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RESUMO

Zanlugui NG. Papel dos neutroéfilos e células T CD8 na infeccédo por Zika virus [tese].
Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2021.

InfeccBes por flavivirus sdo causa de grande preocupacdo em todo o mudo devido as
recorrentes epidemias e altos indices de mortalidade, sendo um grande problema de satde
publica. A relevancia do estudo da infeccdo por ZIKV ganhou destaque devido ao enorme
numero de bebés nascidos com microcefalia, especialmente no Nordeste Brasileiro, tendo
em maio de 2016 sido comprovada a relacdo causal entre a infec¢do por ZIKV durante a
gestacdo e os casos de microcefalia. Sabendo-se que o ZIKV, assim como outros
flavivirus, tem a capacidade de modular a resposta imune inata e adaptativa do
hospedeiro, este projeto visou compreender o papel dos neutréfilos e de células T
CD8*Foxp3* no controle da replicacdo viral e na progressao da doenca em modelo de
infeccdo murina por ZIKV. Para isso, neutrofilos de sangue periférico de individuos
saudaveis e neutrofilos de medula 6ssea de animais C57BL/6 e SJL foram utilizados para
0S experimentos in vitro e, para os experimentos in vivo, animais C57BL/6 IFNAR™",
C57BL/6 WT, C57BL/6 Foxp3GFP e C57BL/6 CD8” foram infectados ou ndo com
ZIKV. Foram realizadas anélises para quantificacao viral, expressdo génica e citometria
de fluxo. Nossos resultados mostraram que ZIKV é capaz de infectar neutr6filos murinos
e humanos in vitro sem interferir na meia-vida, producdao de ROS e liberacdo de NETs
destas células, além de ndo induzir expressdo de marcadores de ativacdo celular como
MHC-I, MHC-II, CD80, CD86 e IFNAR. Em consideracdo a expressao génica, apenas
Ifn-b, Axl, Nos2 e Tnf foram alterados. Adicionalmente, neutrofilos infectados com ZIKV
foram detectados em sangue e placenta de animais infectados. A transferéncia de
neutrdfilos infectados com ZIKV in vitro para animais prenhes foi capaz de causar
infeccdo sistémica, além da transferéncia de particulas virais para os fetos, provando que
os neutréfilos podem agir como cavalo de Trdia para replicacéo e disseminacéo viral na
infeccdo por ZIKV. Por outro lado, a infeccdo de animais deficientes de células CD8"
apresentou um perfil oscilatério, tendo maior cépias virais no soro, enquanto que menor
namero de particulas virais no baco em comparacdo ao grupo controle. Além disso, a
analise por PCR Array evidenciou alteragdes na expressao de genes relacionados ao
reconhecimento viral, como o TIr3 e Nod2 e resposta imune do hospedeiro, como Nfkb1,
FasL e Ifn-a. A analise das populacdes de células do bago mostrou que a infeccdo por
ZIKV induz o aumento da populacdo de células T CD8*Foxp3*. Estas células induzidas
durante a infec¢do por ZIKV expressam altos niveis de FasL e Ly6C e parecem ndo
responder a infeccdo por ZIKV, enquanto que células T CD8"Foxp3* de animais naive
induzem maior replicagéo viral em experimento de transferéncia adotiva. Tais achados
nos levam a crer que existe uma tentativa do patégeno em modular a resposta imune inata
e adaptativa no intuito de facilitar sua replicacdo e permanéncia no hospedeiro. Em suma,
este trabalho buscou elucidar a imunobiologia da infeccdo pelo ZIKV na gestagéo,
correlacionando com a susceptibilidade a Sindrome Congénita Causada pelo virus.

Descritores: Zika virus; Neutrofilos; Células T CD8* reguladoras; Flavivirus;

Susceptibilidade; Placenta.



ABSTRACT

Zanlugui NG. The role of neutrophils and CD8 T cells in Zika virus infection [thesis]. S&o
Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo”; 2021.

Flavivirus infections are a cause of great concern around the world due to recurrent
epidemics and high mortality rates, being a major public health problem. The relevance
of the study of ZIKV infection was highlighted due to the huge number of babies born
with microcephaly, especially in Northeast Brazil, and in May 2016 our group proved the
causal relationship between ZIKV infection during pregnancy and cases of microcephaly.
Knowing that ZIKV, as other flaviviruses, has the ability to modulate the host's innate
and adaptive immune response, this project aimed to understand the role of neutrophils,
and CD8*Foxp3* T cells, in the control of viral replication and in disease progression in
a murine ZIKV infection model. For this, peripheral blood neutrophils from healthy
individuals and bone marrow neutrophils from C57BL/6 and SJL animals were used for
in vitro experiments, and for in vivo experiments, C57BL/6 IFNAR™, C57BL/6 WT,
C57BL/6 Foxp3GFP and C57BL/6 CD8” mice were infected with ZIKV, followed by
the most varied analyzes for viral quantification, gene expression and cell populations of
interest. Our results showed that ZIKV was able to infect murine and human neutrophils
in vitro without interfering with the half-life, ROS production and NET release of these
cells, in addition to not inducing expression of cell activation markers such as MHC-I,
MHC-II, CD80, CD86 and IFNAR. Regarding gene expression, only Ifn-b, Axl, Nos2 and
Tnf were altered. Additionally, ZIKV-infected neutrophils were detected in blood and
placenta from infected mice, and the transfer of in vitro ZIKV-infected neutrophils to
pregnant mice was capable to cause systemic infection, in addition to the transfer of viral
particles to fetuses, proving that neutrophils can act as a Trojan horse for viral replication
and dissemination in ZIKV infection. On the other hand, the infection of mice deficient
in CD8" cells presented an oscillatory profile, with higher viral copies in the serum, while
a lower number of viral particles in the spleen compared to the control group.
Furthermore, PCRATrray analysis showed alterations in the expression of genes related to
viral recognition, such as TIr3 and Nod2 and host immune response Nfkb1, FasL and Ifn-
a. The analysis of spleen cell populations showed that ZIKV infection induces an increase
in the population of CD8*Foxp3* T cells, the CD8*regulators. However, these cells
induced during ZIKV infection express high levels of FasL and Ly6C and seems to be
not responder to ZIKV infection, whereas CD8"Foxp3* T cells from naive mice induce
greater viral replication in adoptive transfer experiment. Such findings lead us to believe
that there is an attempt by the pathogen to modulate the innate and adaptive immune
response, in order to facilitate its replication and permanence in the host. In summary,
this work sought to elucidate the immunobiology of ZIKV infection during pregnancy,
and to correlate it with the susceptibility to Congenital Syndrome Caused by the virus.

Descriptors: Zika virus; Neutrophils; CD8" regulatory T cells; Flavivirus; Susceptibility;
Placenta.



1.  INTRODUCAO
1.1.  Flavivirus e Zika virus

Infecgdes por flavivirus sdo causa de grande preocupacéo devido as recorrentes
epidemias e altos indices de mortalidade, sendo um problema de satde publica mundial.
O género Flavivirus compreende mais de 70 virus, como o virus da dengue (DENV), virus
da encefalite japonesa (JEV), virus da encefalite transmitida por carrapato (TBEV), virus
do oeste do Nilo (WNV), virus da hepatite C (HCV) e virus da febre amarela (YFV)?!,
sendo o Zika virus (ZIKV) um dos integrantes deste grupo?. As doengas relacionadas as
infecgBes por flavivirus apresentam sintomas variados, desde dores de cabega, febre e

nauseas, como uma pseudo-gripe, a encefalite grave e doenca hemorragica®3*.

Os virus pertencentes ao género Flavivirus partilham estruturas simétricas,
nucleocapsideo icosaédrico e sdo envelopados, sendo constituidos de RNA de fita simples
e de polaridade positiva. Cada particula viral tem aproximadamente 50um de didmetro.
O RNA gendmico contém a cauda 5’ cap e 3> CU-OH conservados que, uma vez no
citoplasma da célula hospedeira, traduzem diretamente uma cadeia longa de peptideos.
Esta cadeia polipeptidica € clivada e processada por proteases, virais e do hospedeiro, em
trés proteinas estruturais: capsideo (C), precursor da membrana (prM) e envelope (E),
além de sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)2,
Enquanto as proteinas estruturais sdo importantes para a invasdo celular >, as proteinas
NS participam de varias etapas necessarias para a replicacdo do RNA, montagem dos

virions e evasdo do sistema imune®.

NS1 é uma glicoproteina necessaria para a sintese da fita negativa de RNA®%1°
enguanto NS2 esta relacionada a geracdo de membrana durante a montagem e liberagédo
de particulas infecciosas'>*2. NS2B é necessario como cofator para a atividade de NS3'%-
15 sendo NS3 uma proteina multifuncional com atividade de serina protease, nucleotideo
trifosfatase (NTPase), 5°-RNA trifosfatase (RTPase) e helicase® 8. NS4A faz parte do
complexo de replicacéo viral %%, enquanto que NS4B tem sido reportado como inibidor
de interferon do tipo | e modulador da sintese de RNA viral?-23. NS5 é uma proteina com
maltiplas funcdes, conhecida como RNA-polimerase dependente de RNA (RdRp)?.
NS2A, NS4A, NS4B e NS5A interferem diretamente na resposta imune do
hospedeiro?>?5-°, Apesar de muito ter sido descrito, ainda ha muitas lacunas a serem

elucidadas acerca da funcéo bioldgica dessas proteinas.



Identificado pela primeira vez em 1947 em macaco Rhesus sp. sentinelas na
floresta de Ziika em Uganda, na Africa®’, o ZIKV espalhou-se recentemente pelo mundo.
Apbs o primeiro surto documentado na Micronésia em 2007, e antes de se espalhar pelo
Pacifico, causou grande epidemia na Polinésia Francesa entre 2013 e 2014%, e em maio
de 2015 o primeiro caso confirmado no Brasil*®*3*. Duas hipéteses foram levantadas para
tentar explicar a entrada do virus no pais. A primeira, de que o virus teria sido introduzido
durante a Copa do Mundo em 2014% e, a segunda, sugere que tenha sido durante o
Campeonato Mundial de “Sprint’> no Rio de Janeiro, também em 2014, em que
participaram atletas de quatro paises do Pacifico (Polinésia Francesa, Nova Caleddnia,
Ilhas Cook e Ilha de Pascoa) os quais documentaram casos de ZIKV em 2014%,

Independente do ponto de entrada, o ZIKV alcangou todo o pais e, até o final de
2015, os casos autoctones confirmados foram identificados em todas as cinco regides do
Brasil. Acredita-se que a disseminacdo nas Américas tenha sido em parte, devido a
abundancia do mosquito vetor Aedes aegypti em regides tropicais do globo3¢-3,

A transmissdo sexual foi comprovada, uma vez que se pode detectar genoma
viral no sémen de individuos residentes ou turistas das areas de risco®**!. Além disso,
pesquisas mostraram que células de Sertoli podem ser infectadas por ZIKV e suportam
os altos niveis de replicacdo viral*>**, servindo como reservatorios e garantindo que a
transmiss&o sexual ocorra®t#>46, Experimentalmente, mostrou-se que animais submetidos
a infeccdo transgenital apresentam alto score clinico e consequentemente sucumbem a
infeccdo*’. Contudo, a forma vertical da infeccdo®® se apresentou como a mais
preocupante, por ser a causa de neurocomprometimento e neurodegeneracdo, causando
sérios problemas cognitivos “°°. E, por ultimo, vale mencionar um (nico caso de

transmissao por secrecdo lacrimal®?.

ZIKV pode ser dividido em duas grandes linhagens: Asiatica e Africana®”2. Na
Africa, o virus é mantido num ciclo que envolve a transmissdo entre primatas no
humanos (macacos) e mosquitos, sendo humanos hospedeiros ocasionais®*, Entretanto,
em outras areas, seres humanos podem ter se tornado o principal hospedeiro®. A analise
filogenética do virus Zika presente no surto em Suriname e na Polinésia Francesa indica
ser pertencente ao gendtipo asiatico®, o mesmo que pode ser observado em amostra de

pacientes brasileiros>®®’.



Durante os surtos de infecces em 2007 na Micronésia®®, e em 2014, na Polinésia
Francesa>®, um grande nlimero de pessoas apresentaram sintomas como, febre moderada
(37,8 - 39,5 °C), dores de cabeca, artralgia, conjuntivite e erupcdes cutaneas
maculopapular (rash cutdneo). Inicialmente, acreditava-se se tratar de infeccdes por
DENV, porém, posteriormente, descobriu-se que se tratava do surto de infecgdes por
ZIKV®, Além disso, notou-se o aumento significativo no nimero de casos com
complicacdes neurologicas periféricas graves, como Sindrome de Guillain-Barré (GBS).
A relevancia do estudo da infeccdo por ZIKV s6 ganhou destaque apds o enorme niimero

de bebés nascidos com microcefalia.

Em 2016, 216.207 casos foram registrados durante a grande epidemia de ZIKV.
No ano seguinte, 17.594 foram os casos provaveis de infeccdo. Em maio de 2018, o Brasil
apresentava 2.234 casos provaveis de infeccdo por virus Zika, com taxa de incidéncia de
1,1 casos/100 mil habitantes. Sendo as regides Centro-Oeste e Norte as que apresentam
as maiores taxas de incidéncia: 4,5 e 1,9 casos/100 mil habitantes, respectivamente®®.
Atualmente, de acordo com o Ministério da Saude, 327 casos de ZIKV foram notificados,
isso corresponde a taxa de incidéncia de 0,15 casos/100mil habitantes no pais, os estados
do Acre e Tocantins apresentaram as maiores taxas de incidéncia, sendo 3,47 e 1,15

cas0s/100mil habitantes®®.

Sabe-se que a microcefalia é apenas um dos sinais que caracterizam a Sindrome
Congénita do ZIKV (SCZ). Embora seja inquestionavelmente o sinal mais dramaético,
bebés nascidos de maes infectadas na gestacdo podem apresentar, além da microcefalia,
outros sinais, como artrogripose, restricdo de crescimento intrauterino (IUGR), uveite,
degeneracéo de retina e artrogripose*®*°, como revisado por Polonio e colaboradores em
2017°1,

A relacdo entre 0 ZIKV e a microcefalia foi comprovada em trés trabalhos
publicados em modelos experimentais utilizando camundongos susceptiveis & infecgo®?
% Dois dos trabalhos utilizaram animais deficientes do receptor de Interferon do tipo |
(IFNAR17) ou anticorpos bloqueadores de IFNAR®? para reduzir a resposta imune de
IFNs tipo I, tdo importantes no controle do ZIKV. Além disso, realizaram injecéo
transuterina e intra-cerebroventricular nos filhotes durante a gestagio®3. Apesar de serem
estas metodologias um tanto questionaveis, uma vez que fogem ao que ocorre

naturalmente, estes trabalhos muito contribuiram para uma melhor compreensao dos



mecanismos utilizados pelo ZIKV no desenvolvimento de lesdes no sistema nervoso

central.

Por outro lado, o trabalho publicado por nosso grupo demonstrou que os filhotes
de fémeas de camundongos SJL infectadas com ZIKV durante a gestacdo apresentavam:
IUGR, caracterizada pela diminui¢do do peso e tamanho dos neonatos e, microcefalia,
caracterizada por menor comprimento, altura e distancia biparietal, além da presenca de
lesdo tecidual caracteristica, com diminuicdo do cértex cerebral, vacuolizacdo nuclear,
marginalizacio da cromatina em neurdnios no cortex, talamo e hipotalamo®, muito
semelhante aquelas demonstrada por Bell e colaboradores em 1971%. Além disso, a
infeccdo por ZIKV influencia na regulagéo de genes intimamente ligados a autofagia e
apoptose, como Bmf, Irgm1, Bcl2, Htt, Casp6 e Abl1l que s&o positivamente regulados, e
Gadd4ba, Tnfrsfllb, Fasl, Atgl2, Bcl2111 e Dffa negativamente regulados no cérebro de

neonatos de animais SJL infectados por ZIKV®%4,

Entretanto, quando o mesmo experimento foi realizado em animais C57BL/6
WT, observamos que estes animais s3o resistentes a infeccdo®. Isso mostra que as
diferencas genéticas influenciam na susceptibilidade ao ZIKV e, principalmente, no
desenvolvimento da microcefalia. Estas alteraces podem estar relacionadas a multiplos
fatores, dentre eles, a resposta imune antiviral de IFN tipo | da mae, ou aos receptores de
invasdo viral>®®, o que pode ser o motivo de apenas 6 a 12% do aparecimento de SCZ em
criancas nascidas de gestantes infectadas por ZIKV®"-¢°. O que pode ser demonstrado no
trabalho de McGrath e colaboradores (2017), em que NPCs de diferentes individuos pode
responder diferentemente apds infeccdo por ZIKV, modulando as vias de sinalizagdo
intracelular, especialmente as relacionadas a imunidade inata, ciclo celular, e mTOR',
Em estudo com gémeos expostos a infeccdo por ZIKV durante a gestacdo, em que apenas
um apresentou SCZ, mostrou-se gque a taxa de replicacdo do ZIKV em NPCs derivadas
de iPS do bebé afetado pelo ZIKV é maior em comparacdo ao bebé nédo afetado. Além
disso, o transcriptoma destas celulas revelaram um diferente perfil de expressao génica,

evidenciado nas vias de sinalizagdo de Wnt e mTOR™?,

1.2.  ZIKV e Resposta imune antiviral

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa contra patdgenos invasores.

Componentes importantes deste sistema incluem macréfagos, células dendriticas, células



natural Killers (NK), mastécitos, neutréfilos e o sistema complemento, com fungdes de
limitar infecc@es virais principalmente pela liberacdo de IFN, além de outros mediadores

inflamat6rios’>"2,

A resposta inflamatoria é orquestrada pelas citocinas como o fator de necrose
tumoral (TNF), interleucina (IL) -1 e IL-6. Estas citocinas sdo proteinas pleiotropicas
que regulam a morte celular dos tecidos inflamados, modificam a permeabilidade
endotelial vascular, e induzem o recrutamento de células do sangue para os tecidos, além

da producio de proteinas de fase aguda’.

Embora muitas citocinas e quimiocinas sejam produzidas por células infectadas,
os IFNs tipo | séo as principais envolvidas em respostas antivirais. Enquanto os IFNs do
tipo | podem ser produzidos por todas as células nucleadas, o IFN do tipo II, IFN-y, é
produzido apenas por células T e células NK™. O grupo classificado como do tipo |
incluem multiplas isoformas, como IFN-o e IFN-B, que induzem morte celular por
apoptose de células infectadas, ou tornam estas células mais resistentes a infeccdo. N&o

menos importante, estes induzem a ativacio da resposta imune adaptativa’®.

A resposta antiviral dos IFNs tipo | é regida pela expressdo de genes provenientes
da atividade de IRF-3 e IRF-7 que inclui os genes induzidos por interferon (ISGs), como:
OAS2, OSA, ISG15 e MX1, e quimiocinas inflamatérias, como CXCL10, CCL5 e
CXCL11%"". O sistema induzido por IFN é conhecido por desempenhar um papel
fundamental contra infeccdes por DENV e WNV828L Além disso, o pré-tratamento de
fibroblastos de pele com IFN recombinante humano do tipo | e Il, IFN-o/f e IFN-y,
respectivamente, restringem significativamente as infecgdes por ZIKV de maneira dose
dependente, o que apoia a importancia do IFN no controle da infeccdo e patogénese por
ZIKV>#,

Como citado acima, ZIKV, como outros flavivirus, dependem do boqueio da
sinalizacdo de IFN do tipo | para se multiplicar e estabelecer infec¢do. Ativacdo da
sinalizagdo de IFN via receptores de IFN (IFNAR1 e IFNAR2) e subsequente ativacéo da
via Jak/Stat (Jak1, TYk2 e STAT1/STAT?2), leva a produgio dos 1ISGs® o que restringe

a infeccdo e modula a imunidade inata e adaptativa.

Flavivirus possuem mecanismos que, eficientemente, antagonizam a sinalizacao
IFN em seres humanos, como NS3 e NS5, que induz a degradacdo de proteinas do

hospedeiro, como STAT2, via proteassoma®. Em contraste, foi demonstrado que, em



modelo murino, a proteina NS5 do ZIKV ndo possui tal capacidade e, portanto,
sinalizacdo de IFN tipo | é funcional, o ZIKV é incapaz de estabelecer infeccdo em
camundongos respondedores para esta citocina®®. No entanto, foi demonstrado que a
NS5 pode estar relacionada com a inducdo da sinalizacéo de IFN do tipo Il, uma vez que
a NS5 néo possui nenhuma influéncia sob a estabilidade ou translocagdo nuclear de
STATL. Portanto, a formagdo de homodimeros de STAT1, recrutamento de ISGs e genes

que codificam citocinas pro-inflamatorias estdo aumentadas durante a infecgao®’.

Resposta imune adaptativa também possui fun¢des importantes no controle de
infecgdes por flavivirus. Células T CD4" contribuem para a eliminacgéo de infec¢des virais
por meio de varios mecanismos, incluindo a ativacdo e estimulacdo de linfocitos B e T
CD8* e producdo de citocinas inflamatérias e antivirais. Linfécitos B e T CD8* requerem
sinais co-estimulatorios de linfocitos T CD4%8, seja diretamente, como pela via CD40 —
CD40L®, ou pela producéo de citocinas como o IFN-y, por exemplo. Além da producdo

de quimiocinas que atraem os linfécitos T CD8" para o local da infeccao®.

No contexto de infec¢do por flavivirus, ja se demonstrou que a interacdo entre
CD40-CD40L de CD4" e T CD8" auxilia no desenvolvimento de células T CD8" de
memoria®. T CD4* sdo necessarias para manter respostas de células T CD8" contra
WNV®2, além disso, estas interacbes sdo necessarias para eficiente producdo de

anticorpos e trafego de células T CD8" efetoras para 0 SNC em infe¢do por WNV®,

Infeccbes por DENV induz produgdo de citocinas inflamatorias que atraem as
células do sistema imune adaptativo. Células T naive especificas sofrem expanséo clonal,
produzem mediadores inflamatorios e auxiliam na producdo de imunoglobulinas, o que
leva a resolucdo da infeccdo. Entretanto, este cenario muda de forma significativa em
infeccBes secundarias por outro sorotipo de DENV®, e as células T possuem importante

papel no desenvolvimento do perfil hemorrégico da infeccdo por DENV.

Em reinfeccdes, tanto as células T CD8" de memdria quanto as naive para o
sorotipo atual sdo ativadas®®® e produzem altos niveis de IFN-y e TNF-a
precocemente®91%, Entretanto, neste cenario, as células T do sorotipo de reacéo cruzada
sdo preferencialmente ativadas durante uma infeccdo secundaria® e apresentam altos
indices de degranulacio®, producéo de citocinas e, ainda, atividade citolitica alterada® %,
A producéo descontrolada de citocinas por estas células contribui para o agravamento da

infeccdo, como disfungéo ou danos das células endoteliais, levando ao extravasamento de



plasma, uma das caracteristicas da febre hemorrégica ou choque durante a reinfecgéo pelo

virus da dengue®1%,

Outra estratégia de infeccdo utilizada pelo DENV ¢ a utilizacdo de anticorpos
produzidos pelo hospedeiro a fim de aumentar a absorcéo de virions em células portadoras
de receptores Fcyll, processo conhecido como enriquecimento dependente de
anticorpo'®?. O aumento da gravidade da doenca durante infecgBes primarias por DENV
em criancas nascidas de mdes imunes a algum sorotipo do virus pode ser devido a
transferéncia transplacentaria de anticorpos especificos contra DENV, e desta forma,
reforgando a infeccdo primaria e a carga viral*%*%, Primatas ndo humanos que receberam
imunizagdo passiva com anticorpos anti-DENV prévia a infecc¢éo, apresentaram aumento

da viremia, o que reforca a ideia de enriquecimento dependente de anticorpo!©:1¢,

Resposta de células T CD8 citoliticas em modelo murino contra ZIKV mostrou
ter papel crucial para prote¢do contra a infec¢cdo. Camundongos deficientes de CD8
sucumbem a infeccéo, atingindo 100% de mortalidade em até 18 dias pos infeccdo®?’. A
resposta das células T CD8" foi caracterizada como citotoxica e direcionada a varios
epitopos, principalmente da proteina de envelope do ZIKV, restritos ao H-2° em
camundongos C57BL/671%, Epitopos estes que sdo compartilhados entre as linhagens
de ZIKV Africana e Asiatica'®’.

ZIKV e DENV sdo flavivirus antigenicamente relacionados, células T CD8" de
animais previamente expostos a ZIKV reagem cruzadamente contra DENV'®, e 0 oposto
também é observado'®®. Entretanto, se imunidade pré-existente contra DENV ou ZIKV
possa promover protecdo cruzada ou aumento da infeccdo, ainda esta sob debate. Parece
que, a transferéncia adotiva de células T CD8" anti-DENV pode promover protecdo

cruzada contra ZIKV, enquanto que, o soro anti-DENV n&o**°.

No entanto, nem sempre a presenca de células T CD8 antigeno-especificas resulta
em beneficio ao hospedeiro. Em ambos modelos de infeccdo experimental, de
susceptibilidade (IFNAR™) ou resisténcia (C57BL/6 WT), ZIKV atinge o sistema
nervoso central (SNC) causando graves problemas neuroldgicos como, paralisia,
tremores, ataxia e convulgdes!!!. Entretanto, o espalhnamento viral no SNC é dependente
da deficiéncia de sinalizacdo de IFN tipo | e a infeccdo de astrocitos resulta em quebra da
barreira hematoencefalica o que causa grande influxo de celulas CD8 efetoras para dentro
do SNC. A entrada de células CD8 anti-ZIKV no SNC é de grande importancia no



controle da infeccdo de neurdnios, embora, como consequéncia, fomenta o dano neuronal

e paralisia associada a infecgdo por ZIKV!'2,

Manangeeswaran e colaboradores em 2016, mostraram que o infiltrado
inflamatdério no SNC também é dependente de resposta de IFN tipo I, pois, enquanto
neutrofilos e macrofagos com alta expressdo de IL-1, IL-6 e Cox2 adentram 0 SNC em
animais IFNAR™, células CD8 expressando IFNg, GzmB e Prfl sdo as predominantes a
adentrarem o SNC de animais resistentes. Isso é evidenciado pela diferenca em

neurodegeneracio e progressdo da doenca nestes modelos experimentais®!!.

Além dos demonstrados acima, varios estudos visam a compreensdo dos
mecanismos pelo quais 0 ZIKV pode induzir distarbios neuroldgicos® 113114, Células
neuronais embrionarias'®, como também células da crista neural, que sdo cruciais no
desenvolvimento de 0ssos do cranio e desempenham um papel importante na formagéo
de cartilagens e nervos, podem ser infectadas por ZIKV. Além disso, promovem o
aumento da producdo de citocinas de desenvolvimento neuroldgico, como fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator inibidor de leucemia (LIF) que iniciam a

diferenciacdo neuronal prematura®®,

As proteinas ndo estruturais NS4A e NS4B do ZIKV inibem a via Akt-mTOR em
células tronco neurais humanas infectadas levando a desregulacdo de vias de autofagia e
neurogénese!’®. Os genes relacionados a resposta imune adaptativa sdo negativamente
regulados em células de microglia, sugerindo que ZIKV efetivamente evada a resposta
imune apo6s atingir o sistema nervoso central. Como outros virus, ZIKV desvia 0s recursos
das células hospedeiras e reprograma a maquinaria metabdlica para apoiar 0 metabolismo
do RNA viral’,

A placenta atua como uma barreira contra infec¢des, devido a sua estrutura,
células e resposta imune local. Transmissao vertical de agentes infecciosos para o feto
pode acarretar em consequéncias devastadoras. Algumas das causas de mortalidade e
morbidade em infeccOes transplacentaria sdo conhecidas como “TORCH”: Toxoplasma
gondii, Listeria monocytogenes, Treponema pallidium, HIV, varicela, Rubeola,
Citomegalovirus, Herpes virus, entre outros. Mais recentemente, a transmissdo vertical
do ZIKV também foi adicionado ao grupo de “TORCH”, como revisado em Arora e

colaboradores, 201718,



ZIKV infecta células de Hofbauer e fibroblastos das vilosidades cori6nicas da
placenta induzindo proliferacdo e hiperplasia destas''®'?°, Embora seja induzida a
producdo de IFN de tipo Il (IFN-A) que seria um fator de resisténcia as infec¢bes por
ZIKV, este ndo é suficientemente eficaz em impedir a replicacéo viral®. Contudo, a
infecgdo por ZIKV pode acarretar baixa atividade placentaria, com o aparecimento de
trofoblastos apoptoticos, formagdo anormal de capilares fetais e aumento de eritrocitos

nucleados, que sio caracteristicos de dano em estrutura placentaria®?.

