir lesdo cerebral, com morte celular massiva por apoptose e autofagia, e
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diminuicdo de tamanho corporal como um todo;entretanto, em linhagens
imunocompetentes, ndo hd o desenvolvimento de sintomas graves da doenga e 0s
animais susceptiveis sdo aqueles com algum comprometimento da resposta imune,em
especial com auséncia de componentes da resposta de interferon do tipo I (Cugola et
al., 2016; Rossi et al., 2016), o que demonstra a importancia da resposta imune antiviral

do hospedeiro na infeccio pelo ZIKV.

1.1.5.1 Receptores de reconhecimento de padrées na infecgcdo pelo ZIKV

RIG-Ie MDA-5 sao membros de uma familia de receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs, do inglés pattern recognition receptors) citoplasmaticos chamados de
RLRs (do inglés, (RIG)-I-like-receptors). RLRs estdo presentes em quase todas as
célulashumanas e sdocapazes de reconhecer estruturas tinicas do RNA viral, o RNA
fita-dupla (Loo, Gale, 2011). Resumidamente, apds a ligacdo ao ligante, RIG-le MDA-5
sofrem alteracdes conformacionais,aumentando a capacidade de interacdo com o MAVS
(proteina sinalizadora mitocondrial antiviral) (Wies et al., 2013), que sofre
oligomerizacdo e recruta uma série de fatores, entre eles NEMO (modulador essencial
de NF-«xB), que por sua vez, recruta IKKee TBK1, que juntas fosforilam e ativam os
fatores de transcri¢dio IRF-3 eIRF-7, bem como o NF-«kB, através da fosforilagaoe
degradacao do inibidor de kappa-B (IkB). Com a translocacao nuclear, IRF-3 promove a
transcricdo de interferons (IFN) tipo I e III eativa diretamente a transcricdo de genes
efetores antivirais, enquanto o NF-kBleva a uma inducido precoce de IFN tipo I e
principalmente a producdo de quimiocinas e citocinas pré-inflamatérias (Loo et al.,
2011; Schlee et al., 2013).

Os receptores do tipo Toll (TLRs, do inglés Toll-like receptors) sdo uma outra
familia de PRRs, que possui alguns membros endossomais que também sio capazes de
reconhecer RNA viral, como o TLR-3, que também reconhece o RNA dupla-fita e TLR-
7 e TLR-8, que reconhecem RNA viral fita simples (Kawai et al., 2011). A sinalizacdo a
jusante dos TLRs, também culmina na ativacdo de NF-xB e membros da familia de
IRFs (do inglés IFN regulatory factors), induzindo a resposta antiviral, caracterizada
pela expressao de genes estimulados por IFN (ISGs, do inglés IFN stimulated genes) e
producdo de IFNs (Takeuchi, Akira, 2010).
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Estudos tem mostrado a importancia do papel dos sensores de RNA viral na
imunidade contra o ZIKV.Como esperado, na infec¢do pelo ZIKV em células humanas
e murinas, ocorre aumento de expressio de DDX58 (RIG-I), MDAS, TLR3 e IRF7
(Hamel et al., 2015; Li et al., 2016b);alternativamente, silenciamento in vitro de RIG-I,
MDA-5 e TLR-3 leva a um acimulo de ZIKV em fibroblastos (Hamel et al., 2015). A
sinalizacdo de RIG-I em DCs humanas tem uma capacidade de restringir a replicacdo do
ZIKV com efeito maior do que a sinalizacido de IFN- (Bowen et al., 2017a; Schilling et
al., 2020). Ja o papel do TLR-3 ainda ndo estd completamente elucidado; como ja
citado, seu bloqueio pode levar ao aumento da replicacdo do virus em alguns modelos in
vitro (Hamel et al., 2015), porém, sua ativacdo em astrdcitos leva a uma diminui¢do da
resposta antiviral e aumento da replicacdo viral (Ojha et al, 2019) e,
complementarmente, inibicdo de TLR-3 em CPNs leva a diminui¢cao de morte neuronal
(Dang et al., 2016; Zhang et al., 2016), indicando um papel patogénico dessa molécula
durante a infec¢c@o de células do nervosas.Acredita-se que 0 mecanismo patogénico de
TLR-3 em astrécitos e CPNs humanas se deva a producdo de 1L-6 apds ativagdo de
TLR-3, ativando STAT?3, que leva a producao de SOCS3, que, por sua vez, € capaz de
bloquear a fosforilacdo de STAT1 e diminuir a resposta de IFN do tipo I
(Plociennikowska et al., 2021).

1.1.5.2 Resposta antiviral de interferons

A resposta antiviral em vertebrados € orquestrada principalmente pela via de
sinalizacdo delFN (Fensterl, Sen, 2009). IFN dos tipos I e III podem ser produzidos pela
maioria dos tipos celulares, apds o reconhecimento de padrdes moleculares virais.Essas
citocinas sdo capazes de restringir a infeccdo pelo ZIKV em camundongos e células
humanas (Chaudhary et al., 2017).0s IFNs do tipo I (IFNa e IFNp) estdo envolvidos e
sdo essenciais para o controle da replicacdo e disseminacdo viral na maioria dos tipos
celulares (Platanias et al., 2005; Samuel et al., 2005; Best et al., 2006). Apds o estimulo
de seu receptor (dimero IFNAR1 e IFNAR2), os IFNo/f ativam Jakl e Tyk2 e,
subsequentemente, transdutores de transcricdo (STAT1 e STAT2), levando a transcricao
de uma série de ISGs, além dos préprios IFN do tipo I, como jé citado anteriormente,
tornando as células refratdrias a infec¢do viral e também levando a apoptose das células

infectadas (Frumence et al., 2016), induzindo o estado antiviral.
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Ja o IFN do tipo III medeia respostas antivirais principalmente em células epiteliais,
incluindo os sincitiotrofoblastos, que sdo uma camada de células epiteliais
especializadas das vilosidades placentdrias (Robbins et al., 2010); esses trofloblastos
produzem constitutivamente IFN A, um IFN do tipo III, e diferentes estudos observaram
que essa citocina confere protecdo a infeccao por ZIKV na placenta de camundongos e
humanos (Bayer et al., 2016; Corry et al., 2017), apesar dos efeitos protetores parecerem
ser dependentes do estdgio gestacional (Jagger et al., 2017).

