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RESUMO

Prévios estudos demonstram que infec¢des virais, podem desencadear doencas
autoimunes mediante a quebra da tolerancia imunoldgica e ativagédo de células
TCD4+ autorreativas. A infeccéo por Zika virus (ZIKV) pode causar uma intensa
resposta imune levando a morte de células neuronais resultando em
neuropatologias, como a sindrome de Guillain-Barré (SGB). Estudos tém
demonstrado que a eferocitose de células apoptéticas infectadas (iIAC) por
células dendriticas (DCs) pode desempenhar um papel importante tanto na
resolucdo da infeccdo, como no desenvolvimento de clones autorreativos.
Portanto, nesse estudo, nos hipotetizamos que a infeccdo por ZIKV resulta na
morte celular, e a eferocitose dessas células apoptéticas infectadas poderia
induzir a ativacdo de DCs e de células T CD4* autorreativas. Incialmente
estabelecemos a infec¢do de ZIKV em uma linhagem celular de neuroblastoma,
SH-SY5Y. A taxa de infeccéo obtida apds 48h de infeccdo em MOI de 1 foi de
aproximadamente 35% de células positivas para o anticorpo anti-4G2. Diferente
do esperado, a infeccdo nao alterou significativamente a porcentagem de
apoptose, no entanto, apos radiacdo com UV-C (5mJ) obtivemos ~30% das
células positivas para caspase 3-clivada. A eferocitose de células apoptoticas
contendo uma baixa taxa de infecgdo (-2 ZIKV-iAC, ~ 27%) n&o resultou em
diferencgas significativas na expressao de marcadores de ativagéo celular, como
CD86, MHC-II e PD-L1 em DCs, quando comparado as condicdes DC+AC ou
DC+Meio. Confirmando o perfil tolerogénico dessas células, a eferocitose de -
rate ZIKV-IAC nao foi capaz de induzir a proliferacdo e ativacdo de clones
autorreativos, como demonstrado pelos ensaios utilizando linfocitos de animais
OT-Il. Na tentativa de avaliar se a taxa de infecdo poderia influenciar o perfil de
ativacdo de DCs durante a eferocitose, realizamos o isolamento apenas das
células apoptoéticas infectadas com ZIKV, por sorting, resultando em um
enriqguecimento de ~86% de infectadas com ZIKV (Hi9h & 7|KV-iAC, ~86%). A
eferocitose dessas células contento uma alta taxa de infeccdo parece quebrar o
perfil tolerogénico dessas DCs, mediante ao aumento da expressdao de MHC-II
e CD86, e a diminuicdo de PDL-1 em DCs. Além disso, apenas a eferocitose de
High rate. 7K \/-iAC foi habil aumentar a expressdo de Ifnl, Ifn2, e Statl, quando
comparado as condicdes BMDC, BMDC+AC ou BMDC+M% & 7|KV-iAC. A
diferenciacdo de linfécitos T CD4* na presenca de meio condicionado (CM)
oriundo de DCs cultivadas na presenca de 9" @ 7|KV-iAC, sugere um perfil de
diferenciacdo em Th17. Portanto, a taxa de infeccdo parece ser determinante
para a que a eferocitose possa impactar na maturacao de BMDCs e na ativacéo
de linfécitos T CD4*, o que poderia favorecer a imunidade contra o patégeno,
bem como o desenvolvimento de clones autorreativos.

Palavras-chave: Apoptose; Eferocitose; Zika Virus; Células Dendriticas;
Autorreatividade; Linfocitos T CD4*.



ABSTRACT

Previous studies have shown that viral infections can trigger autoimmune
diseases through the breakdown of immune tolerance and the activation of
autoreactive CD4+ T cells. Zika virus (ZIKV) infection can elicit a strong immune
response, leading to neuronal cell death and resulting in neuropathologies, such
as Guillain-Barré syndrome (GBS). Studies have demonstrated that the
efferocytosis of infected apoptotic cells (iIAC) by dendritic cells (DCs) may play a
significant role both in resolving the infection and in the development of
autoreactive clones. Therefore, in this study, we hypothesized that ZIKV infection
results in cell death, and the efferocytosis of these infected apoptotic cells could
induce the activation of DCs and autoreactive CD4+ T cells. Initially, we
established ZIKV infection in a neuroblastoma cell line, SH-SY5Y. The infection
rate obtained after 48 hours of infection at an MOI of 1 was approximately 35%
of cells positive for the anti-4G2 antibody. Contrary to expectations, the infection
did not significantly alter the percentage of apoptosis; however, after UV-C
irradiation (5mJ), we observed 30% of cells positive for cleaved caspase-3. The
efferocytosis of apoptotic cells with a low infection rate (Low rate ZIKV-iAC, 35%
IACs) did not result in significant differences in the expression of cellular
activation markers, such as CD86, MHC-II, and PD-L1 in DCs, when compared
to the DC+AC or DC+Medium conditions. Confirming the tolerogenic profile of
these cells, the efferocytosis of Low rate ZIKV-iIAC was not able to induce the
proliferation and activation of autoreactive clones, as demonstrated by assays
using lymphocytes from OT-II mice. In an attempt to assess whether the infection
rate could influence the activation profile of DCs during efferocytosis, we isolated
only the ZIKV-infected apoptotic cells through sorting, resulting in an enrichment
of ~86% ZIKV-infected cells (High rate ZIKV-IAC, ~86%). The efferocytosis of
these cells with a high infection rate appears to disrupt the tolerogenic profile of
these DCs, as evidenced by the increased expression of MHC-II and CD86, and
the decreased expression of PDL-1 in DCs. Furthermore, only the efferocytosis
of High rate ZIKV-iIAC was capable of upregulating the expression of Ifn1, Ifn2,
and Statl, compared to the BMDC, BMDC+AC, or BMDC+Low rate ZIKV-IAC
conditions. The differentiation of CD4+ T lymphocytes in the presence of
conditioned medium (CM) from DCs cultured with high rate ZIKV-iAC suggests a
Th17 differentiation profile. Therefore, the infection rate appears to be a
determinant for efferocytosis to impact BMDC maturation and CD4+ T
lymphocyte activation, which could favor immunity against the pathogen, as well
the development of autoreactive T cells.

Keywords: Apoptosis; Efferocytosis; Zika Virus; Dendritic Cells; Self-Reactivity.
CD4+ T Lymphocytes.



Lista de Figuras

FIgUIa 1. EFEIOCIIOSE. ... .eeiuieiiieiieeieeee ettt e 23
Figura 2. HIpOteSE d0 ESTUAO. .....cc.eeiiiriiiieiieieeie et 30
Figura 3. Taxa de infeccao e inducédo de apoptose de células da linhagem neuronal

SH-S Y DY bbb bbb bbb bttt 42
Figura 4. Taxa de apoptose ap0s a infecgao por ZIKV ........ccocevivieninienenieneeieneene 43
Figura 5. Taxa de apoptose ap6s a iNdugao Por UV-C ........ccccevirieninienenienieeienieene 44

Figura 6. BMDCs sao capazes de eferocitar células SH-SY5Y infectadas pelo ZIKV. .45
Figura 7. Fendtipo de BMDCs ap0s eferocitose de células SH-SY5Y infectadas pelo

WA | QTP PP PP PPPPPPPPP 47
Figura 8. Fendtipo de MoDCs ap0s a eferocitose de células SH-SY5Y infectadas pelo
WA | QPP PP PP PPPPPPPP 48
Figura 9. Producdao de citocinas por DCs ap6s a eferocitose de células AC ou ZIKV-

1 RSP 49
Figura 10. Producéo de citocinas por MoDCs apds a eferocitose de células AC ou

A |V Y USRS 49
Figura 11. Perfil de diferenciacdo de linfécitos T CD4+ naive cultivados na presenca de
Meio condicionado (MC) oriundo da eferocitose de ZIKV-IAC. .......ccoerveenieniieniieeneennn 51
Figura 12. Incorporacao de ovoalbumina (OVA) em células apopt6tica infectadas ou

g F=To I ot ] 1 4 174 | [ PP UPTURPPRPRRTRO 53
Figura 13. Ensaio de proliferacéo e ativagado de linfocitos T OT-Il cocultivados com
DCHZIKVAAC. .ttt sttt ettt et sttt et s et et e s et e be s st ebesneenbeensesseensenseensens 56
Figura 14. Protocolo experimental para selecao de células SH-SY5Y infectadas pelo

A | QY o To TGS Yo 1 {1 Vo R PUSRPRI 58
Figura 15. Fendtipo de BMDCs ap0s eferocitose de células SH-SY5Y infectadas pelo
WA | QYA I T T0] F= o F= TSR o T gR=To] £ 1] oo RS PSSRPR 60

Figura 16. Perfil de citocinas produzido por BMDCs durante a eferocitose de "onrae
ZIKV-AC e owrate 7IKV-iAC. Células apoptoticas ndo infectadas (AC) e infectadas

isoladas ("e"ra Z|KV-iAC) ou ndo isoladas (V"€ ZIKV-iAC) por cell sorting. ............... 61
Figura 17. Expressao de genes associados expressao de genes regulados por IRF3/7
€ INF-KBh. ..ttt ettt ettt et et e he e et e b e e be et e aeenteene et e eneeteeneenee 62

Figura 18. Perfil de diferenciacao de linfécitos T CD4+ cultivados na presenca de Meio
condicionado (CM) oriundo da eferocitose de "I ZIKV-IAC. ......ccccooeeveeeevereereeenne. 63



Lista de abreviaturas

AC - Células Apoptéticas (Mock)

BMDCs - Células Dendriticas Derivadas de Precursores da Medula Ossea
CD4* - Linfécitos T CD4*

CD8* - Linfécitos T CD8*

Cyto D - Citocalisina D

DCs - Células Dendriticas

DD - domain of death

DENYV - Virus da dengue

DRs - death receptors

Gasb6 - Proteina ligadora do receptor AxI

G-CSF - Fator estimulador de colénias de granulocitos
GM-CSF - Fator Estimulador de Col6nias de Granuldcitos e Macrofagos
HIV - Virus da Imunodeficiéncia Humana

IAC - Ceélulas Apoptaticas Infectadas por ZIKV

IFNAR - Receptor de Interferon

IFN-y - Interferon Gama

IKKe: Proteina Quinase IkB

IRF - Fator Regulador Interferon

IRF3/7/9 - Fatores reguladores interferon 3 e 7

ISGF3 - Fator 3 do Gene Estimulado por Interferon
ISGs - Genes Estimulados por Interferon

ISRE - Elemento de Resposta Estimulado por Interferon
IVIg - Imunoglobulina Humana Intravenosa

JEV - Virus da encefalite japonesa

LCE - Liquido Cérebro-Espinhal

MFI — Intensidade da Mediana de Fluorescéncia

MHC - Complexo Principal de Histocompatibilidade

Mock - Controle Negativo



MOI - Multiplicidade de Infecgéo

NF-kB - Fator de Transcricao Nuclear kappa B

OVA - Ovoalbumina

PAMPs - PadrBes Moleculares Associados a Patdgenos
PE243: Cepa do Zika virus isolado no Estado de Pernambuco, Brasil
PKH26 - Corante de Marcacgéao Celular

PKH67 - Corante de Marcacgéao Celular

PRRs - Receptores de Reconhecimento de Padrbes

PS - Fosfatidilserina

RIG-I - Receptor de reconhecimento de RNA viral
SfRNAs - RNAs subgendmicos de flavivirus