Ademais, ZIKV pode infectar macrdfagos e citotrofoblastos da placenta e, assim,
induzir a producgdo de IFN-a, citocinas pro-inflamatorias como a IL-6, MCP-1 e genes
antivirais tais como RIG-1, MDAS5 e LGP2!%, Durante esta infecgdo, ZIKV estimula a
morte celular e a producdo dos mediadores inflamatérios que perturbam a barreira
placentaria acarretando distrbios neuroldgicos nos fetos, como a microcefalia®?.
Entretanto, varios podem ser os mecanismos utilizados pelo ZIKV para chegar a placenta
e, possivelmente, atravessar a barreira placentaria causando danos ao feto, porém, ainda

pouco se sabe sobre como o ZIKV pode promover isto.

1.3. Neutréfilos

Neutréfilos sdo as células mais abundantes no sangue humano e sdo componentes
fundamentais na resposta imune inata. E estimado que 1 bilhdo de neutrofilos sejam
produzidos por dia por quilograma de massa corporal e durante infeccdes esse numero
pode aumentar 10x*?2123, Embora sejam células de vida-curta com meia vida de 6-8 horas
na circulacéo, estas células podem viver até 42 horas no baco e intestino ou 61 horas na

pe|e122,124

Os neutrofilos possuem habilidade de infiltrar tecidos rapidamente ap6s um dano
ou infeccdo. O recrutamento para os tecidos ocorre a partir da produ¢do de mediadores
inflamatdrios e quimioatraentes de neutréfilos. Os principais responsaveis por exercer
esta funcdo inclui a citocina IL-8, CXCL2 (MIP2-a)'%® CXCL5, componente do
complemento 5a (C5a), N-formilmetionina (fMLP), fator ativador de plaqueta e
leucotrieno B4 (LTB4) que sdo produzidos por células residentes no local da lesdo, como
revisado por Williams e colaboradores, 2011'%. Neutr6filos possuem diversos

mecanismos de defesa contra infec¢des bacterianas e fungicas e, nos ultimos anos, tem
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sido demonstrado que estas células também exercem importante papel em infec¢des

virais.

Degranulacdo é uma das funcdes efetoras dos neutréfilos. Os granulos
citoplasmaticos podem ser classificados como granulos primarios (azurofilos),
secundarios, terciarios e vesiculas secretoria. Mais de 1000 diferentes proteinas foram
descritas por serem pré-estocadas nestes granulos!?’. Dentre elas, podemos destacar os
peptideos antimicrobianos como as catelecidinas e alfa-defensina que modulam a
producdo de citocinas e agem diretamente sobre os patdgenos a partir da formacdo de
poros e rompimento de membrana®?®1%%, Elastase de neutréfilos (EN) e mieloperoxidase
(MPQ), também antimicrobianos, possuem atividade proteoliticas e sdo importantes na
catalizacio da producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)'¥®. Catelicidina tem sido
demostrada como importante fator na inibicéo da infeccao por virus da influenza A (1AV)
e sincicial respiratorio (RSV)®1%2 além disso EN pode ser detectada no soro de
individuos com bronquiolite aguda causada por RSV

Estresse oxidativo e producdo de ERO sdo importantes na eliminacdo de
patdgenos. ERO pode agir diretamente sobre o patdgeno causando danos ou
indiretamente por induzir autofagia, pode promover NETose (morte células por liberagdo
de redes extracelulares de neutrofilos — NETs) e morte celular de células infectadas™*.
Foi demonstrado que infec¢Bes por JEV induz producdo de ERO que estd diretamente

relacionado com a degradac&o de particulas virais'®.

Liberacio de NETs é o mecanismo mais recentemente descrito!®. Composta
basicamente por cromatina descondensada e proteinas dos granulos citoplasmaticos, as
NETs podem ser induzidas por diferentes formas. Via NETose, morte dependente da
producdo de ROS pela NADPH oxidase. Ou podem ser induzidas de forma nao fatal para
os neutréfilos, ndo litica, independente da producdo de ROS, e estas ocorrem por
exocitose de vesiculas contendo proteinas antimicrobianas e DNA nuclear, como revisado

por Papayannopoulos em 2018,

As NETSs sdo estruturas com atividade antimicrobiana e com fungdes de conter a
disseminacdo do patdgeno. Tem sido demonstrados que histonas possuem capacidade de
neutralizar e promover agregacio viral de H3N2 e HIN1 IAVY¥, enquanto que, MPO e
defensinas associadas a NETs também podem inibir a infectividade e prevenir a

disseminacgdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV)**8. Entretanto, embora a fim
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de se eliminar o patogeno, a liberacdo exacerbada de NET esta associada com a obstrucéo
das vias aéreas em infecgBes causadas por RSV,

Embora todos os mecanismos existentes para a eliminacdo de patdgenos,
neutrofilos tem sido descrito como “Cavalos de Troia” (do inglés, trojan horses) em
algumas infeccBes. Como por exemplo em infecgBes por Leishmania e bactérias
intracelulares, em que neutréfilos apoptdticos e infectados sdo fagocitados por
macrofagos e, assim, auxilia na propagacao da infecgio%14!, Neutréfilos também podem
auxiliar na disseminacao viral, como por exemplo, em infec¢Ges por HSN1 IAV em que
neutrdfilos infectados podem ser encontrados em tecidos placentarios!#?, e também em
infeccBes por WNV em que foi demonstrado ativa replicagdo viral no interior de

neutrofilos*3,

Além das funcGes acima mencionadas, os neutrofilos possuem grande
importancia na biologia reprodutiva, pela promog¢édo da implantagdo, modificagdes do
endotélio e até mesmo auxiliando no processo de parto, sendo que defeitos na regulacdo
deste sistema podem acarretar em morbidade e mortalidade materna e fetal (revisado
em®*4). Estas células transmigram para a placenta apos o aparecimento das alteracdes das
moléculas de adesdo presentes no endotélio, este efeito € promovido pelas mudangas
hormonais que ocorrem durante a gestacdo'*®. Por outro lado, neutréfilos sdo capazes de
promover o recrutamento de outros neutréfilos a partir da producédo de IL-17, que induz
a liberacdo de quimocinas e citocinas como IL-6 e MIP-2 por outras células que também

recrutam neutrofilos®,

Vale ressaltar que os neutréfilos possuem importante papel contra infeccoes
virais, como por exemplo em HIV!38 e JEV!3, Entretanto, para alguns virus, estas células
servem como veiculo para a disseminacdo viral, como €é o caso da influenza H5N1, WNV,
citomegalovirus e Epstein-Barr42143147.148 “ A partir disso, especulamos sobre o possivel

papel dos neutrofilos como “trojan horse” virais na placenta durante a infecg¢ao por ZIKV.

1.4. Células T CDS8

Células T CD8 sdo cruciais contra infecgdes causadas por virus, bactérias
intracelulares, protozoarios e, também, cancer'®®. Células CD8 naive continuamente

circulam pelo corpo migrando entre sangue, 6rgos linfoides e ndo-linfoides'®®1%2, Uma
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vez que, as células CD8 naives encontram seu antigeno, elas se proliferam e sofrem varias
modificac6es moleculares que levam a sua diferenciacdo em células efetoras, as quais sdo
capazes de eliminar patdgenos e células tumorais!®. Entretanto, grande parte destas
células, chamadas de células de vida curta (do inglés, short-lived cells), morrem por
apoptose apos a eliminagdo viral. As células remanescentes que sobrevivem ddo origem

a células de meméria de longa vida®.

Algumas células CD8 sdo intrinsicamente capazes de persistirem e gerarem
células de memoria, estas sdo as células chamadas de precursoras de memoria*®®. Estas
diferentes populagdes celulares podem ser distinguidas de acordo com a expressao de
alguns marcadores, bem como pela expressdo do receptor da IL-7 (CD127) e também do
receptor G1 de lectina de células assassinas (KLRG1), sendo as células de vida curtas
KLRG1*CD127, e as precursoras de meméria KLRG1 CD127+1°6.157,

Como esperando, a maioria das células T CD8 apds infeccdo por ZIKV
polarizam para o perfil de células de vida curta, expressando altos niveis de KLRGL1 e
baixos de CD127, enquanto que aproximadamente 25% das células CD8 totais
apresentam fenotipo de células precursoras de memoria. O balanco entre essas duas
populacbes muda e ap6s 100 dias de infeccdo, aproximadamente 100% das células
remanescentes apresentam marcadores de células de memorial®. Varios fatores podem
influenciar na diferenciacéo das células T CD8, dentre eles podemos destacar peptideos
cognato, polimorfismos no MHC-I, a frequéncia de populacdes prévias a infeccdo e as

citocinas presentes no microambiente (como comentado por Hickman e Pierson, 2017%),

Células T CD8" podem controlar infecgdes virais por varios mecanismos, como
pela via dependente de perforina e granzima ou Fas-FasL, que levam & morte celular, ou

através da produco de citocinas antivirais, tais como IFN-y ou TNF-o!°9-164,

As interacdes entre Fas (CD95) em células alvo infectadas e FasL (CD95L) em
celulas T efetoras e células NK, levam a citolise da célula infectada pela ativagdo de um
dominio de morte seguido da ativacio da cascata de caspases da via da apoptose!61:165166,
Defeitos tanto em perforina, Fas-FasL ou na via citolitica podem afetar negativamente o
controle de varios virus no SNC, incluindo coriomeningite linfocitica, hepatite murina, e
virus de Theiler'®’-1% Para WNV, uma deficiéncia genética ou adquirida em células T

CD8" em modelo experimental resulta em aumento da mortalidade, além de infeccdo nao
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controlada e persisténcia viral no SNC'01% sendo indispensavel a presenca de FasL

funcional para controlar esta infecgéo!’.

As células T CD8" citoliticas exploraram o mecanismo de exocitose de granulos
para destruir outras células, uma das funcbes da perforina é a de facilitar a entrega de
granzimas para células alvo'™. Granzima B ativa a cascata de caspase nas células alvo
induzindo a apoptose associada com a fragmentagdo do DNA4177, Estas citolisinas sdo
liberadas precocemente apds a sinapse imunoldgica e a ativacdo das células T CD8", este

processo de degranulacio é restrito ao MHC de classe | e especifica ao antigeno'’®

Alguns fatores de transcricdo sdo importantes para a diferenciacdo e
citotoxicidade de linfocitos T CD8". O T-box dos fatores de transcrigdo Eomesodermina
(Eomes) e Thet estdo relacionados com producdo de citocinas como IFN-y, ¢ a
diferenciaco de células T CD8* em células efetoras e de memorial’®8, A expressio de
T-bet controla positivamente a regulacédo de genes associados com as funcdes efetoras de
T CD8", como secregio de perforina, granzima B, B-quimiocinas e IFN-y!82183 Stat5
também auxilia na expressdo de genes de T CD8%'84 sendo que a ligacio de Eomes e
Stat5 a regibes cis-reguladoras do gene da perforina aumentam o recrutamento de RNA
polimerase para a regido promotora deste gene’®. Outro fator de transcrigdo, 0 Runx3,
tem capacidade de regular a expressdo de Eomes, de perforina, granzima B e de Ifn-y.
Células T CD8" de camundongos deficientes em Runx3 apresentam baixa expressdo dos

genes relacionados a citotoxicidade!®®.

Todos estes fatores de transcricdo estdo relacionados a capacidade citolitica de
células T CD8" e, até 0 momento, muito se sabe sobre as fungdes e o perfil de expressdo
génica destas células em respostas a infeccfes virais, no entanto, o papel e genes
envolvidos nas respostas antivirais das células T CD8* reguladoras (CD8*reg) ainda sdo

obscuros.

Células T CD8'reg tém sido descritas comparadas as T CD4" reguladoras
(Tregs), exercendo potente funcéo supressora in vivo e in vitro®. Sabe-se que as CD8*reg
apresentam propriedades similares as Tregs, como a inibi¢do da ativacéo e proliferacéo
de células T CD4" e CD8" dependente de contato célula-célula e producéo de TGF-B ¢
IL-108-189 Além disso, a atividade supressora de células CD8*CD25* pode ser abolida

quando se utiliza anticorpos anti-CTLA-4 e anti-TGF-B1, o que promove a inibi¢do da
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expressdo de CD25!8°, Células CD8*reg exercem potente fungdo supressora in vivo e in

vitrot®e,

Interessantemente, até 2016 acreditava-se que células CD8reg fossem
dependentes de estimulos, induzidas apenas na periferial®%!, Isso devido & baixa
expressdo de CD28. Entretanto, Vuddamaley e colaboradores (2016) mostraram que
células T CD8*CD28'°" j4 estdo presentes no timo e que uma populagdo homéloga com
propriedades imunossupressoras também foram identificadas no sangue e timo

humano'8

. A maior diferenca entre as Tregs e CD8'reg é a expressdo de CD28; Tregs
expressam altos niveis de CD28, o qual é necessario para a interacdo com a molécula B7,

enquanto que CD8*reg sio negativas para CD28¢’,

Amplo espectro fenotipico para as células T CD8"reg tem sido publicado. Estas
podem apresentar CD122*Ly49%1921% CD45RC'oW 194196 ger CD2887197-19% gy
CD25+188.198.200201 "o tampém CD25*CTLA4*GITR*8, Entretanto, a expressdo de Foxp3
nas células T CD8'reg parece possuir papel essencial na regulacdo da proliferacéo

celular?®?,

A populacdo de CD8*reg mais bem caracterizada é a restrita a Qa-1, uma
molécula homologa a HLA-E em humanos, que apresenta peptideos para o dominio ndo
hipervariavel do TCR inibindo a ativagdo de células CD42%:204 por outro lado, CD8reg
e Tregs também suprimem a resposta imune restrita a0 MHC. Células CD8*CD28"
humanas sdo restritas ao MHC-classe |, enquanto que CD4"'CD25*CD45R0O", sdo
restritas a0 MHC-classe 11*®7. Entretanto, estudos mostram que o mecanismo pelo qual
células CD8"CD28 medeiam a supressdo da resposta imune ocorre via “APC bridge”, ou
seja, a partir da regulagdo de receptores inibitorios parecidos a imunoglobulinas (ILT) em
células dendriticas, mondcitos e células endoteliais, promovendo um perfil tolerogénico

nestas células?®>-2%" | auxiliando em transplantes, doencas autoimunes e infeccdes.

Células CD8"CD25*Foxp3* sdo induzidas durante fase iniciais da infeccéo pelo
virus da imunodeficiéncia simia (SIV), enquanto que, a0 mesmo tempo, ocorre
diminuicdo no numero de células Tregs. Esta variacdo da relagdo entre CD8%reg e Tregs
é relacionado com a alta carga viral, e diminuicéo da ativacao e proliferacdo de células T
CD4%, o que leva ao estabelecimento da infecgdo crénica. Portanto, células T CD8*reg
podem ser utilizadas como indicativo de mal prognostico para o desenvolvimento da

doenca causada por SIV?%,
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Contudo, em experimentos utilizando terapia antirretroviral em infecces por
SIV, mostrou-se que animais que receberam a terapia apresentam melhor resposta imune
contra SIV e baixa prevaléncia de células T CD8'reg, coincidentemente apresentaram
preservacdo dos niveis homeostaticos das células Tregs e, a0 mesmo tempo, mantém
baixa a carga viral, o que, aparentemente, pode resultar em bom resultado a longo
prazo?®®. Por outro lado, durante a infeccdo cronica, os efeitos supressivos das CD8*reg
podem ser benéficos, pois diminuem a ativacdo imune cronica, o que culmina em menor

exaustao do sistema imune?®®.

Além disso, durante a fase cronica de infecgdes por citomegalovirus e HIV-1,
os linfécitos do sangue periférico de pacientes infectados, normalmente ndo expressam
Foxp3. Entretanto, ap6s estimulo in vitro, algumas células passam a ser Foxp3*, bem
como CD25" e produtoras de IL-2. Isso demonstra que o estimulo, nestes modelos de
infeccéo, é suficiente para induzir o fendtipo parecido ao das células Tregs?®2. Entretanto,
células Tregs sdo ndo proliferativas tanto in vivo, quanto in vitro, enquanto que, CD8'reg

apresentam perfil proliferativo?’?

. Interessantemente, células CD8'reg especificas para
HHV-6 (Herpes virus humano 6) possui forte atividade supressora sobre células efetoras

antigeno-especificas e prejudicam a maturacéo e fungdo de células dendriticas?°.

PBMC humano de pacientes com HCV cronico ou individuos saudaveis apos
estimulo in vitro com peptideos de HCV induzem duas populages distintas de células T
CD8*, uma Foxp3 e outra Foxp3*. Células T CD8'Foxp3" antigeno-especificas
apresentaram marcadores tipicos de células Tregs como, atividade supressora, producédo
de IL-2 e IL-10, e expressdo de CTLA4 e GITR?L, O mesmo pode ser observado em
estimulo in vitro de T CD8" especificas para HIV-1 ou citomegalovirus, as quais
passaram a expressar Foxp3 e CD25, além da producéo de IL-22%2, Entretanto, as células
CD8regs também sio capazes de produzir IFN-y, perforina e granzima®''. Embora estas
ultimas estejam envolvidas em atividade citolitica, vias de perforina e granzima € um dos

mecanismos que as células Tregs utilizam no controle da resposta imune?'22%3,

Em paciente infectado por HIV, a liberacdo de particulas virais no trato genital
feminino, detectadas em exame de lavado cérvico-vaginal, estd relacionada com a
diminuicdo de células T CD4", devido a perda das células infectadas, e com 0 aumento
da proporcdo de células T CD8*Foxp3* na mucosa, o que sugere que mulheres com
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liberacdo cronica de particulas virais de HIV pode apresentar um ambiente genital mais

imunossupressor que iniba a resposta imune?!4,

Durante a gestacao, alta proporcéo de células T CD8*CD28 sdo encontradas na
decidua em comparac&o ao sangue periférico materno®®2%, TCD8*reg n4o s&o restritas
ao MHC-classe | classico, mas requerem co-estimulacdo de membros da familia de Ag
carcinoembrionério (CEA) presentes em trofoblastos no inicio da gestagdo. Além disso,
T CD8*reg expressam marcadores de mucosa CD101 e CD103, e utilizam o gene VB9 do
TCR, 0 que possui importante papel na prevencao da rejeicéo fetal, uma vez que este TCR
esta relacionado ao fenotipo de regulagdo?'®. Trofoblastos isolados durante o primeiro
trimestre da gestacdo quando colocados em co-cultura com células T CD8" do sangue
periférico induzem um perfil supressor nestas células, expressando CD8*CD28
CD103*47,

A citocina IL-6 tem importante fungdo na regulagdo de células NK, dendriticas,
além do numero e fendtipo de células T na decidua. Além disso, esta citocina é
determinante do tempo do parto e nascimento em camundongos. Quando IL-6 exdgena é
administrada experimentalmente em animais IL67", estes apresentam restauracdo do
tempo do parto, e parcial restauracdo do perfil de leucdcitos alterados, com 10% de
aumento na proporc¢do de T CD4" decidual, e notavel aumento de 60% no aumento de T
CD8" incluindo CD8'CD25'Foxp3*#!8. Defeitos na regulagio ou diferenciagio das
células T CD8*reg na decidua pode causar danos na placenta e resultar em restricdo do

crescimento fetal?®.

Sendo, assim, embora com fungdes estabelecidas em diversas infec¢des virais, até
0 exato momento, nada se sabe sobre o papel das células T CD8" reguladoras durante o

curso da infeccdo por ZIKV.
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2. OBJETIVOS

Investigar a biologia de duas populagdes celulares distintas, linfocitos T CD8 e

neutrofilos, e sua participacdo na resposta imune ao ZIKV.
2.1. Objetivos especificos

2.1.1. Parte 1: Neutréfilos na infecgdo por ZIKV como cavalo Troia para a

disseminacéo viral

e Demonstrar que ZIKV pode infectar e se replicar no interior dos neutrofilos
murinos e humanos;

e Avaliar resposta imune de neutréfilos contra ZIKV;

e Auvaliar possiveis diferencas entre a infeccdo de neutréfilos de animais
resistentes (C57BL/6) e susceptiveis (SJL) ao ZIKV;

e Verificar se a infeccdo de neutrofilos ocorre naturalmente durante a infeccdo in
vivo por ZIKV;

e Auvaliar se a presenca de saliva de Aedes aegypti no momento da infeccao
interfere na viremia;

e Demonstrar se 0 aumento ou reducdo de neutréfilos na circulagdo no momento
da infeccdo pode alterar a viremia dos animais;

e Demonstrar se neutrofilos infectados com ZIKV agem como cavalos de Trdia
para disseminacdo de ZIKV em modelo de ZIKV congénita;

e Verificar presenca e fenotipo de neutréfilos presentes em placentas de animais
infectados com ZIKV;

e Correlacionar citocinas plasmaticas de individuos infectados com ZIKV, CHIK

e individuos saudaveis.

2.1.2. Parte 2: Células T CD8"Foxp3* na infecgdo por ZIKV e seu papel na supressao

da resposta imune.

e Avaliar a progresséo da infeccdo por ZIKV in vivo na presenga e auséncia de
células T CD8™;
e Auvaliar o perfil de mMRNA produzido no bago em animais deficientes de T CD8"

apos infecgédo por ZIKV;
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Determinar o perfil de citocinas durante a infeccéo por ZIKV;

Demonstrar a presenca de células T CD8" Foxp3* durante a infeccédo por ZIKV;
Caracterizar o fen6tipo de células T CD8" Foxp3* naturais ou induzidas por
ZIKV;

Avaliar possivel papel das T CD8* Foxp3™ na infec¢do por ZIKV;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais experimentais

Neste trabalho foram utilizados camundongos C57BL/6, SJL, C57BL/6 CD8”,
C57BL/6 Foxp3.EGFP machos e fémeas entre 8 a 12 semanas, e animais C57BL/6
IFNAR” gentilmente cedidos pelo Professor Luis Carlos Ferreira do Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP. Todos os animais foram
mantidos em micro isoladores (contendo no maximo 5 animais) no Biotério de
experimentacdo ou quarentena do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP). Os animais receberam agua e
racdo ad libitum. Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica e
Pesquisa no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas e ou Faculdade
de Medicina da Universidade de S&o Paulo sob os processos 61/2016, 4714050719 e
064/2017.

3.2.  Preparo do virus e infeccbes

Em todos os experimentos foi utilizado ZIKV isolado brasileiro BeH815744°%,
O virus estoque foi propagado em linhagem celular C636 (ATCC® CRL-1660™) e
titulado em linhagem VERO-E6 (ATCC® CRL-1586™). Para infecges in vivo, o virus
foi diluido em PBS estéril e os animais foram infectados via intravenosa com 102 - 10°
UFP (do inglés, Plaque forming units) de acordo com o experimento. Para infeccdes in
vitro, o virus foi diluido em RPMI1640 (LGC Biotecnologia) comum para oS
experimentos com células CD8, e RPMI1640 sem vermelho de fenol para os
experimentos com neutrofilos, nas concentracdes MOI (do inglés, multiplicity of
infection) 0,1 ou 1 de acordo com 0s experimentos. Para ensaios com virus inativado,
aliquota do mesmo lote viral utilizado nos experimentos, foi submetida a 60 °C por 2
horas seguindo de 5 ciclos de rapido congelamento e descongelamento para inativagdo

total das particulas virais.
3.3.  Unidade formadora de placa (UFP)

A técnica de UFP (do inglés, Plaque forming units - FPU) foi utilizada para a
quantificacdo de particulas virais replicantes. Células VERO-E6 (ATCC® CRL-1586™)
foram plaqueadas em placas de 24 pogos (10° células/pogo) com meio DMEM baixa
glicose (LGC Biotecnologia) 2% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
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penicilina/estreptomicina e incubadas overnight em estufa de CO a 37 °C para aderéncia.
O sobrenadante de cultura de neutrdfilos infectados ou néo, foi diluido 10 vezes em
diluicdo seriada e adicionado a cultura por 1h em estufa de CO2 a 37 °C com meio DMEM
baixa glicose sem SFB e sem antibioticos. Apos a 1h de infeccdo, o meio foi retirado e
adicionado meio DMEM baixa glicose 2X concentrado (LGC Biotecnologia) com o
mesmo volume de Carboximetilcelulose (CMC) 3%, 2% SFB e 1% de
penicilina/estreptomicina e incubados em estufa de CO, a 37 °C por 5 dias. Apds este
periodo, 0 meio de cultura com CMC foi retirado e a células foram fixadas com Formol
4% por 15 minutos. Posteriormente, as células foram lavadas e coradas com Cristal
Violeta. A quantificagéo foi realizada levando-se em considerag&o a diluigdo da amostra

e volume adicionado a placa de acordo com Baer e colaboradores, 2014%1°:

média contagem de placas

P L=
fufm Diluicao x volume

3.4. Separacdo de neutrofilos murinos
3.4.1. Por gradiente de Percoll®

A separacdo de neutrdfilos se deu a partir da retirada de medula dssea de fémures
e tibias de animais C57BL/6, C57BL/6 IFNAR™ e SJL em meio HBSS sem célcio e sem
magnésio (LGC Biotecnologia) suplementado com 2% SFB + 1% de
penicilina/estreptomicina. Apds a coleta da medula 6ssea, as hemécias foram lisadas e ao
pellet celular foi adicionado Percoll® 55%. O gradiente foi montado a partir da
concentracéo de Percoll® 81% na base do tubo, acima deste, foi adicionado Percoll® 62%,
e por Gltimo a suspensdo celular em Percoll® 55% foi adicionado ao topo do gradiente.
As células foram centrifugadas a 24 °C a 1200g sem freio por 30 minutos. Apos a
centrifugacdo, o anel de células entre os gradientes de 62% e 81%, referente a neutrofilos,
foi coletado, levado com PBS e ressuspendido em meio RPMI1640 sem vermelho de
fenol (LGC Biotecnologia) 3% SFB + 1% de penicilina/estreptomicina. Para avaliagio
da pureza, as células foram analisadas em citometria de fluxo de acordo com tamanho e
complexidade, além de marcacdo para Ly6G (Figura 1). O rendimento em todas as

separacdes foi de 70%.
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Figura 1: Avaliacdo rendimento de neutréfilos ap6s gradiente de Percoll. Ap6s o gradiente
de Percoll, as células foram lavadas com PBS e marcadas com anticorpo anti-Ly6G alexa-flour
488 e analisadas por citometria de fluxo. Dentro do gate de células Unicas (do inglés, singlets),
células com tamanho e granulosidade referente a neutréfilos foram avaliadas quanto a expressao
de Ly6G. Em camara de Neubauer, utilizando azul de tripan, o nimero de células vivas foi
determinado. De acordo com a frequéncia (%) de Ly6G* positivo e células vivas, as células
plagueadas para os experimentos in vitro.

3.4.2. Por Ficoll-Paque Plus®

O sangue de animais C57BL/6 IFNAR” foi coletado por puncéo cardiaca na
presenca de EDTA e incubado com 6% de dextran para sedimentacdo por 30 min a 37
°C. Apos esse periodo, a fase superior foi coletada e transferida para um tubo contendo
Ficoll-Paque plus® (GE Healthcare). Células foram centrifugadas a 24 °C 900g por 20
minutos sem freio. O anel de PBMC foi coletado para ZIKV detec¢do por gPCR, e ao
pellet contendo neutrofilos e eritrocitos foi adicionado tampéo de lise celular. Ao final,
neutréfilos foram ressuspendidos em RPMI-1640 sem vermelho de fenol e seguido para

posteriores analises para deteccdo de ZIKV por qPCR.
3.4.3. Por coluna magnética

O sangue de animais C57BL/6 IFNAR” foi coletado por puncéo cardiaca na
presenca de EDTA. Eritrdcitos foram lisados em dois ciclos de lise celular e ao final as
células foram ressuspendidas em tampdo de separacdo contendo PBS 1x, 2% SFB e
0,05mM de EDTA. Para o isolamento dos neutrofilos foi utilizado o kit de selecéo
negativa MojoSort neutrophil isolation kit (Biolegend®) seguindo as instrucGes do
fabricante. Brevemente, a cada 107 células em 100uL de tamp&o de separagio foi
adicionado 10uL do coquetel de anticorpos biotinilados e incubado por 20 minutos em
gelo. Apds incubacéo, as células foram lavadas, resuspendidas no mesmo volume prévio
e beads marcadas com estreptoavidina foram adicionadas e incubadas por 20 minutos em

gelo. Em seguida, os tubos foram posicionados no interior do magneto Easysep™
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(StemCell™ Techinologies). Neutrofilos foram recuperados e submetidos a detecgdo

viral por primeflow.
3.5. Separacéo de neutrofilo humano de sangue periférico

Sangue foi coletado em tubos heparinizados apds consentimento de voluntarios
sadios. O sangue foi incubado com 6% de dextran por 30 minutos em estufa de CO- a 37
°C para sedimentacdo de hemécias. Apés incubacdo, a parte superior do sangue foi
coletada e gentilmente adicionada sobre Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare). Células
foram centrifugadas a 24 °C 900g sem freio por 20 minutos. Apds, sobre o pellet de
células foi adicionado tampdo de lise celular para a lise de hemacias. Ao final, os
neutréfilos foram ressuspendidos em RPMI-1640 sem vermelho de fenol com 3% SFB +
1% penicilina/estreptomicina. Procedimentos foram aprovados sob o numero
86696618.7.0000.5467.