Animais knockout para componentes da resposta de INF do tipo I tém sido muito
utilizados para elucidar a patogénese do ZIKV. CamundongosA129 (deficientes para
IFNAR1), quando infectados por diferentes linhagens de ZIKV e por diferentes rotas de
infeccdo, apresentaram perda de peso, encurvamento da coluna, fraqueza nos membros
inferiores, paralisia e até morte (Dowall et al., 2016; Lazear et al., 2016). Também foi
observado em animais A129,inflamacdo em regides imunoprivilegiadas, incluindo olhos
e testiculos (Ma et al., 2016), o que corrobora o observado em humanos. Além disso,
camundongos knockout para fatores de transcri¢do da via de IFN do tipo I, como IRF3,
IRF5 e IRF7, apresentam sintomas similares aos A129 (Lazear et al., 2016). Ja os
camundongos AG129,uma linhagem deficiente para receptores de IFN do tipo I e II,
apresentam sintomas ainda mais graves, como tremores e ataxia (Aliota et al., 2016),
indicando o potencial papel também do IFN do tipo II na patogénese do ZIKV.
Entretanto, quando o ZIKV ativa seletivamente a sinalizagdao de IFN do tipo II, em
detrimento da producao de IFN do tipo I,ha umaumento na replicacao viral (Chaudhary
et al., 2017).

Adicionalmente, em situacdes de infec¢do viral, ocorre a relocalizacdo de TBK-1 do
centrossomo - onde desempenha fung¢ao vital a divisdo celular -, para mitocondria, onde
essa proteina ativa IRF3; sem o TBK-1 no centromossomo, a divisdo € interrompida e,
consequentemente, ocorre a apoptose (Onorati et al., 2016), o que é um processo
geralmente desejdvel em uma célula do hospedeiro infectada por virus, porém pode ser
um preco alto demais a se pagar em um organismo em desenvolvimento com alto
nimero de células em divisdo. Portanto, TBK-1 possui um papel chave na conversa
entre as vias de sinalizacdo da imunidade inata e da neurogénese na patogénese do

ZIKV.

1.1.5.3 Imunidade adaptativa contra o Zika virus
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Apesar da resposta inata ter um peso maior na infec¢do, a combinag¢ao com a reposta
adaptativa também € importante para o controle do ZIKV. A deple¢do ou deficiéncia de
células T em camundongos na presenca de antagonistas de IFN, resulta em alta viremia
e doenca associada, demonstrando que a resposta adaptativa também ¢é fundamental para
o controle da infec¢do quando hd o comprometimento da resposta IFN tipo I (Elong
Ngono et al., 2017). Além disso, a transferéncia adotiva de células T CD8" ZIKV-
especificas também é capaz de prevenir a doenga em camundongos A129 (Huang et al.,
2017).Estudos mostraram que h4 forte, porém curta, resposta de células T
aproximadamente 7 dias apds a infeccdo de camundongos selvagens (Winkler et al.,
2017; Huang et al., 2017), com répida proliferacio de células T CD4*de perfil
inflamatério T helper 1, com producdo de IFN-y, TNF-a e IL-2. Concomitantemente,
células T CD8" proliferam e expressam marcadores de atividade citotéxica, sugerindo
resposta especifica ao virus; além disso, vacinas que visam apenas a inducdo de
respostas de células T CD8+ se mostraram eficientes contra a infeccdo pelo ZIKV em
camundongos (Gambino et al., 2021). Entretanto, quando a resposta de IFN do tipo I
estd intacta, a auséncia de células T nao resulta em doenga, mostrando que, a0 menos
em murinos, a reposta inata parece ser suficiente para controlar a infeccao (Winkler et
al., 2016).

A producio de anticorpos especificos contra o ZIKV também € importante para o
controle da infec¢do em modelos murinos (Larocca et al., 2016). Uma vacina de DNA
contendo as sequéncias codificantes para as proteinas E e PrM do ZIKV protegeu
camundongos da infeccdo viral, sendo a resposta majoritariamente composta de
anticorpos anti-E (Larocca et al., 2016); a mesma vacina também mostrou efeito
protetor em macacos Rhesus (Abbink et al., 2016). As proteinas estruturais E e PrM,
assim como a proteina secretada NS1, sdo os maiores alvos de anticorpos especificos

(Muller, Young, 2013; Stettler et al., 2016).

1.1.5.4 Mecanismos de evasdo imune do Zika virus

A defesa imunoldgica contra o ZIKV implica no reconhecimento do virus, indug¢ao
da resposta de IFN do tipo I, inibicao da replicagdo viral nas células-alvo e, finalmente,
em ativacdo da resposta imune adaptativa especifica. Entretanto, como a maioria dos
flavivirus, o ZIKV possui estratégias para burlar o sistema imune do hospedeiro. A mais

evidente sdo os mecanismos de evasdo a imunidade antiviral, na qual na maioria dos
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casos, o virus utiliza suas proteinas nao-estruturais para bloquear ou levar a degradacdo
de moléculas que orquestram a resposta de IFN do tipo I(Figura 4).