SGB - Sindrome de Guillain-Barré

SNC - Sistema Nervoso Central

STAT - Fator de Transcri¢cdo e Ativador de Sinal

TAM - Familia de receptores Tyro3, Axl e Mer

TIM - Familia de receptores de fosfatidilserina

TLRs - Receptores do Tipo Toll

UV-C: Radiacéo ultravioleta C

WNV - Virus do Nilo Ocidental

ZIKV — Zika virus



Sumério

L. INTRODUGAO. ..o 16
1.1, ZIKB VITUS et st sttt sttt e bt et sb et sae et 16
1.3, APOPLOSE CEIUIAN ..c..eeeieiiiieiieetteeee ettt et 19
1.4. Apoptose de células infectadas por ZIKV..........ccccooeerinieninienineneeeseeeseene 20
1.5. Fagocitose de células apoptoticas - Eferocitose..........cccocveveevieeceenieccieeceeseen 21
1.6. Eferocitose na relacdo Patégeno-HOoSpedeiro .........ccccveeveevieevieecieesie e 24
1.7.  Sindrome de Guillain-Barré por ZIKV (ZIKV-SGB).........cccceevverireiieeniesieeereeseenns 26
2. JUSTIFICATIVA ettt sttt et et e st e st e sabeeenareeeas 29
3. HIPOTESE DE ESTUDO.......cooiieieiseeeeteieeeee e eeeeae ettt sena e anae s 30
4. OBUIETIVOS . ...ttt ettt ettt st ettt bt e st e st e e e bt e e sbaeesabeeenareeeas 31
O I @ o111 1Yo I o =T - | USRS 31
4.2.  ODbJetivoS ESPECITICOS ..cveiiuiieiieiieceeeec et 31
5. METODOLOGIA ...ttt ettt sttt et e e sabe e s bt e e sabe e e sabeeenareeeas 32
5.1, CUIIVO CEIUIAT. ...ttt 32
5.2, CUIIVO VI8l ...ttt e 32
5.3, TitulaGA0 dOS €StOQUES VIFAIS .....c.veieieieeeiieecieeecieeeciteestee e stee e sveesineestaeesraeennreeens 32
5.4. Ensaio de infecCao de ZIKV SH-SYS5Y .....coooiiiiiiiiie et 33
5.5. Padronizacéo e avaliacdo da taxa de apOpPtOSE .......eeecueeerreeeiiee e sree e 34
5.6. Separacao de células infectadas e apoptdticas por Sorting.........ccceeeveeevveeeinnens 34

5.7. Diferenciacéo de células dendriticas derivadas de precursores da medula 6ssea

(BMDIC) ...ttt bbb b h e bbb bbbt he b bt et aeene 34
5.8.  ENSAI0 0€ EfErOCIHOSE.....cueiiiiieiieiie ettt st 35
5.9.  QuantificCaGao de CILOCINAS .......cceveeriieiieiie ittt sttt naeesreesneens 35

5.10. Isolamento de células T CD4" naive e ensaio de diferenciacdo de linfocitos T

36
5.11.  Avaliagéo da diferenciacéo de linfécitos T CD4" por citometria de fluxo......... 36
5.12. Incorporacéo de ovoalbumina (OVA) por choque 0SMOLICO .......cccevvereveeeennen. 37
5.13.  Ensaios proliferagéo de liNfOCitoS T CD4* OT-ll..cc.coevvveviiiiiiieniieieeieee e 37
5.14.  Andlise da expresséo de alvos génicos por gPCR........ccceevveeecveecciee e, 38

5.15.  Avaliagéo da ativagéo de células dendriticas derivadas de mondcitos
humanos (MoDCs) ap0s a eferocitose de ZIKV-IAC ........coovveeerienie e 39

5.16.  Quantificac&o de citocinas produzidas pelas MODCS .........c.ccoecerviiinineniennns 39



5.17. ANALISE ESTAISHICA ...eeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeennneeeennnnnn 40
ST = 1 U R 1 5 1 41

6.1. Padronizacao da infeccéo e indugdo de apoptose nas células da linhagem SH-
SY5Y infectadas COM ZIKV ......oooiiiiiie ettt e st ee e saee e snteesneeeens 41

6.2, i Avaliacdo da capacidade fagocitica de AC e ZIKA-IAC por BMDCs

6.3. Determinagéo do fenétipo de BMDC (DCs) e de MoDC e produgao de
citocinas apds a eferocitose de células apoptéticas infectadas por ZIKV (ZIKA-IAC)

45
6.4. Diferenciagao de células T CD4" na presencga de meio condicionado (CM)
oriundo da co-cultura de BMDCs e ZIKV-AC. 50
6.5. Incorporacao de Ovoalbumina-FITC por células apoptoéticas submetidas a
ChOQUE OSMOLICO......cvvevvereeesssssssssesssssssessessssasssssssssses 52
6.6. Avaliacdo da proliferagéo e ativagéo de linfécitos T CD4* OT-Il mediante a co-
cultura de DC apds eferocitose de ZIKV-IAC-OVA e AC-OVA 53
6.7. Enriquecimento da populacdo de ZIKV-iAC e o impacto da eferocitose
contendo alta taxa de ZIKV em células apoptoticas infectadas (79" @ ZIKV-iAC)......57
6.8. Eferocitose de 9" Z|KV-IAC aumenta a expressdo de genes regulados por
IRF3/7 € NF-KB....osrreerrrssssmssssssssssssssssssssssssssssssnns 62
6.9. Perfil de diferenciacéo dos subtipos de células T CD4* na presenca do CM
oriundo da co-cultura de BMDCs+ "9 ZIKV-IAC ........ccoeuereeeeeeierererereeeeeeeeseseeseseeans 62
7. DISCUSSAD ...ttt ettt 64
8. CONCLUSOES......ooiiiiiiieieie ettt ettt 72
9. CONCLUSAO FINAL ....oourvieireiiieiieie ettt sssessses 74
10. CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)......75

ANEXO A - ESTRATEGIA DE “GATING ......oovvrievereverereesisssssesies s 88



16

1. INTRODUGCAO

1.1. Zikavirus

O Zika virus (ZIKV) pertence a familia Flaviviridae, que também inclui o
virus da encefalite japonesa (JEV) e o virus da dengue (DENV) (J. K. Lee; Shin,
2019). O ZIKV € um virus de RNA de fita simples com sentido positivo. Seu
genoma codifica uma Unica poliproteina que é clivada em trés proteinas
estruturais: o capsideo (C), o precursor de membrana (prM) e as proteinas do
envelope (E), além de sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B, NS5), responsaveis pela replicacdo e montagem viral (Dai et
al.,2016; Shankar et al.,2017). A proteina E desempenha um papel fundamental
na interacdo do virus aos receptores celulares, dentre estes destacam-se os de
Lectina do tipo C (CLRs), os receptores da familia TIM (TIM1, TIM3 e TIM4) e TAM
(Tyro3, Axl e Mer) (Hamel et al.,2015; Shi; Gao, 2017).

A proteina NS1 € um biomarcador no diagnostico de flavivirus e interage
com células do sistema imune contribuindo para a evasédo e a patogénese viral
(KYUNG et al.,2006; SHI; GAO, 2017). Por meio da proteina NS1, o ZIKV é capaz
de inibir a producdo de interferon (IFN), uma importante citocina para o
estabelecimento do estado antiviral (Coldbeck-Shackley et al.,2020). Outros
estudos demonstram que a proteina NS1 interage com a deubiquitinase USP8 do
hospedeiro facilitando a desubiquitinacdo da caspase-1, que cliva
proteoliticamente o cGAS, reduzindo a producdo de IFN na célula (Zheng et
al.,2018). A proteina NS5 é altamente conservada e desempenha um papel crucial
na replicacao viral, sendo dependente do dominio RNA polimerase dependente
de RNA (RdRp), enquanto o dominio metiltransferase (MTase) esta envolvido no
mecanismo de evasao da resposta imune (Shi; Gao, 2017).

As proteinas nao estruturais atuam na formacao de uma rede membranosa
em conjunto com o reticulo endoplasméatico (RE). Os virions imaturos séo
reunidos dentro do RE, onde o RNA viral € complexado com a proteina C e envolto
por uma bicamada lipidica contendo heterodimeros das proteinas prM e E. Por
meio da rede trans-Golgi, as vesiculas contendo os virions sdo transportadas e

sofrem modifica¢cdes importantes, como a glicosilacdo e a clivagem da proteina
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prM em M. Apés esses processos, 0s Virions infecciosos séo secretados da célula
por exocitose (Fernandez-Garcia et al.,2009; Valadéao et al.,2016).

O ZIKV pode infectar diferentes tipos celulares, incluindo células
endoteliais, epiteliais, mononucleares de sangue periférico, astrécitos e microglias
(Hou et al.,2017), tendo como as células progenitoras de neurénios humanos, as
principais células-alvo (Miner; Diamond, 2017). Estudos demonstraram sua
capacidade de replicacdo em vérias células da placenta, como trofoblastos,
vilosidades coribnicas e células epiteliais amniéticas (Aagaard et al.,2017;
Retallack et al.,2016). In vitro, foi comprovado que o virus pode infectar células da
pele humana, como fibroblastos e queratinécitos (J. C. Chen et al.,2016). Além
disso, células mieloides humanas, como células dendriticas (DCs) e macrofagos,

também s&o permissivas a infecgao por ZIKV.

1.2. Respostaimunoldgica e mecanismo de evasao ZIKV

A resposta imunoldgica a infeccéo viral pode ser dividida em trés fases: (1)
reconhecimento da particula viral por componentes do sistema imune inato; (2)
producdo de intermediarios da cascata de interferons (IFNs); e (3)
desenvolvimento da resposta imune adaptativa (Annie Elong Ngono; Shresta.,
2018; Meylan et al.,2006; Miner; Diamond, 2017; Serman; Gack, 2019). O ZIKV
possui mecanismos de evaséo da resposta imunoldgica, tais como, estratégias de
mascaramento do RNA gendmico livre no citosol e inibicdo da ativacdo da cascata
de sinalizac&o via IFNs, etapa importante como sinal de alerta para a infeccéao
(Estévez-Herrera et al.,2021).

Apbs a infeccéo, diversas cascatas de sinalizagdo sdo desencadeadas no
interior da célula. Um processo importante de protecdo € o estabelecimento da
resposta antiviral que consiste na presenca dos fatores reguladores de IFNs, que
passam a ser expressos apos a infeccéo, e o genoma viral de RNA de fita simples
positiva é reconhecido pelos receptores Toll-like 3 e/ou TLR-7/8 no interior da
vesicula endossomal (Ojha et al.,2019; Vanwalscappel; et al.,2018). A infeccéo
viral pode ativar as proteinas quinases TBK1 e IKKg, que fosforilam os fatores de
transcricdo IRF3/7, enquanto a proteina quinase IKKge ativa o fator de transcrigdo
NF-kB. Isso resulta na expressdo de IFN-B do tipo | e na sintese de genes

antivirais e pro-inflamatorios (Bowen; et al.,2019; Mcnab et al.,2020).



18

O IFN do tipo | € produzido em resposta ao reconhecimento de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) (Honda; Taniguchi, 2006; O.
Takeuchi; Akira, 2007). Os IFNs do tipo | ligam-se ao receptor IFNAR e estimulam
a transcricao de genes induzidos por IFN, o que estabelece um estado antiviral e
restringe a replicacdo do virus (Sadler; Williams, 2008; Schoggins; Rice, 2011). O
IFN desempenha um papel importante na ativagdo da resposta imune adaptativa,
inducdo da apoptose e contribui para a patogénese viral (Chawla-Sarkar et
al.,2003; Crouse et al.,2015). Para uma replicacao viral eficiente, é necessario
neutralizar as respostas antivirais do IFN tipo I. Proteinas virais como a proteina
E e NS, além do RNA gendmico e viral, sdo capazes de inibir as vias de
sinalizacdo de IFN (Estévez-Herrera et al.,2021). A interagdo de ZIKV na célula
do hospedeiro via Axl, mediante a interacdo da proteina ponte Gas6, inibe a
sinalizacdo do IFN tipo | favorecendo a supressdo precoce da resposta
imunologica durante a infeccdo viral (LEMKE, 2013; MEERTENS et al.,2017,
RETALLACK et al.,2016).

As proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5)
do ZIKV também desempenham importante fun¢cdes na modulacéo de células da
imunidade inata, alterando as cascatas de sinalizacdo de interferons (IFNs). A
proteina NS1 interfere na via cGAS-STING associada ao IFN, facilitando a
clivagem de cGAS e reduzindo a sinalizacdo de IFN tipo | em mondcitos da
linhagem THP-1 (Zheng et al.,2018). In vivo foi demonstrado que a NS2A atua no
gene promotor de IFN-B, regulando negativamente sua expressao, por meio da
supresséao dos receptores de reconhecimento de padrées (PRRs) RIG-1 e MDA5S
(Meylan et al.,2006). NS2B promove a replicacdo do virus e inibe a apoptose
através da interacdo com o receptor RIG-I em células epiteliais da linhagem 293T
(Y. Wu et al.,2017). A proteina NS3 também interfere na via de sinalizacdo via
RIG-I e MDA5, bem como nas proteinas adaptadoras 14-3-3, favorecendo a
replicacdo viral em astrécitos humanos imortalizados (Riedl et al.,2019). NS4A
inibe a expressao de genes que codificam IFN-B e IRF3, suprimindo a resposta
de IFN tipo | (Kumar et al.,2016). NS4B inibe a atividade de TBK1 em células da
linhagem 293T (oligomerizacéo e fosforilacdo), que é responsavel pela ativagéo
do IFN (Y. Wu et al.,2017). A proteina NS5 inibe a sinalizacdo de IRF3 e NF-kB,

evitando a ativagdo de uma resposta protetora. Além disso, NS5 se liga ao
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dominio semelhante a ubiquitina de TBK1, impedindo sua interacdo com o
receptor TRAFG6, interferindo assim na transcricdo de IFN tipo | e Il (Lin; et
al.,2019). Uma pesquisa recente descobriu que o gene estimulado por interferon
15 (ISG15) tem a capacidade de estabilizar a protease USP18, evitando assim a
degradacdo do STAT2 provocada pela proteina NS5, o que leva a uma resposta
eficaz na contencgéo do ZIKV (Espada et al.,2024).

Os RNAs subgendmicos de flavivirus (sSfRNAs) do ZIKV inibem a producéo
de IFN através das vias RIG-I e MDA-5, embora 0 mecanismo exato ainda ndo
seja totalmente elucidado (Donald et al.,2016). Estudos demonstraram que
sfRNAs podem estar envolvidos na infeccéo por ZIKV e na neuro-patogenicidade,
e esses eventos foram associados a auséncia de IFN (Lazear et al.,2016; J. K.
Lee; Shin, 2019; Smith et al.,2017; Tripathi et al.,2017).

1.3. Apoptose celular

A apoptose é um processo natural de regulacdo celular que envolve a
eliminacdo de células senescentes, danificadas ou infectadas por patdgenos.
Alguns dos sinais classicos da apoptose incluem alteracbes morfolégicas e
enzimaticas. Essas modificacbes sdo importantes para a identificacdo e
eliminacao eficiente das células apds a morte celular (D’Arcy, 2019). Existem duas
vias principais envolvidas no processo de apoptose: a via intrinseca (ou
mitocondrial) e a via extrinseca (envolvendo perforina, granzima e receptores de
morte celular) (Sadri Nahand et al.,2021).

A via intrinseca € regulada por uma série de sinais intracelulares
mitocondriais, incluindo fatores de crescimento, hormoénios e citocinas. Nessa via,
as proteinas da familia Bcl-2 desempenham um papel crucial. Essas proteinas
podem ser pro-apoptéticas (como Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bcl-10, Bik e BIK) ou
anti-apoptéticas (como Bcl-2, Bel-XL, Bcl-x, Bcl-XS, Bcel-w e BAG). As proteinas
da familia Bcl-2 estédo envolvidas na regulacdo da permeabilidade da membrana
mitocondrial, levando a perda do potencial de membrana mitocondrial e a
liberacdo de proteinas pro-apoptoticas para o citoplasma (Ashkenazi; Salvesen,
2014; Kilbride; Prehn, 2013; Pan et al.,2021; W. W. L. Wong; Puthalakath, 2008).

A via extrinseca envolve receptores de morte DRs (death receptors)

presentes na membrana celular. Esses receptores fazem parte da superfamilia do



20

fator de necrose tumoral (TNF) (Locksley et al.,2001). Quando sinais
extracelulares de morte celular se ligam aos receptores, ocorre a ativagdo de
proteinas citoplasmaticas que possuem um dominio de morte DD (domain of
death) e que se ligam aos DRs (Suliman et al.,2001). Alguns dos ligantes dos DRs
incluem DR3, Apo2L; DR4, Apo2L; DR5; FasL; Fas; TNF-a; TNFR1, Apo3L. A
ativacdo dos DRs desencadeia uma cascata de ativacdes bioquimicas que
culminam na ativacdo das caspases. Quando as caspases 8-10 estdo ativas,
ocorrem rea¢des enzimaticas que podem hidrolisar a caspase 3/6/7, induzindo a
apoptose (Ashkenazi, 2008; Pan et al.,2021). A via extrinseca também pode se
conectar a via intrinseca, pois a ativacdo da caspase-8 pode clivar a proteina Bid,
ativando assim a via de apoptose mediada pela mitocondria (K. Huang et
al.,2016).

1.4. Apoptose de células infectadas por ZIKV

O ZIKV tem tropismo por células do sistema nervoso central. A medida que
ocorre a replicacao viral foi demonstrado que células progenitoras neurais e
organoides derivados de células-tronco pluripotentes entram em processo de
morte celular (Devhare et al.,2017; Souza et al.,2016; Tang et al.,2017). Estudos
realizados por Martinot et al. (2019) demonstram que macacos do género Rhesus
infectados com ZIKV no inicio da gravidez apresentaram morte celular por
apoptose de células neuroprogenitoras (Martinot et al.,2019). Prévios estudos
demonstram que linhagens de células neurais in vitro entram em apoptose apos
a infeccdo por ZIKV, mediante a ativacdo das caspases 3/7, 8 e 9 tanto in vitro
guanto in vivo (CHEN et al.,2017; HUANG et al.,2016; LEE et al.,2020, EL
GHOUZZI et al.,2016; SOUZA et al.,2016). A infeccdo por ZIKV em células renais
de camundongos, neuroprogenitoras de macacos Rhesus e em células-tronco
neurais humanas (hNSCs), induz a ativacdo da apoptose por diminuicdo da
expressdo de Bcl-2 e aumento da expressdo de caspase-3 (PAN et
al.,2021).Outra via relacionada a apoptose induzida por ZIKV é mediada pela
proteina p53 (proteina supressora de tumor) que leva a ativacdo de genes que
codificam proteinas pré-apoptéticas, como Bax, Noxa e Puma, que inibem a
expressdo génica de survivina (proteina anti-apoptética), resultando na morte

celular por apoptose (PAN et al.,2021). Devhare et al. demonstraram que a
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infeccdo por ZIKV em células progenitoras neurais humanas leva ao aumento nos
niveis de p21 e Puma (proteinas pré-apoptéticas envolvidas na via intrinseca)
(Pan et al.,2021; Teng et al.,2017). Além disso, a proteina ZIKV-C (presente no
capsideo viral) interage com o homdélogo da proteina MDM2, que esta envolvida
na via de apoptose mediada por p53, levando a morte células neurais infectadas
(Pan et al.,2021; Teng et al.,2017). Ainda, um conjunto de proteinas virais, como
ZIKV-M e ZIKV-E, podem induzir a parada do ciclo celular na fase G2/M e
apoptose (Slomnicki et al.,2017). Han et al. (2021) demonstraram que a proteina
NS4B do ZIKV pode recrutar Bax para a mitocondria, ativando-o e causando
apoptose. Portanto, esses estudos demonstram que ZIKV é capaz de induzir
intensa morte celular, utilizando diferentes vias de sinalizacdo e modulacdo da
expressdo génica diretamente relacionada a um padrdo de morte celular por

apoptose.

1.5. Fagocitose de células apoptoticas - Eferocitose

O corpo humano adulto € composto aproximadamente por 37,2 trilhdes de
células, e cerca de 0,4% dessas células entram em apoptose por dia (Bianconi et
al.,2013). A remocao eficiente dessas células apoptdticas (ACs) ocorre
primordialmente por células fagociticas profissionais, como macréfagos e células
dendriticas (DCs), e ndo profissionais, como células epiteliais, processo esse
denominado eferocitose (Mcintosh, 2017; Morioka; et al.,2019).

As DCs foram descritas por Ralph Steinman e Zanvil Cohn em 1973
(RALPH M. STEINMAN; ZANVIL A. COHN., 1973), e possuem a notavel
capacidade de fagocitar, processar e apresentar antigenos via das moléculas de
histocompatibilidade | (MHC-I) e Il (MHC-Il), e essas células podem ser
classificadas em diferentes subtipos, dependendo de seu fenétipo, localizacéo ou
funcdo (Tewfik Miloud; et al.,2010). As DCs convencionais (cDCs) atuam na
ativacao das células T e sdo encontradas nos érgaos linfoides secundarios e nos
tecidos periféricos. Nesse contexto, as células dendriticas convencionais podem
ser classificadas como células dendriticas convencionais do tipo 1 (cDC1s) ou
células dendriticas convencionais do tipo 2 (cDC2s) (Cabeza-Cabrerizo et
al.,2021). A cDC1 é caracterizada por alta expressao de CD8a (uma proteina

crucial para distinguir a cDC1 de outros tipos de DCs) e Flt3, um receptor de
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tirosina quinase (Mayer et al.,2014). Em humanos, a presenca das proteinas
CD205, CD207, CD103, XCR1 e CLEC9A tem sido utilizada como marcadores
para cDC1s (Cabeza-Cabrerizo et al.,2021; Mayer et al.,2014). Por outro lado, as
cDC2s apresentam baixa expressdo de CD8a e expressao das proteinas CD4 e
CD36 (Receptor Scavenger B2) (Tewfik Miloud; et al.,2010). Em humanos, a
presenca da proteina CD5 tem sido utilizado como marcador para cDC2 (Merad
et al.,2013). A cDC1 é um subtipo importante na ativacédo de linfécitos T CD8",
desempenhando um papel fundamental nas respostas a patégenos intracelulares.
Em contraste, a cDC2 esta mais relacionada a ativacao dos linfocitos T CD4*
estando envolvidas nas respostas a patégenos extracelulares, bem como na
resposta imune humoral (Tewfik Miloud; et al.,2010).

A eferocitose de corpos apoptoéticos por DCs desempenha um papel chave
na regulacao da resposta imune e na manutencao da homeostase no organismo.
Esses fagoécitos sdo capazes de reconhecer e fagocitar células apoptoticas,
participando ativamente da remocao eficiente dessas células. Durante o processo
de apoptose celular sinais de "find-me" sao liberados favorecendo a quimioatracéao
de células fagociticas (Boada-Romero; et al.,2020). Esses mediadores podem ser
diversos, como lipidios de membrana (lisofosfatidilcolina - LPC, esfingosina-1-
fosfato - S1P), nucleotideos (ATP e UTO) e quimiocinas (CX3CL1) (Elliott et
al.,2009; Lauber et al.,2003; Truman et al.,2008). Os mediadores sollveis
liberados direcionam os fagdcitos ao encontro das células apoptoticas e preparam
as ceélulas fagociticas para o engolfamento, aumentando a expressao dos
receptores eferociticos, modulando o citoesqueleto e ativando a maquinaria de

digestdo celular (Medina et al.,2020; Medina; Ravichandran, 2016).
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Figura 1. Eferocitose.