3.6. Deteccéo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)
3.6.1. Por DCFDA (Cellular ROS Detection Assay - Abcam®)

Para deteccdo da producdo de ERO, neutréfilos foram incubados com o reagente
DCFDA (DCFDA - Cellular ROS Detection Assay - Abcam®) na concentrac¢io de 10uM
por 30 minutos, apds este tempo, as células foram centrifugas e o pellet ressuspendido em
RPMI sem vermelho de fenol com 2% SFB + 1% de penicilina/estreptomicina em
diferentes condicdes: apenas meio, ZIKV (MOI 0,1), PMA ou ZIKV (MOI 0,1) + PMA
(adicionado apenas nos ultimos 30 minutos de incubacdo - 200ug/mL). Apds 6h de
incubacéo em estufa de COz a 37 °C, as células foram adquiridas em citdmetro de fluxo
Attune® (Thermo Fisher) e analisadas em FlowJo (BD software). A analise foi realizada

como mostrado na Figura 2.
3.6.2. Por quimiluminescéncia

Producgdo de ERO também foi detectada a partir da oxidag¢&o de luminol, como
descrito por Hatanaka e colaboradores, 2016°%. Brevemente, neutréfilos (10° células por
poco) foram plaqueados em placa branca de 96 pocos e incubados nas seguintes
condigdes: apenas meio, ZIKV (MOI 0,1), PMA, ZIKV (MOI 0,1) + PMA ou iZIKV
(MOI 0,1) na presenca de luminol (1 nmol - Sigma-Aldrich). A oxidagédo do luminol foi

monitorada por quimiluminescéncia por 3 horas em leitora de microplacas (EG&G


http://www.abcam.com/dcfda--h2dcfda-cellular-reactive-oxygen-species-detection-assay-kit-ab113851.html
http://www.abcam.com/dcfda--h2dcfda-cellular-reactive-oxygen-species-detection-assay-kit-ab113851.html
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Berthold LB96V, Bad Wildbad, Germany). Resultados foram expressos em unidade

relativa de luz (URL) e area sob a curva (ASC).
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Figura 2: Estratégia de gate da producédo de ERO quantificada por DCFDA®. Apds 6 horas
de infeccdo os neutréfilos foram lavados, marcados com Ly6G PE e corante de viabilidade (LD
yellow) e adquiridos em citdmetro de fluxo. Dentro dos eventos unicos, células com tamanho e
granulosidade referente a neutréfilos foram selecionadas, e neutrofilos vivos foram
posteriormente analisados. A expressdo de ERO foi detectada a partir da fluorescéncia de
DCFDA.

3.7. Andlise de morte celular

Os neutréfilos foram incubados em trés diferentes condi¢des: apenas meio,
ZIKV (MOI 0,1) ou PMA (adicionado apenas nos ultimos 30 minutos de incubacéo -
200ug/mL) em RPMI sem vermelho de fenol 2% SFB + 1% de penicilina/estreptomicina
em estufa de CO. a 37 °C. Nos determinados tempos de incubacéo, as células foram
lavadas com tampé&o de Anexina 1X e o pellet de células foi ressuspendido em tampéao de
anexina juntamente com AnexinaV-FITC e 7-AAD de acordo com as especificacdes do
fabricante (FITC Annexin V 7-AAD — BD Bioscience®). As células foram adquiridas em
citbmetro de fluxo Attune® (Thermo Fisher) e analisadas no FlowJo® (BD software). A

andlise foi realizada como mostrado na Figura 3.

Singlets
882

FSC-H

Anexina-V FTC —————p

FSC-A

Figura 3: Estratégia de gate dos ensaios de morte celular por anexina-V e 7AAD. Apds 0s
determinados tempos de infeccdo, as células foram marcadas com anexina-V FITC e 7-AAD e
analisadas por citometria de fluxo. Células Unicas foram avaliadas quanto a marcagdo para
Anexina e/ou 7-AAD. Para o grafico cinética de morte celular, foi considerado como células
mortas (invidveis) todas marcadas com Anexina (Anex) ou/e 7-AAD e, como células vivas
(viaveis), as duplo negativas para as marcacgdes (D-neg). Figura representativa de como os gates
foram realizados. A+7, células duplamente marcadas com Anexina-V e 7-AAD. Anex, Anexina-
V.
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3.8. Ensaio de fagocitose

Neutréfilos de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 e de sangue periférico
humano foram infectados com MOI 0,1 por 1 hora. Apos este periodo, as células foram
lavadas com PBS 1x e incubadas com Dextran-FITC a 0,5mg/mL por 2,5 horas. Ao final,
as células foram lavadas e adquiridas em citometro Accuri® C6 (BD Bioscience) e
analisado no software FlowJo® (BD Bioscience).

3.9.  Imunofluorescéncia para deteccao de NETs

Imunofluorescéncia foi realizada como descrito por Brinkmann e colaboradores,
201072, Brevemente, neutrofilos (2,5x10° células por poco) foram plaqueados sobre
laminulas de 13mm de didmetro em placas de 24 pocos por 1 hora em estufa de CO2 a
37 °C com RPMI-1640 sem SFB e antibidticos. Apos a sedimentacdo, as células foram
infectadas com ZIKV (MOI 0,1) ou iZIKV (MOI 0,1) e incubadas por 1 horas em estufa
de CO2 a 37 °C. Apos esse periodo, foi adicionado PMA (50ng/mL) e incubado por mais
3 horas. Apos, as células foram fixadas com 4% de paraformoldeido por 12 horas e
lavadas com PBS. A permeabilizacdo foi realizada com 0,5% de triton X-100 e o bloqueio
feito com solucéo de blogueio (3% de soro humano AB, 1% BSA e 0,05% Tween 20 em
PBS) durante 30 min a 37 °C. As células foram incubadas com anticorpos primarios anti-
histona H2A/H2B (anticorpo gentilmente doado pelo Prof Arturo Zychlinsky, Instituto
Max Planck, Alemanha) e anti-elastase de neutrofilos (Calbiochem, USA) por 1 horas a
37 °C. Apos isso, células foram lavadas e incubadas com anticorpos secundarios alexa-
fluor 488 e 546 (Invitrogen, USA) por 1 horas a 37 °C. Por ultimo, Hoechst 33342 (Santa
Cruz Biotec, USA) foi adicionado e as laminas montadas com Mowiol e analisadas em
microscopio de fluorescéncia Evos (Thermo fisher).

3.10. Dissociacdo de placenta murina

Placenta foi dissociada utilizando protocolo adaptado descrito por Arenas-
Hernandez e colaboradores, 201522, Brevemente, placentas foram coletadas e dispostas
em placa de petri contendo 15mL de PBS 1X gelado. Apds a coleta de todas as placentas,
o PBS foi retirado e as placentas foram cortadas em pequenos pedagos com o auxilio de
bisturis cirurgicos. Os pedagos foram incubados em solu¢do de Accutase (3mL por
placenta - Thermo Fisher) a 100RPM por 30 minutos a 37 °C. Ap0s incubacdo, PBS 1X
com 10% FBS e 0,05mM de EDTA foi adicionado e a suspencéo de placenta foi filtrada

em filtro de 70um e centrifugada a 500g por 5 minutos. Células foram ressuspendidas em
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37% de Percoll com RPMI sem vermelho de fenol e centrifugado a 1200g por 20 minutos
a 24 °C sem freio. Ao final, as células foram ressuspendidas em RPMI sem vermelho de
fenol com 10% de SFB e seguida para separacdo celular (do inglés, cell sorting) ou

caracterizacdo das populacdes de neutréfilos da placenta.
3.11. Cell sorting de Neutrofilos de placenta murina

A suspensdo celular das placentas foi incubada com anti-CD11b-PE (clone
M1/70), anti-Ly6G Alexa-fluor 488 (1A8), live and dead (Zombie red™ Dye Biolegend)
e anti-Fc receptor (CD16/32 — clone 2.4G2) por 30 minutos e ressuspendidas em meio
RPMI sem vermelho de fenol com 10%SFB e 0,05mM de EDTA e posteriormente
submetidas a cell sorting em citdmetro Moflo Astrios® (Beckman Coulter). A estratégia
de gates foi realizada como apresentado na figura 4A. Células Ly6G*CD11b*
(neutrdfilos) e Ly6G'CD11b* foram isoladas com pureza variavel entre 80 a 96% (Figura
4B).
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Figura 4: Estratégia de gate para o isolamento de Neutrdfilos da placenta por cell-sorting.
A) Eventos unicos dentro de células com o tamanho e granulosidade referentes a neutréfilos e
macro6fagos foram avaliadas quanto a viabilidade celular. Dentro do gate de células vivas, células
Ly6G*CD11b*, referentes a neutrofilos, e células Ly6G CD11b* foram selecionadas e isoladas.
B) Apds o isolamento celular, as amostras foram avaliadas quanto ao rendimento e pureza do
isolamento dos neutrdfilos e das células Ly6G CD11b*.
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3.12. Transferéncia adotiva de neutrofilos

Neutrofilos foram isolados da medula 6ssea de animais IFNAR™ por gradiente
de Percoll e 2x108 neutrofilos infectados com ZIKV MOI 1 por 2 horas. Apés infecgéo,
as celulas foram lavadas para a remocao das particulas virais e ressuspendidas em 100uL
de PBS e transferidas via intravenosa para camundongos IFNAR” gravidas no dia
embrionario (E) 13. Como controle, outros camundongos no mesmo dia de gestacao
foram infectados com 2x10° UFP de ZIKYV via intravenosa. Vinte e quatro horas apds
infeccdo ou transferéncia de neutréfilos infectados, os animais foram eutanasiados e baco
e cérebro das maes, cabeca, corpo e placenta dos fetos foram coletadas e seguidas para a
deteccdo de RNA viral por RT-qPCR.

3.13. Tratamento com Filgrastim

Camundongos IFNAR” machos entre 6 e 10 semanas foram tratados com
140ug/kg de Filgrastim (Filgastrine rHu G-CSF — Blau Farmacéutica S.A.), diluido em
solucdo de 5% de glicose, via intravenosa. Dois dias apds o tratamento, os animais foram
avaliados quanto ao aumento do numero de neutrdéfilos utilizando hematocitémetro. Apos
confirmacdo do aumento de neutrdfilos, os animais foram infectados com 10° UFP de
ZIKV via intravenosa. Vinte e quatro horas apds, os animais foram eutanasiados e o
cérebro, baco e figado foram coletados para a deteccdo de RNA viral por RT-gPCR. O
Sangue foi coletado e neutréfilos e células mononucleares separadas por Ficoll. Soro,

neutréfilos e mononucleares foram seguidos para deteccéo viral por RT-qPCR.

Animais IFNAR™ no dia E13 de gestacdo foram tratadas com 140 ug/kg de
Filgrastim, diluido em solucdo de 5% de glicose, via intravenosa. Dois dias ap6s o
tratamento, os animais foram infectados com 10° UFP de ZIKV via intravenosa. No dia
do nascimento, os filhotes foram eutanasiados e o cérebro, baco e figado foram coletados
para quantificacdo viral por RT-gPCR. Cérebro, baco e figado das maes foram coletados
e seguidas para a deteccéo viral por RT-gPCR. O Sangue foi coletado e neutréfilos e
células mononucleares separadas por Ficoll. Soro, neutrofilos e mononucleares foram

utilizados para detecgéo viral por RT-gPCR.
3.14. Saliva de Aedes aegypt

Animais IFNAR” de 6 a 10 semanas foram infectados via subcutanea com 108
UFP de ZIKV na presenca ou ndo de 10ug de saliva de Aedes Aegypt. Vinte e quatro horas
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apos infecgdo, a regido do indculo na pele, linfonodo drenante, cérebro e figado foram
coletados para detec¢do de RNA viral por RT-gPCR. O Sangue foi coletado e neutréfilos
e células mononucleares foram separadas por Ficoll. Soro, neutrofilos e mononucleares

foram utilizados para deteccéo viral por RT-gPCR.

3.15. Primeflow™ RNA Assay - para detecc¢do de Zika virus adaptado para

imunofluorescéncia

Neutrofilos de medula dssea de animais C57BL/6 e SJL e neutrofilos do sangue
periférico de doadores saudaveis foram infectados in vitro com ZIKV MOI 1 e incubados
por 20h, apds esse periodo, as células foram submetidas a técnica de primeflow (Thermo
Fisher Scientific). Neutrofilo do sangue de animais IFNAR™ infectados foram isolados e

submetidos ao primeflow.

Protocolo de primeflow foi adaptado para imunofluorescéncia em microcamaras
para cultura de células. Brevemente, as células foram fixadas com o tampéo de fixacéo 1
por 30 minutos no escuro e lavadas com tampé&o de lavagem. Foi adicionado 3x tampé&o
de permeabilizacdo e centrifugado. Apos a permeabilizacéo, foi realizada a marcacdo com
0 anticorpo 4G2 anti-proteina de envelope viral de flavivirus. Em seguida, as células
foram incubadas por 16h (do inglés, overnight) em tampé&o de fixacdo 2. No dia seguinte,
as células foram lavadas e incubadas por 2 horas a 40 °C no escuro. Posteriormente, as
células foram lavadas e incubadas com RNA PreAmp mix por 1 horas a 40 °C seguida de
lavagem e outra incubacdo com RNA Amp mix por 1 hora. Apo6s as células foram
incubadas com Label probes por 1 horas a 40 °C, lavadas e as cameras foram removidas
e as laminas foram montadas com DAPI e as imagens foram adquiridas em microscépio

confocal.
3.16. Microscopia eletrbnica

Neutrofilos isolados do sangue periférico de individuos saudaveis foram
infectados in vitro com MOI 1 por 18 horas. Apos, as células foram recuperadas lavadas
com PBS e fixadas com Glutaraldeido 4% por aproximadamente 16 horas (do inglés,
overnight). No dia seguinte, as células foram centrifugadas e o glutaraldeido retirado,
sobre o pellet de células foi adicionado PBS e mantido em geladeira até a realizacdo dos
passos seguintes para microscopia eletronica. Para preparo das amostras e aquisicao das
imagens, as células foram encaminhadas para o servigo de microscopia eletronica do LIM

HC da Faculdade de Medicina da USP. As amostras passaram por etapas de desidratacao
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com gradiente de acetona, dessecacdo e metalizagdo com ouro. As imagens foram

adquiridas em microscépio eletrénico de transmissdo JEOL 1010.
3.17. Citometria de fluxo para analise de marcadores celulares

3.17.1. Neutroéfilos de medula 6ssea cultivados in vitro e ex vivo de suspenséo celular

de placenta

Neutrofilos foram isolados da medula 6ssea de animais C57BL/6 e infectados
por ZIKV MOI 1. Dezoito horas apds a infeccdo, as células foram incubadas com
anticorpos anti-MHC-I (clone 34-1-25), anti-MHC-11 (clone M5/114.15-2), anti-Ly6G
(clone 1A8), anti-CD80 (clonel6-10A1), anti-CD86 (clone GL-1), anti-CD11b (clone
M1/70) anti-IFNAR1 (clone MAR1-5A3) e Fc block (CD16/32 clone 2.4G2) por 30
minutos na presenca de live and dead (Zombie red™ Dye Biolegend). Suspenséo celular
da placenta também foi incubada com os mesmos anticorpos. Apds incubacdo, as células
foram lavadas e fixadas com PFA 1% por 1 hora e lavadas com PBS. Aquisi¢cdo das
amostras foi realizada em citémetro de fluxo Fortessa LSR® (BD Biociensce) e analise

no software FlowJo® seguindo a estratégia de gates mostrada na figura 5.
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Figura 5: Estratégia de gate para a anélise de fenotipagem de neutrdfilos. A) Eventos Gnicos
dentro de células com o tamanho e granulosidade referentes a neutréfilos foram avaliadas quanto
a viabilidade celular. Dentro do gate de células vivas, células Ly6G*CD11b* foram analisadas
quanto a expressdo de CD80, CD86, IFNAR, MHC-I e MHC-II. B) Macrofagos da cavidade
peritoneal de animais infectados 24 horas via intraperitoneal, foram utilizados como controle
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positivo para os marcadores analisados nos neutrdfilos de medula éssea infectados in vitro.
Células duplas e mortas foram excluidas e células CD11b*Ly6G" foram selecionadas.

3.17.2. Fenotipagem de células T CD8 reguladoras

Nosdias 0, 1, 3,5, 7 e 15 apos a infeccdo o bago de animais C57BL/6 Foxp3GFP
foi coletado e as células dissociadas seguido da lise de hemécias. Posteriormente, células
foram incubadas com anticorpos anti-CD8-PE (clone 53-6.7) e anti-CD4-PercP (clone
GK1.5) na presenca de live and dead (Green fluorescent reactive dye - Invitrogen) por 30
minutos. Apos, as celulas foram lavadas e a aquisicéo realizadas em citdmetro Accuri C6
® (BD Biociensce) e analise no software FlowJo®. Para andlise foi excluido doublets
celulares e células mortas. A partir de entdo, células CD8" CD4  foram analisadas quanto
a expressdo Foxp3GFP.

Para as analises de caracterizacdo das células CD8 Foxp3*, apds 15 dias de
infeccdo, o baco de animais C57BL/6 Foxp3GFP foi coletado e as células dissociadas
seguido da lise de hemécias. Foi realizada a marcacdo de superficie celular com os
seguintes anticorpo: anti-CD4-BV510 (clone GK 1.5), anti-CD8-PE-Cy5.5 (clone 53-
6.7), anti-ST2-APC (clone RMST2-2), anti-KLRG1-APC-Cy7 (clone 2F1), anti-CD62L-
BV605 (clone MEL-14), anti-CXCR3-BV650 (clone CXCR3-173), anti-CX3CR1-
BV711 (clone SA011F11), anti-Ly6C-B786 (clone HK1.4), anti-FasL-PE (clone MFL3),
anti-CD127-PE-Cy5 (clone A019D5) e anti-CTLA-4-PE-Cy7 (clone UC10-4B9). Apo6s
a incubacdo as células foram fixadas com PFA 1% por 1 hora e lavadas com PBS. A
leitura foi realizada em citometria de fluxo LSRFortessa X-20® e analise no FlowJo® (BD
Biociensce). Para analise foi excluido doublets celulares e células mortas, a partir de
entdo, células CD8" foram analisadas quanto a expressdo Foxp3GFP (figura 6A). Porém,
para arealizacdo das analises utilizando o plugin tSNE (t-Distributed Stochastic Neighbor
Embedding) do FlowJo, alguns passos foram seguidos. Primeiro, foi estabelecido quais
comparag0es seriam realizadas — CD8 total CTRL vs. CD8 total ZIKV; CD8 total vs. CD8
Foxp3*; CD8 Foxp3" CTRL vs. CD8 Foxp3* ZIKV; CD4 Foxp3* vs. CD8 Foxp3™.
Segundo, foi estabelecido quais gates deveriam ser realizados para as analises — gate em
CD8 total (Figura 6A) para: CD8 total CTRL vs. CD8 total ZIKV; CD8 total vs. CD8
Foxp3*; gate em CD8 Foxp3* (Figura 6B) para: CD8 Foxp3™ CTRL vs. CD8 Foxp3*
ZIKV; gate em Foxp3* (Figura 6C) para: CD4 Foxp3* vs. CD8 Foxp3*. Terceiro, apos
determinar os gates, as amostras foram tratadas com o plugin “Down sample” para reduzir

0 numero da amostragem de cada amostra. Quarto, apods a utilizagdo do “Down sample”
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todas as populagfes mencionadas acima foram concatenadas e um novo arquivo fcs foi
adicionado para a analise. Neste arquivo fcs foram determinados os grupos CTRL e
ZIKV. Quinto, o plugin tSNE foi aplicado sobre o arquivo fcs concatenado e as analises

apresentadas na sessdo resultados.

Foxp3 - GFFP——p

D8 — PE-CvS 50—

&fw] | [l

Foxp3-GFP— %  CD8 — PE-CyS.5—

FEC-A———————

FSC-A

Figura 6: Estratégia de gate realizada para a analise das células T CD8 reguladoras. Eventos
duplos e células mortas foram excluidas das anélises. A, B) A partir das células vivas, células
CD8" foram selecionadas e a expressao de Foxp3 analisada. C) Células Foxp3* foram separadas
de acordo com a expressdo de CD8.

3.18. Cinética de infecao

Animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8" foram infectados com 10% UFP de ZIKV
via intravenosa. Nos dias 1, 3, 5, 7 e 15 apds infeccdo o sangue dos animais foi coletado,
centrifugado e o soro foi aliquotado e estocado a -80 °C para posteriores analises,
juntamente com cérebro, baco e testiculos. A quantificacdo da carga viral e expressdo

génica foram realizadas por RT-gPCR e producdo de citocinas por CBA.
3.19. Cell sorting e transferéncia adotiva de células T CD8

Animais C57BL/6 Foxp3.EGFP foram infectados ou ndo com 10° UFP de ZIKV
via intravenosa. Trinta dias ap0s infeccdo, o baco e linfonodos foram coletados,
macerados em RPMI com 10% de SFB e filtrados em filtro de 70um e centrifugados.
Apbs, o sobrenadante foi descartado, o pellet celular ressuspendido em tampéo de lise
celular e incubado por 1 minuto e adicionado meio RPMI. Antes de seguir para o
isolamento das celulas T CD8, foi realizado o enriquecimento destas células utilizando

kit de isolamento negativo por coluna de células T CD8 (MagniSort® mouse CD8 T cell
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- Invitrogen) seguindo especificacbes do fabricante. Brevemente, as células, no maximo
107/100uL foram marcadas por 15 minutos em temperatura ambiente com 10uL da
solucdo de anticorpos biotinilados. Apds, as celulas foram lavadas com tampédo de
citometria (HBSS 1x com 3% de SFB e 0,05mM de EDTA) e incubadas por 15 minutos
em temperatura ambiente com 10uL da solucdo contendo beads magnéticas encobertas
com estreptoavidina. Em seguida, os tubos contendo as células foram posicionados no
interior do magneto Easysep™ (StemCell™ Techinologies) e a solugdo contendo as
células T CD8 foi coletada e lavada para marcacdo com anticorpos anti-CD8a - PE (clone
53-6.7) e anti-CD4 - PercP (clone GK 1.5) e marcador de morte celular (Zombie red —
Invitrogen). Apds marcacdo, as celulas foram ressuspendidas em tampéo de citometria e

submetidas ao isolamento por cell sorting em citdmetro FACSAria I11 cell sorter da BD®.

O isolamento de células CD8 foi realizado dentro da populacdo positiva para
CD8 e negativa para marcador de morte celular e, também, CD4. Células positivas para
CD8 foram divididas de acordo com a expressdo de Foxp3, a partir da deteccdo da
molécula GFP, entre positivas e negativas para Foxp3. Apos o cell sorting, 3000 células
CD8*Foxp3GFP* ou 10° CD8'Foxp3GFP- foram transferidas, via intravenosa, para
animais C57BL/6 CD8" e 24 horas ap0s, estes animais foram infectados com 10® UFP
de ZIKV via intravenosa. Vinte e quatro horas ap6s, 0 sangue e baco destes animais foram
coletados e armazenados em -80 °C para posterior analise.

3.20. BD Cytometry Beads Array - CBA

Citocinas produzidas no baco e presentes no soro de animais infectados com
ZIKV foram quantificadas utilizando o kit de CBA para detec¢éo de citocinas do padréo
Thl, Th2 e Th17 (Interleucina (IL)-2, IL-4, IL-6, Interferon-y (IFN-y), Fator de necrose
tumoral (TNF), IL-17A e IL-10) em camundongos seguindo as instrugcdes do fabricante.
Brevemente, o soro e o macerado do baco foram incubados na presenca de beads e
anticorpos de deteccdo por 2 horas. Apds, as beads foram lavadas e ressuspendidas em
tampao de lavagem e adquiridas em citdmetro de fluxo Accuri C6® (BD Biociensce) e
andlise dos resultados realizada no software FCAP Array (BD Biociensce).

Citocinas presentes no soro de pacientes infectados por Zika virus e
Chikungunya foram quantificadas utilizando o Kit de CBA para detecgdo de citocinas
inflamatdrias (IL-8, IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF e IL-12p70) seguindo as instrucdes do

fabricante. Brevemente, o soro dos pacientes e individuos saudaveis foram incubados
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com as beads por 1,5 horas e lavado com o tampé&o de lavagem. O anticorpo de detecgéo
foi adicionado e incubado por mais 1,5 horas. Por fim, as beads foram lavadas e
ressuspendidas em tamp&o de lavagem e adquiridas em citdmetro de fluxo Accuri C6®
(BD Biociensce) e andlise dos resultados realizada no software FCAP Array (BD

Biociensce) como mostrado na figura 7.
3.21. Extragdo de RNA
3.21.1. Amostras de cultura de neutrdfilos

O mRNA de neutrofilos de experimentos in vitro foi extraido utilizando o kit
Rneasy® Mini Kit (Qiagen) seguindo especificacdes do fabricante. Brevemente, tampéo
RLT foi adicionado ao pellet de neutréfilos, em seguida, foi adicionado o mesmo volume
de etanol 70% e todo o volume transferido para a coluna e centrifugado. Apoés, a coluna
foi lavada com RW1 e RPE e o RNA foi eluido com 30uL de agua livre de RNAse.

3.21.2. Amostras de tecido animal

O mRNA foi extraido utilizando a técnica de TRIzol® (Invitrogen, EUA)
seguindo especificacbes do fabricante. Brevemente, 1mL do reagente TRIzol foi
adicionado sobre a amostra. em amostras de tecidos, realizou-se a homogeneizacgéo
utilizando o equipamento Politron. Posteriormente adicionou-se 500uL de cloroférmio
seguido de centrifugacgéo, a fase aquosa foi retirada e transferida para outro tubo e 500
pL de isopropanol foi adicionado. Apds 10 minutos em temperatura ambiente as amostras
foram centrifugadas e o sobrenadante descartado. Ao pellet, foi adicionado 1mL de etanol
75%, centrifugado e o sobrenadante descartado. Esta Gltima etapa foi realizada 3x para se
obter RNA livre de contaminacGes. Apos a ultima centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o tubo mantido invertido na bancada até a secagem total do pellet de RNA.
Ao final, adicionou-se agua ultrapura livre de RNAse e a concentracdo de RNA total foi

determinada em NanoDrop (Thermo Fisher) dentro dos parametros de 230/260/280nm.
3.21.3. Amostras de soro

Para a extracdo de RNA do soro foi utilizado o kit de extragcdo QIAmp viral RNA
mini (Qiagen) seguindo as instrucdes do fabricante. Brevemente, tampdo AVL foi
adicionado em 140uL de soro e homogeneizado por 15 segundos e incubado em

temperatura ambiente por 10 minutos, etanol 100% foi adicionado e todo o contetudo
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transferido para coluna de separagdo e centrifugado. Apds, a coluna foi lavada com as
solugbes AW1 e Aw2 e o RNA viral eluido com 50uL de AVE.

3.21.4. Apds separacdo celular por Cell sorting

Apos o cell sorting o RNA total das células isoladas foi extraido utilizando o Kit
Arcturus™ PicoPure™ RNA isolation (AppliedBiosystems) seguindo as instrucdes do
fabricante. Brevemente, ao pellet de células foi adicionado100ul de tampé&o de extracdo
(extraction buffer) e incubado por 30 minutos a 42 °C. Em seguida, foi adicionado 100uL
de etanol e todo o volume foi transferido para a coluna e centrifugado. Apos, a coluna foi
lavada com WB1 e WB2 e, por fim, 0 RNA foi eluido com 10uL de &gua livre de RNA.