O mecanismo de evasao mais bem estabelecido € a NS5 viral dirigindo STAT?2 para
a degradagao no proteasoma (Kumar et al., 2016; Grant et al., 2016). STAT2 ¢ ativado
pelo receptor de IFN do tipo I e, na sua auséncia, ha deficiéncia na sinalizag¢do, o que
permite o aumento da replicacdo viral. Isso ocorre em células humanas, porém o mesmo
nao é observado em camundongos imunocompetentes, nos quais a NS5 ndo consegue se
ligar a STAT?2, permitindo uma resposta de IFN do tipo I eficiente (Grant et al., 2016).
Assim como os A129, camundongos deficientes para STAT2 sdo susceptiveis a
infecgdo pelo ZIKV (Tripathi et al., 2017). Interessantemente, Chaudhary e colegas
(2017) mostraram que a inibi¢cdo do complexo STAT1-STAT2-IRF9 leva a formacao do
homodimero de STAT1 e ativa a via de IFN do tipo II e a producdo de INF-y e ISGs
estimulados por ele (em especial CXCL10), estimulando a replicacdo viral;
complementarmente, o silenciamento da expressdao do receptor de IFN tipo II ou
moléculas a jusante de sua via de sinaliza¢do suprimem a replica¢do viral (Chaudhary et
al., 2017); além disso, NS5 também parece ser capaz de inibir a fosforilagdo de STAT1
(Hertzog et al., 2018), e a ativacao dos promotores de RIG-I e IFN-AI pela inibicdo de
IKKe (Lundberg et al., 2019).
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Figura 4. Resposta de IFN do hospedeiro e mecanismos de evasao do ZIKV. RIG-1 e MDAS5
reconhecem o RNA do ZIKV no citoplasma, levando a ativacdo de fatores de transcricao, como
IRF-3 e NF-«xB e subsequente transcricdo de IFNa/B, e produgdo de citocinas pré-inflamatorias
e ISGs. IFN tipo I € entdao traduzido e secretado, ligando-se aos receptores IFNAR1/2 em
células na vizinhanga, levando a ativagdo da sinalizacdo JAK/STAT e a formagdo de complexo
com IRF9, que transloca para o nucleo e se liga aos elementos de resposta estimulados por IFN,
aumentando a expressdo de ISGs. Estdo também apontadas outras proteinas ou processos da
resposta antiviral do hospedeiro e as proteinas ndo estruturais (NS) do ZIKV que inibem essa
resposta. Fonte: autora.

Entretanto, todas as NS de ZIKV possuem algum papel na inibi¢do da resposta
antiviral. Super expressdo de NS1, NS4a e NS5 inibe a sinalizagao de IRF3 e NFkB
(Kumar et al., 2016). NS1 € capaz de ativar o inflamasoma dependente de NLRP3 em
mondcitos, clivando cGAS e inibindo a resposta de IFN do tipo I (Zheng et al., 2018), e
simultaneamente estimulando a producdo de IL-1p e IL-18 (Khaiboullina et al., 2017) e
producdo de IL-18 ja foi associada a casos graves de microcefalia induzida pela
infec¢do do ZIKV (de Sousa et al., 2018). A superexpressdao de NS2B em conjunto com
NS3 também interferem na sinalizacdo JAK/STAT, interagindo com JAKI e levando-a
a degradacdo (Wu et al., 2017). NS1 e NS4B interagem com TBK-1, impedindo a
ativacdo de IRF3 (Wu et al., 2017). NS3 junto a NS2B3 inibem MAVS e STING (ou
MITA), respectivamente, levando a inibi¢do da resposta de INF-§ (Li et al., 2019). NS3
€ capaz de bloquear a translocag¢do de RIG-I e MDAS do citosol para a mitocondria em
linhagens de astrécitos (Riedl et al., 2019); também foi reportado que, assim como em
DENYV, o0 NS3 de ZIKV consegue clivar STING humano, diminuindo assim a expressao
de IFN tipo I mediada pelo sensor de DNA cGAS (Ding et al., 2018), porém ainda ndo
estd claro se existem diferencas do tipo celular no antagonismo de NS3 dessas vias
imunoldgicas inatas ou se os alvos de NS3 sdo divididos espacial ou temporalmente
durante a infeccao.

Em conjunto, esses estudos mostram diferentes maneiras que surgiram na
coevolucao do ZIKV com humanos para o bloqueio da resposta antiviral de IFN do tipo
I e,apesar de nem todos os mecanismos de acdo estarem completamente elucidados, é
possivel notar que existe uma redundancia de func¢des, o que explica a inibicao eficiente

da resposta antiviral em alguns tipos celulares.

1.2 A teoria genética das doencas infecciosas e os erros inatos da imunidade
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A enorme variabilidade clinica entre individuos durante o curso natural das doencgas
infecciosas é um fendmeno que pode ser observado amplamente na histria da
humanidade. Principalmente, no caso de infec¢des causadas por um mesmo
microrganismo que podem ser completamente silenciosas em um individuo e muito
graves ou até fatais em outros (Casanova, Abel, 2013). Tipicamente nas doencas
humanas, um patégeno mata apenas uma pequena parcela dos infectados (Casanova,
2015). Se a presenca de um agente infeccioso € um gatilho ambiental necessario, porém
ndo suficiente, para o desenvolvimento de uma enfermidade, qual seria a causa das
doencas infecciosas graves?