“Eat me”

"Don't eat me” Fosfatidilserina
Fosfatidiletanolamina

CD47 Fosfatidilcolina .o o o
CD24 ICAM3 y e

CD31 e

“Find me”
ATP/UTP
CX3CL1
Lisofosfatidilcolina
Esfingosina-1
fosfato

Criado com BioRender.com

Durante o processo de apoptose celular sinais de "find-me" sdo liberados favorecendo a quimioatragdo de
células fagociticas. Esses mediadores podem ser diversos, como lipidios de membrana (lisofosfatidilcolina -
LPC, esfingosina-1-fosfato - S1P), nucleotideos (ATP e UTO) e quimiocinas (CX3CL1). Os mediadores
soluveis liberados direcionam os fagécitos ao encontro das células apoptéticas e preparam as células
fagociticas para o engolfamento, aumentando a expressdo dos receptores eferociticos, modulando o
citoesqueleto e ativando a maquinaria de digestéo. Os sinais de "eat-me", bem como a supressao dos sinais
de “don’t eat-me” (CD47 e CD24), expresso em células saudaveis, sdo imprescindiveis para a fagocitose dos
corpos apoptéticos. Em células viaveis, a fosfatidilserina (PS) permanece no folheto interno da bicamada
lipidica da membrana plasmética. O reconhecimento da fosfatidilserina envolve a interagdo com diversos
receptores como a mucina-1 dos linfocitos T (TIM1) e TIM4, o inibidor da angiogénese especifico do cérebro
1 (BAI1), estabilina-2 e membros da familia CD300. Algumas proteinas de ligagcdo sollveis podem atuar de
forma indireta nos receptores de fagécitos, como as integrinas (MFG-E8) e as proteinas S e GAS6 nos
receptores da familia TAM (Tyro3, Axl e MerTk). Fonte: Autor

Além do sinal de ‘find-me”, a interacdo e o reconhecimento de células
apoptéticas por fagécitos, ou sinais de "eat-me", bem como a supressao dos sinais
de “don’t eat-me” (CD47 e CD24), expresso em células saudaveis, séo
imprescindiveis para a fagocitose dos corpos apoptoticos. Em células viaveis, a
fosfatidilserina (PS) permanece no folheto interno da bicamada lipidica da
membrana plasmatica (Boada-Romero; et al.,2020). A PS é mantida no folheto
interno de forma regulada e dependente das enzimas flippases e scramblases
(Fujii et al.,2015; Segawa; Nagata, 2015; J. Suzuki et al.,2014). Durante o inicio
do processo de apoptose, a caspase-3 cliva e inativa as flippases e ativa as
scramblases, gerando uma desestabilizacao da PS, levando a sua expresséo no
folneto externo da membrana plasmatica (J. Suzuki et al.,2013). O

reconhecimento da fosfatidilserina envolve a interagdo com diversos receptores
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como a mucina-1 dos linfécitos T (TIM1) e TIM4, o inibidor da angiogénese
especifico do cérebro 1 (BAI1), estabilina-2 e membros da familia CD300 (Doran
et al.,2021; H. N. Lee et al.,2017). Algumas proteinas de ligacéo sollveis podem
atuar de forma indireta nos receptores de fagocitos, como as integrinas (MFG-E8)
e as proteinas S e GAS6 nos receptores da familia TAM (Tyro3, Axl e MerTk)
(Geng et al.,2017; Guimaraes-Pinto et al.,2024).

Em 2016 foi elucidado um mecanismo de ativacdo de clones de células
TCD4* autorreativas a partir da apresentacdo de autoantigenos por células
dendriticas, no contexto de remocdo de células apoptéticas infectadas por
Citrobacter rodentium (Campisi et al.,2016).

1.6. Eferocitose narelacdo Patogeno-Hospedeiro

A eferocitose desempenha um papel essencial na ativacdo de células
dendriticas e macroéfagos, e indiretamente na ativacao de linfocitos T, durante a
resposta imune do hospedeiro contra o agente infeccioso (Martin et al.,2014; Tufalil
et al.,2017). Durante o processo infeccioso, a interacdo do patégeno ou de seus
componentes com as ceélulas do microambiente induz a liberacdo de citocinas e
guimiocinas, que promovem o recrutamento de células inflamatérias para o local
da infeccdo, como neutrofilos. Esses neutréfilos, uma vez no local da infecgéo,
fagocitam o microrganismo e apos horas a poucos dias morrem por diferentes
padrées de morte celular, como por exemplo, apoptose celular (Torchinsky et
al.,2009a).

Essas células apoptéticas infectadas, contendo PAMPs no seu interior
(Brereton; Blander, 201la), sao prontamente fagocitadas por células
especializadas, como DCs e macréfagos. Neste contexto, apés maturacdo, as
DCs tém a capacidade de migrar para os linfonodos e induzir a diferenciacédo de
linfocitos Th1/Th17 (Nifio-Castafio et al.,2022a; Torchinsky et al.,2009a). Nossos
e outros grupo de pesquisa demonstraram que BMDCs apos a eferocitose de
células apoptéticas e infectadas por Escherichia coli estabelecem um
microambiente com maior producédo de interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-
6) e prostaglandina E> (PGE2) em comparacdo com a eferocitose de células
apoptéticas nao infectadas (AC), sendo estas citocinas importantes para a

diferenciacdo de linfécitos Th17 (Dejani et al.,2018; Nicole et al.,2016; Penteado



25

et al.,2017). Nind-Castafio et al.,2022 demonstrou que BMDCs ap0s a eferocitose
de neutrdfilos de Ratos Wistar apoptéticos e infectadas por Streptococcus
pneumoniae estabelecem um microambiente com maior producgéo de IL-1j3, IL-6,
IL-10 e TNF-a em comparagao com a eferocitose de AC. Além disso, células T
CD4" cultivadas na presenca de meio condicionado, oriundo do sobrenadante da
co-cultura de BMDCs-Sp-iAC (S. pneumoniae) leva a diferenciacao de linfocitos T
CD4* naive em linfocitos Thl (Nifio-Castafio et al.,2022a). Portanto, o tipo de
patdbgeno parece ser determinante no estabelecimento do microambiente de
citocinas apls a eferocitose de células apoptoticas infectadas por DCs, 0 que
influencia diretamente no perfil de ativacdo de células T CD4".

Prévios estudos demonstram, que a eferocitose de células apoptoticas
infectadas por DCs séo capazes de apresentar aos linfocitos T CD4, via MHC-II,
tanto peptideos derivados do patégeno quanto peptideos préprios provenientes
das células apoptoticas (Albert et al.,1998; Campisi et al.,2016). Neste contexto,
um elegante estudo utilizando animais transgénicos que expressam ovoalbumina
(OVA) nas células, demonstrou, que a transferéncia de células TCD4* de animais
OT-1l, em animais infectados com C. rodentium, resulta na ativacdo de clones
autorreativos. Além disso, foi também demonstrado que 60% dos animais
desenvolveram colite autoimune, sendo detectado IgA contra OVA (Campisi et
al.,2016). Quando a apoptose das células foram inibidas utilizando o inibidor de
pan-caspase, houve uma significativa reducdo no numero células Thl7
comparado com os animais infectados na auséncia do inibir de apoptose (Campisi
et al.,2016). Campisi et al. demonstrou que a eferocitose de IACs (C. rodentium)
promove a apresentacdo de antigenos proprios e esse fenbmeno quando
associado ao microambiente inflamatério e com pré-disposicfes genéticas do
hospedeiro podem desencadear ativacdo de células T autorreativas e o
desenvolvimento de autoimunidades.

Embora varios estudos tenham abordado a capacidade do ZIKV de induzir
a morte em diferentes tipos celulares (Anfasa et al.,2019; Frumence et al.,2016),
até o momento ndo ha relatos relacionados sobre o impacto da eferocitose de
células infectadas pelo ZIKV na ativagdo das DCs, tanto pouco sobre a eliminagéo
ou disseminacdo do virus. Estudos anteriores revelaram que a fagocitose de

células infectadas pelo virus Herpes Simplex 1 por DCs resulta em um aumento
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da expressdo de moléculas de MHC, possibilitando a apresentagédo cruzada e
contribuindo para o controle da replicacao viral, através da ativacao de linfécitos
T CD8" (Blachere et al.,2005; Subramanian et al.,2014). No entanto, ainda existem
guestbes a serem desvendadas: i) o papel da fagocitose de células apoptoéticas
infectadas pelo ZIKV na disseminagao ou eliminacdo viral permanece incerto; ii)
se a apresentacao de peptideos enddgenos derivados dos componentes celulares
apoptoticos, em um contexto inflamatério, poderia promover a ativagcéo de clones

autorreativos e o desenvolvimento de neuropatias.

1.7. Sindrome de Guillain-Barré por ZIKV (ZIKV-SGB)

A sindrome de Guillain-Barré (SGB) é uma polirradiculoneuropatia
imunomediada, associada a um diagnéstico clinico de fraqueza crescente, rapida
e progressiva podendo atingir os membros, musculos cranianos e respiratorios
(Papri et al.,2021). Dados epidemiologicos e sorologicos demonstram que as
epidemias de ZIKV estédo relacionadas ao aumento no nimero de pacientes com
SGB (Cao-Lormeau et al.,2016). Pacientes com ZIKV-SGB apresentam rapido
desenvolvimento clinico, com graves sintomas neurologicos. A SGB em pacientes
infectados por ZIKV normalmente € diagnosticada entre 5-10 dias, diferente da
forma classica quando os pacientes sédo diagnosticados entre 2-4 semanas
(Willison et al.,2016).

A possivel conexdao entre ZIKV e a Sindrome de Guillain-Barré tem
despertado grande interesse entre médicos e epidemiologistas, principalmente
devido as dificuldades no diagndstico preciso da infeccdo (MUNOZ; PARRA;
PARDO, 2017). A deteccédo do ZIKV é geralmente realizada por meio da analise
do RNA viral usando a técnica de RT-gPCR, em amostras de sangue, sendo mais
efetiva entre o terceiro e 0 quinto dia apos a infec¢cao. Posteriormente, quando a
carga viral diminui, a presenca de anticorpos especificos é usada como método
diagnéstico (Lanciotti et al.,2008). E importante destacar que o sistema nervoso
central (SNC) dos fetos € particularmente suscetivel aos efeitos
neurodegenerativos do ZIKV em comparacdo aos adultos (KLASE et al.,2016;
MUNOZ; PARRA; PARDO, 2017). Uma das hip6teses que tenta explicar a neuro
patogénese do ZIKV é a possibilidade de anticorpos pré-existentes contra outros

flavivirus apresentarem atividade cruzada, intensificando assim a gravidade da
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infeccédo por meio de um aumento dependente desses anticorpos. Os anticorpos
do tipo 1gG produzidos contra as proteinas E e prM do ZIKV, ao invés de
neutralizarem o virus, formam imunocomplexos de virus-anticorpo que sao
endocitados por células que expressam receptores FcRy, resultando no aumento
do numero de células infectadas (MUNOZ; PARRA; PARDO, 2017). Outra
hipotese relacionada ao desenvolvimento da SGB e ZIKV sugere que anticorpos
anti-ZIKV possam atacar antigenos presentes no sistema nervoso periférico,
desencadeando um processo de mimetismo molecular, o qual resultaria em uma
forte resposta inflamatdria mediada por células, ativacdo de macrofagos e
apoptose (Oh et al.,2017). Mediante aos prévios estudos que relatam a ativacao
de clones autorreativos durante a remocado dessas células infectadas em no
modelo de infeccdo intestinal bacteriana, o acumulo de células apoptoticas
infectadas com ZIKV no SNC poderia também contribuir no aumento na incidéncia
de SGB durante o processo de remocéo desses corpos apoptoticos por DCs.

Subpopulagbes de linfocitos Thl e Thl7 tém sido descritas em varias
doencas neuropaticas relacionadas a infeccdes virais anteriores. Em pacientes
infectados pelo ZIKV durante a fase aguda, tem sido observado um aumento nos
niveis de citocinas no soro, associado a diferentes subpopulacdes de linfocitos
Thl, Th2, Th9 e Thl7 (Tappe et al.,2016a). Em um estudo de caso, foram
identificados niveis elevados de IL-6, IL-8, IL-1ra e G-CSF, além da presenca do
RNA do ZIKV no liquido cérebro-espinhal de um paciente com lesdo neuronal
grave, que pode explicar a tetraparesia e a insuficiéncia respiratoria associadas a
encefalomielite. A deteccdo da presenca do ZIKV e de citocinas inflamatérias no
liquido cérebro-espinhal (LCE) indica a ativacdo de células do sistema
imunoldgico, incluindo micréglia, e o recrutamento de outras células imunes para
o local da infeccao, o que pode desempenhar um papel na lesdo neuronal (Galliez
et al.,2016).