3.22. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para a sintese de cDNA, foi realizada reacdo de transcricdo reversa a partir do
RNA total purificado. Para tanto, 0,5 - 2,0ug de RNA diluido em 10uL de agua ultrapura
foram adicionados a 10pL de mix (2uL RT buffer, 2 uL de RT random primers, 1uL de
multscribe e 0,8uL de dNTPs e 4,2uL de agua ultrapura). A sintese de cDNA foi realizada
no termociclador da Applied Biosystems seguindo os seguintes parametros: 25°C por 10

min; 37 °C por 120 min; e 85 °C por 5 min.
3.23. Quantificacao por PCR em Tempo Real

A partir do cDNA obtido, a expressdo génica ou quantificacdo de material
genético do ZIKV foi realizada utilizando a técnica de PCR em tempo real (RT-qPCR).
A cada reacdo de PCR, foi adicionado a 5uL de amostra, 4,5uL 20x TagMan® gene
expression assay master mix e 5uL de TagMan® gene expression assay ou Sybr Green®.
A reacdo de PCR foi realizada no aparelho Applied Biosystems QuantStudio3 e
submetidas a ciclagens de acordo com o reagente utilizado. As curvas foram normalizadas
pela expressdo da beta-actina. A expressdo génica foi dada pela formula 2724t (Fold
change), onde AACt = ACt (amostra experimental) — ACt (amostra controle), e ACt € o
Ct do gene alvo subtraido do Ct do gene constitutivo. Resultados em 24t (Relative
expression) foram normalizados e apresentados como unidades arbitrarias (UA) para

melhor visualizacao.
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e TagMan primers:

Actp: Mm00607939_gl1 FAM Mertk: Mm00434920 _m1 FAM
Ifn B: Mm00439552_s1 FAM Tyro3: Mm00444547 _m1 FAM
Osa: Mm01193955 _m1 FAM Socs3: Mm00545913 m1 FAM
Nos2: Mm00440502_m1 FAM Eif20: Mm01289723_m1 FAM
Axl: Mm00437221_m1 FAM ZIKA (Lanciotti et al., 2008)?%

e  Sybr Green primers sequence:

Tabela 1: Sequéncia dos primers utilizados para a avaliacdo de expresséo génica por RT-qPCR Sybr.

Gene Forward Reverse

Actb GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
Glut 1 (Slc2al) | CAGTTCGGCTATAACACTGGTG GCCCCCGACAGAGAAGATG

Ifnar2 CTTCGTGTTTGGTAGTGATGGT GGGGATGATTTCCAGCCGA

Ifnad TGATGAGCTACTACTGGTCAGC GATCTCTTAGCACAAGGATGGC

Ifnbl CAGCTCCAAGAAAGGACGAAC GGCAGTGTAACTCTTCTGCAT

Ldha ACATTGTCAAGTACAGTCCACAC TTCCAATTACTCGGTTTTTGGGA

Tnf CCCTCACACTCAGATCATCTTCT GCTACGACGTGGGCTACAG

3.24. RT?Profiler PCR Array

Apds a extracdo do RNA, a pureza foi avaliada pela razdo Azeo:A230 € A260:A280
por NanoDrop™ (Thermo Fisher Scientific) e 2 pg de RNA foi utilizado para a reagdo de
transcriptase reversa com RT SYBR Green gPCR Mastermix seguindo as especificaces
do fabricante. Em seguida, 102 uL de cDNA, 1273 uL de 4gua DEPC foi misturado com
1375 pL de 2x RT2 SYBR Green PCR e 25 pL desta reacdo foi pipetada em cada pogo da
placa de 96 pocos de RT2 Profiler PCR Array — Mouse Innate and Adaptative Immune
Response (Qiagen - Mouse PAMM-052ZA) e submetido a ciclagens para amplificagdo das
sequencias de RNA (95 °C por 15 min; 94 °C por 15 segundos; 55 °C por 30 segundos e
70 °C for 30 segundos x 40 repeti¢cdes) em QuantStudio3 (Applied Biosystems). As curvas
foram normalizadas pela expressdo de 8 genes enddgenos presentes nas placas e a analise

foram realizadas na plataforma de analise da Qiagen (https://geneglobe.qgiagen.com/us/).
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3.25. Protedmica
3.25.1. Preparo e digestdo das amostras

Ap0os o isolamento, os neutrofilos de placenta foram lizados pelo tampéo de lise
celular (100mM Tris-HCL pH 8, 150mM NaCl, 1ImM EDTA, 0,5% triton). O detergente
foi removido, e as proteinas foram digeridas com tripsina usando o protocolo FASP?%,
Resumidamente, para cada unidade de filtro YM-10 (Millipore, Carrigtwohill, Irlanda)
contendo concentrados de proteina, 200ul de ureia 8M em 0,1 M de Tris/HCI, pH 8,5 (Al)
foi adicionado e as amostras foram centrifugadas a 14 000g a 20°C durante 15 min por 2
vezes, e ao final o residuo no tubo foi descartado, e 100ul de DTT & 8mM foi adicionado
ao filtro FASP, e incubados por 15 minutos a 56°C. Logo ap6s, iodoacetamida (0.05M)
em ureia (8M) foi adicionado nos filtros e nas amostras, e incubados por 20 min no escuro.
Ap0s, os filtros e amostras foram lavados 3vezes com solucdo de ureia 8M. Ambic 50mM
foi adicionado nos filtros contendo o extrato proteico, e centrifugado a 14000g por 10
min por 3 vezes. Por fim, tripsina (Promega, Madison, WI) foi adicionada na proporgao
de 1:100 e agitado no vortex por 1 min, apds isso as amostras foram incubadas overnight
a 37°C. No dia seguinte, o filtro foi transferido para um novo tubo de coleta, Ambic 50mM
foi adicionado ao filtro e o procedimento de centrifugacao foi repetido 2 vezes. O filtrado
contendo as proteinas digeridas foram acidificados com &cido formico até concentragdo
final de 1% do volume total, bloqueando assim a acdo da tripsina. A solucdo é entdo

completamente liofilizada para a etapa seguinte ou analise por LC-MS.
3.25.2. Anélise LC-MS/MS em DIA

Os peptideos obtidos foram submetidos a um sistema de cromatografia liquida
acoplada a um espectrometro de massas de alta definicdo Synapt G2-Si (Waters Corp)
(LC-MS). A expressdo diferencial de proteinas € avaliada com aquisicao independente de
dados (DIA) através da analise protedmica de shotgun pelo modo de configuracédo de
expressdo em alta definicdo (HDMSe). O espectrometro opera trocando entre baixa
voltagem (4eV) e alta voltagem (15-40eV) de energia de colisdo nas ceélulas de
fragmentacgéo, usando um tempo de scan de 1,5s com uma faixa de 50-3000 m/z. Todos
0s espectros sdo adquiridos em mobilidade I6nica aplicando uma onda de velocidade para
separacdo ionica de 1000 m/s e uma onda de velocidade de transferéncia de 175 m/s. O
processamento através de energia baixa e elevada, adicionado aos dados da massa de

referéncia do peptideo de referimento ([Glul] -Fibrinopeptide B Standard, Waters Corp.)
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fornece um inventério alinhado no tempo de componentes de tempo de retengdo de massa
precisos para energia baixa e elevada (EMRT, tempo exato de retencdo de massa). Os
parametros de pesquisa foram definidos como: tolerancia automatica para ions
precursores e para ions filho (20 ppm), minimo de 3 fragmentos combinados por peptideo,
minimo de 3 fragmentos pareados por proteina, minimo de 2 peptideos combinados por
proteina, 2 perdas de clivagem da tripsina, metilacdo de cisteinas por carbamidol e
oxidacdo de metioninas como modificacdes fixas e variaveis, taxa de falsos positivos

(FDR) do algoritmo de identificacdo inferior a 1%.
3.25.3. Label-Free Quantificacdo de Peptideos e Taxas Proteicas

Cada amostra e executada em trés replicadas técnicas. A andlise das proteinas
diferencialmente expressas é realizada de acordo com Silva JC e colaboradores, 200622
e Visser e colaboradores, 200726, Os dados continuos de LC-MS de trés replicadas
técnicas para cada amostra foram processados para analise qualitativa e quantitativa
usando o software Progenesis QI para protedmica (Waters Corp). A anélise de expressdo
é realizada considerando réplicas técnicas disponiveis para cada condi¢do experimental,
seguindo a hipotese de que cada grupo é uma variavel independente. As identificacdes
proteicas sdo baseadas na deteccdo de mais de dois ions fragmentados por peptideo, e no
minimo dois peptideos por proteina. A lista de proteinas normalizadas € rastreada de
acordo com os seguintes critérios: proteina identificada em pelo menos 2 de 3 execuc¢des
da mesma amostra (2 replicadas técnicas) com uma mudanca de regulacdo superior a

20%; apenas proteinas moduladas com p >0,05 sdo consideradas significativas.
3.26. Mapeamento de RNA-seq e analise de expressao genica

Os dados brutos de RNAseq foram obtidos do data set GDE139181 depositados
no Gene Expression Omnibus public databank. Dados de células CD45" de placentas de
mée saudavel e infectada no primeiro trimestre de gestacdo foram selecionados e
comparados. Os dados brutos foram adicionados no Trimmomatic®?’, para filtragem de
dos dados e remocéo das sequencias adaptadoras do Illumina, bases de baixa qualidade
(phred score quality > 20), e leituras curtas. Trimming foi seguido pela corregéo da leitura
pelo algoritmo baseado em SGA k-mer?, Em seguida, as leituras foram mapeadas de
acordo com o genoma humano de referencia (Genome Reference Consortium Human
Build 38 - GRCh38) usando o software HISAT222° sequindo a otimizago previamente

descrita 2%, A expressao diferencial dos genes foi realizada a partir do nimero de leituras
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de cada transcrito através do HTSeq?. Por fim, os dados de contagem foram submetidos
a analise diferencial utilizando o pacote DESeq2 do R%2. Os processos bioldgicos e

ontologia genica foram avaliadas utilizando banco de dados online PANTHER?®,
3.27. Andlise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism
(Graphpad Software Incorporation) versdao 6. As diferencas entre as médias dos
resultados foram determinadas pelo teste t de Student ou analise de variancia (ANOVA),
dependendo do numero de variaveis. Foi estabelecido como nivel de significancia p <
0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Papel dos neutrdéfilos na infeccdo por Zika virus
4.1.1. Zika virus infecta e replica em neutrdéfilos de animais C57BL/6 e SJL

Neutréfilos sdo conhecidos por suas importantes fungbes em infecgdes
bacterianas e fungicas e, recentemente, vem sendo demostrado que os neutrofilos também
exercem papel fundamental em infec¢Bes causadas por virus de diferentes familias, como
Flaviviridae, Togaviridae, Orthomyxoviridae e Retroviridag!?>142143234+-236 Ng entanto,
neutréfilos podem apresentar fungfes opostas frente a diferentes virus, podendo agir no
controle e eliminagdo viralt3143237 oy servindo como reservatorio para a replicagio e
disseminagcéo viral**?14325 Aqui, avaliamos se 0 ZIKV é capaz de infectar neutréfilos e,

se este, possui capacidade de suportar a replicacdo viral.

Com o intuito de avaliarmos se ZIKV infecta neutréfilos, a medula déssea de
animais C57BL/6 foi coletada, e a populagdo de neutréfilos foi isolada e incubada na
presenca de ZIKV MOI 1 por 20h seguida de andlise por Primeflow. Foi possivel
confirmar que ZIKV infecta neutréfilos, a partir da deteccdo da proteina de envelope viral
pelo anticorpo 4G2, e material gendmico e anti-gendmico viral (g e agRNA).
Interessantemente, a partir da presenca da fita anti-gendémica do ZIKV (agRNA) é

possivel inferir que o virus ativamente se replica no interior dos neutréfilos (Figura 7A).

Além disso, corroborando os resultados acima, foi possivel detectar particulas
virais infectivas no sobrenadante das culturas de neutrofilos infectados por ZIKV (Figura
7B) e material genético viral foi detectado no interior dos neutrofilos por gPCR (Figura
7C), mostrando que neutrofilos sdo capazes que comportar a replicacdo e liberacdo de

novas particulas virais.

A liberagdo de particulas virais no sobrenadante cumpre uma cinética com pico
de liberacdo logo apds 6h de infeccdo e reducdo com o passar do tempo (Figura 7B),
consistente com a progressiva morte celular observada (Figura 7D). Como esperado,
neutrofilos sdo células de vida curta e, portanto, com 18h em cultura, aproximadamente
50% das celulas ainda estdo viaveis, e em 48h, 100% dos neutrdfilos estdo mortos. Aqui,
também, mostramos que a infeccdo por ZIKV ndo altera a meia-vida dos neutrofilos
(Figura 7D).
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Figura 7: Zika virus infecta neutrofilos de animais C57BL/6. A) Primeflow para deteccgdo de
RNA viral. Neutréfilos de medula 6ssea de animais C57BL/6 foram infectados com ZIKV por 20
horas e submetidos a marcagdo por Primeflow para RNA gendmico (gRNA - lilas) e anti-
genendmico (agRNA - verde) de ZIKV e marcacdo para envelope viral utilizando 4G2 (ZIKV -
vermelho). As células foram analisadas por microscopia confocal, objetiva de 63x de
magnificéncia e aumento de 3x. B) Quantificacdo por unidade formadora de placa (UFP) de ZIKV
de sobrenadante de cultura de neutrdéfilos infectados nos determinados tempos. C) RT-gPCR para
deteccdo de RNA viral. Nos tempos de 6 e 18 horas de infeccdo o RNA total foi extraido e o
numero de copias virais foi quantificado por qPCR (LD — limite de deteccdo). D) Morte celular
de neutrdfilos controles e infectados por ZIKV foi determinada utilizando Anexina-V e 7-AAD
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nos determinados tempos. E-F) Producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) foi
guantificada por duas diferentes técnicas. E) Oxidacdo de luminol e deteccdo por
guimiluminescéncia em tempo real por 3 horas. Gréafico da quantificacdo de ROS durante o tempo
(a esquerda) e gréafico de area sob a curva (a direita). F) Detecgdo de ERO por citometria de fluxo
a partir da oxidacao da sonda DCFDA. PMA foi adicionado a cultura nos altimos 30 minutos de
incubacdo. G) Ensaio de fagocitose. Neutrofilos foram infectados com ZIKV por 1 hora e
posteriormente incubados com Dextran-FITC por 2,5 horas. Ap6s a incubacdo, a taxa de
fagocitose foi avaliada por citometria de fluxo. Em todas as analises PMA (50nM) foi utilizado
como controle positivo. Dados representativos de pelo menos 3 experimentos com 3 replicadas.
One-way anova ou t-test foram usados nas analises estatistica.

Uma vez que neutréfilos sdo infectados por ZIKV, avaliamos se esta infeccdo
induz a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Producéo de ERO foi avaliada
em tempo real por 3h em neutréfilos infectados, controles e tratados com PMA.
Diferentemente dos tratados com PMA, que produzem altos niveis de ERO logo nos
primeiros segundos de andlise, neutrdfilos infectados com ZIKV produzem baixissimos
niveis ERO equivalente ao produzido pelo grupo controle (Figura 7E). Utilizando
diferente metodologia, observamos que mesmo ap6s 6 horas de infeccdo, neutrofilos

infectados com ZIKV ndo produzem ERO (Figura 7F).

Avaliamos também se a infec¢do por ZIKV poderia alterar algumas funcdes dos
neutrofilos, tais como producdo de ERO e fagocitose. Neutréfilos foram infectados com
ZIKV por 1 hora (Figura 7E) ou 6 horas (Figura 7F) e expostos ao PMA. A infeccdo por
ZIKV parece reduzir a capacidade oxidativa dos neutréfilos apos 6 horas de infeccéo
(Figura 7F). Indo ao encontro ao exposto, neutrofilos apds 1 hora de infeccdo por ZIKV

também apresentam reduzida capacidade fagocitica (Figura 7G).

O préximo passo foi avaliar se a infeccdo por ZIKV alteraria o perfil
transcricional de neutrofilos e, para isso, células com 6 e 18 horas apés infecgdo foram
analisadas. Os genes aqui avaliados foram separados nos grupos referentes a Interferons
(Ifnb1, Ifna4 e Ifnar2 — Figura 8A), genes estimulados por interferon (Osa, Eif2a e Nos2
— Figura 8B), genes ligados ao metabolismo celular e resposta imune (Glutl, Ldha e Tnf
—Figura 8C) e genes relacionados a receptores de invasao viral (Axl, Mertk, Tyro3 e Socs3
— Figura 8D). Com 6 horas de infec¢do, nenhuma alteragéo transcricional foi observada,
embora pareca haver uma tendéncia em reducdo da expressdo do gene de Glutl, porém
ndo significativa (Figura 8C).Deozoito horas ap6s infeccdo os genes de Ifnbl, Nos2, Tnf

e Axl apresentaram expressdo elevada em comparacgdo ao grupo controle e também ao
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tempo de 6 horas (Figura 8A — D), como pode ser observado resumidamente no grafico

de Heatmap (Figura 8E).
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de animais C57BL/6 foram infectados com ZIKV por 6 e 18 horas. Ap6s, 0 mMRNA das células
foi extraido e submetido a sintese de fita complementar (cDNA). O RT-gqPCR foi realizado
utilizando ambos sistemas Tagman e Sybr Green como determinado nos material e métodos. A)
genes relacionados a Interferons (Ifnbl, 1fna4 and Ifnar2), B) Genes estimulados por Interferon
(Osa, Eif2a e Nos2), C) Genes relacionados a metabolismo celular (Glutl, Ldha e Tnf) e D)
Receptores TAM (AxI, MertK, Tyro3 e Socs-3). E) Heatmap resumindo a expressao dos diferentes
genes nos tempos de 6 e 18 horas. Resultado de 3 experimentos independentes com 3 replicatas.
One-way anova e t-test foram utilizados.
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Devido ao aumento na expressdo do gene de Ifnbl, questionamos se neutréfilos
seriam responsivos ao possivel aumento da producdo de IFN tipo 1. Para isso, avaliamos
aexpressao do receptor de IFN (IFNAR) e de marcadores de ativacao células como MHC-
I, MHC-I1I, CD80 e CD86 em neutrdéfilos infectados com virus ativo (ZIKV) ou inativado
(iZIKV) ou células controles por citometria de fluxo. Macréfagos peritoneais de animais
C57BL/6 infectados via intraperitoneal foram usados como controle positivo.

Observamos que tanto a infeccdo com ZIKV ou iZIKV, neutréfilos expressam
baixissimos niveis de todos os marcadores analisados para ativacdo celular (Figura 9A -
D), inclusive MHC-I (Figura 9C), importante para a apresentacdo de antigeno. A
expressdo de IFNAR também ndo foi alterada apés a infecgdo por ZIKV (Figura 9E).
Cogitamos esse fenbmeno ser um mecanismo de evasao viral, no entanto, neutrofilos
incubados por 18 horas na presenca de ZIKV inativado também néo altera a expressao de

IFNAR comparados ao grupo controle ou ZIKV.

Sabendo-se que animais C57BL/6 sdo resistentes a infecgdo por ZIKV, nos
questionamos se neutrofilos de animais susceptiveis, como os da linhagem SJL® seriam
mais sensiveis a infec¢do. Seguindo os mesmos protocolos utilizados para neutrofilos de
C57BL/6, pudemos observar que ZIKV também infecta neutréfilos de SJL apresentado
pela marcacdo com anticorpo 4G2 anti-proteina de envelope viral e também RNA
gendmico e anti-gendmico (g e agRNA - Figura 10A). A replicagéo viral foi evidenciada
pela marcacdo para RNA anti-genémico (Figura 10A) e pela detec¢do por UFP no
sobrenadante de cultura de neutrdéfilos infectados com ZIKV (Figura 10B). A reducédo na
liberagdo de particulas infectivas durante a infeccdo das células vai ao encontro da
reducdo da viabilidade celular. Adicionalmente aos resultados encontrados em neutréfilos
de animais C57BL/6, ZIKV ndo induz morte celular (Figura 10C), tdo pouco a producéo

de ERO em neutréfilos provenientes de animais SJL (Figura 10D).

4.1.2. Zika virus infecta e replica dentro em neutrofilos humanos sem induzir a
liberacéo de NETSs

Para corroborar nossos dados em neutrofilos murinos, também avaliamos a
infeccdo por ZIKV em neutréfilos de sangue periférico de individuos saudaveis.
Observamos que ZIKV também infecta neutrofilos humanos, evidenciado pela deteccao

com anticorpo 4G2 anti-proteina de envelope e RNA genémico e anti-gendmico (g e



agRNA - Figura 11A). Além disso, por microscopia eletronica foi possivel detectar
vesiculas repletas de particulas virais no citoplasma dos neutréfilos (Figura 11B).
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Figura 9: Expressdo de marcadores de ativacdo em neutrdéfilos infectados com ZIKV in
vitro. Neutrdfilos de medula 6ssea de animais C57BL/6 foram infectados com ZIKV, incubadas
com iZIKV ou apenas meio de cultura por 18 horas. Apés esse tempo, as células foram marcadas
com A) anti-CD80, B) anti-CD86, C) anti-MHC-I, D) anti-MHC-II e analisada em citometria de
fluxo. Macrdéfago peritoneal de animais C57BL/6 infectados pela via intraperitoneal foram usados
como controle positivo para todas as marcagdes. Dados representativos de pelo menos 3
experimentos com 3-5 replicatas. One-way anova foi utilizado para as analises estatisticas.
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Figura 10: Zika virus infecta neutrdéfilos de animais SJL. A) Primeflow para detec¢cdo de RNA
viral. Neutréfilos de medula éssea de animais SJL foram infectados com ZIKV por 20 horas e
submetidos a marcagdo por PrimeFlow para RNA gendémico (gRNA - lilas) e anti-gendémico
(agRNA - verde) de ZIKV e marcagdo para envelope viral utilizando 4G2 (ZIKV - vermelho). As
células foram analisadas por microscopia confocal, objetiva de 63x de magnificéncia e aumento
de 3x. B) Sobrenadante de cultura de neutréfilos infectados in vitro, foi coletado nos tempos
indicados para a determinacdo de particulas infectivas por UFP. C) Neutrdéfilos foram infectados
com ZIKV e incubados nos determinados tempos. Morte celular foi avaliada utilizando o kit de
Anexina-V e 7-AAD e adquirido em citdmetro de fluxo. D) Deteccdo de ERO por citometria de
fluxo a partir da oxidacdo da sonda DCFDA. Neutrdfilos foram incubados com DCFDA e
posteriormente infectados ou ndo com ZIKV ou incubados com iZIKV por 6 horas. PMA foi
adicionado a cultura nos altimos 30 minutos e utilizado como controle positivo da producgdo de
ERO e morte celular. Dados representativos de pelo menos 3 experimentos com ao menos 3
replicatas. One-way anova foi utilizado para as anélises estatisticas.
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Figura 11: Zika virus infecta neutréfilos humanos. A) Primeflow para deteccdo de RNA viral.
Neutrofilos isolados de sangue periférico de individuos saudaveis foram infectados com ZIKV
por 20 horas e submetidos a marcacdo por Primeflow para RNA genémico (gRNA - lilas) e anti-
gendmico (agRNA - verde) de ZIKV e marcacdo para envelope viral utilizando 4G2 (ZIKV -
vermelho). As células foram analisadas por microscopia confocal, objetiva de 63x de
magnificéncia e aumento de 3x. B) Neutrdfilos ap6s 18 horas infectados com ZIKV foram
submetidos a microscopia eletrénica. Imagens foram adquiridas com aumento de 8900x
(esquerda) e 39Kx (direita) de magnificéncia. C) Quantificacdo de unidade formadora de placa
(UFP) presente no sobrenadante de cultura de neutréfilos infectados com ZIKV nos determinados
tempos. D) Neutréfilos foram infectados com ZIKV por 1 hora e posteriormente incubados com
Dextran-FITC por 2,5 horas. Posteriormente a taxa de fagocitose foi avaliada por citometria de
fluxo. Dados representativos de pelo menos 3 experimentos com 3 replicatas. T test foi utilizado
para as anélises estatisticas.
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Como observado por microscopia de imunofluorescéncia para elastase de
neutréfilos (EN), histona H2A/H2B e marcacdo nuclear com Hoechst, neutréfilos
humanos ndo liberam NETs em resposta a infeccéo por ZIKV (Figura 12A). A integridade
nuclear e dos granulos citoplasmaticos dos neutréfilos sdo mantidos apds infeccdo por
ZIKV, sendo equivalente ao das celulas controles (Figura 12A — painel 1 e 2).
Diferentemente, células tratadas com PMA, um sabido indutor de NETSs, promove
exposicdo e espalhamento caracteristicos de NETs, com histonas H2A/H2B, DNA e EN
(Figura 12A — painel 3).

Questionamos se a ndo inducdo de NETS seria um mecanismo de evasao viral
utilizado pelo ZIKV. Para isso, neutréfilos foram incubados com iZIKV. Foi possivel
observarmos que as células apresentam as mesmas caracteristicas dos grupos controle e
infectado com ZIKV (Figura 12A — painel 5). Em seguida, avaliamos se a infeccao
poderia prejudicar a capacidade dos neutréfilos em liberar NETS apds estimulo por PMA.
A infeccgdo por ZIKV ou exposicdo ao iZIKV parece reduzir a inducdo de NETs por PMA
por reduzir a marcacdo H2A/H2B (Figura 12A, painel 4 e 6 e 12B), porém, sem alteracao
na marcacdo de EN (Figura 12B).

Embora, neutrofilos humanos produzam maiores niveis de ERO e de forma mais
sustentada por até 2 horas e 30 minutos (8250 segundos) em compara¢do aos neutrofilos
de camundongos C57BL/6 (Figura 7E e 12C) estimulados por PMA, quando infectados
por ZIKV, neutréfilos humanos também nédo produzem ERO (Figura 12C). Tampouco, a

infeccdo por ZIKV possuem prejuizo na inducdo de ERO por PMA.
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Figura 12: Zika virus infecta neutréfilo humano sem induzir NETs. A) Neutréfilo de sangue
periférico de individuos saudaveis foram plaqueados sobre laminulas e infectados com ZIKV ou
incubados com iZIKV na presenca ou ndo de PMA por 4 horas. Apds, as células foram submetidas
a marcacéo para imunofluorescéncia para os seguintes marcadores: histona H2A/H2B (laranja),
elastase de neutrofilos (verde) e marcacdo do nucleo com Hoechst (azul). As células foram
analisadas em microscépio de fluorescéncia Evos®. Imagens foram adquiridas em aumento de
40x. B) Quantificacdo da marcagdo de histona H2A/H2B (esquerda) e elastase de neutréfilos
(direita) utilizando o software ImageJ. C) Neutrdfilos foram infectados com ZIKV e incubados
com luminol. A producéo de ERO foi quantificada em tempo real por 3 horas a partir da oxidacao
do luminol. Gréfico da producdo de ERO através do tempo (esquerda) e area sob a curva (direita).
PMA (50mM) foi usado como controle positive para a liberacdo de NETs e producdo de ERO.
Dados representativos de 3 experimentos com 3 replicatas. One-way anova ou t-test foram
utilizados para as anélises estatisticas.

4.1.3. Neutrdfilos circulantes infectados por Zika virus podem ser detectados na

infeccdo experimental

Uma vez demonstrada a capacidade do ZIKV em infectar neutrofilos de
diferentes linhagens murinas e também de seres humanos in vitro, nos questionamos se
os neutrdfilos sdo infectados em modelo de infec¢do in vivo. Para isso, animais deficientes
do receptor de Ifn tipo 1 (IFNAR™") foram infectados e, apds 24 horas, o sangue periférico
foi coletado, os neutrofilos isolados e submetidos a deteccdo de ZIKV por primeflow
(Figura 13A). A infecgdo de neutrdfilos e ativa replicagdo viral in vivo foi comprovada a
partir da deteccdo proteina de envelope viral utilizando anticorpo 4G2 e RNA gendmico
e anti-genémico viral (g e agRNA) no citoplasma dos neutrofilos (Figura 13B). Além
disso, foi possivel a deteccdo de RNA viral por RT-gPCR, tanto em neutréfilos, quanto
em células polimorfonucleadas do sangue destes animais (Figura 13C). Assim,
mostramos por duas diferentes técnicas que a infeccdo de neutréfilos por ZIKV ocorre

durante a infeccdo in vivo.
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Figura 13: Infecgdo in vivo de neutrdéfilos em modelo experimental de Zika virus. A) Desenho
experimental. Animais C57BL/6 IFNAR” foram infectados com 3x10® UFP de ZIKV via i.v.
Vinte e quatro horas ap6s, o sangue periférico dos animais foi coletado e os neutréfilos isolados
por coluna e submetidos a deteccéo viral por primeflow. B) Sequencia gendmica (g - roxo) e anti-
gendmica (ag - verde) do ZIKV. Marcagdo anti-envelope de ZIKV foi utilizada como controle
positivo. C) Sangue de animais C57BL/6 IFNAR” foi coletado e submetido a separagéo por
Ficoll. Ao final do processo de separacédo, células polimorfonucleadas (PBMC) e granulécitos
(N®@) foram recuperados e submetidos a detec¢cdo de RNA viral por RT-gPCR.