A teoria genética das doencas infecciosas tem como premissa a ideia de
quevariantes genéticas do hospedeiro podem determinar a susceptibilidade, ou protecao,
a patégenos especificos e, sendo assim, doencas infecciosas podem resultar
determinantemente de erros inatos da imunidade (Bearn, 1993), tendo o patégeno como
um gatilho ambiental, que torna um defeito inato antes silencioso, em um problema
aparente. De fato, a partir da década de 90, estudos elucidaram defeitos monogénicos
(mendelianos ou ndo) associadosa infeccdes por patdgenos especificos, incluindo
micobactérias, pneumococos, candidiase mucocutanea e encefalite causadas por herpes
simplex(Newport et al., 1996; Abel et al., 2010). Os genes envolvidos nos mecanismos
de susceptibilidade encontrados por esses estudos codificam componentes do sistema
imune, remetendo as imunodeficiéncias primdrias (IDPs) (Casanova, Abel, 2007).

As IDPs eram classicamente definidas como doencas raras, monogénicas,
mendelianas e de inicio precoce, caracterizadas principalmente por susceptibilidade a
infec¢des oportunistas, recorrentes e graves, causadas por defeitos em componentes do
sistema imune, ou seja, um defeito em um gene, torna o individuo susceptivel a diversos
tipos de patégenos (Notarangelo, 2010). Com o passar dos anos, foi-se reconhecendo
que, dependendo da natureza da doenga, autoimunidade, autoinflamacdo, alergias e
malignidadessdo comuns e, em alguns casos, a manifestacdo predominante (Fischer et
al, 2017). Portanto, para melhor representar a ampla gama de fen6tipos associados, foi
proposto o novo nome de Erros Inatos da Imunidade (EII).Com o avanco do
sequenciamento de nova geracao, foi-se identificando que, no nivel populacional, os EIl
advém de variantes raras, de alto impacto, com alta penetrancia, mas que raramente se
mostra completa (defeito monogénico, mas ndo mendeliano). Adicionalmente, em
diversas entidades clinicas pertencentes aos EII, existe heterogeneidade alélica levando

a uma homogeneidade fenotipica (diversos genes envolvidos em uma mesma via
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levando a uma mesma apresentacdo clinica), tornando os EIl um grupo cada vez mais

complexo de defeitos genéticos (Casanova, Abel, 2021).

1.2.1 Susceptibilidade a infeccoes virais

Os ndmeros de EII vém crescendo a cada ano, chegando em 2021 a 485 defeitos
monogeénicos diferentes reportados pela Unido Internacional das Sociedades de
Imunologia (IUIS, do inglés, International Union of Immunological Societies) (Tangye
et al., 2020; Tangye et al., 2021). Existem diversas classes de EII, alguns com amplo
espectro clinico, como defici€éncia em moléculas essenciais a imunidade de IFN (como
NEMO e STATI), que podem levar a apresentacOes clinicas diferentes e também
infecgdes por patdgenos variados, incluindo infecgdes flingicas, bacterianas e virais. Em
contraste, existem erros inatos mais restritos, que ndo afetam a via completa de resposta
antiviral e podem ser limitados a susceptibilidade a um tipo especifico de patégeno.

Pacientes com mutacdes em TLR3e também em DBRI sdo susceptiveis a infeccao
especifica pelo virus herpes simplex 1 (HSV-1) com o desenvolvimento de encefalite
herpética (Sancho-Shimizu et al., 2011; Zhang SY et al., 2018).J4 pacientes comdefeitos
em MDA)S e IRF7sao susceptiveis a infecgdes respiratériasgraves causadaspor rinovirus
e influenza, respectivamente(Lamborn et al., 2017; Ciancanelli et al., 2015).Defeitos em
MST1 levam a susceptibilidade a EV-HPV (Crequer et al., 2012), e defeitos em RNA
polimerase III levam a infec¢des graves por varicela zoster (Ogunjimi et al., 2017).
Além disso, recentemente foi descrito que existemindividuos jovens e previamente
higidos que desenvolvem COVID-19 grave pois possuem erros em componentes da
imunidade de IFN do tipo I (Zhang et al., 2020a). Todas essas moléculas sdo parte da
resposta antiviral de IFN, porém existe redundancia nas fun¢des em alguns tipos
celulares e a ndo expressdo delas ndo oblitera a via de sinalizacdo em todos os
casos,tornando os defeitos silenciosos até o contato com patdgenos especificos.

Além dos defeitos genéticos que levam aos EIl, existem outros mecanismos que
podem levar a um fenétipo de EII, porém sem a presenca do defeito genético esperado,o
que configura uma fenocépia. Um desses mecanismos € a presenga de autoanticorpos
anti-citocinas, que podem contribuir para quadros de imunodeficiéncia, desregulacao
imune e autoimunidade (Browne, Holland, 2010; Walter et al., 2015; Barcenas-Morales
et al., 2019; Bastard et al., 2020; Bastard et al., 2021). Especificamente quando se fala

de susceptibilidade a quadros clinicos graves causados por agentes virais, trabalhos
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recentes mostraram associagdo causal entre autoanticorpos anti-IFN tipo I em
aproximadamente 10% dos pacientes com formas graves de COVID-19 (Bastard et al.,
2020), assim como pacientes com reagOes graves a vacina viva atenuada da febre
amarela (Bastard et al., 2021).Nos dois casos citados, esses autoanticorpos sao pré-
existentes a doenga e contribuem para a gravidade do quadro através de perturbacdo na
imunidade antiviral devido a neutralizacdo de IFN do tipo I, reminiscente de pacientes
com defeitos autossdmicos recessivos no gene IFNARI, que levam a deficiéncia do

receptor de IFN do tipo I (Zhang et al., 2020b).