Durante a infeccdo por ZIKV, véarios sintomas clinicos parecem estar
associados a presenca do virus no cérebro, como neurodegeneracéo no cerebelo
e um aumento significativo de linfécitos T CD4* no tecido -cerebral
(Manangeeswaran et al.,2016). A elevacédo das populactes de linfécitos T CD8* e
CD4* sugere o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa especifica

contra o ZIKV (Han et al.,2014; X. Wu et al.,2016). Pacientes diagnosticados com
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SGB apresentam niveis aumentados de citocinas IL-17 e IL-22 no sangue, além
da presenca de subpopulacées de células Thl, Th17 e Th22 circulantes em casos
de SGB, encefalites ou meningites de origem viral. A presenca de células Th22
esta fortemente correlacionada com a gravidade da doenca em portadores de
SGB. O tratamento com Imunoglobulina Humana Intravenosa (IVIg) demonstrou
regular negativamente essas células e as citocinas IL-17 e IL-22, resultando em
melhorias clinicas nos pacientes. Isso sugere que as células Th17 e Th22 podem
desempenhar um papel na iniciacdo e desenvolvimento da SGB (Li et al.,2014).
Embora tenham sido relatados casos anteriores de colite autoimune em
modelos experimentais associados a ativacdo de clones de linfécitos T CD4*
autorreativos e a eferocitose de células apoptéticas infectadas com C. rodentium,
ainda nao se sabe se a eferocitose de células apoptoticas infectadas pelo ZIKV
pode contribuir para a ativacdo e maturacéo de células dendriticas, resultando na
diferenciacdo de linfécitos Thl e Thl7 autorreativos. Nesse trabalho tentamos
contribuir no entendimento de uma possivel ativacdo de clones T CD4
autorreativos, por DCs, durante o processo de remocao de corpos apoptoticos

infectados com ZIKV.
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2. JUSTIFICATIVA
As células progenitoras neurais tém uma alta suscetibilidade a infecgéo pelo

ZIKV, o que resulta na inibicdo da sua proliferacdo e na morte celular por
apoptose. Estudos prévios demonstram a deteccdo de niveis elevados de
citocinas inflamatérias no liquido cefalorraquidiano, juntamente com uma carga
viral significativa, e uma correlacao positiva com distarbios neurolégicos graves.
E conhecido que a remoc&o rapida e eficiente de células apoptoticas desempenha
um papel crucial na preservagdo do tecido e na manutencdo da homeostase,
devido a producdo de mediadores anti-inflamatérios e diferenciagdo de linfocitos
T regulatérios (Treg). No entanto, durante um processo infeccioso, a remocao de
células apoptoticas infectadas resulta na producédo de mediadores inflamatorios,
devido ativagdo de TLR, favorecendo a formacdo de um microambiente propicio
para a diferenciacéo de linfécitos Th1/Thl7. A presenca dessas subpopulacdes
de linfécitos é fundamental para a resolucdo da infeccdo. Estudos anteriores
também demonstraram que a eferocitose de células apoptéticas infectadas por
bactérias pode promover a ativacdo e maturacdo de células dendriticas, criando
um ambiente propicio para a ativacdo de clones de linfocitos T CD4* autorreativos,
devido a apresentacao de peptideos proprios derivados das células apoptoticas

infectadas.
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3. HIPOTESE DE ESTUDO
A infec¢do por ZIKV induz a apoptose de células neuronais em modelos

experimentais in vivo, bem como em cultura de organoide cerebral. Além disso,
foi observado a presenca de altos niveis de citocinas inflamatérias e RT-gPCR
positivo para ZIKV no liquido cefalorraquidiano de pacientes com diferentes
disturbios neurologicos graves. No entanto, até o momento nada se sabe sobre
uma possivel correlacéo da eferocitose de células infectadas pelo ZIKV resultando
na maturacdo de DCs e desencadeamento de uma doenca autoimune mediada
por linfécitos T CD4* autorreativos. Dessa forma, esse estudo fundamenta-se na
hip6tese que a eferocitose de células apoptoticas infectadas com ZIKV por DCs
levaria a0 aumento da apresentacado de peptideos virais, bem como de peptideos
préprios oriundos do corpo apoptético. A apresentacdo desses peptideos préoprios
em moléculas de MHC, associada ao aumento na expressao de moléculas
coestimuladoras e a producao de citocinas inflamatérias, poderia desencadear a

ativacdo de clones de linfécitos T CD4" autorreativos.

Figura 2. Hipétese do Estudo.
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A infeccdo pelo ZIKV levaria a morte celular por apoptose e a eferocitose dessas células por DCs, o0 que
promoveria a expressdo de moléculas de MHC de classe Il e moléculas coestimuladoras, como CD80 e
CD86, além da secregcdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas. Essa ativacdo de DCs apds a
eferocitose poderia facilitar a ativacéo de linfocitos T CD4* durante a infeccéo e favorecer o desenvolvimento
de respostas imunes especificas, levando a eliminacéo e controle da replicacéo viral ou até mesmo a ativagao
de linfécitos T autorreativos. Desta forma, a hip6tese deste projeto € que a eferocitose de células infectadas
pelo ZIKV promoveria a ativagao de DCs, aumentando a expressdo de moléculas de MHC, de coestimulo e
producéo de citocinas inflamatérias e, dessa maneira, favorecendo a apresentacéo de peptideos proprios e
a ativacéo de clones de linfécitos T CD4* autorreativos. Fonte: Autor
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo geral

Investigar se a eferocitose de células infectadas por ZIKV é capaz de promover

a ativacao de células dendriticas imunogénicas e de clones de linfécitos T CD4*

autorreativos.

4.2.0bjetivos especificos

Padronizar a infec¢@o de células da linhagem SH-SY5Y (neuroblastoma)
por ZIKV e caracterizar o perfil de morte celular das células infectadas;
Determinar a eferocitose, por BMDC de células SH-SY5Y apoptéticas
infectadas por ZIKV (ZIKV-iAC);

Caracterizar o perfil de ativacdo de células dendriticas, BMDC apos a
eferocitose de ZIKV-IiAC;

Determinar a ativagéo de clones de linfécitos T CD4* autorreativos e o perfil
de diferenciacdo de linfocitos Th1/Th1l7 mediante a eferocitose de ZIKV-
IAC por BMDC.
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5. METODOLOGIA

5.1. Cultivo celular

A linhagem celular SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™) foi mantida em meio
DMEM-F12 (Lonza) com 10% de soro bovino fetal (FBS) e gentamicina 0,1%, o
cultivo foi realizado em frasco para cultivo celular, mantidos em incubadora a 37°C
e 5% CO.. Estas células foram cultivadas em meio DMEM-F12 10% FBS com
antibidtico gentamicina (10pug/mL). As trocas de meio de cultura foram realizadas
em dias alternados. As células oriundas de Aedes albopictus C6/36 foram
mantidas em meio Leibovitz's L-15 suplementado com FBS 10%, triptose e

gentamicina em incubadora “Bio-Oxygen Demand” (BOD) a 28°C.

5.2. Cultivo Viral

As células foram infectadas com a cepa PE243 de linhagem asiatica e
isolada no Estado de Pernambuco, Brasil, no ano de 2015. Os experimentos de
infeccédo viral foram realizados por nossa colaborada Profa. Dra. Pryscilla Fanini
Wowk do Laboratério de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas, Fiocruz
— Parana. Células C6/36 foram cultivadas em meio completo FBS 10% em BOD
a 28°C até atingir a confluéncia de 70%. As garrafas de cultura T175 foram
lavadas duas vezes com PBS e em seguida infectadas (MOI 0,1) durante 7 dias a
28°C. O sobrenadante da garrafa foi centrifugado, dividido em aliquotas e
congelado a -80°C. Células C6/36, néo infectadas, foram mantidas com meio L-
15 completo. O sobrenadante da cultura ndo infectada (Mock) também foi
centrifugado, dividido em aliquotas de congelado a -80°C. A condicdo Mock foi

utilizada como controle negativo.

5.3. Titulacdo dos estoques virais

Células C6/36 foram transferidas para placas de 24 pocos (1x10% poco) e,
apo6s aderéncia por 24h, uma aliquota de cada estoque viral foi diluida em meio
L-15 sem soro de forma seriada até a diluicdo final de 10°. Uma aliquota da
diluicdo viral, Mock ou somente meio foi adicionada as placas em duplicata e
incubadas por 1 hora em BOD a 27°C. Apos a incubacédo, o sobrenadante foi

retirado e adicionado o meio de cobertura (1:1 de meio L-15, 10% FBS, 0,52%
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triptose, 0,5ug/mL gentamicina e carboximetilcelulose 3,2%) para que a
disseminacéo das particulas virais ocorresse horizontalmente apenas, permitindo
a formacao de focos e a leitura correta da titulacdo. Apds incubacédo de 7 dias a
27°C em BOD, o meio de cobertura foi retirado, os pogos foram lavados com PBS
e paraformaldeido (PFA) 3% foi adicionado e as células foram mantidas em
temperatura ambiente por 20 minutos para fixacdo das células e inativacdo das
particulas virais. Os pocos foram lavados com PBS e 0,5% Triton X-100 em PBS
foi adicionado por 4 minutos para permeabilizacdo celular. Posteriormente, a
células foram lavadas e incubadas com o anticorpo 4G2 (anti-proteina E de
Flavivirus) primario (1:400) por 1 hora a 37°C e em seguida adicionado o anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo “conjugado com fosfatase alcalina na diluicao
de 1:7.500 por 1 h a 37°C e 5% CO.. Apo0s a revelacao com solucdo NBT:BCIP
em tampao para reacgdo de fosfatase alcalina, as unidades formadoras de foco
(UFF) foram contadas e a titulacdo calculada. Os experimentos de titulacdo da
infeccédo viral foram realizados por nossa colaborada Profa. Dra. Pryscilla Fanini
Wowk do Laboratério de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas, Fiocruz

— Parana.

5.4. Ensaio deinfeccao de ZIKV SH-SY5Y

As células da linhagem SH-SY5Y foram infectadas com a cepa ZIKV
PE243. Assim, 10° células foram adicionadas em placa de petri (100x20mm) e
cultivadas por 24 horas. Apos a aderéncia, o sobrenadante de cultura foi retirado,
as ceélulas foram lavadas com 5mL de PBS, e os indculos virais foram adicionados
utilizando o MOI 1, 5 e 10 por 1h a 37°C e 5% CO2. Apés 1h, o sobrenadante foi
removido e entdo as células foram lavadas com 5mL de solucdo tampéao PBS, e
um novo meio de cultura DMEM-F12 (Lonza) com 10% de soro bovino fetal (FBS)
e gentamicina 0,1% foi adicionado e ap6s 24, 48 e 72, 96 e 120h de incubacéo a
37°C e 5% de CO?, as células foram lavadas (PBS), e entdo tripsinizadas 0,25%.
Para avaliacdo da taxa de infecdo, as células foram fixadas e permeabilizadas
utilizando o kit de CytoFix e CytoPerm (BD Biosciences) seguindo as
especificacbes do fabricante. As células foram incubadas com anticorpo 4G2-

FITC (1:600). A taxa de infeccao foi verificada por citometria de fluxo (Cytoflex,
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Beckman Coulter). As porcentagens de infec¢cao foram determinada utilizando o
software CytExpert.

5.5. Padronizacgéo e avaliagcdo da taxa de apoptose

Para inducao da morte celular por apoptose, as células foram irradiadas
(UV-C) na intensidade de 3mJ, 5mJ e 10mJ utilizando o equipamento Bio-Link
(Vilber Lourmat). Apés a irradiacdo e incubacdo por 18h, as células foram
coletadas e fixadas com Cytofix/CytoPerm (BD) e, em seguida, ligacOes
inespecificas foram bloqueadas utilizando uma solucdo proteica de 2% de BSA
em PBS, por 1 hora. A avaliacdo da taxa de apoptose foi realizada através da
marcagao com um anticorpo primario anti-caspase-3 clivada (1:800) durante uma
hora, em temperatura ambiente, seguida de um anticorpo secundario conjugado
com o fluorocromo AlexaFluor 488 (1:2500) durante 30 minutos, em temperatura
ambiente. A taxa de células positivas para Caspase-3 foi verificada por citometria
de fluxo (Cytoflex, Beckman Coulter). A porcentagem de apoptose foi determinada

utilizando o software CytExpert.

5.6.Separacéo de células infectadas e apoptoéticas por Sorting
Realizamos a selecao de células positivas para 4G2-FITC+, utilizando BD

FACSAria™ Cell Sorter. As células foram previamente infectadas e, apés 48
horas, foram irradiadas com uma intensidade de 5mJ para inducdo de apoptose
celular. Ap6s 18 horas da inducdo da apoptose, as células foram coletadas,

fixadas e marcadas com o anticorpo anti-4G2.

5.7. Diferenciacédo de células dendriticas derivadas de precursores
da medula 6ssea (BMDC)

As BMDCs foram diferenciadas a partir de precursores da medula éssea
coletados do fémur e tibia de animais C57BL/6 selvagens. As células precursoras
foram cultivadas em placas de Petri (100x20mm) na concentracdo de 1x10°
células/mL, em volume final de 10mL de meio RPMI completo (RPMI-C), contendo
10% de SBF e 10ug/mL de gentamicina, adicionado de 20ng/mL de GM-CSF, por
sete dias em estufa de CO2 a 37°C, com re-estimulagao no terceiro dia (adicionado
10ml de meio RPMI-C e 20ng/ml de GM-CSF) e sexto dia (10ml do sobrenadante

foi coletado, as células foram centrifugadas e posteriormente foi adicionado 10ml
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RPMI-C e 20ng/ml de GM-CSF). No sétimo dia, as DCs foram coletadas, o nUmero
de células viaveis foi determinado utilizando exclusdo por Trypan Blue Stain e
ajustadas para 0 numero de células necessarias para realizacdo do ensaio de

eferocitose.