Avaliamos também o perfil de ativacdo dos neutréfilos de animais C57BL/6
infectados com ZIKV. Diferentemente das células infectadas in vitro, neutréfilos
peritoneais de animais infectados in vivo via intraperitoneal apresentaram altos niveis de
CD80 (Figura 14A), CD86 (Figura 14B), MHC-I1 e 1l (Figura 14C e D). A expressao de
CD80 e CD86 dos neutrofilos infectados foi ainda maior em comparagdo aos niveis de

expressao dos macrofagos da cavidade peritoneal de animais infectados. Por outro lado,
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embora com leve tendéncia, neutréfilos infetados ndo alteram a expressdo de IFNAR

corroborando nossos dados in vitro (Figura 14E).
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Figura 14: Expressdo de marcadores de ativagdo em neutrofilos peritoneais de animais
infectados com ZIKYV in vivo. Animais C57BL/6 foram infectados com ZIKV via intraperitoneal
e apds 24 horas o lavado peritoneal foi coletado e submetido a marcagdo com A) anti-CD80, B)
anti-CD86, C) anti-MHC-I, D) anti-MHC-II e analisada em citometria de fluxo. Células
CD11b*Ly6G* foram consideradas neutrofilos, enquanto que células CD11b*Ly6G,
consideradas macr6fagos. Dados representativos de 1 experimento com 3-5 replicatas. One-way
anova foi utilizado para as anélises estatisticas.

4.1.4. Saliva de Aedes aegypti aumenta a infeccéo por ZIKV

O indculo do virus durante a picada do mosquito é um estagio importante nas
infeccBes por arbovirus. O recrutamento de células imunes e a inflamacéo causada pela
picada e saliva auxiliam na infecdo, replicacdo e disseminacdo do virus®. Como

mostrado por Henrique e colaboradores (2019), neutrofilos séo as principais celulas a
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serem recrutadas para a pele ap6s a picada do mosquito?®®. Como o ZIKV é um arbovirus,
nos avaliamos se a saliva de mosquito Aedes aegypti poderia facilitar a infeccdo por
ZIKV.

Para isso, animais IFNAR foram infectados na presenca ou auséncia de saliva
de Aedes aegypti (Figura 15A). Observamos que, neste modelo, a infecgdo na presenca
da saliva ndo alterou a carga viral na pata (sitio de inéculo — Figura 15B), baco (Figura
15C), cérebro (Figura 15D) e figado (Figura 15E). Entretanto, quando avaliamos o soro,
vimos que na presenca de saliva, a viremia foi elevada comparado aos animais infectados
com ZIKV (Figura 15F). Quantificamos, também, RNA viral presente nos neutrofilos e
celulas PBMC do sangue destes animais. Em ambos os grupos (ZIKV e Saliva+ZIKV)
foi possivel detectar virus tanto nos neutrdéfilos, quanto nas células PBMC (Figura 15G).
Comparativamente, no grupo ZIKV, as células mononucleares possuem maior carga viral
comparado aos neutrofilos, enquanto que, no grupo Saliva+ZIKV, essa diferenca é
reduzida. Corroborando nossa ideia, animais infectados na presenca de saliva apresentam
maior viremia.
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Figura 15: Saliva de Aedes aegypti induz o aumento da viremia. A) Desenho experimental.
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ou n&o de 10ug de saliva de Aedes aegypt. Vinte e quatro horas apés, B) pata, C) bago, D) cérebro,
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E) figado, F) soro e G) neutréfilos e mononucleares do sangue destes animais foram avaliados
quanto a carga viral por RT-qPCR. Dados representativos de 3 experimentos com 3-4 replicatas.
T test foi utilizado para as analises estatisticas.

4.1.5. Funcéo dos neutrofilos na infecgdo por ZIKV

A seguir, avaliamos a biologia dos neutréfilos na infeccdo in vivo. Para isso,
animais C57BL/6 foram tratados com anticorpo anti-Grl para a deplecao de células que
expressam Ly6G/Ly6C, dentre estas, neutrofilos e monadcitos circulantes (Figura 16A).
A auséncia destas células no momento da infeccdo acarreta em menor viremia 24 horas
apos a infeccdo (Figura 16B). No entanto, quando utilizamos o anticorpo anti-Ly6G
(clone 18A\), especifico para deplecdo de neutrofilos, ainda observamos uma reducéo na
viremia destes animais, porém nao tdo acentuada (Figura 16C). Isso nos mostra que, pelo
menos no modelo murino, que possui baixa frequéncia de neutréfilos comparados aos
humanos, tanto neutréfilos quanto os monadcitos sdo importantes para a replicacao viral

logo nas primeiras horas apos a infeccao.

O contrario também foi testado. Animais IFNAR” foram tratados com
Filgrastim, um G-CSF recombinante humano (rHu G-CSF) dois dias prévios a infeccdo
por ZIKV (Figura 17A). Vinte e quarto horas apés a infec¢do, observamos elevado
aumento da viremia nos animais previamente tratados com rHu G-CSF (Figura 17B), e
uma baixa tendéncia ao aumento da carga viral no cérebro destes animais (Figura 17C).

Nenhuma diferenca foi detectada no baco, figado, neutréfilos e PBMCs (Figura 17E - G).
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Figura 16: Menor numero de neutréfilos nas primeiras horas de infec¢ao resulta em menor
viremia. A) Desenho experimental. Animais C57BL/6 IFNAR” foram tratados com 200ug de
anti-Grl ou 50ug anti-Ly6G via i.v. e 24h ap6s infectados com 10* UFP de ZIKV. Vinte e quatro
horas ap6s, foi realizada a quantificacdo do RNA viral por RT-gPCR no soro. B) Viremia dos
animais tratados ou ndo com anti-Grl (a-Grl). C) Viremia dos animais tratados ou ndo com anti-
Ly6G (a-Ly6G) Dados representativos de 3 experimentos com 3-4 replicatas. T test foi utilizado
para as andlises estatisticas.
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Figura 17: Aumento do numero de neutrofilos nas primeiras horas de infecgdo resulta em
maior viremia. A) Desenho experimental. Animais C57BL/6 IFNAR” foram tratados com
140pg de rHu G-CSF via i.v. e 2 dias apds foram infectados com 10°® UFP de ZIKV. Vinte e
quatro horas ap6s, foi realizada a quantificagdo do RNA viral por RT-qPCR no B) soro, C)
cérebro, D) bago, E) figado e G) neutrdfilos e mononucleares do sangue. Dados representativos
de 3 experimentos com 3-5 replicatas. T test foi utilizado para as analises estatisticas.

4.1.6. Neutrofilos auxiliam na disseminacao de ZIKV para os fetos

Uma vez que encontramos neutréfilos infectados no sangue de animais IFNAR"
" infectados, nos questionamos se estas células seriam responsaveis por levar o virus até
a placenta. Para responder esta pergunta, neutrofilos isolados da medula dssea de animais
IFNAR foram infectados in vitro com MOI 1 por 2 horas e transferidos para animais

IFNAR” prenhes no dia gestacional (E)-13 e apds 24 horas os tecidos fetais e maternos
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foram coletados (Figura 18A). ZIKV foi detectado no cérebro, figado, medula Gssea e
baco das mées que receberam neutréfilos infectados in vitro com ZIKV (Figura 18B).
ZIKV também pode ser detectado na placenta e cabeca dos fetos (Figura 18C).
Interessantemente, a partir da marcacdo com CFSE dos neutroéfilos infectados in vitro foi
possivel o rastreamento destas células no sangue, baco e placentas destas células (Figura
18D). Vale ressaltar, que enquanto os neutr6filos CSFE* compreendem de 1 a 1,5% dos

neutrofilos totais no sangue e bacgo, na placenta essa frequéncia aumenta para 5%.
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Figura 18: Transferéncia de neutrdéfilos infectados é capaz de causar infeccao sistémica. A)
Desenho experimental. Neutréfilos da medula 6ssea de animais C57BL/6 IFNAR” foram
infectados in vitro com MOI 1 por 1 hora e transferidos para C57BL/6 IFNAR™ no dia 13 de
gestacdo. Vinte e quatro horas apds, B) o cérebro, figado, medula 6ssea e baco das prenhes, e C)
as placentas e cabecas dos fetos foram coletados e utilizados para quantificacdo de RNA viral por
RT-gPCR. D) Neutrofilos infectados in vitro foram marcados com CFSE antes da transferéncia
e, portanto, foi possivel detectar estas células no sangue, bago e placenta por citometria de fluxo.
Resultados de 2 experimentos independentes com 2 ou 3 animais prenhes.
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A seguir, avaliamos se 0 aumento de neutrofilos na circulacdo sanguinea dos
animais IFNAR™ prenhes acarretaria no aumento da carga viral nos tecidos fetais e na
piora nos parametros relacionados a Sindrome Congénita do Zika virus. Para isso, animais
IFNAR™ prenhes no dia E13 foram tratados com rHu G-CSF e apds dois dias foram
infectados com ZIKV (Figura 19A). Filhotes de mades tratadas com rHu G-CSF e
infectadas com ZIKV apresentaram restricdo de crescimento uterino e diminuicdo da
circunferéncia do cranio equivalentes aos filhotes de mées apenas infectadas com ZIKV
(Figura 19B). Entretanto, embora ndo tenham apresentado piora nos parametros
avaliados, o cérebro dos filhotes de mées tratadas com rHu G-CSF e infectadas com ZIKV
apresentaram maior carga viral (Figura 19C).
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Figura 19: Aumento do numero de neutroéfilos nas primeiras horas de infeccdo resulta em
maior carga viral na prole. A) Desenho experimental. Animais C57BL/6 IFNAR-/- no dia 13
de gestacdo (E13) foram tratados com 140ug de rHu G-CSF viai.v. e 2 dias apds foram infectados
com 10° UFP de ZIKV. No dia do nascimento, a prole foi medida para analises dos parametros
morfomeétricos e (B) o cérebro foi utilizado para a quantificacdo de RNA viral por RT-qPCR. C)
Analise do peso, comprimento do corpo, biparietal, comprimento e altura do crénio dos filhotes.
Dados representativos de pelo menos 2 experimentos com 2 prenhes em cada grupo. One-way
anova ou t-test foram usados nas anélises estatistica.
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4.1.7. Neutrofilos de placentas infectadas expressam marcadores de ativagao celular
e MHC-I

Conforme mostrado anteriormente por Lum e colaboradores, 2019, neutrofilos
compreendem mais de 80% das células CD45" na placenta humana infectada com
ZIKVZ®, A partir de dados de RNAseq disponiveis de células CD45" da placenta humana
infectada com ZIKV no primeiro trimestre de gravidez e placenta saudavel, avaliamos se
a infeccdo poderia alterar genes relacionados as funcbes dos neutrofilos. Descobrimos
que genes relacionados a ativacdo e degranulacdo de neutréfilos foram regulados
negativamente na placenta infectada com ZIKV (Figura 20A). De fato, a analise da
ontologia génica (GO) de genes regulados negativamente na placenta infectada com
ZIKV mostrou enriquecimento das vias de resposta imune, como ativacao e degranulagéo
de leucacitos, granuldcitos e neutrofilos, processamento e apresentacdo de antigenos e
sinalizagdo mediada por citocinas (Figura 20B). As vias dos processos de infeccdo viral,
como a expressdo e a transcricdo de genes virais, tambeém foram enriquecidas (Figura
20C). Em conjunto, essas analises mostraram que a infeccdo pelo ZIKV promove
regulacao negativa de genes relacionados a resposta imune e a funcdo dos neutréfilos na

placenta.

Tendo em vista que neutréfilos podem auxiliar na disseminacdo de virus para a
placenta, avaliamos a frequéncia e nimero destas células na placenta de animais controles
entre os dias E11 e E19 de gestacdo. Embora em maior frequéncia (Figura 21A) nos dias
E18-19, o maior nimero de neutréfilos (Ly6G™) na placenta foi detectado nos dias E16-
17 (Figura 21B). Observamos também, a frequéncia e nimero de células Ly6G CD11b",
elevados nos dias E11-12 e E16-17, respectivamente.
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Figura 20: Analise de RNAseq de células CD45* de placenta de individuos infectados com
ZIKV no primeiro trimestre de gestacdo. Placenta pré-termo de individuos infectados no
primeiro trimestre da gestacédo e individuos saudaveis foram divididas entre lado materno e feta.
No lado materno, as células foram separadas entre CD45* e CD45 e seguidas para o
sequenciamento de RNA. Estes dados foram publicados e depositados pelo grupo de Lum em
2019%%°. A partir dos dados disponiveis, buscamos genes referentes a ativagio e
degranulacdo de neutr6filos como apresentados em A, e a partir dos genes regulados
negativamente avaliamos o enriquecimento de vias, dentre elas de relacionada a B)
resposta imune e C) processos virais.
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Figura 21: Quantidade de neutrdfilos e células CD11b*Ly6G™ na placenta. Nos determinados
dias de gestacdo, as placentas de animais C57BL/6 IFNAR-/- foram coletadas e analisadas quanto
a frequéncia e nimero de neutréfilos e células CD11b*Ly6G™. T-test foi utilizado nas anélises
estatistica.

Uma vez que em nosso modelo observamos a presenca de neutrofilos na
placenta, nos questionamos qual seria o perfil destas células numa infeccdo por ZIKV.
Para isso, animais IFNAR™ prenhes no dia E13 foram infectadas, e no dia E17 os animais
foram eutanasiados e as placentas coletadas e os neutrdfilos das placentas foram
analisados (Figura 22A). Nas placentas avaliamos a frequéncia, nimero absoluto e

fendtipo dos neutrdfilos.

A infecgdo por ZIKV induziu 2 vezes o aumento da frequéncia de neutréfilos na
placenta sem alterar o nimero total destas células (Figura 22B). Também observamos que
estes neutrofilos apresentavam altissimos niveis de expressdo de MHC-1 em comparacgéo
aos neutréfilos de placentas saudaveis (Figura 22C). Além disso, ZIKV induziu o
aumento da expressdo de outras moléculas de ativacdo celular, como MHC-II (Figura
22D), CD80 (Figura 22E) e CD86 (Figura 22F).

Devido a alta expressdo de MHC-I, cogitamos que estes neutrofilos estariam
infectados com ZIKV. Para tanto, estabelecemos um protocolo para o isolamento de
neutrofilos, e também de células CD11b"Ly6G", da placenta (Figura 23A). Apds o
isolamento, confirmamos nossa hipdtese de que os neutréfilos das placentas estavam
infectados com ZIKV, com carga viral equivalente a das células CD11b*Ly6G" (Figura
23B).
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Figura 22: Neutrofilos de placenta de animais infectados por ZIKV expressdo marcadores
de ativacéo celular. A) Desenho experimental. Animais C57BL/6 IFNAR™ no dia 13 de gestacéo
(E13) foram infectados com 10° UFP de ZIKV via i.v. Quatro dias apds, no dia E17, as placentas
dos animais foram coletadas e processadas, e a suspensdo celulares foi utilizada para analise da
populacdo de neutréfilos e marcadores celulares. B) Frequéncia e nimero de neutrofilos presentes
em placentas de animais controles e infectados. A esquerda, dot plot representativo da frequéncia
de neutrofilos, enquanto que a esquerda, grafico mostrando a frequéncia e nimero de neutrofilos.
Expressdo de C) MHC-I, D) MHC-II, E) CD80 e F) CD86 em neutrdfilos. Painel acima sdo o0s
dot plots representativos. Dados representativos de 3 experimentos com 3 placentas em cada
grupo. T-test foi utilizado nas anélises estatistica.
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Figura 23: Perfil de proteinas dos neutrofilos de placenta infectados com ZIKV. A) Desenho
experimental. Camundongos IFNAR”- prenhes no dia E13 foram infectadas e no dia E17 as
placentas foram coletadas e enzimaticamente e mecanicamente dissociadas e submetidas a
separacao de neutrofilos por cell sorting. B) Neutrofilos e macrofagos isolados da placenta foram
submetidos a RT-gPCR para quantificacdo de RNA viral. C) Neurdfilos da placenta de animais
controles e infectados com ZIKV foram submetidos a analise de protedmica. VVolcano plot com a
expressdo das 12 proteinas que foram expressas diferentemente dentre as 192 proteinas detectadas
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na protedmica. D) Genes e proteinas concordantes expressos em no RNAseq de células CD45*
239 @ na protedmica. E) Ontologia génica das vias enriquecidas dos genes e proteinas expressos
em ambas analises.

Considerando a infeccdo dos neutrofilos placentarios e alta expressdo de
marcadores de ativacdo, estas células foram submetidas a caracterizacdo do perfil de
proteinas totais por proteémica. Esta analise resultou na detec¢éo de apenas 192 proteinas,
dentre elas apenas 12 foram diferentemente expressas entre neutréfilos controles e ZIKV
(Figura 23C), enquanto que as outras 180 tiveram sua expressao inalterada. Devemos
atentar que, a cobertura da protedmica foi baixa devido ao baixo niumero de neutréfilos e,
consequentemente, baixa concentracdo de proteinas para a analise. Dentre estas proteinas
diferentemente expressas, 10 foram positivamente reguladas na infeccdo por ZIKV
(Pygm, Mtléb, Anxa3, Stfa2, Tbhcldl, Vcp, Hnrnpa2ba, Dna2, Hspa2 e Histlh4a),

enguanto que apenas 2 proteinas foram reguladas negativamente (Nefh e Isca2).

Proximo passo, comparamos nossos dados de proteémica com os dados de
RNAseq®® e detectamos 18 proteinas e genes concordantes. Dentre estes, 12 genes e
proteinas regulados negativamente, enquanto que 6, regulados positivamente (figura
23D). Vale ressaltar, que nesta andlise avaliamos todas as proteinas detectadas na
protedmica independentemente da diferenca estatistica entre controle e infectado. Nesta
etapa, nossa intencdo era avaliar o que tinha sido detectado e concordante em ambos 0s
data sets. Portanto, quando falamos de regulacdo positiva ou negativa nesta andlise
comparativa de RNAseq e protebmica, estamos falando de proteinas que consideramos

ou ndo como diferentemente expressas na analise anterior.

Dentre estes genes e proteinas concordantes, vale ressaltar aqueles envolvidos
diretamente com as funcdes de neutr6filos, como Camp, Lcn2 e S100A9 que estdo
regulados negativamente, e interessantemente a proteina CD177, envolvida com bloqueio
de migracdo de neutrofilos. Além disso, também foram detectadas proteinas envolvidas
com metabolismo, rearranjo de citoesqueleto e exocitose, vesiculas extracelulares e
migracdo celular, como pode ser visto pelo enriquecimento das vias em que estas

proteinas fazem parte (Figura 23E).
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4.1.8. Individuos infectados com ZIKV produzem altos niveis de IL-8

IL-8, ou CXCLS, tem papel chave no recrutamento de neutrofilos®°. Aqui
cogitamos a possibilidade do envolvimento da IL-8, dentre outras citocinas, durante a
infeccdo por ZIKV. Quantificamos IL-8, IL-6, IL-1B, IL-10, TNF e IL12p70 no soro de
individuos infectados com ZIKV e Chikungunya virus (CHIKV), outra arbovirose.

A produgéo de IL-8 foi elevada tanto em pacientes infectados com ZIKV quanto
os infectados com CHIKYV. Entretanto, os niveis detectados nos pacientes com ZIKV foi
mais elevado em comparacdo aos produzidos por individuos infectados com CHIKV
(Figura 24A). Por outro lado, a citocina IL-6, aumentada em ambas infec¢des, esta mais
elevada nos pacientes infectados com CIHKYV do que nos pacientes com ZIKV (Figura
24B). IL-10 também foi detectada em altos niveis no soro dos pacientes infectados, e
nenhum diferenca entre as infecc@es foi detectada (Figura 24C). Niveis de IL-p e TNF-a
ndo foram diferentes entre os individuos infectados e ndo infectados (Figura 24D e E),
embora parega existir uma tendéncia ao aumento de IL-1p nos individuos infectados com
ZIKV (Figura 24D).
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Figura 24: Perfil de citocinas produzidas durante infeccdo por arboviroses. O soro de
individuos saudaveis e infectados por ZIKV ou CHIK foi coletado para quantificacdo de citocinas
plasmaticas utilizando o kit CBA human Inflammatory cytokine (BD Bioscience). Quantificacao
de A) IL-8, B) IL-6, C) IL-10, D) IL-1p e E) TNF. Dados contendo de 23 a 58 amostras. One-
way anova foi utilizado para as analises estatisticas.
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4.1.9. Células T CD8 proliferam menos na presenca de neutréfilos infectados por
ZIKV

Em infeccdo por IAV, neutrofilos apresentam antigeno via MHC-I e induzem
proliferacdo de células T CD8%241, Aqui, nos questionamos se os neutréfilos infectados in
vitro seriam capazes de induzir a proliferacdo de células T CD8" in vitro, embora
saibamos que estes neutrofilos apresentem baixa expressdo de MHC-I (Figura 9C). Para
isso, células T CD8* de animais C57BL/6 foram enriquecidas com colunas para selecéo
negativa de CD8 e cultivadas em contato com neutrofilos, também de animais C57BL/6,
na presenca ou ndo de ZIKV. Para este experimento, foi utilizado a proporcdo de 4
neutrofilos para 1 célula T CD8* (4 N® : 1 CD8), e neutrofilos infectados com MOI 1.
Estas células foram incubadas por 3 dias na presenca ou ndo de anti-CD3 e anti-CD28 e
a diluicdo do corante Cell trace violet (CTV) foi considerado como indicativos de
proliferacdo celular. Células unicas foram analisadas dentro do gate de tamanho e
granulosidade referentes a células CD8. Células positivas para CD8 foram entdo

analisadas quanto a dilui¢do do corante CTV (Figura 25A).
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Figura 25: Proliferacdo de células T CD8" na presenca de neutrdéfilos infectados com ZIKV.
Células T CD8+ esplénicas de animais C57BL/6 foram isoladas e incubadas com neutrofilos
isolados de medula 6ssea na presenca de ZIKV por 72 horas. A) Estratégia de gate para a anélise
da proliferacdo celular. B) Histograma representativo da proliferacdo celular baseada na diluicdo
de cell trace violet (CTV). Células T CD8* foram incubadas na presenca de anti-CD3 (a-CD3 -
5ug/mL) and anti-CD28 (a-CD28 - 5ug/mL). Neutrofilos foram adicionados na proporcéo de 4:1
em relacdo ao nimero de células T CD8*, enquanto que MOI 1 de ZIKV foi adicionado a cultura.
Resultado representativo de 3 experimentos independentes.
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Observamos que células T CD8" na presenga de ZIKV (curva em vermelho)
proliferam mais do que na auséncia do virus (curva em verde) (Figura 25B). Como
descritos em outros trabalhos, células T CD8" proliferam mais na presenca de neutréfilos
(curva azul em comparacdo a curva verde). Entretanto, neutrofilos infectados por ZIKV
reduzem a capacidade proliferativa das T CD8" (curva rosa em comparag&o a todas outras

curvas).

Aqui, mostramos que neutrdfilos infectados por ZIKV possuem menor
capacidade de inducéo da proliferacdo de células T CD8" in vitro, o que vai ao encontro
dos nossos dados mostrando que neutréfilos infectados in vitro com ZIKV néo
apresentam nenhum sinal de ativagéo celular, e tampouco expressdao de MHC-1 (Figura
9).
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4.2.  Papel dos linfécitos T CD8 reguladores na infecgdo por Zika virus
4.2.1. Células T CD8 na infecgédo por ZIKV

Linfocitos T CD8 sao células de grande importancia no controle de infeccbes
virais. S&o capazes de reconhecer células infectadas e, por diversos mecanismos, induzir
morte celular das células-alvo™®1% Aqui avaliamos a relevancia das células T CD8* na
infeccdo por ZIKV. Observamos que a infecgdo por ZIKV em animais deficientes de
células T CD8" resulta em perda de peso corporal a partir do 13° dia de infecdo (Figura
26A) que pode estar relacionado a reducdo no consumo de racdo (Figura 26B) em
comparagao aos animais selvagens C57BL/6. Porém, nenhum dos animais avaliados neste
estudo apresentaram outros sinais clinicos da infeccdo como os descritos em animais

suceptiveis*’.

Avaliamos a carga viral em alguns tecidos e também no soro de ambas linhagens
por até 15 dias apds a infeccdo. No soro, animais deficientes de células T CD8*
apresentaram maior viremia no pico da infeccdo (dia 1 apds infeccdo — Figura 26C),
enguanto que nenhuma diferenca foi detectada nos tempos seguintes em comparacao aos
animais C57BL/6. No cérebro, ndo observamos diferenca entre os grupos até o 7° dia
apos infeccdo e, a partir de entdo, animais C57BL/6 apresentam drastica reducdo na carga
viral enquanto que os CD8” aumento progressivo (Figura 26D).

De encontro aos resultados obtidos no soro, animais CD8” possuem menor carga
viral no baco no primeiro dia apds a infeccdo, enquanto que nenhuma diferenca foi
detectada nos dias seguintes (Figura 26E). Vale ressaltar que quando se avalia a curva
virémica e de carga viral no baco, pode-se observar um perfil muito similar entre ambas,
porém oscilatorio entre os grupos B6 e CD8”. ApGs o pico da infecgdo, quando se
observa os animais B6, com maior carga viral no baco e CD8”-, com maior carga viral no
soro, no dia 3, ambos os grupos (B6 e CD8™) apresentam o mesmo ndmero de copias
virais. Interessantemente, a partir do dia 5 pds infeccdo pode-se observar a inversao das
duas curvas, em que 0s animais B6 passam a apresentam menor carga viral no baco,

enquanto que, animais CD8”, passam a ter tendéncia a menor viremia.

E por altimo, deficiéncia em células T CD8" ndo altera a replicagdo viral nos
testiculos dos animais infectados (Figura 26F). Até aqui, mostramos que a carga viral em

animais deficientes de células T CD8" é variavel de acordo com o tecido analisado.
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Figura 26: Perfil da carga viral de animais C57BL/6 e animais deficientes de células T CD8+
infectados com ZIKV. Animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8” foram infectados com 10° PFU de
ZIKV via i.v. e acompanhados diariamente por 15 dias A) quanto ao peso corporal e B) consumo
de racdo. A carga viral foi avaliada por RT-gPCR no C) soro, D) cérebro, E) baco e F) testiculos
nos dias 1, 3, 5, 7 e 15 apos infeccdo. Dados representativos de pelo menos 3 experimentos com
3 animais em cada grupo. One-way anova foram usados nas analises estatistica.

4.2.2. A auséncia de células T CD8" altera o perfil de expressdo génica durante a

infec¢do por ZIKV

Na busca por entender o porqué da variacdo do perfil de carga viral em tecidos

como baco e sangue, realizamos PCR array, para genes relacionados a imunidade inata e
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adaptativa, das amostras de baco 1 dia apos a infecgcdo, comparando animais infectados
das duas linhagens e detectamos a alteracdo de varios genes. Para a anélise, consideramos
diferentemente expressos apenas genes com fold change igual ou maior a 2 (-2 e +2).
Dentre os 84 genes analisados no PCR array, apenas 10 genes foram regulados

positivamente, enquanto que 15, regulados negativamente (Tabela 2 e Figura 27A).

Os genes que apresentaram maiores alteracdes determinado por fold change igual
ou maior que 2,5 (-2,5 e +2,5) foram destacados, dentre eles encontra-se FasL (+6,95),
Mx1 (+4,01), CD40lg (+3,73), IL-13 (+2,93), Ragl (+2,76), TIr-3 (+2,88) e Irf3 (+2,19)
como os positivamente regulados. Enquanto que, TIr5 (-4,46), Crp (-4,31), MbI2 (-3,16),
H2-Q10 (-2,82), Mpo (-2,57), Ifna2 (-2,44), ll-1a (-2,23), 1l-1b (-2,21), Thx21 (-2,22),
Tyk2 (-2,19) e Tnf (-2,14) regulados negativamente (Figura 27A — direita).