2. JUSTIFICATIVA

Estudos em camundongos infectados por ZIKV deram os primeiros indicios de que
a genética do hospedeiro € importante para a infec¢do, j4 que apenas linhagens
especificas sdo susceptiveis (Cugola et al., 2016). Em humanos, o amplo espectro de
manifestacoes clinicas dos individuos infectados sugere que pode haver um mecanismo
genéticopor trds dos casos com os piores desfechos. O desenvolvimento da SCZ apds
infeccdo congénita ocorre apenas em uma pequena parcela dos individuos expostos,
sugerindo que a infeccdo durante a gravidez € necessdria, mas ndo determinante para o
desenvolvimento da sindrome. Além disso, a grande maioria dos estudos com gémeos
mostraram alta taxa de concordancia para SCZ em gémeos monozigdticos e
discordancia em gémeos dizigdticos (Santos et al., 2017; van der Linden et al., 2017;
Caires-Junior et al., 2018; Sobhani et al., 2020; Da Silva et al., 2021), indicando
novamente que a genética do hospedeiro deve ser importante. Adicionalmente, dois
estudosgeraram CPNs e trofoblastosin vitro a partir das células de trés pares de gémeos
dizigbéticos com fendtipos discordantes para a SCZe verificaram, apds infeccdo com
ZIKV, que as células derivadas das criancas afetadas sdo mais susceptiveis a infeccao
do que das criangas ndo afetadas (Caires-Junior et al., 2018; Amaral et al., 2020),

mostrando que h4 uma diferenca entre saudaveis e afetados que € anterior ao virus.
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A maioria dos esfor¢os de investigacdo da infec¢do pelo ZIKV centraram-se em
relatos de casos clinicos, desenvolvimento de modelos animais, desenvolvimento de
vacinas e identificacdo de novas drogas antivirais.Isso permitiu o aumento do
conhecimento sobre as interagdes virus-hospedeiro e a patogénese da doenca.Embora
esses estudos tenham proporcionado avango significativo em nossa compreensido da
biologia do ZIKV, existe uma escassez de informagdes sobre a variabilidade genética
em individuos afetados pelo virus, com trabalhos em sua maioria tentando apontar
associacdo de variantes ao fenétipo da SCZ, porém ainda sem identificacio de variantes
raras e com predi¢do de patogenicidade e também sem o estabelecimento de associacdes
causais (Rossi et al., 2019; Santos et al., 2019; de O da Silva et al., 2021). Essa
percepcdao € fundamental para avancar a nossa compreensdo dos parametros
imunoldgicos que contribuem para a imunidade protetora, bem como desfecho
sintomadtico durante a infec¢do pelo ZIKV.

Baseado na observacdo de que a variabilidade genética de cada individuo pode
tornd-lo susceptivel a um patégeno especifico, o presenteestudotem como hipétese que
existam variantes genéticas, relacionadas ao sistema imune e a resposta antiviral, que
podem estar relacionadas ao SCZ em humanos. Assim, o principal objetivo € a
investigagdodos mecanismos genéticos do desenvolvimento da Sindrome Congénita do
Zika em humanos, através da andlise de genes da imunidadede criancas com a Sindrome

Congénita do Zika e suas respectivasmaes.
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3.

OBJETIVOS

Investigar variantes genéticas relacionadas a Sindrome Congénita do Zika em

humanos.

Foram objetivos especificos:

a.

investigar variantes genéticas diferenciais em quaisquer genes dosinfantes
expostos ao ZIKVdurante a gestacdo, que desenvolveram ou ndo a SCZ, com
enfoque especial nos genes do sistema imune inato;

investigar variantes genéticas diferenciais quaisquer genes de mulheres que
foram infectadas pelo ZIKV durante a gesta¢do cujos filhos desenvolveram ou
nao a SCZ, com enfoque especial nos genes do sistema imune inato;

Investigar a presenca de autoanticorpos anti-IFN do tipo I nos grupos de estudo

para verificar a possibilidade de fenocépia de erro inato da imunidade antiviral.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A reducdo do custo do sequenciamento de nova geracdo ao longo do tempo tornou
esta,uma ferramenta importante e poderosa para a investigacdo de variantes raras e
implicadas em doengas humanas (Manolio et al., 2009), e vem trazendo resultados
positivos na investigacdo de erros inatos da imunidade (Meyts et al., 2016; Arts et al.,
2019). E importante pontuar que a metodologia de sequenciamento completo de exoma,
que ainda é mais acessivel que o sequenciamento completo de genoma, possui algumas
limitagdes: ndo hd resolucdo forte para investigacdo de grandes inser¢des e delecdes e
CNVs, nao ha cobertura completa de regides nao codificantes e regides repetitivas
tendem a gerar artefatos de sequenciamento (Meynert et al., 2014; Burdick et al., 2020).

Adicionalmente, atribuir patogenicidade a uma variante rara qualquer ndo € uma
tarefa facil. Mais de 50% das variantes identificadas nos cromossomos humanos sdo
consideradas raras (Karki et al., 2015; Zhang, 2015).Estudos de genética de populacdes
sugerem que a recente expansdo da populagdo humana pode ter resultado em grande
nimero de variantes raras de susceptibilidade a doencas (1000 genomes Project
consortium et al., 2015) tornando, portanto, o estudo de tais variantes de extrema
relevancia. Classificar variantes requer acesso a grandes bancos de dados populacionais,

porém diversas populacdes, estdo sub-representadas ou mesmo ausentes (no caso da
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brasileira) dos grandes bancos de dados bem consolidados, como GnomAD e
1000genomes. Bancos de dados locais sdo de grande relevincia para identificar
variantes raras em dada populacdo, no Brasil temos um banco recente em expansao,
ABraOM (Naslavsky et al., 2017) — todas as variantes finais foram checadas neste
banco para verificar se eram de fato raras na populacdo brasileira. Outros fatores que
interferem na investigacdo de variantes raras sdao a penetrancia incompleta e
heterogeneidade genética, que ocorrem com frequéncias em doengas humanas e podem
ser fatores de confusdo em estudos de exoma (Cooper et al, 2013).