5.8. Ensaio de eferocitose

Para a avaliacdo da eferocitose, apds o periodo de infeccdo, as células
apoptoticas infectadas por ZIKV ou néo infectadas foram irradiadas, incubadas, e
incubadas com PKH67. Em seguida, as células BMDC foram cocultivadas na
proporcdo de 1 BMDC para 3 células apoptoticas (1:3), por 18 h em estufa de CO
a 37°C. Apos esse periodo, as celulas foram marcadas com o corante Fixable
Viability Stain 780 para avaliar a viabilidade das células dendriticas e excluir
células mortas para analise. Apés a marcacdo, as BMDCs foram fixadas com
PBS/PFA 4% por 15 minutos a 4°C. Foi realizado o bloqueio prévio de ligacbes
inespecificas com FcBlock (BD Biosciences) por 10 minutos a 4°C. As BMDCs
foram incubadas com os anticorpos anti-CD11c, anti-la[b] (MHC de classe II), anti-
CD86, anti-CD40 e anti-PD-L1. A taxa de eferocitose e a expressao de
marcadores de ativacao foram determinados por citometria de fluxo (Cytoflex,

Beckman Coulter), analise foi conduzida utilizando o software CytExpert.

5.9. Quantificacdo de citocinas

Ap6s 18h de co-cultura, o sobrenadante foi coletado para quantificacéo de
citocinas produzidas por BMDC durante a eferocitose de células apoptoticas
infectadas. A quantificacao foi realizada pelo método de ELISA utilizando os kits
de IL-23 (BD Biosciences — limite de deteccdo 1000 — 15,62 pg/ml), IL-6 (BD
Biosciences — limite de deteccdo 1000 — 15,62 pg/ml), TGF- B (R;D — limite de
deteccédo 2000 — 31,25 pg/ml), TNF-a (BD Biosciences — limite de detec¢do 1000
— 15,62 pg/ml) e IL-10 (BD Biosciences — limite de deteccdo 2000 — 31,25 pg/ml),
leitura da absorbancia em 450nm foi mensurada em um leitor de placas Epoch
(Biotek).
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5.10. Isolamento de células T CD4" naive e ensaio de diferenciagéo
de linfocitos T

As células T CD4* naive foram isoladas de bacos de camundongos
C57BL/6 usando o Kit de Isolamento de Células T CD4*CD62L* naive (Miltenyi
Biotech), de acordo com o protocolo do fabricante. Aproximadamente 5x10°
células T CD4* naive foram cultivadas na presenca de 250uL de meio
condicionado oriundo da co-cultura das condicoes de BMDCs, BMDC+AC ou
BMDC+ZIKV-IAC, e 250uL de meio fresco Iscove's Modified Dulbecco's Medium
(IMDM) suplementado com 10% de FBS, 1nM de aminoacidos ndo essenciais,
1mM de L-glutamina, 1nM de piruvato de sédio, 55uM de 2-B-mercaptoetanol,
4ug/mL de anti-CD3, 2ug/mL de anti-CD28 e 5 pg/mL de anti-IL-2, anti-IL-4 e anti-
IFN-y (BD). Apos 72 horas, o sobrenadante foi coletado para quantificacéo de
citocinas por ELISA. Como controles positivos de diferenciacédo de Thl e Thl7,
linfocitos T CD4* naive foram cultivadas em condi¢cdes polarizantes para Th17 (IL-
6: 20 ng/mL, TGF-B: 5 ng/mL, IL-23: 50 ng/mL, IL-1B: 20 ng/mL e anti-IFN-y: 2,5
pg/mL) e Th1 (IL-2: 20 ng/mL e IL-2: 50 ng/mL).

5.11. Avaliacdo da diferenciacao de linfécitos T CD4" por citometria
de fluxo

Apés o processo de diferenciacdo, o0 sobrenadante foi coletado para
posterior dosagem de IL-17A e IFN-y, como descrito anteriormente. As células
foram entdo estimuladas por 3 horas com 0,1ug/mL de PMA (Sigma) e 0,5ug/mL
de londforo de calcio (A23187), na presenca de 10 pyg/mL de Brefeldina A (Sigma).
Em seguida, as células foram incubadas com um corante para avaliacdo da
viabilidade celular (Fixable Viability Dye, eBioscience), marcadas com anti-CD4 e
submetidas a fixacdo e permeabilizacdo, seguindo as instru¢des do fabricante
(Foxp3 Transcription Factor Staining Buffer Set, eBioscience). Posteriormente, as
células foram incubadas com anticorpos anti-IL-17A, anti-Foxp3 e anti-IFN-y. A
aquisicdo das células foi realizada em um citbmetro Cytoflex e a andlise foi

conduzida utilizando o software CytExpert.
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5.12. Incorporacéo de ovoalbumina (OVA) por choque osmético

Para avaliar a ativacdo de clones de linfocitos T CD4 autorreativos
mediante a eferocitose de ZIKV-IAC, utilizamos o protocolo de incorporagédo de
OVA utilizando choque osmatico, como descrito previamente por Hann et al.,2020
(Den Haan et al.,2000). Para validar o protocolo de incorporacéo de OVA, 2,5x107
células de neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y foram incubadas em 170 yL de
meio hipertonico (sacarose 0,5M, 10% p/vol polietilenoglicol 1000 e HEPES 10
mM em RPMI, pH 7,2), na presenca ou auséncia de de 10 mg/ml de OVA-FITC a
37°C por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 2,2 mL de meio hipotdnico pré-
aquecido (60% RPMI e 40% H-0), por subsequente 2 minutos de incubacéo, a
37°C. A suspenséo de células foi submetida a centrifugacéo, submetidas a duas
lavagens com PBS, e entdo e adicionado RPMI contendo 10% FBS. A
incorporacado OVA-FITC+ foi confirmada pela aquisicdo das células por citometria
de fluxo (Cytoflex) e a analise dos resultados foi conduzida utilizando o software
CytExpert. Além disso, a avaliacdo de células OVA-FITC* confirmada também

microscopia de fluorescéncia.

5.13. Ensaios proliferacao de linfécitos T CD4* OT-lI

As células T CD4" naive foram isoladas a partir de células do baco de
animais OT-Il utilizando beads magnéticas (marca), conforme previamente
descrito. Uma parte das células T CD4* OT-Il foi incorporada CFSE (2,5 uM), de
acordo com instrucdes do fabricante, para determinacéo da proliferacao celular.
As células apoptoticas infectadas com ZIKV ou néo infectadas, conjugadas com
OVA, foram co-cultivadas com BMDC na proporcdo de 1 BMDC para 3 células
apoptéticas (1:3) e incubadas por 18h, em estufa de CO, a 37°C. Apds esse
periodo, as células foram submetidas centrifugacdo, e o0 sobrenadante foi
armazenado. Elas foram entdo submetidas a um ciclo de lavagem com PBS
aquecido, para remocado das células apoptéticas ndo fagocitadas. Apos esse
procedimento, o sobrenadante (meio condicionado) oriundo da co-cultura de
BMDC+AC, foi novamente adicionado a co-cultura de linfocitos T CD4* naive e
BMDC (apo6s a eferocitose) na proporgdo de 1 BMDC para 2 linfocitos T CD4+
(OT-Il), sendo entdo incubadas por um periodo de 5 dias, em estufa de CO; a

37°C. Como controle interno do ensaio de proliferacdo, BMDCs foram
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incorporadas diretamente com OVA na presenca ou auséncia de estimulacao por
LPS e cultivadas com linfécitos OT-Il. Além disso, como controle positivo de
proliferacéao, anticorpos anti-CD3 foram adicionadas as condi¢cdes AC e ZIKV-IiAC.
Apés 5 dias, os linfécitos foram coletados para determinacdo da proliferacdo
celular por citometria de fluxo (Cytoflex) avaliano os ciclos de proliferacéo pela
diluicdo de CFSE e o sobrenadante da cultura foi coletado para dosagem de IL-
17A e IFN-y (Campisi et al.,2016). Analise dos resultados foi conduzida utilizando

o software CytExpert.

5.14. Andlise da expresséo de alvos génicos por gPCR

O RNA proveniente da co-cultura foi isolado de acordo de acordo com
orientacdes do fabricante (RNeasy Mini Kit, Qiagen). Subsequentemente,
realizou-se a sintede de cDNA utilizando o iScript cDNA Synthesis Kit da BioRad.
A avaliagéo da expresséo de genes alvos foi conduzida por meio da técnica de
gPCR, empregando SybrGreen e primers especificos para os genes de interesse.
A expressao relativa do gene de interesse foi determinada pela quantificacdo da
amplificacdo, utilizando a formula 22T, Essa analise comparou os valores de Ct
com a expressao do gene endogeno 18S, utilizando o método de controle. A gPCR
foi executada utilizando o termociclador ABI Prim 7500 (ThermoFischer), e os

primers empregados estdo detalhados na tabela a seguir:

Primers utilizados

Gene Oligonucleotideo F 5°-3’ Oligonucleotideo R 5°-3’

Ifnat GGATGTGACCTTCCTCAGACTC ACCTTCTCCTGCGGGAATCCAA
Ifna2 ATCCAGAAGGCTCAAGCCATCC GGAGGGTTGTATTCCAAGCAGC
Stat1 GCCTCTCATTGTCACCGAAGAAC TGGCTGACGTTGGAGATCACCA

18S CTCAACACGGGAAACCTCAC CGCTCCACCAACTAAGAACG
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5.15. Avaliacdo da ativacdo de células dendriticas derivadas de
mondécitos humanos (MoDCs) ap6s a eferocitose de ZIKV-iAC

Amostras de sangue periféricos (20mL) de 5 doares saudaveis foram
coletadas em tubos com heparina (Nimero do protocolo do Comité de Etica em
Pesquisa: 4.614.853), para subsequente isolamento de células mononucleares
(PBMCs), utilizando método de gradiente por Ficoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA). Em seguida, os mondcitos foram isolados a partir dos PBMCs, utilizando-
se beads magnéticas anti-CD14 (CD14 microbeads #130-050-201, Miltenyi
Biotec). Os mondcitos CD14+ (1x108 células/mL), purificados dos PBMCs, foram
diferenciados em células dendriticas, na presenca de GM-CSF (50 ng/mL) e IL-4
(20ng/mL) (Peprotech) em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma-Aldrich)
suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 0,1% de antibiéticos (penicilina
100 U/ml e 0,1 mg/mL estreptomicina. As células foram mantidas em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO, a 37°C por seis dias (Schulz, Severin et al.
2019). Em seguida, as células dendriticas diferenciadas de mondcitos (MoDCs)
foram cocultivadas na presenca de células infectadas com ZIKV ou nao infectadas
(Mock), previamente irradiadas com UV-C (5mJ) e marcadas com PKH67. Apés
18h de co-cultura, as células coletadas e incubadas com o corante Fixable Viability
Stain 780 para determinar a viabilidade celular. Apds a marcacéo, as células foram
fixadas com PBS com PFA (paraformoldeido) 4% por 15 minutos a 4°C e realizado
0 bloqueio com 10% de soro de doadores AB+, por 15 minutos, a 4°C.
Posteriormente as células foram incubadas com anticorpos anti-CD11c, anti-
CD86, anti-HLA-DR e anti-PD-L1 em solucdo de PBS com FBS a 2%, por 30

minutos a 4°C.