Tabela 2: Genes positivamente e negativamente regulados durante a infe¢ao por ZIKV em
animais CD8”. Animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8" foram infectados via intravenosa com 108
PFU em 100pL de PBS, animais controles receberam o mesmo volume de PBS pela mesma via
de inoculagdo. Um dia apo6s a infecgdo, o bago dos animais foi coletado e seguido o protocolo de
PCR array - Innate and Adaptative Immune response RT2Profiler PCR array - Qiagen®.
Distribui¢do de 25 dentre os 84 genes investigados no bago como “positivamente-regulados”, a
esquerda, ou “negativamente-regulados”, a direita, em comparagdo entre os animais CD8" e B6
infectados com ZIKV.

Genes “positivamente-regulados” Genes “negativamente-regulados”
Grupo CD8” vs. Grupo B6 Grupo CD8 vs. Grupo B6
Gene Fold Regulation Gene Fold Regulation
Ccrb 2.01 Cdso0 -2.17
Cd40lg 3.73 Cd8a -2.24
Fasl 6.95 Crp -4.31
1113 2.93 H2-Q10 -2.82
Irf3 2.19 Ifna2 -2.44
Mx1 4.01 l117a -2.01
Nfkb1l 2.4 Il1la -2.23
Nfkbia 2.09 111b -2.21
Ragl 2.76 Mbl2 -3.16
TIr3 2.88 Mpo -2.57
Nod2 -2.33
Thx21 -2.22
TIr5 -4.46
Tnf -2.14

Tyk2 -2.19
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Levando em consideracdo a baixa expresséo de Ifna2 obtida no PCR array no
primeiro dia apds a infeccdo, avaliamos por RT-qPCR a expresséo de Ifna e Ifnb durante
7 dias de infeccdo. A infeccdo por ZIKV induz o aumento de ambos os interferons em
animais C57BL/6. Em animais CD8” Ifna e, também Ifnb, sdo induzidos em menor
amplitude comparado aos animais C57BL/6 no primeiro dia ap6s a infec¢do. Entre os
dias 3 e 7 de infec¢do, tanto animais selvagens quanto os deficientes de células T CD8"
expressam niveis equivalentes dos interferons. O que nos levar a crer que neste modelo
estes genes ndo teriam influéncia sobre o controle da replicacdo viral. Uma vez que a

menor expressao destes genes estaria associada com maior carga viral neste 6rgao.

4.2.3. Perfil de citocinas produzidas durante a infeccédo por ZIKV

A producédo de citocinas como IFN-o e IFN-B, IFN-A, IFN-y e TFN durante a
infeccdo por flavivirus, sdo de grande importancia no controle da replicacdo viral e
eliminacdo de células infectadas. Aqui, tracamos o perfil de citocinas produzidas no bago
e sangue afim de se compreender a razdo pela qual a deficiéncia de células T CD8" resulta

em menor carga viral no bago primeiro dia apos a infeccdo por ZIKV.

Observamos que a infec¢do por ZIKV induz o aumento da producéo de IL-6,
TNF-a e IFN-y no primeiro dia ap6s a infeccdo (Figura 28B, C e F respectivamente),
nenhuma diferenca entre animais C57BL/6 e CD8 foi detectada. Interessantemente, IL-
4 foi reduzida em ambos os grupos infectados no terceiro dia apos a infeccdo (Figura
28A\), enquanto que, IL-10 e IL-17A ndo apresentaram grandes diferencas durante a

infeccdo (Figura 28D e E).
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Figura 27: Perfil transcricional do bago de animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8" infectados
com ZIKV. A) Animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8” foram infectados com 108 PFU de ZIKV via
i.v. e 24 horas ap6s o bago foi coletado e 0 RNA total foi extraido e submetido a anélise da
expressao génica utilizando o PCR array para Mouse Innate and Adaptative Immune Response.
Genes diferentemente expressos foram destacados em vermelho, positivamente regulados, ou
verde, negativamente regulados. A expressdo do gene de B) Ifn-a e C) Ifn-g foi avaliada por RT-
gPCR durante 7 dias apés a infeccdo. Resultados em unidades arbitrarias (AU) da expressao
relativa de S-actina. Dados representativos de pelo menos 3 experimentos com 3 animais em cada
grupo. T-test foi utilizado para a analise estatistica.



71

wWT cD8™" -+ WTZIKV -»- CD8" ZIKV
A B
85000+ 54000+
200004 48000+
= @
E £ 42000
2 75000 2
- © 36000
= =
T0000+
30000 h
ESUUU T T T 1 T T T 1
01 3 T 15 01 3 T 15
Dias apds infecgdo por Zika virus Dias apos infecgdo por Zika virus
C D
22000+ 36004
S T 3200
E 16500 _E i
g = e~ - - )
w = e = _ =
Z % 2800- z
110004 .
T T T T ?‘1”” T T T 1
01 3 7 15 01 3 T 15
Dias apos infeccéo por Zika virus Dias apos infecgao por Zika virus
E F
18000+ 50000
£ 17000- 2 40000
= £
g g
= =
< 160004 = Z 30000
-l —
- — =
15000 T T T 1 20000 T T T 1
01 3 7 15 01 3 T 15

Dias apos infecgio por Zika virus

Dias apos infecgio por Zika virus

Figura 28: Perfil de citocinas no bago de animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8-/- infectados com
ZIKV. Animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8” foram infectados com 10° PFU de ZIKV viai.v.e 0
baco foi coletado nos dias 1, 3, 7 e 15 ap0s a infeccdo para quantificagdo de citocinas do padréo
Th1, Th2 e Th17 por Cytometry Beads Array (CBA). Quantificacdo de A) IL-4, B) IL-6, C) TNF,
D) IL-10, E) IL-17a e F) IFN-y. Dados representativos de pelo menos 3 experimentos com 3
animais em cada grupo. T-test foi utilizado para a andlise estatistica.

Contudo, quando avaliamos as citocinas presentes no soro um dia apés a infec¢éo,

observamos que animais deficientes de células T CD8" apresentavam menor quantidade

de IFN-y e, também, IL-10 quando infectados com ZIKV (Figura 29F e G), enquanto que

nenhuma outra citocina quantificada apresentou diferenca entre os grupos (Figura 29A —
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E). Vale ressaltar que, embora com tendéncia, ndo existe diferenca em IL-2 entre animais
ou infeccdo (Figura 28E). Aqui, pela primeira vez, mostramos que animais infectados por
ZIKV na auséncia de células T CD8" possuem menores niveis de IL-10 no soro. Além
disso, vale relembrar, como mostrado na figura 24C, que também detectamos 0 aumento
de IL-10 no soro de individuos infectados com ZIKV, mostrando que a inducéo desta

citocina ndo est4 condicionada apenas ao nosso modelo de infec¢do experimental.
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Figura 29: Citocinas no soro de animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8-/- ap6s a infectados com
ZIKV. Animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8-/- foram infectados com 106 PFU de ZIKV viai.v. e
24 horas apos o soro foi coletado e submetido a quantificagdo de citocinas do padrdo Thl, Th2 e
Th17 por Cytometry Beads Array (CBA). Quantificacdo de A) IL-4, B) IL-6, C) TNF, D) IL-17a,
E) IL-2, F) IFN- e G) IL-10. Dados representativos de pelo menos 3 experimentos com 3 animais
em cada grupo. T-test foi utilizado para a analise estatistica.

4.2.4. Cinética de células T CD8* na infeccéo por ZIKV

Células T CD8'reg sdo induzidas durante a infeccdo pelo virus da
imunodeficiéncia simia (SIV)?%® e HHV-621 e estdo relacionadas a supressdo da resposta
imune. A fim de avaliar as células T CD8" convencionais e também as CD8reg na
infeccdo por ZIKV, animais C57BL/6 Foxp3GFP foram infectados com 10 UFP via
intravenosa. Assim, pudemos observar que a frequéncia das células T CD8 ndo altera
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drasticamente durante os 7 primeiros dias apds a infeccdo com ZIKV (Figura 30A),

enquanto que o nimero total destas células varia, tendo 0 maior pico de expansdo no dia
7 (Figura 30B).
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Figura 30: Cinética das populacdes de T CD8* e T CD8"Foxp3* no baco de animais C57BL/6
infectados com ZIKV. A-D) O bago de animais C57BL/6 Foxp3GFP controles ou infectados
com 102 PFU de ZIKV foi coletado em diferentes tempos apés a infeccdo e submetidos a
marcacéo e analise de populagdes celulares por citometria de fluxo. Frequéncia e nimero absoluto
de células A,B) T CD8* e C,D) células T CD8*Foxp3*. E-H) Vinte e quatro horas ap6s infecgdo
com 10° PFU o baco de animais C57BL/6 Foxp3GFP controles ou infectados foi coletado e
submetidos a marcacao e analise de populagdes celulares por citometria de fluxo. E,F) T CD8* e
G,H) células T CD8*Foxp3*. Dados representativos de pelo menos 3 experimentos com 3 animais
em cada grupo. T-test foi utilizado para a andlise estatistica.

A avaliacdo da expressdo de Foxp3 dentro da populacdo de células T CD8*
mostrou que até o dia 7 ap6s a infeccdo ocorre 0 aumento da frequéncia e nimero da
populacdo de células CD8*Foxp3* (Figura 30C e D). Avaliamos também se estas células

sdo induzidas nas primeiras 24 horas apés infeccdo. Para isso, infectamos animais
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C57BL/6 Foxp3GFP com 10° UFP via intravenosa e 24 horas ap6s analisamos as células
T CD8" do bago destes animais. Ap6s 24 horas de infeccdo, existe uma contracdo nimero
de células T CD8" totais que se reflete na frequéncia desta populacgéo celular (Figura 30E
e F). Além disso, embora exista esta reducdo de células T CD8" totais, observamos que
as células CD8'Foxp3* estdo aumentadas em frequéncia em relacdo ao grupo controle
(Figura 30G), enquanto que nenhuma diferenca em nimero foi detectada (Figura 30H).
Foi possivel observar o aumento na frequéncia e nimero das células T CD8"Foxp3* foi

mantido por até 30 dias ap06s a infeccdo com ZIKV (dados ndo apresentados).

Sabe-se que algumas citocinas estdo relacionadas com a diferenciagéo e
manutencéo de células T CD4Foxp3* reguladoras (Treg). A IL-33, uma alarmina, parece
participar nestes eventos, como revisado por Michael Peine e colaboradores em 2016242,
Entretanto, nada se sabe sobre sua funcdo da IL-33 na diferenciacdo de células T CD8*
reguladoras. Aqui, avaliamos a expressao génica desta citocina durante a infec¢do por
ZIKV em ambas linhagens de animais, C57BL/6 e CD8”". Observamos que a IL-33 é
altamente expressa até o terceiro dia apds a infeccdo, independente da linhagem do
camundongo (Figura 31A e B), o que poderia ser um indicativo para a inducao das células
T CD8'Foxp3*. Com o passar do tempo, a expressdo deste gene retoma aos niveis

equivalentes aos dos grupos controles sem infeccéo (Figura 31C e D).
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Figura 31: Expressdo de I1L-33 no baco de animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8" na infecgdo
por ZIKV. Animais C57BL/6 e C57BL/6 CD8” foram infectados com 106 PFU de ZIKV viaii.v.
enosdias A) 1, B) 3, C) 5 e D) 7 apds infeccdo o baco foi coletado e a expressao de IL-33 avaliada
por RT-gPCR. Resultados em unidades arbitrarias (AU) da expressdo relativa de p-actina. Dados
representativos de pelo menos 3 experimentos com 3 animais em cada grupo. T-test foi utilizado
para a andlise estatistica.
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ST2, o receptor para a IL-33, é altamente expresso em células Tres, enquanto
que em células T CD8, essa expressdo é consideravelmente menor?42
ST2, bem como de outros importantes marcadores celulares (CD62L, CXCR3, CX3CR1,
Ly6C, KLRGL1, FasL, CD127 e CTLAA4) foi analisada nas populaces de células T CD8"

total e nas T CD8"Foxp3*, e quando conveniente, analisados também em células Treg do

. A expresséo de

baco de animais C57BL/6 controles e 15 dias ap6s infec¢do. Para a realizacao de multiplas
comparac0es, ao final da determinacdo das populacdes celulares em anélise de citometria
convencional, os dados foram submetidos a analise por diferentes combinac@es utilizando
0 plugin tSNE (t-Distributed Stochastic Neighbor Embedding) do FlowJo.

A analise comparativa da populacdo total de células T CD8" entre animais
controles e infectados (Figura 32A) mostrou diferenca na de expressdao de alguns
marcadores o que resultou em diferente espalhamento das células de acordo com os
marcadores expressos nas células controles vs. infectadas (Figura 32B). Em comparacao
ao grupo controle, duas populacdes do grupo infectado foram determinadas, populagéo 1

(Pop1l) e populagéo 2 (Pop2 -Figura 32C).

A populagdo 1 compreende células que expressam diferencialmente CXCR3,
Ly6C e FasL, sendo CXCR3-"Ly6CHi9"Fas "9, caracteristico de células de memdria
tardia®*®, enquanto que os niveis de expressio dos outros marcadores permaneceram
semelhantes dentro da populacdo de CD8 total. Por outro lado, a populacdo 2, que no
grafico de tSNE é mais distante de outras populagdes celulares, apresentam uma grande
variedade de expressdo dos marcadores em comparacgdo as células T CD8" total, sendo
estas CD62L"°CX3CR1MLy6CHKLRG1HST2FasL-°CD127°CTLA4,  fendtipo

relacionado & células efetoras®®’.

Foi realizada por t-SNE a analise comparativa entre T CD8*Foxp3* de animais
controles e ZIKV com T CD8" total de controle e ZIKV, respectivamente (Figura 33A).
Células T CD8*Foxp3* de animais controles expressam baixos niveis de todos os
marcadores analisados em comparacdo as células T CD8" totais de animais controles
(Figura 33B). O mesmo foi observado para as células T CD8'Foxp3* de animais
infectados em comparacdo as células CD8 totais de animais infectados (Figura 33C).
Portanto, dentro da populagdo de células T CD8" totais, controles ou ZIKV, as células T

CD8"Foxp3* apresentam menos expressao de todos os marcadores analisados.



76

CD8 total

Figura 32: Perfil diferencial de células T CD8*. Animais C57BL/6 Foxp3GFP foram infectados
com 10° PFU de ZIKV via i.v. e no dia 15 apés infeccdo o bago foi coletado e submetido a
marcacdo com diferentes anticorpos e adquiridos em citometria de fluxo. Os dados adquiridos
foram analisados utilizando a ferramenta t-SNE do software FlowJo. Para esta andlise foi
comparado células T CD8" totais dos animais controles e infectados com ZIKV. A) Gréfico
representativo da distribuicdo de todas as células T CD8* analisadas neste experimento de acordo
com a expressio dos marcadores apresentados em C. B) A esquerda, grafico representativo das
populacdes 1 e 2 (pop) que estdo presentes no grupo infectado e ausentes no grupo controle. A
direita, histograma com a expressdo dos marcadores das populagfes 1 (em roxo) e 2 (em verde)
em relacéo a expresséo total em células T CD8".
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Figura 33: Perfil das células T CD8*Foxp3* naive e pos infec¢do por ZIKV. Animais C57BL/6
Foxp3GFP foram infectados com 10° PFU de ZIKV via i.v. e no dia 15 ap6s infecgdo o bago foi
coletado e submetido a marcagdo com diferentes anticorpos e adquiridos em citometria de fluxo.
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Os dados adquiridos foram analisados utilizando a ferramenta t-SNE do software FlowJo. Para
esta andlise foi comparado células T CD8+Foxp3+ controles e infectados com ZIKV em relacéo
as células T CD8*Foxp3* totais. A) Gréafico representativo da distribuicdo das populacbes de
celulas T CD8Foxp3*de animais naive e infectados em relacdo a células T CD8" totais. B) Ao
topo, grafico representativo da andlise dentro do grupo controle das células T CD8"Foxp3* em
relacdo as células totais T CD8* Abaixo, histograma mostrando o nivel de expressdo de cada
marcador utilizado. C) Ao topo, gréafico representativo da analise dentro do grupo infectado das
células T CD8"Foxp3* em relacdo as células totais T CD8*. Abaixo, histograma mostrando o nivel
de expressdo de cada marcador utilizado.

A seguir, comparamos células T CD8"Foxp3* de animais controles com células
T CD8*Foxp3* de animais infectados com ZIKV (Figura 34A). Esta analise mostrou uma
grande diferenca de expressdo de marcadores entre as células T CD8"Foxp3* dos animais
CTRL vs. ZIKV (Figura 34B), tendo sete diferentes populagOes celulares determinadas
nesta comparativa. Dentre elas, populaces 1 e 2 estdo presentes no grupo controle,
enguanto que, populacbes 3 a 7 estdo presentes apenas nos animais infectados (Figura
34C).
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Figura 34: Diferentes populaces de células T CD8*Foxp3* entre animais naive e pos
infeccdo por ZIKV. Animais C57BL/6 Foxp3GFP foram infectados com 10° PFU de ZIKV via
i.v. e no dia 15 apos infecgdo o bago foi coletado e submetido a marcagdo com diferentes
anticorpos e adquiridos em citometria de fluxo. Os dados adquiridos foram analisados utilizando
a ferramenta t-SNE do software FlowJo. Para esta anélise foi comparado células T CD8"Foxp3*
de animais controles com as de animais infectados com ZIKV. A) Gréfico representativo da
distribuicdo das células T CD8*Foxp3* totais. B) Grafico representativo da distribuicdo das
células T CD8*Foxp3* dos animais controles (a esquerda) e infectados (a direita). C) A partir da
comparagdo entre as distribuicdes apresentadas em B, foi possivel detectar 2 populagGes células
presentes apenas no grupo controle (a esquerda) e 5 presentes no grupo infectado (a direita).
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Em analise minuciosa das populag6es de células T CD8*Foxp3* observamos que
as populacdes 1 e 2 expressam baixissimos niveis de todos os marcadores aqui avaliados
(Figura 35), isso inclui baixa expressao de marcadores de homing, memoria e migracéo,
como CD62L, CXCR3 e CD127, efetores como CX3CR1 e KLRG1, citolitico como

FasL, ativacdo celular como Ly6C, inibi¢do como CTLA4 e, também, ST2.

CD8 foxp3 CTRL vs. ZIKV
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Figura 35: Populacgdes de células T CD8*Foxp3* presentes apenas em animais naives. O bago
de animais C57BL/6 Foxp3GFP foi coletado e submetido a marcacdo com diferentes anticorpos
e adquiridos em citometria de fluxo. Os dados foram analisados utilizando a ferramenta t-SNE do
software FlowJo. A esquerda, Gréfico da distribuicdo das células T CD8*Foxp3* de animais
infectados além da representacdo das duas populacdes presentes apenas em animais controles. Ao
centro e a direita, histograma de diferente expressdo dos marcadores nas populagdes 1 e 2,
respectivamente.
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Enquanto que as populacGes destacadas no grupo controle apresentaram baixos
niveis de todos os marcadores, as populagdes que surgem no grupo infectados apresentam
diferentes perfis de expresséo (Figura 36). Populacdo 3  apresenta
CD62L-°CXCR3"Ly6CNST2H FasLH'CD127-°CTLA4™ (Figura 36A), populacdo 4,
CD62LMCXCR3MCX3CR1LY6CNST2HKLRG1MCD127°CTLA4Y  (Figura 36B)
populagdo 5, CD62LHCXCR3"LYy6CNST2FasL"'CD127-°CTLA4Y (Figura 36C),
populacio 6, CD62L"'Ly6CHFasLt  (Figura 35D), e populacio 7,
CD62L-°CXCR3“°Ly6C"ST2-°KLRG1-°CD127° (Figura 36E). Os marcadores que nio

foram diferentemente expressos nestas populagdes celulares, ndo foram citados aqui.

O proximo passo foi analisar as diferencas entre as células Foxp3™ totais, isso
inclui células CD4 e as CD8 reguladoras (Figura 37). Dentro de Foxp3* total, células de
animais CTRL e ZIKV foram separadas (Figura 37A e B). Células CD4 e CD8 Foxp3™*
de animais CTRL expressam niveis similares de praticamente todos os marcadores
analisados, exceto pela maior expressdo de ST2 e KLRG1 por células T CD4"Foxp3™, e
maior expressdo de CD127 e CTLA-4 pelas células T CD8*Foxp3* (Figura 37C). Ja no
grupo infectados, células T CD4"Foxp3* parecem perder a expressao de ST2, enquanto
que a diferenca no nivel de expressdo de FasL, CD127 e CTLA4 se tornam ainda maior
nas células T CD8'Foxp3* (Figura 38D). Diferencas estas que podem ser melhor
observadas na figura 38A, comparativa entre T CD8"Foxp3* de CTRL e ZIKV vs. Foxp3
total e, figura 38B, comparativa entre T CD4"Foxp3* de CTRL e ZIKV vs. Foxp3 total.

Até aqui, descrevemos diferentes populacfes de células T CD8"Foxp3*
presentes naturalmente no baco de animais controles e, também, as 5 diferentes
populacdes que surgem apos a infecgdo por ZIKV. Podemos destacar a expressdo de FasL

e Ly6C como caracteristica chave das populagdes induzidas apos a infeccéo.
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CD8 foxp3 CTRL vs. ZIKV
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Figura 36: Populacbes de células T CD8*Foxp3* presentes apenas em animais infectados
com ZIKV. Animais C57BL/6 Foxp3GFP foram infectados com 10° PFU de ZIKV viai.v. € no
dia 15 apos infeccdo o bago foi coletado e submetido a marcagdo com diferentes anticorpos e
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adquiridos em citometria de fluxo. Os dados foram analisados utilizando a ferramenta t-SNE do
software FlowJo. No topo a esquerda, grafico da distribuicdo das células T CD8*Foxp3* de
animais infectados além da representacdo das duas populacfes presentes apenas em animais
controles. A-E) Histograma da diferente expressdo dos marcadores nas populacdes 3, 4,5,6 e 7,
respectivamente.
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Figura 37: Expressao diferencial entre células T CD8*Foxp3* e T CD4"Foxp3*. Animais
C57BL/6 Foxp3GFP foram infectados com 108 PFU de ZIKV via i.v. e no dia 15 apds infeccdo
0 baco foi coletado e submetido a marcacdo com diferentes anticorpos e adquiridos em citometria
de fluxo. Os dados foram analisados utilizando a ferramenta t-SNE do software FlowJo. Para esta
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andlise foi comparado células T CD8"Foxp3* e CD4*Foxp3* de animais controles com as de
animais infectados com ZIKV. A) Grafico representativo da distribuicdo de todas as células T
Foxp3*. B) Grafico representativo da distribuicdo das células Foxp3* dos animais controles (a
esquerda) e infectados (a direita). C) Gréfico representativo da expressdo dos marcadores de
células T CD8"Foxp3* em comparacdo as células T CD4*Foxp3* de animais controles. D) Grafico
representativo da expressao dos marcadores de células T CD8*Foxp3* em comparacdo as células
T CD4*Foxp3* de animais infectados com ZIKV.
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Figura 38: Expressao diferencial entre células T Foxp3*. Animais C57BL/6 Foxp3GFP foram
infectados com 10° PFU de ZIKV via i.v. e no dia 15 apds infeccdo o bago foi coletado e
submetido a marcagdo com diferentes anticorpos e adquiridos em citometria de fluxo. Os dados
foram analisados utilizando a ferramenta t-SNE do software FlowJo. Para esta andlise foi
comparado A) células T CD8*Foxp3* naive e infectado em comparacéo as células Foxp3* total e
B) células T CD4*Foxp3* naive e infectado em comparacdo as células Foxp3®.
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4.2.5. Células T CD8*Foxp3* possuem func¢des ambiguas

Embora tenhamos mostrado que as células T CD8*foxp3™ estdo aumentadas em
animais infectados por ZIKV desde o primeiro dia de infeccdo e que esta populagédo
celular é heterogénea, ainda ndo sabiamos quais as reais fungdes destas células em nosso
modelo. Portanto, a fim de se avaliar os efeitos das células T CD8 Foxp3* sobre a
infeccdo por ZIKV, realizamos transferéncia adotiva de células T CD8"Foxp3* ou Foxp3-
provenientes de animais controles ou de animais com 30 dias de infeccdo por ZIKV
(Figura 39A).
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Figura 39: Funcdo das células T CD8'Foxp3*. A) Animais C57BL/6 Foxp3GFP foram
infectados com 108 PFU de ZIKV via i.v. e ap6s 30 dias o baco e linfonodos foram coletados e
submetidos a separacdo por cell sorting. Ap6s a separacdo, células T CD8*Foxp3* e T
CD8*Foxp3- foram transferidas para animais C57BL/6 CD8" e 1 dia ap6s estes animais foram
infectados. Apds 24 horas, os animais foram eutanasiados e soro e bago coletados para
quantificagdo de RNA viral por RT-qPCR. Gréfico da quantificacdo de RNA viral por RT-gPCR
no B) soro e no C) bago dos animais receptores das células. Dados representativos de pelo menos
3 experimentos com 3 animais em cada grupo. One-way anova foi utilizado para a analise
estatistica.
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Vale ressaltar que, uma vez que ndo é possivel o isolamento de células
provenientes de animais virémicos em “cell sorter” de classificagdo de seguranga 1
(NB1), devido a possivel formacéo de aerossois e potencial contaminacdo do ambiente,
determinamos para estes experimentos, o tempo de 30 dias apds a infeccdo, em que ja ndo
€ mais possivel a deteccdo de material genético viral, tampouco particulas virais

infecciosas, no baco de animais C57BL/6 Foxp3GFP.

Animais C57BL/6 CD8’ foram usados como receptores para as células T
CD8*Foxp3* (3000 células transferidas) ou Foxp3™ (10° células transferidas) e infectados
24h apos a transferéncia celular, avaliamos a carga viral no bago e soro destes animais 1
dias ap06s a infeccdo (Figura 39A).

No soro, animais que receberam células T CD8"Foxp3* proveniente de doadores
controles apresentaram maior carga viral comparado a aquelas que receberam T
CD8'Foxp3™ (Figura 39B, do inglés, naive) e, interessantemente, maior também do que
os animais CD8" infectados. Aqui usamos como controle para este experimento, animais
CD8” com 1 dia de infec¢do. Quando avaliamos o grupo de animais que receberam tanto
células T CD8*Foxp3*, quanto Foxp3", de animais previamente infectados com ZIKV,
ndo observamos diferenga de viremia entre eles e também em comparagdo aos animais
CD8 infectados. Outro ponto importante que vale ressaltar, € a grande diferenca entre
0S que animais que receberam células T CD8Foxp3* naive dos que receberam T
CD8*Foxp3* ZIKV, o que nos sugere efeitos diversos das células T CD8*Foxp3*.

Embora grandes diferencas tenham sido obtidas como descritas acima nas
analises de viremia, poucas foram as observadas com a carga viral no bago destes animais
(Figura 39C). Mais uma vez, animais que receberam células T CD8Foxp3* de animais
naives, apresentam maior carga viral comparado aqueles que receberam células T
CD8*Foxp3". Nenhuma diferenca foi encontrada entre animais que receberam células de
animais previamente infectados e animais CD8", tampouco diferenca entre os que

receberam células T CD8*Foxp3* de animais naive e ZIKV.

Aqui mostramos que células T CD8"Foxp3™* reguladoras podem exercer algum
papel durante a infeccdo por ZIKV, seja esse por auxiliar de certa forma na replicagdo
viral (T CD8*Foxp3™ naive) ou seja por permitir 6timo funcionamento do sistema imune
contra a replicacéo viral, ou até mesmo por promover a eliminacao de células infectadas
(T CD8"Foxp3* ZIKV).
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DISCUSSAO

Nossos resultados evidenciam um importante papel dos neutrofilos e de células
T CD8" reguladoras durante a infeccdo por ZIKV. Neste trabalho, mostramos que ZIKV
infecta e se replica dentro de neutrdfilos e, possivelmente, usa estas células como
reservatorio para replicacdo e disseminacdo viral. Aqui, também mostramos que a
infeccdo por ZIKV induz o aumento de uma rara populacéo de células T CD8*reguladoras
jano primeiro dia ap6s a infeccao, e estas células permanecem por até pelo menos 30 dias

mesmo apos completa eliminacéo viral.

Nos ultimos anos a literatura acerca do papel dos neutrdéfilos e células T CD8"
reguladoras em infecc@es virais veem crescendo, o que nos ajudou na compreensdo dos
nossos resultados sobre os possiveis papeis destas células no modelo de infeccdo por
ZIKV.