Soma-se a isso a questdo do conceito de herdabilidade perdida, que propdem que
doencas denominadas complexas possuem um mecanismo patogénico que necessita de
mais de um ou dois genes afetados na mesma pessoa para desencadeamento de uma
doenca (Maher, 2008). Neste conceito, presume-se que variantes de baixo risco se
somem para gerar o fenétipo, porém a identificacdo de tais variantes é complexa, pois
normalmente sdo variantes consideradas comuns (com frequéncias alélicas altas e sem
predicdo de patogenicidade) e para ter robustez analitica é necessdrio um ndmero
amostralna casa dos milhares. Além disso, a herdabilidade perdida ainda leva em
consideragdo o envolvimento de outros fatores ndo estritamente genéticos, como
mecanismos epigenéticos, e influéncia de fatores ambientais (Visscher et al., 2008
Gibson, 2011).

A identificacdo da origem genética de um fendtipo especifico pode ser complexa,
dado que gendtipos e fendtipos podem ndo apresentar relacdes lineares, o que se deve
parcialmente as interacdes genéticas com papel fundamental no controle da dependéncia
entre genes, ou epistasia, € pode resultar em variabilidade fenotipica (Constanzo et al,
2019). Modificadores genéticos sao definidos como variantes genéticas que podem
modificar o desfecho fenotipico da variante primdria causativa da doenca, assim sao
capazes de aumentar ou diminuir a severidade de uma doenca, mas podem ndo ser
suficientes para causa-la individualmente (Rahit et al., 2022). Essa interferéncia pode
ocorrer por diversos mecanismos, como uma interacdo genética, bioquimica ou
funcional com o gene-alvo ou seus produtos (Domingo et al., 2019).

A investigacdo de genes dos EIl em criancas com SCZ e suas respectivas maes
identificou variantes em genes que codificam proteinas que interagem com
componentes da imunidade antivirale da resposta inflamatéria (e.g. RELA, TFNAIP3 e
NFE2L2), indicando possiveis fatores modificadores que poderiam contribuir para o

desenvolvimento da sindrome. J4 a andlise exploratéria de associa¢do de variantes
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comuns ao fendtipo de SCZ identificou associacdo a genes expressos no cérebro
(CNTNAP3 e FOXD4L6) no grupo A, o que, somado aos dados de investigacdo dos EII,
pode indicar ndo hd um tnico gene ou mecanismo capaz de levar a SCZ, mas uma
multiplicidade de fatores que podem contribuir em menor ou maior peso para a
sindrome.

Até o momento, ndo existem trabalhos que demonstrem associacdo causal de
variantes genéticas e desenvolvimento de SCZ. Alguns estudos de associagdo,
utilizando genotipagem especifica de alguns genes identificaram polimorfismos em
TNF-a, TLR-3 e também via de mTOR (Santos et al., 2019; Da Silva et al., 2021), e
acusaram associacdo questiondvel ao grupo de criangas com SCZ (Barros, Oliveira,
2020), o que seria esperado devido aos diversos vieses envolvidos, como investigagao
dos genes por meio do uso de sondas especificas e nao dos genes inteiros e pequeno
nimero amostral. Além disso, foi possivel identificar na literatura apenas um trabalho
com objetivo similar ao presente estudo, que visou identificar possiveis variantes
genéticas raras e comuns € vias bioldgicas que pudessem estar associadas ao fenétipo de
SCZ a partir do sequenciamento completo e exoma de amostras de criangas expostas ao
ZIKV durante o periodo embriondrio, com ou sem a sindrome congénita (Borda et al.,
2021). Na andlise de variantes raras e patogénicas, Borda e colegas também ndo
identificaram variantes patogé€nicas que pudesse ser associadas com robustez ao
fenétipo da SCZ; em relacdo as variantes com predi¢do de patogenicidade, ndo houve
sobreposicdao com os dados discutidos no presente trabalho; adicionalmente, também foi
realizada andlise de associacdo, e devido ao baixo nimero amostral, os autores
comentam que nao foi possivel obter a significancia estatistica para uma andlise tipica
de associacdo (5 x 10®)entretanto discute-se sobre os polimorfismos candidatos a
associacdo com o fenétipo da SCZ, em especial no gene ILI2RB2 - contudo nossos
resultados ndo corroboram os achados de Borda e colegas. A maior limitacdo de ambos
estudos € o tamanho amostral das coortes analisadas, que diminui o poder de detec¢ao
de variantes associadas ao fendtipo, os resultados podem ser complementares, € nao
excludentes e estudos maiores se fazem necessdrios para a construcdo de conclusodes
mais robustas.

Em relagdo a investigacdo de potencial fenocOpia de erro inato da imunidade
antiviral, trabalhos recentes t€ém mostrado associa¢do causal entre autoanticorpos anti-
IFN tipo I e susceptibilidade a infeccdes virais, como formas graves de COVID-19

(Bastard et al., 2020), e reagOes graves a vacina viva atenuada da febre amarela (Bastard
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et al., 2021). Entretanto, a maioria dos estudos envolve adultos e ainda ndo existem
parametros para quais seriam os melhores valores para se considerar neutralizacdo em
pacientes pedidtricos. A avaliagdo da presenca de autoanticorpos anti-IFN do tipo I
conduzida neste trabalho gerou dados interessantes sobre o possivel papel da presenca
de autoanticorpos no desenvolvimento da SCZ, em especial de anti-IFN-a no individuo
102A, contudo futuros estudos se fazem necessdrios para validagdo funcional e
elucidacdo da importancia deste fendmeno na patogénese da SCZ.