5.16. Quantificacdo de citocinas produzidas pelas MoDCs

Apés o ensaio de eferocitose, os sobrenadantes orindos da co-cultura
foram coletados e armazenados em ultrafreezer. Posteriormente, as
guantificacbes de IL-1B, IL-6, TNF-a e IL-10 (BD Biosciences) foram realizadas

por ensaio imunoenzimatico (ELISA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
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5.17. Andélise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + SEM e analisados
utilizando o programa estatistico Prism 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA).
Foram realizadas andlises utilizando teste T student para comparacdes entre dois
grupos experimentas ou analise de variancia (ANOVA) seguida do poOs-teste de
Bonferroni ou Tukey com multiplas comparacbes para grupos experimentais
maiores ou iguais a trés. Foram consideradas diferengas estatisticamente

significativas se p < 0,05.
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6. RESULTADO

6.1. Padronizacédo dainfeccdo e inducdo de apoptose nas células da
linhagem SH-SY5Y infectadas com ZIKV

Inicialmente, realizamos a padronizacdo da infeccdo em células de
neuroblastoma da linhagem SH-SY5Y, utilizando diferentes MOIs (Multiplicity of
Infection) da cepa do ZIKV PE243 em diferentes periodos de infec¢do. Para isso,
expusemos as células da linhagem SH-SY5Y aos MOls (1, 5 e 10) da cepa do
ZIKV PE243, por um periodo inicial de 48 horas (conforme observado em estudos
anteriores) (ALPUCHE-LAZCANO et al.,2018; BONENFANT et al.,2020; LIMA et
al.,2019; SANCHEZ-SAN MARTIN et al.,2018). Posteriormente, coletamos as
células, realizamos a permeabilizacdo e incubacdo com o anticorpo anti-4G2 para
posterior analise por citometria de fluxo. Observamos que na condi¢gdo MOI 1,
houve uma maior taxa de infec¢cdo, com uma meédia de aproximadamente 35% de
células positivas para o anticorpo anti-4G2, em comparagao com as condi¢cdes de
MOI 5 e 10, em que observamos uma taxa de aproximadamente 25% de células
infectadas.

Em seguida, investigamos se o tempo de incubagdo com o virus poderia
ser uma variavel importante para obter uma taxa de infeccdo mais significativa
nessa linhagem celular. Para isso, as células foram incubadas com MOI 1, e o
percentual de infeccdo foi avaliado apos 24, 48, 72, 96 e 120 horas (Figura 3-B).
Apbs 48 horas de infeccao, observamos o pico mais elevado na taxa de infec¢éo,
ou seja, a maior porcentagem de células positivas para o anticorpo anti-4G2. Nos
periodos subsequentes, constatamos uma diminuicdo na porcentagem de células
infectadas em comparacdo ao tempo de 48 horas de exposicdo (Figura 3, B).
Nossos resultados estdo em consonancia com estudos prévios na literatura, que
evidenciam que o periodo de 48 horas parece ser suficiente para o
estabelecimento da infec¢ao pelo ZIKV (Alpuche-Lazcano et al.,2018; Bonenfant
et al.,2020; Lima et al.,2019; Sanchez-San Martin et al.,2018).
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Figura 3. Taxa de infeccdo e inducdo de apoptose de células da linhagem neuronal SH-SY5Y.
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Células da linhagem SH-SY5Y foram submetidas a infecgdo com a cepa ZIKV PE243 (MOI de 1, 5 e 10) por
48h, marcadas intracelularmente com anticorpo anti-4G2-FITC e analisadas por citometria de fluxo. A taxa
de infeccéo é representada pela porcentagem de células 4G2-FITC+. (A) Grafico de barras apresentando a
média de células positivas para 4G2-FITC a partir dos diferentes MOls. (B) Gréfico de barras apresentando
porcentagem de células positivas para 4G2-FITC apos diferentes tempos de incubagdo. Cada ponto
representa um experimento independente. *p<0,05. Fonte: Autor

Visto que nossa hipétese se sustenta no impacto da eferocitose de células
apoptéticas infectadas pelo ZIKV na ativacdo de BMDCs, procedemos a avaliacao
da taxa de apoptose na linhagem SH-SY5Y apds a infeccdo. Para isso, as células
foram infectadas com um MOI de 1, e a apoptose celular, induzida exclusivamente
pela infeccédo do ZIKV, foi em determinada diferentes tempos apos a infeccao (24,
48, 72, 96 e 120h), utilizando o anticorpo anti-caspase 3-clivada. A porcentagem
de apoptose celular induzida apenas pela infec¢do por ZIKV nédo ultrapassou 15%
em comparacao com a condi¢ao de controle (Mock), apés 48h de infec¢éo (Figura
4-A). Tampouco a variacdo no tempo de infeccao foi habil em induzir o aumento
da apoptose celular nas etapas subsequentes. Portanto, optamos por utilizar a
condicdo de MOI 1 e o periodo de 48h de infeccdo nos préoximos experimentos,
uma vez que ndo houve aumento na taxa de infeccdo em relacdo as variaveis

MOIl/tempo, nem em relagédo a apoptose celular.
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Figura 4. Taxa de apoptose apds ainfecgéo por ZIKV
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Células da linhagem SH-SY5Y foram submetidas a infecgdo com a cepa ZIKV PE243 por 24, 48, 72, 96 e
120h (MOI de 1). Apds 48h de infecgdo as células foram coletadas e marcadas com anti-caspase 3-cliavada
para subsequente andlise por citometria de fluxo da taxa de infeccdo e apoptose. (A) Gréafico de barras
representativo da porcentagem de células SH-SY5Y positivas para caspase 3-clivada-FITC. Cada ponto
representa um experimento independente. Fonte: Autor

Na tentativa de aumentar a taxa de morte celular em células infectadas com
o0 ZIKV, adotamos uma abordagem alternativa, utilizando a radiacdo com UV-C
apos as 48h de infeccdo. A morte celular induzida por UV-C € um protocolo bem
estabelecido na literatura e em nosso grupo de pesquisa (Dejani et al.,2018;
Gentile et al.,2003; Lipiec et al.,2014; S. Takeuchi et al.,2016). Apds 48h de
infeccdo por ZIKV, as células foram irradiadas utilizando trés intensidades de UV-
C (3,5e10mJ), seguidas de 18 horas de incubacdo. Em seguida, as células foram
coletadas, marcadas com anticorpo anti-caspase 3-clivada e analisadas por
citometria de fluxo. A intensidade de 5mJ mostrou-se mais eficiente tanto na
porcentagem de apoptose (~30%) quanto no rendimento do niumero de células
recuperadas apos a irradiacdo (Figura 2 A-B).

Na condi¢céo de controle (Mock) obtivemos em torno de 26% de apoptose
celular. Essas células foram também marcadas com Viability stain, no qual
observamos uma porcentagem inferior a 3-4% de células com permeabilidade de
membrana, portanto, sem contaminacdo de células com perfil de morte diferente

de apoptose (Dados ndo mostrados).
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Figura 5. Taxa de apoptose apés ainducgao por UV-C
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As células da linhagem SH-SY5Y foram submetidas a infec¢do com a cepa ZIKV PE243 por 48h (MOI de 1).
Apos 48h de infeccao as células foram irradiadas na intensidade de 3, 5 e 10mJ, e apds 18h a porcentagem
de células positivas para Caspase 3-clivada foi determinada. As células foram marcadas com anti-caspase-
3 clivada e a analisadas por citometria de fluxo. (A) Gréafico de barras apresentando porcentagem de células
positivas para Caspase 3-clivada-FITC. (B) Gréfico de barras apresentando o MFI de células positivas para
Caspase 3-clivada-FITC. Cada ponto representa um experimento independente. *p<0,05. Fonte: Autor

6.2. Avaliacdo da capacidade fagocitica de AC e ZIKA-IAC por
BMDCs

Para compreender o perfil de ativagcdo de DCs em resposta a eferocitose
de células apoptéticas, avaliamos inicialmente a taxa de eferocitose nas diferentes
condi¢cBes experimentais, células apoptdéticas ndo infectadas (Mock) (DC+AC) e
infectadas (DC+ZIKV-IAC). As co-culturas foram conduzidas utilizando a
proporcdo de 1 DC para 3 AC/ZIKA-IAC (1:3), por um periodo de 18h. As células
apoptéticas (AC e ZIKA-IAC) foram previamente marcadas com PKH67 e a taxa
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de eferocitose foi avaliada por citometria de fluxo. Nossos resultados
demonstraram que as DCs foram capazes de eferocitar tanto as células AC (~74%
DC-PKH*) quanto as células ZIKA-IAC (~72% DC-PKH*), ndo apresentando
diferencas estatisticamente significativas em relagdo a porcentagem ou
intensidade de fluorescéncia média (Figura 6). Apesar da radiagcdo UV-C ter
induzido uma porcentagem de células apoptoticas aquém do esperado para dar
inicio aos ensaios de co-cultura, a propor¢cdo de 3 células AC/IAC para 1 DC
parece ser suficiente para garantir que a maioria das células dendriticas

fagocitassem ao menos uma célula AC ou ZIKV-iAC.

Figura 6. BMDCs séo capazes de eferocitar células SH-SY5Y infectadas pelo ZIKV.
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As células SH-SY5Y (neuroblastoma) na presenca de Mock e irradiadas com UV-C (AC) e as células SH-
SY5Y infectadas com ZIKV e irradiadas com UV-C (ZIKV-IAC) foram previamente marcadas com PKH67 e
co-cultivadas com BMDC por 18h. A taxa de eferocitose foi avaliada por citometria de fluxo, indicada pela
porcentagem de células viaveis CD11c positivas para PKH67. (A) Dot-plot representativo da porcentagem de
células CD11c*PKH67*. (B) Gréfico de barras apresentando a porcentagem de eferocitose pela dupla
marcacdo CD11c*PKH67* e a mediana (C) da intensidade de fluorescéncia (MFI) de células CD11c+PKH67+.
(B e C) Cada ponto representa um experimento independente. Fonte: Autor

6.3. Determinacdo do fenétipo de BMDC (DCs) e de MoDC e

producao de citocinas apés a eferocitose de células apoptoéticas infectadas
por ZIKV (ZIKA-IAC)

Apéds a determinacdo da taxa de eferocitose, a proxima etapa consistiu em

avaliar o perfil de ativacdo das BMDCs ap0s a eferocitose de AC e ZIKA-IAC. Apos
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18h de co-cultura, DCs vidveis foram avaliadas quanto a expressao de moléculas
de CD86, MHC-II e PD-L1 em células CD11c*/PKH67", ou seja, DCs contendo
células apoptéticas em seu interior. Surpreendentemente, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas na porcentagem ou no MFI na expressao
das moléculas CD86, MHC-II ou PD-L1 em DC, quando comparado as condi¢ées
DC+AC, DC+ZIKA-IAC ou DCs (sem a presenca de ACs) (Figura 7 A-C).

Como previsto em nossos objetivos, visando validar os resultados obtidos
utilizando células dendriticas derivadas da medula 6ssea de camundongos
(BMDC), avaliamos também o impacto da eferocitose de ZIKA-IAC utilizando
células dendriticas derivadas de mondcitos humanos (MoDC). Confirmando os
resultados obtidos com BMDC, a eferocitose de ZIKA-IAC por MoDC néao
promoveu a modulacdo na expressao moléculas de HLA-DR, CD86, e PD-L1 em
células CD11c* ou CD11c*/PKH67*, tanto em porcentagem (Figura 8 A, B, C)
guanto em MFI (D, E, F), quando comparado as condicdes MoDC ou MoDC+AC.