Neutréfilos possuem fungGes bem descritas e estabelecidas em infeccdes
fangicas e bacterianas. Individuos que com Doenca Granulomatosa Cronica e
Neutropenia Congénita Grave, em que apresentam déficit de fungéo, ou reduzido nimero
de neutréfilos, sofrem de recorrentes e severas infecgdes flngicas e bacterianas?442%°,
porém isto ndo é valido para infeccGes virais. Por muito tempo as fungdes dos neutréfilos
em infecgbes virais foram negligenciadas, apesar de 0s primeiros estudos nessa area
datarem de meados dos anos 70%4¢-248, Como em outras infeccdes, a atividade antiviral

dos neutrdfilos é controversa e pode ser benéfica e detrimento para o hospedeiro.

Em infeccdo com o virus neurotropico de hepatite murina (JHMV) e herpes
simplex virus (HSV)-1 os neutréfilos apresentam importante papel no controle da
replicacdo viral, uma vez que na auséncia destas células, os animais infectados
apresentaram aumento da replicagdo viral e taxa de mortalidade?**%>°, Neutrofilos
também sdo importantes no controle da infeccio pelos virus Marburg e Ebola®!.
Entretanto, em certos casos, as respostas protetoras contra infeccOes virais estdo
associadas com permeabilidade e dano tecidual e febre hemorragica®*®2°!, pneumonia e
sindrome do desconforto respiratdrio agudo em infecgGes por virus respiratorio’?3, dores

em articulagdes e mialgia em infecgdes por CHIKVZ®,

Contudo, neutrofilos podem se comportar de forma diferente, como é o caso em

infeccbes causadas pelo virus HIN1 e H5N1 influenza virus A e WNV, em que 0s
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neutrdfilos infectados, a principio ndo produzem resposta imune eficaz para a eliminagao
viral e servem como células susceptiveis para a replicagio e disseminagéo viral'4214323%,
Em infeccdes por arboviroses, neutrofilos sdo recrutados por sitio de infeccdo, auxiliando
na promocéo de inflamacéo e recrutamento de células mieloides, as quais servem como

reservatorio e transportadores de virus?®.

A infecgdo de adultos por DENV, um flavivirus antigenicamente relacionado ao
ZIKV, induz aumento da expressdo de CD66b em neutrofilos, marcador relacionado a
ativacdo celular e formacdo de NETs. Além disso, pacientes com dengue hemorrégica
grave apresentaram altos niveis de IL-8, TNF-o e NETs comparados a pacientes com a
forma mais leve da infecgdo e individuos saudaveis®?. Os neutrdfilos de pacientes com a
forma mais branda, aparentemente ndo produzem NETS, ou possuem mecanismos mais
eficazes de eliminar ou, talvez, inibir as NETs?®2. Moreno-Altamirano e colaboradores
(2015), mostraram que a infec¢do de neutrdfilos in vitro com o sorotipo 2 de DENV
interfere com a formagdo das NETs por reduzir a expressao de Glut-1 e,

consequentemente, a captacéo de glicose?34.

Sabendo-se da relevancia dos neutrofilos como efetores antivirais, promotores
de dano tecidual e agravamento de quadro clinico, ou por serem responsaveis por
disseminacdo viral, aqui nos questionamos qual seria a funcao dos neutroéfilos na infeccao
por ZIVK.

Mostramos por diferentes técnicas que ZIKV infecta neutrofilos e consegue se
replicar no interior destas células produzindo particulas virais capazes de infectar outras
células. Além disso, vimos que a infeccdo ndo altera a meia-vida dos neutrofilos, e
também, ndo induz producdo de ERO in vitro. Adicionalmente, isso acontece tanto em
neutrofilos de animais C57BL/6, resistentes, quanto de animais SJL, susceptiveis a
infeccdo por ZIKV®*. Portanto, a infecgéo e replicacio no interior de neutrofilos ndo esta

relacionada a susceptibilidade e resisténcia ao ZIKV.

Mostramos também que, in vitro, ZIKV infecta e se replica no interior de
neutréfilos de sangue periférico de individuos saudaveis, sem indugéo de ERO e liberagdo
de NETs. Porém, com reducédo da capacidade fagocitica, como mostrado para neutrofilos
murinos. Demonstramos que a néo liberacdo de NETSs ap0s a infec¢édo pelo ZIKV nédo se
da a partir de mecanismo de evaséo viral. Pois, a infeccao utilizando ZIKV inativado pelo

calor, também ndo induz liberacdo de NETS. Entretanto, tanto infeccdo com ZIKV quanto
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ZIKV inativado reduzem a capacidade de liberacdo de NETs apds estimulo com PMA,
como observado pela diminui¢do da marcacao de histona H2A/H2B.

Virus possuem mecanismos de evasdo da producdo de ERO e NETs. DENV-2
possui capacidade de inibir a liberacdo de NETs por reduzir a expressdo de Glutl e,
consequentemente, a redugdo da captacdo de glicose?**?%3, Glicoproteina do envelope
viral do HIV induz a producdo de IL-10 por células dendriticas para a inibicdo da
formacdo de NETs!3® e, além disso, IL-10 também suprime a producdo de ERO a partir
da inibicdo da producio de ERO dependente da ativacdo de NFxB?**. Vimos que
individuos infectados por ZIKV possuem 10 vezes mais IL-10 no soro do que individuos
saudaveis. Entretanto, mais experimentos sdo necessarios para afirmarmos que ZIKV

possui algum mecanismo eficaz para evadir das funcées efetoras dos neutrofilos in vivo.

Vimos que, embora sem producdo de ERO e inducéo de morte celular, a infeccao
por ZIKV altera a capacidade oxidativa, frente ao PMA, e fagocitica de neutrdfilos.
Cogitamos se este fen6tipo se daria pela redugdo da expressdo do gene de Glutl, como
apresentado por Moreno-Altamirano em relacdo a liberacdo de NETs®4, e
interessantemente, embora ndo significativa, este gene tenha apresentado pequena
reducdo no inicio da infeccdo, esta reducdo ndo € mantida ao longo de 18 horas de
infeccao.

Mostramos que ZIKV induz o aumento na expressdo de varios genes
relacionados com invasao viral (Axl) e resposta imune (Ifnb1, Nos2 e Tnfa) e, embora a
expressao de Ifnbl esteja aumentado, nenhuma diferenca foi detectada na expressao do
receptor de IFN, IFNAR, nos neutréfilos infectados in vitro, e tampouco, nos neutréfilos

de peritonio de animais infectados in vivo.

Além disso, a infeccdo in vitro por ZIKV néo induz a expressdo de marcadores
de ativacao celular, inclusive MHC-I. Entretanto, neutréfilos recuperados do periténio de
animais infectados, apresentam altos niveis de CD80, CD86, MHC-1 e MHC-II.
Neutrofilos e macrofagos de infiltrado inflamatorio do SNC de animais IFNAR™ e
C57BL/6 também apresentam aumento da expressao génica de Mhc, Cd80, Cd86, Cd68
e Cd40'1, O que nos levar a crer que o microambiente celular possa estar envolvido com

a ativacgdo dos neutrofilos frente a infeccéo por ZIKV.

Embora tenhamos mostrado que ZIKV infecta neutrofilos de diferentes

linhagens de camundongos e também neutrofilos humanos, isso ndo prova que ZIKV
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infecta neutrdfilos durante uma infeccdo in vivo e que tenha alguma relevancia na biologia
da infeccdo. Sabendo-se que IFN do tipo | parece ndo exercer muitas funcgdes sobre
neutrofilos durante a infeccdo por ZIKV, lancamos mao de um modelo de infeccao
amplamente utilizado em experimentos com flavivirus (IFNAR) e provamos por duas

diferentes técnicas que os neutrofilos sdo infectados durante a infeccéo in vivo.

A transmissdo do ZIKV, como citada na introducdo, pode ocorrer por varias
formas, porém a mais comum e de mais rapida disseminacéo ¢ pela picada do mosquito
Aedes aegypti infectado®-. Sabe-se que a saliva de mosquito vetor é composta por
varias moléculas que possuem capacidade de alterar a resposta imune®® e celularidade
local?®® com aumento extraordinario no nimero de neutréfilos poucas horas apés a

picada125'238

Hastings e colaboradores (2019), mostraram que a proteina NeStl (fator 1
estimulador de neutréfilos) presente na saliva de Aedes aegypti estimula neutréfilos no
sitio da infeccdo promovendo imunoalteracdo no microambiente e, consequentemente,
permitindo alta replicacio viral e aumentando a patogénese da infeccdo por ZIKV?%,
Estes achados véao ao encontro dos apresentados por Pingen e colaboradores em 2016,
que mostrou que a saliva do mosquito promove o recrutamento de neutréfilos, que por
sua vez auxiliam na amplificacdo do recrutamento de células mieloides a partir da
producdo de IL-1Bp e CCL2, sendo estas células mieloides reservatorio para a
disseminacdo viral. Porém, vale ressaltar que nenhum destes trabalhos cogitaram a
possibilidade de os neutréfilos, as primeiras células a chegarem no local da picada,

também servirem como reservatorio para o ZIKV.

Aqui, mostramos que 24 horas apés infeccdo intradérmica com ZIKV, € possivel
detectar neutrd6filos PBMCs infectadas no sangue. Além disso, a infeccdo na presenca de
saliva resulta em maior viremia. Como descrito previamente, ZIKV infecta
mononucleares e se replica no interior destas células?2°%2%'  Aqui sugerimos que, além
dos monacitos, os neutrofilos tambem exergam tal funcéo. Vale destacar que a frequéncia
de neutrofilos no sangue de humanos e camundongos é muito distinta. Enquanto no
sangue humano neutrofilos compreendem cerca de 50-70% dos leucdcitos, em
camundongos essa porcentagem cai para 10-25%72%. Portanto, € dificil avaliar a
verdadeira relevancia dos neutrofilos na infeccdo por ZIKV utilizando modelos de

infeccdo em camundongos.



90

Portanto, langamos mao de diferentes abordagens, como a deplecdo e
enriquecimento de neutrofilos para mostrar os efeitos destas células na infeccdo por
ZIKV. Utilizando o anticorpo anti-Grl previamente a infeccdo depletando tanto
neutréfilos quanto mondcitos®®®, observamos drastica reducdo da viremia, 0 que nos
mostra que ambas as populagdes celulares séo relevantes para a replicagdo viral. Para
focarmos nos neutrofilos, utilizamos anticorpo anti-Ly6G, especifico para deplecdo de
neutrofilos. Observamos reducdo da viremia nos animais depletados de neutrdfilos,
embora em menor amplitude. Além disso, o tratamento prévio com G-CSF recombinante
humano para induzir o aumento dos neutréfilos previamente a infeccéo, resulta em maior
viremia. Mais uma vez, nossos dados solidificam nossa hipo6tese de que os neutrofilos

também sdo células-alvo para a replicacdo viral e patogénese da infeccdo por ZIKV.

A partir de entdo, sabendo-se que na infeccdo pelo virus H5N1 IAV os
neutréfilos exercem papel de cavalos de Troia pra placental#?, cogitamos se os neutréfilos
poderiam exercer papel similar durante a infeccdo congénita de ZIKV. Infectamos
neutrofilos in vitro e transferimos para animais prenhes. Vinte e quatro horas apos,
conseguimos detectar na placenta os neutrofilos transferidos, além disso, detectamos
carga viral em 6rgdos maternos, nas placentas e tecidos fetais. Mais uma vez, induzimos
0 aumento de neutroéfilos utilizando G-CSF recombinante humano em camundongos
prenhes previamente a infecgdo. No dia do nascimento, os filhotes apresentaram maior
carga viral no cérebro. Estes dados reforcam a importancia dos neutréfilos na biologia da

infeccdo congénita do ZIKV.

Durante a gestacéo, a contagem de leucdcitos é elevada?’. Em gestacdes sadias,
a funcdo fagocitica de neutréfilos é reduzida, e este fendtipo € de grande importancia na
manutencdo da imunossupressao para protecao do feto. Além disso, a producéo de anions
superoxido por estas células esta reduzido?®®. Em analise de placenta termo de 3 casos de
infeccdo por ZIKV mostrou que dentre as células CD45", 40 a 80% eram neutrdfilos.
Duas das 3 placentas apresentaram aproximadamente aumento de 20% na frequéncia de
neutréfilos comparados as placentas controles. Além disso, foi detectada elevada

expressdo de CXCL8 no lado fetal da placenta infectada com ZIKV?%,

Utilizamos os dados depositados de transcriptoma das placentas acima

mencionadas®®® e observamos que os genes relacionados a ativacgédo e degranulagio de
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neutrdfilos sdo regulados negativamente nas placentas infectada com ZIKV. Isso nos
levou a questionar qual o perfil dos neutrofilos da placenta em nosso modelo de infecgéo.

Placentas de animais IFNAR” infectados com ZIKV apresentaram aumento na
frequéncia de neutrofilos, similar aos mostrado em placentas de humano?°. Porém, em
nosso modelo, vimos que estes neutrofilos apresentam perfil de ativagdo celular com
aumento na expressdo de MHC-II, CD80 e CD86. E pela primeira, até onde sabemos,
mostramos que os neutrofilos da placenta de animais infectados com ZIKV expressam
altos niveis de MHC-I. Interessantemente, ap0s o isolamento destes neutréfilos, foi
possivel provar que eles estavam infectados com ZIKV e com carga viral equivalente a
de macrofagos da placenta. J& € bem descrito que o ZIKV infecta os macrofagos e células
de hofbauer das vilosidades coridnicas da placental*®?°, Porém, esta é a primeira vez na

literatura em que se detecta ZIKV nos neutrofilos da placenta.

Aqui também mostramos que estes neutrofilos infectados apresentam contetido
proteico muito similar aos neutrofilos controles, com diferenca de expressdo em apenas
12 proteinas dentre as 192 detectadas na protedbmica. Dentre as diferentemente expressas,
destacamos a Thcldl, Stefin B e Anexina A3 que foram mais expressas nos neutréfilos

infectados com ZIKV.

Thcldl, bem como Thcld4, sdo fosforiladas em resposta a insulina ou contragao
muscular, levando a regulacdo da expressao de GLUT-4, e CD36 na superficie celular,
consequentemente, aumentando a captacio de glicose e acidos graxos destas células?®?
265 Diferentemente do mostrado por Moreno-Altamirano e colaboradores (2015) para
DENV?*, ainfecgdo por ZIKV parece ndo bloquear a captacio energética de neutrofilos.

Stefin B, ou Cistatina B, é o principal inibidor intracelular de catepsina B e tem

sido descrito por suas funcdes protetoras na inflamacéo e sepse?6®

. Durante estes eventos,
catepsina induz a expressao de caspase 11 e liberacdo de IL-1f e IL-18 no soro e, portanto,
na auséncia de Stefin B, a expressédo de catepsinas néo é inibida, resultando no aumento
excessivo destas citocinas e caspase?®®. Stefin B ¢ relacionada no controle de morte
celular induzida por catepsinas®®’. Manipulacdo da expressdo de catepsinas e cistatinas
parece estar envolvida com mecanismos de invasdo celular e evasdo da resposta imune.
Em infecces virais como por Ebola, catepsina B auxilia na entrada, mas ndo na
replicacdo viral?®®2’°, Por outro lado, a infecgio por Ectromelia virus suprime tanto

catepsinas quanto cistatinas prejudicando a funcdo de células dendriticas e possibilitando
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a replicagdo viral?’t, Aqui mostramos que a manutencdo da expressdo de Stefin B em
neutrdfilos infectados por ZIKV pode estar relacionado com a manutencdo da meia-vida
destas células durante a infecgdo. Entretanto, mais experimentos sdo necessarios para esta

afirmacéo.

Em nossos resultados de protedmica, foi possivel detectar varios membros da
familia de proteinas Anexina A, porém apenas a A3 foi expressa diferentemente entre 0s
grupos analisados. Esta familia de proteinas apresentam estruturas muito similares, porém
com diferentes funcdes, exercendo atividade pro ou anti-inflamatoria?’22"3, Anexina Al
foi descrita em neutrofilos de placenta e esta relacionada com a inducéo de células T
produtoras de 1L-10 na placenta, auxiliando na manutencéo da imunossupresséo local®™,
E o aumento da expressdo desta molécula, Anexina Al, ja foi descrita em infeccdo por
ZIKV em linhagem celular LLC-MK2?", Além disso, anexina A2 possui capacidade de
inibir as vias de sinalizacdo de ERO e IL17A e, consequentemente, reduzindo a resposta

inflamat6ria em modelo experimental?’®,

Por outro lado, a Anexina A3, também conhecida como lipocortina tem sido
descrita na proliferacdo, invasividade e metéstase de tumores, além de seu papel em
angiogenese?’’. Interessantemente, Anexina A3 é associada aos granulos citoplasmaticos
de neutrofilos e sdo translocados para a membrana plasmatica durante ativagao celular?’®.
Além disso, esta proteina participa em atividades associadas a membrana, como
transducdo de sinais, transporte de vesiculas, fusdo de membranas e transporte de canais

de fons?"".

Anexina A3 é altamente expressa em células infectadas com HCV, e a proteina
NS5 viral estd associada com essa expressdo. Interessantemente, anexina A3 nao é crucial
para a replicacdo viral e sim para a producdo e secrecao de virions devido seu importante
papel na interacdo entre a proteina de envelope viral E2 com Apolipoproteina E e trafego
celular?”®, sendo a Anexina A3 é um importante fator do hospedeiro envolvido na
liberacdo de particulas virais. Ndo apenas em HCV, anexina A3 pode também ter
relevante papel na liberacdo de particulas virais por neutréfilos infectados com ZIKV,
uma vez que esta proteina foi positivamente regulada em neutréfilos de placenta

infectados com ZIKV.

Vale ressaltar que, embora nossa analise de protedmica tenha resultado em baixa

cobertura de proteinas, apenas 6% destas foram alteradas significativamente, enquanto
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que os outros 94% encontraram-se inalteradas. Com isso, podemos sugerir que embora
os neutrdfilos da placenta expressem marcadores como MHC-1 e Il, CD80 e 86, estas
células de fato, ndo apresentam grandes alteracdes em perfil proteico, corroborando nossa

ideia de que os neutrdfilos sdo células-alvo para a replicacédo e disseminacéo viral.

Pareamos nossos dados de protedmica de neutréfilos da placenta com os de
RNAseq de células CD45" de placenta humana e encontramos 18 genes e proteinas
concordantes. Dentre eles, destacamos os genes relacionados com funcgédo de neutréfilos,

como Camp e Lcn2 que estdo regulados negativamente em ambos os data sets.

Lcn2, ou Lipocalina 2, é um dos componentes dos granulos secundarios dos
neutrdfilos, € comumente expressa durante infeccdes bacterianas e promove sequestro de
ferro necessario para o crescimento bacteriano?°. Lcn2 € expressa no sistema nervoso
central durante encefalite causada pela infec¢do por WNV, embora pouco se saiba sobre
a funcdo desta proteina neste cenario, parece que esta possui funcdo antiviral ou
imunoreguladora®!. Paciente infectados com HIV antes de iniciarem tratamento
antirretroviral apresentam baixos niveis de Lcn2, enquanto que durante o tratamento, 0s
niveis desta proteina aumentam gradativamente. Além disso, foi detectado positiva
correlagdo entre nuimero de neutrdfilos e niveis de Lcn2 durante o tratamento

antirretroviral®®?,

Camp, ou Catelicidinas, possuem acles antimicrobianas contra varios
microrganismos, como bactérias gram-positivas e negativas, virus envelopados e
fungos?®. Em infecgbes como IVA, HIV e RSV, catelicidinas tem sido envolvidas na
reducdo da severidade da doenca e replicacdo e disseminacéo viral e morte celular?®+-2%,
E, portanto, a reducdo da expressdao de lipocalina e catelicidinas nos neutréfilos de
placenta infectadas com ZIKV vai ao encontro da nossa hipotese de que estas células

seriam alvos para a replicacéo viral.

S100A9, também conhecido como MRP9, é uma alarmina sensor de calcio
expresso constitutivamente em neutrofilos e mondcitos e participa no rearranjo do
citoesqueleto e metabolismos de acido araquidonico?®’. Durante processos inflamatdrios,
esta alarmina é liberada pro meio extracelular e exerce importante papel no recrutamento
de leucdcitos e inducdo de citocinas®’. Em infeccdo causada pelo HIV, os altos niveis de
S100A8/A9 foram correlacionados com a progressdo da doenca e baixa contagem de

células T CD4*?88, Adicionalmente, SI00A8/A9 ¢ altamente expressa durante a infeccio
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por Sarsc-CoV2, e a inibicdo desta alarmina reverte sinais da doenca e reduz a carga viral
de animais infectados, a partir da reducdo da ativacdo exacerbada de neutréfilos e
aumento de respostas anti-virais?®. S100A9 possui capacidade de induzir a ativagdo de
neutréfilos e, também, a liberacio de NETs?®, Neste contexto, podemos relacionar a
baixa expressdo de SI00A9 com a ndo liberacdo de NETS pelos neutréfilos infectados da
placenta, enquanto que mais dados sdo necessarios para a correlacdo entre a replicacdo

do ZIKV em neutrofilos e expressao desta alarmina.

Prdx5, ou Peroxiredoxina 5, compde a familia de peroxiredoxinas, que sdo
enzimas antioxidantes que catalisam a producéo de peroxido a fim de se manter os niveis
celulares de peroxido de hidrogénio intracelular?®®. Prdx5 é localizada nas mitocondrias,
peroxissomos e citoplasma celular?®22%®, Peroxiredoxinas podem apresentar efeitos tanto
antivirais, como em infeccdes por HIV e HBV, como proé-virais, em infec¢des por RSV
e virus do sarampo, como revisado por Karpenko e colaboradores, 20212%, InfecgGes por
flavivirus geralmente induzem o aumento da expressao de peroxiredoxinas, como DENV
o0 aumento de Prdx1 e HCV o aumento de Prdx42%*. Enquanto que nenhuma alteracio na
expressao de Prdx2 foi detectada infeccdo por ZIKV e outras peroxiredoxinas nao foram
avaliadas®’®. Aqui, mostramos que em neutréfilos da placenta, a infeccdo por ZIKV induz

tendencia a baixa expresséo de Prdx5.

Até aqui, discutimos os possiveis papeis das molecular reguladas negativamente
na comparacdo entre os dados de RNAseq de placenta humana com os nossos dados de
protedmica de neutrofilos de placentas. Embora 6 genes / proteinas tenham aparecido
como reguladas positivamente nesta analise, gostariamos de chamar a atencdo para a
molécula CD177.

CD177, também conhecido como NB1 ou PRV-1%°, ¢ uma proteina
glicosilfosfatidilinositol ancorada a membrana de neutréfilos que esta associada com
transmigracéo de neutrofilos a partir de sua interagdo com a molécula PECAM-12%, Foi
primeiramente descrita em estudos sobre neutropenia aloimune neonatal®®’, e também
estd associada com a Lesdo pulmonar aguda relacionada a transfusdo e rejeicdo de
enxertos®®, Tem sido descrito 0 aumento da expressdo desta molécula em alguns cenarios
como durante a gestacio®® e infecgdes. A expressdo de CD177 foi relacionado a ativagio
dos neutrdfilos e severidade de doenca e mortalidade de pacientes infectados com VA3,

RSV e Sars-CoV2%%!, além disso, a expressdo de CD177 também foi detectada em
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neutrdfilos imaturos durante infecgdo por Ebola®°2. A piora no quadro das infecgGes acima
citadas deve-se a ativagdo de neutréfilos e adicionalmente 0 aumento da expressdo de
CD177. Aqui, mostramos que ambos os data sets apresentam razoavel aumento na
expressao desta molécula, entretanto, outras moléculas relacionadas com via de ativagédo
dos neutréfilos também estdo reduzidas no RNAseq. Entretanto, mais experimentos séo
necessarios para futuras conclusdes a cerca da expressdo de CD177 na infeccdo por
ZIKV.

Até aqui, nossos achados sobre a relevancia dos neutréfilos na infeccdo pelo
ZIKV vai ao encontro do recente publicado por Kallas e colaboradores (2019), que
mostraram que a alta contagem de neutréfilos no sangue de pacientes infectados com o
virus da febre amarela (YFV) pode ser utilizado com um preditor de mortalidade.
Pacientes que apresentaram contagem de neutrofilos igual ou maior do que 4000 células
por mL de sangue e carga viral acima de 5.1logio/mL apresentaram 100% de taxa de

mortalidade®®,

E sabido que infecgbes virais podem induzir a producdo de IL-8 (CXCLS),
citocina pivé no recrutamento de neutrofilos e também envolvida na inibicdo da agédo
antiviral de IFN tipo 13%4-3%_ |L-8 exerce varias fungBes, como quimiotaxia de neutrofilos,
basofilos e células T, inducdo do estresse oxidativo, e liberacdo de enzimas
lisossomais®”’. Além disso, IL-8 diminui a habilidade do IFN em inibir a sintese de
proteinas virais e, portanto, aumentando a replicacdo viral*®*. Adicionalmente, foi
demonstrado que mulheres gravidas com sintomas da infec¢do por ZIKV e alta carga
viral, também apresentavam altos niveis plasmaticos de CXCL8%%, Aqui, mostramos que
individuos infectados com ZIKV ou CHIK apresentam aumento dos niveis de 1L-8 no
soro comparados a individuos saudaveis. Entretanto, em comparacdo aos pacientes
infectados com CHIK, os infectados com ZIKV apresentam ao menos 8 vezes mais IL-8.
Portanto, podemos concluir que na infeccéo por ZIKV, a elevada producéo de IL-8 possa
acarretar massivo recrutamento de neutrofilos, propiciando ambiente abundante de

células-alvo para a replicacdo celular, além de inibigdo de IFN.

Foi demonstrado em infec¢Bes por IAV que o influxo de neutrofilos para o
pulmao influencia no recrutamento de células T CD8" antivirais®®=1%. Adicionalmente,
neutrofilos infectados por 1AV agem como células apresentadoras de antigenos no

pulmio e induzem a ativacdo da resposta antiviral de células T CD8%?*', Em outros
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modelos, foi mostrado que neutrofilos carregam antigenos virais da derme para a medula
6ssea, gerando células T CD8" primada antigeno especificas na medula. Além disso, estas
células parecem possuir diferentes funcdes efetoras e expressao génica daquelas primadas

nos linfonodos®!t.

Entretanto, tem sido descrito que neutrofilos também podem suprimir respostas
de células T e assim, reduzindo a patologia causada pela infeccdo por 1AV3!?, Estes
neutrofilos maduros ou imaturos com capacidade de suprimir respostas imunes mediadas
por células T sdo conhecidos como células supressoras derivadas de granulécitos
mildides®'®. No entanto, sabe-se que células T em estagios iniciais de ativacdo sio
susceptiveis a supressao pelos neutrdfilos, enquanto que, células T em estagios finais ndo
s&0%. Aqui, mostramos que in vitro, neutrofilos infectados por ZIKV inibe a proliferacio
de células T CD8*. Porém, mais experimentos sS40 necessarios para compreender essa

interface entre neutréfilos e células T CD8* em infeccdo por ZIKV.

Células T CD8" citotoxicas possuem papel protetor em infecgdes contra
flavivirus, como DENV e WNV%315¢ embora, alguns trabalhos tenham identificado os
possiveis peptideos do ZIKV que sdo reconhecidos por células T CD8%% e possivel
reatividade cruzada entre DENV e ZIKV3! estes trabalhos foram todos realizados
utilizando ZIKV de diferentes isolados, como a MR766 (Uganda, 1947) e FSS13025
(Cambodia, 2010). Até o0 momento, nenhum trabalho mostrou a relevancia das células T

CD8* com isolado brasileiro, tampouco o papel das T CD8" reguladoras neste contexto.

Aqui mostramos que animais C57BL/6 (resistentes) deficientes de células T CD8*
ndo sucumbem & infeccdo pelo ZIKV isolado brasileiro. Além disso, o pico da carga viral
no soro e no bago destes animais foi no primeiro dia apds a infeccédo, o que corrobora com
dados de trabalhos ja publicados com outras cepas’'°"1%, Curiosamente, observamos
resultados opostos na quantificacdo de carga viral nestes dois 6érgdos de animais
deficientes de T CD8". Este resultado vai de encontro com os resultados publicados por
Ngono e colaboradores (2017)%%” em que o nimero de particulas virais foi maior em todos
0s oOrgdos analisados de animais deficientes de células CD8". As diferencas entre o
trabalho de Ngono e aqui presente se resumem ao isolado viral, em que utilizaram MR766
e FSS13025 e, principalmente, o bloqueio da resposta imune inata pela utilizacdo de
anticorpos anti-IFNAR ou animais deficientes de IFN tipo I. Embora o uso de

metodologias afim de se promover o bloqueio de IFN-o/p sejam um tanto questionaveis,
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uma vez que fogem ao que ocorre naturalmente, os trabalhos que langaram méo destas
abordagens contribuiram para uma melhor compreensdo dos mecanismos utilizados pelo

ZIKV, principalmente no desenvolvimento de lesdes no sistema nervoso central.