Desde o inicio do surto de Zika nas Américas em 2015, e da subsequente descri¢ao
da Sindrome Congénita do Zika, a comunidade cientifica se debrugou sobre a virologia,
epidemiologia, clinica e patogé€nese da infeccdo pelo ZIKV. Apds 7 anos de extensa
pesquisa, entendemos muito mais sobre a patogénese da infec¢do, porém muitas
questdes permanecem sem resposta. Infeccdes no periodo pré-natal sdo complexas, e
diversos fatores podem influenciar os desfechos, como a fase do periodo embriondrios
em que ocorre a exposicao, a viruléncia do patdgeno, fatores ambientais e genéticos e a
propria resposta imunoldgica do hospedeiro.O presente estudo teve como objetivo
auxiliar a preencher a lacuna de quais podem ser os fatores genéticos do hospedeiro que
influenciam ou definem o desenvolvimento da SCZ. Os resultados aqui apresentados
delinearam fatores que podem contribuir para os piores desfechos, dados que podem
contribuir para futuros estudos funcionais. Com isso, espera-se contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para prevenir a infec¢ao, ou interferir

em seus desfechos.
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ANEXO B - afericao de qualidade das amostras de gDNA

2A 3A 4A 6A TA 9A 13A 15A 16A17A 23A 25A 29A 32A 34A 36A 39A 44A 48A 46A 50A

2B 3B 4B 6B 7B 9B 13B 15B 16B 17B 23B 25B 29B 32B 34B 44B 46B 48B 50B 36B

- bak Nadh dduib
53A 54A 55A 56A 57A 58A 59A 60A 61A 62A 63A 64A 65A 66A 67A 68A 69A TOA

7T1A T2A T73A 74A 75A 76A T77A T79A 80A 81A 82A 53B 54B 55B 56B 57B 58B 59B

S - T e

60B 61B 62B 63B 64B 65B 66B 67B 68B 69B 70B 71B 72B 73B 74B 75B 76B 77B

= i ! 1 #._. i e T e
e e S et e S e e e et St S

788 79B 80B 81B 82B 100B 100A101B 101A 102B 102A

Figura B. Integridade das amostras de DNA. DNA gendmico corrido em gel TAE com 1,5%
agarose, 90V por 40 minutos. As bandas tinicas sem arraste indicam que o material genético ndo
possui degradacdo importante.
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A concentracdo do DNA foi aferida pelo fluorimetro Qbit e a pureza pelo

espectrofotometro Nanodrop 2000. Considerou-se um valor de corte de [DNA] > 17

ng/ul. como adequada para envio da amostra para o sequenciamento completo de

exoma e a fracdo 260/280 (que representa a relacio de DNA para contaminantes

proteicos na amostra) > 1,7 (Tabela 4).

Tabela B. Concentracio e pureza das amostras de DNA.

[DNA]

Pureza

ID Grupo ng/uL (260/280) Sequenciamento
053A ES 38,20 1,95 sim
053B ES 15,60 1,95 nao - DNA insuficiente
054A ES 62,20 1,94 sim
054B ES 26,00 1,91 sim
055A ES 62,00 1,92 sim
055B ES 17,60 1,94 sim
056A ES 24,20 1,94 sim
056B ES 38,80 1,93 sim
057A ES 26,80 1,93 sim
057B ES 16,60 2,00 ndo - DNA insuficiente
058A ES 18,20 1,99 sim
058B ES 24,60 1,94 sim
059A ES 17,00 1,88 nao - DNA insuficiente
059B ES 11,70 1,98 ndo - DNA insuficiente
060A ES 69,40 1,95 sim
060B ES 18,00 1,99 sim
061A NE 31 1,92 ndo - grupo NE
061B NE 185 1,91 ndo - grupo NE
062A ES 21,80 1,94 sim
062B ES 11,50 1,95 nao - DNA insuficiente
063A ES 17,40 2,00 sim
063B ES 14,90 1,88 nao - DNA insuficiente
064A NE 23,4 1,97 ndo - grupo NE
064B NE 165 1,89 ndo - grupo NE
065A ES 25,80 2,00 sim
065B ES 11,40 1,99 nao - DNA insuficiente
066A ES 25,40 1,94 nio - integridade (vide Figura 5)
066B ES 13,50 1,89 ndo - DNA insuficiente
067A ES 24,40 1,93 sim
067B ES 15,80 1,92 ndo - DNA insuficiente
068A ES 37,20 1,97 sim
068B ES 26,80 1,97 sim
069A NE 50 1,94 ndo - grupo NE
069B NE 62,3 1,95 ndo - grupo NE
070A ES 24,00 1,96 sim
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070B ES 20,40 1,92 sim

071A NE 90 1,92 ndo - grupo NE
071B NE 12,8 1,94 ndo - grupo NE
072A ES 10,00 1,92 ndo - DNA insuficiente
072B ES 13,60 1,95 ndo - DNA insuficiente
073A ES 24,40 1,93 sim

073B ES 23,80 2,00 sim

074A ES 12,20 1,92 ndo - DNA insuficiente
074B ES 25,40 1,96 ndo - integridade (vide Figura 5)
075A ES 13,40 1,93 ndo - DNA insuficiente
075B ES 28,20 1,96 sim

076A ES 41,80 1,97 sim

076B ES 17,30 1,98 sim

077A ES 18,40 1,92 sim

077B ES 20,00 1,93 sim

079A NE 35 1,89 ndo - grupo NE
079B NE 21,8 2,00 ndo - grupo NE
080A ES 35,40 1,96 sim

080B ES 30,80 1,84 sim

081A NE 32 1,92 ndo - grupo NE
081B NE 40 1,95 ndo - grupo NE
082A ES 23,60 1,96 sim

082B ES 16,70 2,02 ndo - DNA insuficiente
100A ES 492,00 1,85 sim

100B ES 518,00 1,85 sim

101A ES 81,60 1,87 sim

101B ES 280,00 1,85 sim

002A EA 20 1,79 sim

003A EA 20 1,77 sim

004A EA 18,5 1,77 sim

006A EA 21 1,74 sim

007A EA 21 1,80 sim

009A EA 41 1,78 sim

013A EA 40 1,83 sim

015A EA 27 1,95 sim

016A EA 30 1,94 sim

017A EA 64 1,91 sim

023A EA 60 1,81 sim

025A EA 51 1,85 sim

029A EA 28 2,40 sim

032A EA 18 1,93 sim

034A EA 22 1,36 sim

036A EA 45 1,80 sim

039A EA 34 1,83 sim

044A EA 37 1,75 sim

046A EA 40 1,78 sim

048A EA 23 1,73 sim
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050A EA 30 1,93 sim
002B EA 33 1,81 sim
003B EA 20 1,76 sim
004B EA 20 1,85 sim
006B EA 22 1,79 sim
007B EA 22 1,82 sim
009B EA 20 1,76 sim
013B EA 25 1,98 sim
015B EA 28 1,94 sim
016B EA 32 1,95 sim
017B EA 18 2,00 sim
023B EA 34 1,73 sim
025B EA 37 1,74 sim
029B EA 18 1,69 sim
032B EA 20 1,70 sim
034B EA 37 1,83 sim
036B EA 23 1,83 sim
044B EA 18 1,78 sim
046B EA 18 1,45 sim
048B EA 20 1,82 sim
050B EA 20 1,99 sim
102A EA 153 1,87 nio - coletado ap6s sequenciamento do grupo
102B EA 178 1,88 ndo - coletado apds sequenciamento do grupo

Obs.: EA — exposto afetado, ES — exposto saudavel, NE — nao exposto.

60



ANEXO C - Defeitos monogénicos relacionados a susceptibilidade especifica a
condicoes causadas por infeccoes virais (adaptado de Casanova, Su, and the COVID

Human Genetic Effort, 2020).

Patégeno (condicao) Gene
IRF7
Virus Influenza (pneumonia grave) IRF9
TLR3
Rinovirus (pneumonia grave) IFIH]
UNC93B1
TLR3
TRIF
Herpes simplex virus 1 (encefalite) TRAF3
TBK1
IRF3
SNORA31
Herpes simplex virus 1, influenza, norovirus (encefalite tronco cerebral) DBRI1
TMC6
Beta-papillomavirus (verrugas e cancer) T™CS
CIBI
SH2DIA
] XIAP
. . E.pstem:Balfr virus . . . ITK
(hemofagocitose, linfoproliferacdo, linfoma, hipogamaglobulinemia) VAGTI
CD27
CD70
. . . . POLR3A
Varicella-zoster virus (doenga disseminada) POLR3C
Herpes virus-8 humano (Sarcoma de Kaposi) TNFRSF4
Citomegalovirus (doenca disseminada) NOS2
Virus da Hepatite A (hepatite fulminante) ILI1SBP
IFNARI
Vacinas vivas at(eéglezﬁigaas (;119; Ss:rrrflilrrll;)(;)a;)u febre amarela TFNAR?
STAT2
IRF9
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ANEXO D - Controle de qualidade de variantes genéticas dos grupos A e B na

analise de associacao a Sindrome Congénita do Zika.

Grupo A

Grupo B

Unido dos kits de biblioteca

175.297 (110%)

162.216 (100%)

Kit de biblioteca Agilent

157.713 (90%)

147.887 (91,2%)

Kit de biblioteca Xgen 134.813 (76,9%) 125.938 (77,6%)
Interseccao dos kits de biblioteca 117.229 (66,9%) 111.609 (68,8%)
Taxa de genotipagem baixa 4.439 (2,5%) 4.301 (2,7%)
Variantes em desequilibrio de Hardy-Weinberg 4 (0%) 1 (0%)
Variantes avaliadas na analise 112.786 (64,3%) 107.307 (66,2%)
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Anexo E -Distribuiciao das variantes comuns observadas em relacio a distribuicao teérica (QQ plot). O painel A corresponde as variantes
do grupo de criangas expostas ao ZIKV e o painel B ao grupo de maes, em ambos € possivel observar a diferenca entre os valores observados e

tedricos separadamente nos autossomos € no cromossomo X.

QQ-plot for common variant associations, split by inheritance mode QQ-plot for common variant associations, split by inheritance mode
P-values calculated using Fisher's exact test P-values calculated using Fisher's exact test
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Anexo F -Distribuicao das variantes raras observadas em relacao a distribuicao teérica (QQ plot). O painel A corresponde as variantes do
grupo de criangas expostas ao ZIKV e o painel B ao grupo de mies, em ambos € possivel observar a diferenca entre os valores observados e
tedricos separadamente nos autossomos € no cromossomo X.

A B
QQ-plot for rare variant associations, split by inheritance mode QQ-plot for rare variant associations, split by inheritance mode
Autosomal Xlinked Autosomal X-linked
L]
“.. L]
< 4
6- .

E
'
w
[

Observed -logse(p)

Observed -logp(p)
]

(%]
'

0 1 2 3 4 0 4 0 1 2 3 4
Theoretical quantiles Theoretical quantiles

N
w
&
o
o
w

64