Analise de PCRATrray para genes relacionados a imunidade inata e adaptativa
nos apresentou variacdo de genes de imunidade antiviral e respostas de células T. Dentre
eles, destacamos o FasL. Sabe-se que as interacGes entre Fas, em células alvo infectadas,
e FasL, em células T CTL e células NK, levam a citolise da célula infectada através da
ativacdo do dominio de morte intracelular das células-alvo seguido da ativacao da cascata
de caspases da via de apoptose!®0161.165 Defeitos nesta via afeta negativamente o controle
da replicagdo viral de varios virus, como por exemplo, WNV e hepatite murinal68170171,
Em nosso modelo, células como NK e T CD4* poderiam aumentar a expressao de FasL
como mecanismo de compensacdo na auséncia de células T CD8". Entretanto, vale
ressaltar que esse aumento de FasL ocorre 1 dias apds a infeccdo, e, portanto,
provavelmente sdo as células NK as que apresentam esse aumento em FasL, porém mais

resultados sdo necessarios para a confirmacédo desta suposicéo.

Outros genes que sdo positivamente regulados na auséncia de células T CD8" e
infectados por ZIKV séo o TIr-3 e Irf3. Estes genes codificam o “Toll like-receptor 3”
(TLR3) e o “Interferon regulatory factor 3” (IRF3), respectivamente. Ambos estdo
intimamente relacionados a sinalizacdo a partir do reconhecimento viral. TLR-3 é
encontrado ancorado a membrana de compartimentos intracelulares®’3!8 e reconhece
RNA de dupla fita (dsRNA)3'° de virus que estdo em ciclo de replicacio ou que dsRNA
faz parte do RNA gendmico. A via de sinalizagdo de TLR3 culmina na ativagéo de IRF3
e NFxB dependentes da ativagio de TRIF318320-322 |RF3 est4 envolvido com a indugio
de IFN-B e IFN-a. Estes IFNs ao se ligarem ao receptor de interferon na membrana
plasmatica ativam um complexo conhecido como ISGF3, que consiste dos fatores
transcricionais STATL, STAT2 e IRF9, estimulando, portanto, a expressao de genes
induzidos por IFN (ISGs) e IRF7°%3,

Além do aumento da expressao de TIr3 e Irf3, foi possivel observar que outros
dois genes que estdo relacionados a esta via também estdo positivamente regulados. Estes
genes sdo 0 Nfkbl e o Nfkbia, que codificam NFxB subunidade p105, precursora da p50,
e IkBa, respectivamente. Nfkbl possui importante funcdo de regular a atividade de
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NFxB3243%  enquanto que Nfkbia é o regulador negativo de NFxB de maior

importancia®?®.

Estes resultados mostram que embora a sinalizacao de TIr3 esteja positivamente
regulada e culminando no aumento da expressdo de Irf3 e Nfkb1l, um mecanismo de
regulagdo/inibicdo de NFkB também esta regulado positivamente como ¢ o caso do
Nfkbia, e como consequéncia, observa-se a diminui¢do da expressao de Tnf, gene este que
¢ dependente do fator de transcrigdo NFxB. Além disso, Nod2 e TIr5 também estdo em
menor expressdo. NOD s&o proteinas citosolicas reguladoras da apoptose e resisténcia a
patdgenos®2%2’ enquanto que TIr5, reconhece flagelina presente em bactérias e ativa
NFkB3%8,

Outros genes negativamente regulados sdo os das citocinas IlI-17a, ll-/a e 11-1p,
todas estas, também, sob sinalizagdo via NFxB. Entretanto, embora a expresséao de Il-17a
esteja reduzida no baco com 1 dia de infeccdo, a quantificagdo da citocina IL-17A néo
apresentou grandes alteragdes entre animais C57BL/6 e deficientes de CD8 durante a
infeccdo. Alem disso, pode se observar que os resultados se apresentam, em alguns
momentos, de forma contraditéria, como quando se avalia 0 Mx1, um ISG que esta
positivamente regulado, o Ifn-a2 e Tyk2, membro da familia JAK necesséria para a fungéo
de IFN tipo I3%, que estdo negativamente regulados.

Por Gltimo, porém ndo menos importante, H2-Q10, um MHC-classe | (MHC-
Ib), também possui baixa expressao neste trabalho, podendo ser este resultado dependente
de mecanismo de evasdo viral uma vez que, MHC-I1 pode ser reconhecido por células NK
e, entdo estas responder contra infecgdes virais®®. Toda essa variagdo na expressdo de
genes relacionados a reconhecimento de patdgenos e resisténcia do hospedeiro mostra
que na auséncia de células T CD8* os mecanismos de regulacdo da resposta imune e de

evasdo viral estdo alterados.

Embora ndo se tenha observado grandes alteracdes na quantificacéo de citocinas
no baco dos animais infectados, quando se avaliou as presentes no soro, pudemos
observar reducdo de IFN-y e, supreendentemente, de IL-10. Células T CD8" sdo grandes
produtoras de IFN-y!%3164 portanto ndo é de se estranhar que animais deficientes de
células T CD8" apresentem reducdo nos niveis desta citocina em modelos de infecgéo.
Entretanto, a diminuicdo da IL-10 foi algo intrigante em nosso modelo. Esse fato nos

levou a questionar a presenca das células T CD8" reguladoras durante a infec¢do por
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ZIKV, e talvez a inducdo destas células em animais selvagens sejam as responsaveis pela

diferenga em carga viral.

As células CD8"CD25"Foxp3™ sdo induzidas durante fase iniciais da infeccdo
pelo SIV, e a presenca destas células é intimamente relacionada com a alta carga viral, e
diminuicdo da ativacéo e proliferacdo de células T CD4", o que leva ao estabelecimento
da infeccdo cronica?®®. De fato, detectamos o aumento da populagdo de células T CD8*
reguladoras ja no primeiro dia de infeccdo e esse aumento é mantido até mesmo apos a
eliminacdo viral. Embora seja possivel observar o aumento destas células reguladoras,
estas parecem nao serem suficientes para o comprometimento das respostas de células
CTL e de IFN tipo I, visto que animais C57BL/6 conseguem controlar a infeccdo por
ZIKV. Embora existam artigos sobre o papel das células T CD8*Foxp3* em infec¢des
virais, ainda pouco se sabe sobre a inducéo de células T CD8" reguladoras e, muito menos
sua importancia em infecgbes por flavivirus, aqui, portanto, demonstramos possiveis

funcgdes destas células na infeccdo por ZIKV cepa brasileira.

Células T CD8" reguladoras compreende algumas populagdes celulares que
podem expressar ou ndo Foxp3 e com caracteristicas de suprimir a resposta imune, seja
ela em infeccBes virais ou doencas autoimunes?®*3133 E descrito que células T
CD8'Foxp3* compreende cerca de 0.4 e 0.1% de células T no sangue de individuos
saudaveis e de camundongos®*. T CD8'reg sdo responsaveis por inibir respostas de
células T CD4" e CD8" através de diferentes mecanismos, dependente de contato ou por
fatores sollveis, como expressio de galectina-1 e liberagdo de granzimas®®, pela
producdo de IL-10'% TGFB- e IFNy 3% e expressdo de FasL**"3%® e perforinal®.
Interessantemente, em nosso modelo, células T CD8Foxp3* apos a infecgdo por ZIKV

expressam altos niveis de FasL.

Células T CD8*Foxp3* proliferam em resposta a IL-2 produzida pelas células B
presentes no baco®*?, e a sinalizacio através IL-2Ra — STATS5 tanto em células CD4",
quanto em células CD8" reguladoras é essencial para a expressao de Helios. A delecdo
especifica desse fator de transcricdo em células T CD8" resulta no aparecimento de
doengas autoimunes, confirmando essencial contribuicdo das células CD8'reg na
supressdo de resposta a antigenos proprios®3®. TGFp34341 e o Fator de transcricio Eomes

tambem s&o pivos no controle da identidade reguladora e homeostasia das células T
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CD8*reg®?. Experimentos in vitro mostraram que o efeito destas células em suprimir

proliferagdo celular € igual ou até mesmo maior do que células T CD4* regs®*.

Células T CD8*Foxp3* expressam altos niveis de CTLA-4, ICOS e Ki-67 em
comparaGao as células CD8 CTL19:33433%6342 o hajxa expressio de CD127, receptor da
IL-7°%*. Em nosso modelo, vimos que tanto as células T CD8'Foxp3* de animais
controles, quanto as induzidas por ZIKV possuem baixos niveis de expressdo de CTLA-
4 e CD127 comparados as células CD8 totais, 0 que vai de encontro com os trabalhos
previamente apresentados. Entretanto, quando comparamos a expressdo destes
marcadores entre células T CD8Foxp3* e T CD4*Foxp3™, vimos que as T CD8"Foxp3*
expressdo mais CTLA-4 e CD127 independente da infeccéo.

Embora saibamos que IL-2 pode induzir a proliferacdo de células T
CD8*Foxp3*, aqui mostramos que esta citocina ndo estd aumentada ap6s a infecgdo, e
portanto, algum outro mecanismos pode estar envolvido na inducio destas células. E
descrito que a IL-33, uma alarmina liberada apds leséo celular, € importante na indugdo
e manutencdo de células T CD4*Foxp3* através da sinalizacdo de GATA-3 e STATS
(como revisado em 24?), e promogcéo de células com fungdes reguladoras no intestino®,
No cenério de células T CD8", a IL-33 é necessaria para potente respostas de células CTL
contra virus de RNA e DNA3# e tumores3434°,

Entretanto, at¢ o momento, ndo tem nada na literatura sobre o papel desta
citocina em células T CD8"Foxp3*. Aqui, mostramos que a expressdao de IL-33 é
aumentada durante virus os 3 primeiros dias de infec¢do pelo ZIKV. Aqui, dentre os
diversos marcadores analisados, avaliamos a expressdo de ST2, o receptor de IL-33,
porém ndo foi possivel detectar nenhuma diferenca na expressdo desse receptor
independente da infeccdo por ZIKV. Entretanto, vale ressaltar que a analise do fendtipo
destas células foi realizada ap6s 15 a infeccdo, periodo em que ndo tem mais expressao
de IL-33 no baco, portanto, seria dificil sugerir a relacdo IL-33 e ST2 na inducdo das
células T CD8*Foxp3* em nosso modelo de infecgdo.

Aqui, realizamos a analise do fen6tipo das células T CD8*Foxp3™ de animais
controles e as induzidas por ZIKV utilizando a ferramenta de tSNE do software de analise
de citometria FlowJo e vimos que a infeccao por ZIKV induz o surgimento de 5 diferentes
populacdes de células T CD8*Foxp3" e todas estas populacBes expressam Ly6C,

pertencente a familia de moléculas GPI ancoradas a membrana. Ly6C é expresso em
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células T CD4" efetoras de vida curta®*” e expresso em células T CD8* de memoria central
e é relacionado com o processo de migracio destas células para os linfonodos®*. No
contexto de células CD4*Treg, a expressao de Ly6C esta relacionado com menor ativacédo
celular, proliferacéo e diferenciacdo, bem como menor capacidade funcional. Além disso,
foi demonstrado que os niveis de expressdo de Ly6C é dependente da sinalizacdo via
TCR-antigenos proprios®*.

Além disso, pudemos notar a expressao de marcadores relacionados a memoria
e migracéo celular, como CD62L e CXCR3 que até entdo tinham sido descritos apenas
em células T CD8*reg humanas®>®. Contudo, resumidamente, a grande diferenca entre
células T CD8*Foxp3* de animais ZIKV e controles é a expressao de FasL e Ly6C.

Aqui, além de caracterizarmos o fen6tipo das células T CD8*Foxp3*, avaliamos
se tanto as células T CD8"Foxp3* de animais controles, quanto de animais infectados por
ZIKV seriam capazes de interferir na replicacéo viral e consequentemente carga viral dos
animais infectados. Para responder esta questdo, realizamos transferéncia adotiva de
células T CD8*Foxp3* para animais deficientes de células T CD8. No dia seguinte,
desafiamos estes animais com ZIKV e 24 horas ap6s avaliamos a carga viral no soro e
baco. Interessantemente, vimos diferenga na carga viral dos animais transferidos com
células provenientes de animais controles comparados aqueles que receberam células de

animais previamente infectados.

A transferéncia de células T CD8'Foxp3® de animais controles foram
relacionadas com maior viremia, enquanto que as T CD8*Foxp3* de animais infectados,
ndo apresentaram diferenca em comparagéo a viremia de animais deficientes de celulas
T CD8". Embora tenhamos caracterizado alguns marcadores das células T CD8"Foxp3*
ainda ndo sabemos sobre as caracteristicas moleculares, citocinas que elas produzem e
até mesmo se sdo células em exaustdo ou ndo, portanto, mais experimentos sdo
necessarios para melhor caracterizacdo funcional das células T CD8*Foxp3* no modelo
de infecgdo por ZIKV.

Nosso trabalho abre diferentes perspectivas no cenario da infec¢do por ZIKV e
resposta imune inata e adaptativa. Em resumo, nossos resultados apontam para
importancia de células T CD8" reguladoras e dos neutré6filos no contexto da infeccdo por
ZIKV, e extrapolamos a possivel associagdo dos neutrofilos a sindrome congénita. Neste

contexto, apostamos no possivel papel dos neutréfilos como “trojan horses” viral na



102

placenta e assim, auxiliando na transmissdo vertical. Nosso trabalho traz resultados

interessantes e promissores na busca da imunopatogénese da infecgéo pelo ZIKV.
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CONCLUSAO

e ZIKV possui a capacidade de infectar neutréfilos de camundongos resistentes e
susceptiveis, sem alterar a producdo de ERO e meia-vida destas células;

e ZIKV infecta neutrofilos de sangue periférico de individuos saudaveis, sem induzir
producdo de ERO, tampouco liberacdo de NETS;

¢ Neutrofilos infectados por ZIKV ndo apresentam aumento da expressao de IFNAR e,
portanto, parecem nao ser dependentes de sinalizacdo de IFN tipo I;

e Neutrofilos infectados podem ser detectados no sangue e na placenta de animais
infectados in vivo;

¢ Neutrofilos infectados de placenta apresentam moderada a baixa alteracdo no perfil
de proteinas como mostrado por protebmica;

e Transferéncia de neutrofilos infectados in vitro é suficiente para disseminacéo viral;

e Individuos infectados com ZIKV produzem maiores niveis de IL-8 comparados aos
infectados com CHIKV;9

e Aausénciade células T CD8" altera o perfil de expresséo génica no bago dos animais
infectado por ZIKV, porém sem mudar o perfil de resisténcia a infec¢éo;

e Infeccdo por ZIKV induz a producéo de citocinas inflamatorias no bago e soro de
animais apos a infec¢ao;

e Infeccdo por ZIKV induz o aumento da populacao de células T CD8*Foxp3*;

e T CD8'Foxp3* de animais infectados com ZIKV expressa altos niveis de FasL e
Ly6C, moléculas estas que podem estar relacionadas com o déficit de funcdo destas
celulas;

e T CD8'Foxp3* de animais naive parecem proporcionar ambiente favoravel para a
replicacéo do ZIKV;
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ANEXOS

Anexo 1: Comité de Etica CEUA ICB USP — Projeto células T CD8

l COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

I c B U S F) Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira", Butanta, Sao Paulo, SP - Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB IIl - 05508 000
CEUA-ICB/USP - Telefone (11) 3091-7733 - e-mail: cep@icb.usp.br

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "CARACTERIZACAO DO PAPEL DE LINFOCITOS T CD8+ NA
INFECCAO POR ZIKA VIRUS", registrado sob o protocolo ne 61/2016, que envolve a produgdo, manutengio e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de Pesquisa
Cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagao Animal
(CONCEA). Ante esta conformidade, o referido projeto foi avaliado e aprovado em 21/06/2016 pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (CEUA-ICB/USP),
outorgando esta licenga de uso de animais com validade de 4 ano(s) a partir da data de aprovagio.
- Investigador Principal: Dr.(a.) Jean Pierre Schatzmann Pero
- Departamento: /munologia
- Membros da Equipe: David Anibal Garrido Andrade (Pds-doutorando), Carla Longo (Pos-graduando), Cristiano
Rossato (Pds-graduando), Wesley Nogueira Branddo (Pés-graduando), Carolina Manganeli Polonio (Pés-graduando),
Nagela Ghabdan Zanluqui 4

Ao final do periodo outorgado por esta licenca, o pesquisador responsavel devera encaminhar a esta
comissao, até o ultimo dia de validade da atual proposta, relatdrio final de acordo com a Resolu¢do Normativa
CONCEA n2 30/2016 - Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou de
Pesquisa Cientifica (DBCA), conforme modelo constante no enderego eletrénico www.ich.usp.br/ceua. Havendo
interesse na renovacdo do projeto, a solicitagdo devera ser protocolada pela Secretaria da CEUA-ICB/USP até o
Gltimo dia de validade da atual proposta. Apds esta data uma nova proposta deverd ser encaminhada.

CERTIFICATE

We hereby certify that the project entitled "Characterization of the role of CD8+ T lymphocytes in
Zika virus infection", protocol n® 61/2016, which involves the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human), for Scientific Research Purposes, is in
accordance with the provisions of the Law n2 11.794 passed on October 8", 2008, Decree n? 6899 passed on July
15”‘, 2009, and the rules issued by the National Council for Control and Animal Experimentation (CONCEA).
According to this legislation, the project was evaluated and approved on 6/21/2016 by the ETHICS COMMITTEE ON
ANIMAL USE, Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo (CEUA-ICB/USP), and the license for animal
use is valid for 4 year(s) from the date of approval.

- Principal Investigator: Dr.(a.) Jean Pierre Schatzmann Pero

- Team members: David Anibal Garrido Andrade (Postdoctoral Researcher), Carla Longo (Graduate Student),
Cristiano Rossato (Graduate Student, Wesley Nogueira Brandéo (Graduate Student), Carolina Manganeli Polonio
(Graduate Student), Nagela Ghabdan Zanluqui.

At the end of the period granted by this license, the Principal Investigator must submit a final report of
the project to this committee, according to the Rule n2 30 and the Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de
Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (DBCA) issued by the CONCEA. If a renewal of the project
is intended, the request must be submitted to the CEUA-ICB/USP secretary before the expiration of the current
proposal. After this date, a new proposal must be prepared.

Espécie/Species Linhagem/Strain Sexo/Gender | Idade-Peso/ Age-Weight Total
Mus musculus C578BL/6 CD8 Macho/male 8-12 semanas/weeks 150
C57BL/6 Macho/male 8-12 semanas/weeks 150

Sdo Paulo, 24 de junho de 2016.

bward, Vot St .
Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Eliane Aparecida Gome$ de M. Nascimento
Vice-coordenadora CEUA-ICB/USP Secretaria CEUA-ICB/USP
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Anexo 2: Comité de Etica CEUA FMUSP — Projeto células T CD8

i W 34 Faculdade de Medicina da Universidade de S3o Paulo
MEDICINA Avenida Dr. Arnaldo, 455
— Pacaembu — S&o0 Paulo — SP
rsSP

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos que a proposta intitulada “CARACTERIZACAO DO
PAPEL DE LINFOCITOS T CD8+ NA INFECCAO POR ZIKA VIRUS”,
registrada com o n° 064/17, sob a responsabilidade de Jean Pierre
Schatzmman Peron e Nagela Ghabdan Zanluqui, apresentada pelo
Departamento de Clinica Médica - que envolve a produc¢io, manutencio e/ou
utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP em reunidao de

13.09.2017
Finalidade (x) Ensino ( ) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizacao Inicio: 31-03-2017 Término: 31-01-2020
Espécie/linhagem/raca Camundongo C57BL/6 e Knockout C57BL/6 CD8KO
N° de animais 150 C57Bl/6 e 150 Knockout C57B1/6 CDS8KO
Peso/Idade 6 semanas
Sexo machos
Origem Biotério ICB

A CEUA FMUSP solicita que ao final da pesquisa seja enviado Relatorio com todas
as atividades.

CEUA-FMUSP, 13 de Setembro de 2017

e r——
T —— e

Dr. Eduardo Pompeu
Coordenador
Comissao de Etica no Uso de Animais

Comisséo de Etica no Uso de Animais da FMUSP
e-mail: ceua@fm.usp.br
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Anexo 3: Comité de Etica CEUA ICB USP — Projeto neutrofilos

I Instituto Universidade de Sdo Paulo
de Ciénclas Comisséo de Etica no
Biomédicas sréa sl .
icB USP Exceléncia em Ensino e Pesquisa AR

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Papel dos neutréfilos na infeccéo por Zika virus", protocolada sob o CEUA n? 4714050719,
sob a responsabilidade de Jean Pierre Schatzmann Peron e equipe; Nagela Ghabdan Zanluqui; Lilian Gomes de Oliveira ;
Carolina Manganeli Polonio ; Marilia Garcia de Oliveira - que envolve a producao, manutengao e/ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com
o0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacéo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo) (CEUA-ICB/USP) na reuniao de 20/09/2019.

We certify that the proposal "Neutrophils role in Zika virus infection", utilizing 484 Isogenics mice (268 males and 216 females),
protocol number CEUA 4714050719, under the responsibility of Jean Pierre Schatzmann Peron and team, Nagela Ghabdan
Zanluqui; Lilian Gomes de Oliveira ; Carolina Manganeli Polonio ; Marilia Garcia de Oliveira - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Biomedical Sciences Institute (University of S&o Paulo) (CEUA-ICB/USP) in the meeting of
09/20/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: 24 meses Depto/Setor: Imunologia

Origem:  Biotério do Departamento de Imunologia

Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Machos Idade ou peso: 6 a 12 semanas
Linhagem: C57BL/6 N amostral: 65

Origem:  Biotério do Departamento de Imunologia

Espécie:  Camundongos isogénicos sexo: Fémeas Idade ou peso: 6 a 12 semanas
Linhagem: C57BL/6 N amostral: 108

Origem:  Biotério do Departamento de Imunologia

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos Idade ou peso: 6 a 12 semanas
Linhagem: AB6 N amostral: 108

Origem:  Biotério do Departamento de Imunologia

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Machos Idade ou peso: 6 a 12 semanas
Linhagem: SJL N amostral: 95

Origem:  Biotério do Departamento de Imunologia

Espécie: Camundongos isogénicos sexo: Fémeas Idade ou peso: 6 a 12 semanas
Linhagem: SJL N amostral: 108

Sao Paulo, 06 de agosto de 2021

Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB Ill / Cidade Universitaria, Butanta - CEP 05508-000 - Sao Paulo/SP - tel: 55 (11) 3091-7733
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8 s 16h : e-mail: cep@icb.usp.br
CEUA N 4714050719
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I Instituto Universidade de Sdo Paulo

< g? c"?’(‘;'as Comisséo de Etica no
iomeadaicas . .

Uso de Animais

ICB USP Eexceléncia em Ensino e Pesquisa

lnwamt, odtva, S,

Profa. Dra. Luciane Valéria Sita Prof. Dr. Francemilson Goulart da Silva
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo) Instituto de Ciéncias Biomédicas (Universidade de Sao Paulo)

Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB lll / Cidade Universitaria, Butanta - CEP 05508-000 - Sao Paulo/SP - tel: 55 (11) 3091-7733
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 as 16h : e-mail: cep@icb.usp.br
CEUA N 4714050719
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Anexo 4: Comité de Etica ICB USP — Humanos

USP - INSTITUTO DE SloboPor
II CIENCIAS BIOMEDICAS DA %M e

UNIVERSIDADE DE SAO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IMUNOPATOLOGIA, COMORBIDADES E SUSCEPTIBILIDADE GENETICA A
INFECCAO PELO ZIKA VIRUS EM HUMANOS

Pesquisador: Antonio Condino Neto

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: 86696618.7.0000.5467

Instituicdo Proponente: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo - ICB/USP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.612.149

Apresentacio do Projeto:

O projeto e simples e direto nos aspectos laboratoriais. Pertence ac Grupo 4 e envolve varias instituicées do
nordeste do Brasil: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, 2) Departamento de
Pediatria, Universidade Federal de Pernambuco, 3) Hospital de Pediatria, Universidade Federal do Rio
Grande do Norte, 4) Hospital Albert Sabin de Fortaleza, 5) Universidade do Estado da Bahia, 6) Centro

Universitario Estado do Para. O texto é suscinto e direto. O projeto € viavel e interessante.

Objetivo da Pesquisa:

O projeto visa estudar as vias de sintese e sinalizagdo dos IFNs Tipo |, na tentativa de correlacionar nossos
achados publicados recentemente, com possiveis mecanismos de resisténcia ou susceptibilidade a infecgao
pelo ZIKV. A causistica do projeto envolve pelo menos 10 criancas e respectivas maes nos seguintes
grupos: 1) Criangas com microcefalia infectadas pelo ZIKV, 2) Criangas sem microcefalia expostas ao ZIKV,
3) Criangas normais e nao expostas ao ZIKV, 4) Criangas com microcefalia e nao expostas ao ZIKV.

As criancas serdo encaminhadas por medicos colaboradores em Recife, Belem, Salvador e Natal. Sera feio
o sequenciamento de genes envolvidos (exoma completo) no reconhecimento viral, assim como na sintese

e sinalizacao dos IFNs de tipo |. Serao avaliados os seguintes alvos:

Enderego: Av. Prof° Lineu Prestes, 2415

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7733 E-mail: cep@ich.usp.br
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I CIENCIAS BIOMEDICAS DA %"WM e
& UNIVERSIDADE DE SAO

Continuacéo do Parecer: 2.612.149

Reconhecimento viral: tIr-3, tIr-7, tIr-8,tIr-9, mda-5, rig-1, gas6, prots.
Sintese de IFNs: trif, traf3, traf6, tbk1, irf3, irf7
Sinalizacao: ifnr1, jak1, jak2, tyk2, stat1, stat2, irf9.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Serdo coletados 3 ml de sangue periférico o que é compativel com a idade das criancas. O risco é o
associado "a coleta de sangue periférico e os beneficios sera o entendimento melhor das cascatas de

sinalizacdo de IFNs.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Nao ha critérios de inclusao ou exclusado definidos nem como os grupos de estudo foram configurados

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoéria:

Os dois TCLES (maior e menor) sao concisos e diretos e incluem contato com o responsavel.

Recomendagodes:

Descrever de forma clara os critérios de exclusao
Modificar as palavras:

sangue venoso - por sangue da veia

Susceptibilidade - aumento de risco

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Descrever os critérios de exclusdo conforme solicitado no item reomendacdes

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado do CEP - ICB concorda com o parecer do relator em aprovar o projeto. Cabe aos
pesquisadores executantes elaborar e apresentar a este comité relatérios anuais (parciais ou final) de
acordo com o item Il, 11.19 e 11.20 da resolugao 466/12 do Conselho Nacional da Saude. Com relacao "as
amostras biolégicas, em ndo havendo ainda um biorepositério e se houver retengdo de material devera ser
solicitado o devido cadastro conforme modelo constante no "site” do ICB. Ao pesquisador cabe tambéem
finalizar o processo junto ‘a plataforma Brasil quando do encerramento deste.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Informacdes PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/03/2018 Aceito

Enderego: Av. Prof° Lineu Prestes, 2415

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 05.508-000
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3091-7733 E-mail: cep@icb.usp.br
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Qo

Basicas do Projeto  |ETO_1099348.pdf 11:00:05 Aceito

TCLE /Termos de |TCLE_maior_ZIKV_2018.doc 28/03/2018 | Antonio Condino Aceito

Assentimento / 10:58:02 |Neto

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE_menor_ZIKV_2018.doc 28/03/2018 | Antonio Condino Aceito

Assentimento / 10:57:51 Neto

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_Zika_CEP .pdf 28/03/2018 | Antonio Condino Aceito

Brochura 10:57:41 Neto

Investigador

Declaracéo de termo_compromisso_pesquisador.pdf 28/03/2018 | Antonio Condino Aceito

Pesquisadores 10:51:36__ | Neto

Folha de Rosto folha_rosto_zika.pdf 28/03/2018 | Antonio Condino Aceito
10:51:05 | Neto

Situacdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
SAO PAULO, 20 de Abril de 2018
Assinado por:
Camila Squarzoni Dale
(Coordenador)
Enderego: Av. Prof° Lineu Prestes, 2415

Bairro: Cidade Universitaria
UF: SP Municipio:
Telefone: (11)3091-7733

CEP: 05.508-000
SAQ PAULO

E-mail: cep@icb.usp.br
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