Portanto, até o momento, os resultados sugerem que a eferocitose de
ZIKV-IAC parece nao induzir um perfil de ativacdo de BMDC. Esses resultados
diferem da nossa hipétese inicial que a eferocitose de ZIKV-iAC poderia ativar as
DCs e induzir a apresentacdo tanto de peptideos proprios (oriundo a ACs) como
virais, e que a presenca do PAMP (viral) induziria um perfil de maturacéo nas DCs,
tornando-as habeis em induzir a ativacao de clones autorreativos, dependendo do

microambiente gerado durante a eferocitose.
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Figura 7. Fenétipo de BMDCs apés eferocitose de células SH-SY5Y infectadas pelo ZIKV.
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As células SH-SY5Y na presenca de Mock e irradiadas com UVC (AC) e células SH-SY5Y infectadas e
irradiadas com UVC (ZIKV-iAC) foram previamente marcadas com PKH67 e co-cultivadas com BMDC na
proporgao de 1:3 por 18h. Apos esse periodo, as células foram coletadas e analisadas por citometria de fluxo
quanto a expressao dos marcadores CD86, MHC-II e PD-L1. (A) Grafico de barras apresentando o MFI de
células expressando moléculas de MHC-II, CD86 e PD-L1 na populagdo de células vivas CD11c*PKH67*. (B)
Dot-plot representativo da porcentagem de células expressando CD86, MHC-II dentro da populagéo de
células CD11c*PKH*vivas. (C) Histograma apresentando o MFI de células expressando CD86 dentro da
populagdo CD11c*PKH67*MHC-II*. Cada ponto representa um experimento independente. Fonte: Autor
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Figura 8. Fendtipo de MoDCs apés a eferocitose de células SH-SY5Y infectadas pelo ZIKV.
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Células dendriticas derivadas de mondcitos humanos (MoDCs) foram cocultivadas na presenca de células
SH-SY5Y (neuroblastoma) ndo infectadas (Mock), irradiadas e marcadas com PKH67 (MoDC+AC) ou com
células SH-SY5Y infectadas com ZIKYV, irradiadas e marcadas com PKH67 (MoDC+ ZIKV-iAC). Ap6s 18h de
co-cultura , as células foram coletadas, marcadas com Fixable Viability Stain, fixadas, e posteriormente
marcadas anti-CD11c, anti-HLA-DR, anti-CD86 e anti-PD-L1 para analise por citometria de fluxo. Gréficos de
barras apresentando a porcentagem e o MFI de células CD11c*PKH67* expressando (A, D) HLA-DR, (B, E)
CD86 e (C, F) PD-L1. N= 4 doares. MédiatEPM (Erro Padréo da Média). Fonte: Autor

Para complementar os resultados, nés também avaliamos por ELISA o
perfil das citocinas produzido por BMDCs e MoDCs mediante a eferocitose de
ZIKV-IAC, quantificando no sobrenadante da co-cultura decorridas 18h de
eferocitose. Corroborando os dados obtidos quanto ao fenétipo tolerogénico em
BMDC e MoDC mediante a eferocitose de ZIKA-IAC, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significantes nos niveis de citocinas no sobrenadante
de BMDCs ou MoDCs em condi¢des basais ou apos a eferocitose (Figura 9 e
Figura 10).
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Figura 9. Producdao de citocinas por DCs ap0s a eferocitose de células AC ou ZIKV-iAC.
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Células néo infectadas (Mock) e infectadas (ZIKV-iAC) foram cocultivadas com BMDC na proporgao de 1:3
por 18h. Apds esse periodo, o sobrenadante foi coletado para a quantificacdo das citocinas (A) IL-10, (B)
TGF-B, (C) IL-6 e (D) TNF-a por ELISA. Cada ponto representa um experimento independente.

Figura 10. Producgéo de citocinas por MoDCs ap0s a eferocitose de células AC ou ZIKV-iAC.
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Células ndo infectadas (Mock) e infectadas (ZIKV-iAC) foram cocultivadas com MoDCs na propor¢éo de
1MoDC:3AC por 18h. Apds esse periodo, o sobrenadante foi coletado para a quantificagcao das citocinas (A)
IL-10, (B) IL-6, (C) IL-1B e (D) TNF-a por ELISA. N= 5 doares. MédiatEPM (Erro Padr&do da Média).



50

6.4. Diferenciacdo de células T CD4" na presenca de meio
condicionado (CM) oriundo da co-cultura de BMDCs e ZIKV-iAC.

Nesta etapa, visamos avaliar o perfil de diferenciacédo dos linfocitos T CD4*
nas subpopulagdes Thl, Th1l7 e Treg na presenga do sobrenadante oriundo das
co-culturas das respectivas condi¢cbes: DC, DC+AC, ou DC+ZIKV-IiAC. Para tanto,
células T CD4"* naive oriundas do bagco de camundongos C57BL/6 foram isoladas
por selecdo positiva, utilizando beads magnéticas, e estimuladas com anticorpos
anti-CD3 e anti-CD28, na auséncia de anticorpos bloqueadores, e na presenca
dos MCs (Meio Condicionado), oriundos das coculturas obtidas das diferentes
condi¢cdes experimentais. Apds trés dias de diferenciacdo, os linfocitos foram
coletados para determinacao dos do perfil de diferenciacéo dos subtipos celulares
de Th. Além disso, o sobrenadante de cultura de linfocitos foi coletado para
deteccédo de IL-17A e IFN-y por ELISA. A presenca do MC oriundo da condicao
DC+ZIKV-IAC néo alterou a porcentagem de linfocitos T CD4*/IFN-y*, ou 0s niveis
de producéo de IFN-y, quando comparado as condicbes DC ou DC+AC. Vale
ressaltar que o MC oriundo de DC+AC resulta em uma tendéncia a diminuicdo na
porcentagem de células T CD4*/IFN-y*, bem como na producéo de IFN-y, porém
sem forca estatistica que suporte tal fendmeno (Figura 11 A, B e C). Sabe-se que
apenas o estimulo com anti-CD3 e CD28, na auséncia de anticorpos
bloqueadores, resulta na diferenciacdo preferencial de linfocitos com perfil Thl.
Da mesma forma, a presenca do MC obtido da condicdo DC+ZIKV-IAC nao foi
habil em modular a porcentagem de células T CD4* produtoras de IL-17A
(TCD4*/IL-17"), comparado as condi¢cdes DC ou DC+AC (Figura 11 D, E e F).

Além disso, a diferenciacdo de linfécitos TCD4*/FOXP3* também foi
avaliada nas diferentes condicGes experimentais, no entanto, ndo houve deteccéo

desse tipo celular em nenhuma das condi¢des avaliadas (dados ndo mostrados).
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Figura 11. Perfil de diferenciacdo de linfocitos T CD4+ naive cultivados na presenca de Meio
condicionado (MC) oriundo da eferocitose de ZIKV-iAC.
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Os linfécitos T CD4* naive foram diferenciados na presenca de anti-CD3, anti-CD28 e anti-IL-4 com o
sobrenadante (MC) oriundo da condi¢@o DC, DC+AC, DC+(ZIKV-IAC). Ap6s 72h, a porcentagem de linfécitos
expressando IL-17A e IFN-y foi determinada por citometria de fluxo com pré-selecdo na populacdo CD4*
viavel e o sobrenadante da cultura foi coletado para determinagdo dos niveis de producéo de IL-17A e IFN-
Y- (A) Grafico em barra da porcentagem de células CD4*IFN-y*. (B) Gréafico em barras da quantificacdo da
producéo de IFN-y* durante 72 h de cultura. (C) Dot-plots representativos da porcentagem de linfocitos IFN-
y*. (D) Gréfico em barra da porcentagem de células CD4*IL-17A". (E) Gréfico em barras da quantificagcdo da
producéo de IL-17A, ap6s 72h de cultura. (F) Dot-plots representativos da porcentagem de linfécitos IL-17A".
Cada simbolo no gréfico refere-se ao valor obtido de experimentos realizados de maneira individual
(replicatas biol6gicas). Meio condicionado (MC). Fonte: Autor
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6.5. Incorporacdo de Ovoalbumina-FITC por células apoptoéticas
submetidas a choque osmético

Visando padronizar os ensaios utilizando células de animais OT-Il para
avaliar a ativagdo de clones de linfécitos autorreativos, nés padronizamos 0s
ensaios de incorporacdo de OVA em ZIKA-IAC, conforme descrito previamente
(Moore, M.W., et al. 1988; den Haan, J.M. et al.). Para tanto, células da linhagem
SH-SY5Y foram infectadas com a cepa ZIKV PE243 (MOI de 1) e, apds 48h de
infeccdo, as células foram irradiadas na intensidade de 5 mJ, incubadas por 18h
e submetidas a incorporacédo de OVA-FITC (Sigma) utilizando choque osmético.
Os resultados obtidos por citometria de fluxo demonstram que o choque osmético
foi eficiente um induzir a incorporacao de OVA, visto que ~ 72% das células séo
OVA-FITC+ (Figura 12 C e D). Aléem disso, também foi possivel observar a
marcacao de FITC nas células por imunofluorescéncia (Figura 12 A e B) ou seja,
a incubacéao das células com OVA-FITC submetidas a choque osmoético foi capaz
de promover a incorporacédo de OVA.

Vale ressaltar, que também avaliamos a viabilidade celular por meio da
marcacao das células (neuroblastomas da linhagem SH-SY5Y) com FVS 450
(Fixable Viability Stain 450) para garantir que o choque osmotico ndo leva a morte
celular. Dessa forma, apdés o processo de conjugacdo de OVA por choque
osmotico, as células da linhagem SH-SY5Y foram submetidas a infec¢éo por ZIKV
e apos 48h as células foram coletadas e marcadas com FVS 450. As células
infectadas submetidas ao processo de choque preservaram a viabilidade celular
em torno de ~98% de células FVS450 negativas, como pode ser observado na
Figura 12 D.
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Figura 12. Incorporacdo de ovoalbumina (OVA) em células apoptotica infectadas ou ndo com ZIKV.
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Células da linhagem SH-SY5Y foram submetidas & infeccdo com a cepa ZIKV PE243 (MOI de 1). Apés 48h
de infec¢éo, as células foram irradiadas na intensidade de 5 mJ e, ap6s 18h, as células foram submetidas a
incorporacéo de OVA através de choque osmético. (A, B) Imunofluorescéncia apds a conjugacéo de OVA por
choque osmodtico. (C) Dot-plot representativo da porcentagem de células positivas para OVA-FITC. (D) As
células foram marcadas com FVS 450 e analisadas por citometria de fluxo. Dot-plot representativo da
porcentagem de células SH-SY5Y infectadas ou n&o, negativas para FVS 450. Fonte: Autor

6.6. Avaliacao da proliferacao e ativacao de linfécitos T CD4" OT-Il
mediante a co-cultura de DC ap0s eferocitose de ZIKV-iIAC-OVA e AC-OVA

Apés a validacao de incorporacédo de OVA por ACs, n0SSo proximo passo
foi avaliar se o perfil fenotipico e o microambiente produzido por DCs mediante a
eferocitose de ZIKV-IAC-OVA+ seria habil em induzir a proliferacao e ativacédo de
linfécitos T CD4* oriundo de animais OT-Il, ou seja, expressando TCR especifico
para OVA. Para tanto, células T CD4* naive foram isoladas a partir de células do

baco de camundongos OT-Il, marcadas com
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CFSE (2,5uM) para determinagdo da proliferacdo celular mediante a
apresentacao de OVA. As células AC e ZIKV-IiAC foram conjugadas com OVA e
co-cultivadas com BMDC durante 18 horas, na propor¢do de 1:3. ApOs esse
periodo, as células ndo fagocitadas foram gentilmente removidas da cultura,
mediante a lavagem com PBS aquecido, e os linfocitos T CD4* naive (OT-Il) foram
adicionados aos po¢os na proporcao de 1 BMDC para 2 linfécitos T CD4* (OT-II),
por um periodo de 5 dias (conforme descrito previamente por (Campisi et
al.,2016). Apos 5 dias de cultivo, os linfocitos foram coletados para determinagao
da proliferacéo celular (mediante a diluicdo de CFSE), por citometria de fluxo e o
sobrenadante da cultura foi coletado para quantificacdo de IL-17A e IFN-y. Tanto
a eferocitose da condicdo AC-OVA* quanto da condi¢do ZIKV-iAC-OVA* por DCs
nao foram habeis em induzir proliferacdo de linfocitos TCD4*/OT-Il, tampouco a
producédo de IFN-y por esses linfécitos apds 5 dias de cultura (Figura 13). Em
ambos os casos, o perfil de proliferacdo e producéo de IFN-y foi semelhando a
controle negativo DC+RPMI.

Para confirmar se a auséncia de proliferacdo e producéo de IFN-y nessas
condi¢cBes era devido ao perfil tolerogénico de DCs mediante a eferocitose de
ZIKV-IAC-OVA* e AC-OVA" foi adicionado a co-cultura anticorpos estimulantes
anti-CD3. A presenca de anti-CD3 foi habil em restaurar a capacidade
proliferativa, bem como a producao de IFN-y por linfocitos OT-II, sugerindo que a
eferocitose de ZIKV-IAC-OVA* e AC-OVA* levam a um perfil tolerogénico de DCs
tornando-as, portanto, inabeis em induzir ativacao de linfécitos OT-II.

Além disso, acrescentamos outros dois controles para validar se as DCs
utilizadas nas culturas estavam funcionais e viaveis para induzir a ativacdo de
linfocitos OT-1l. BMDCs foram incubadas com OVA, e na presenca ou auséncia
de LPS durante 1h, e entdo co-cultivadas com linfocitos OT-II, por 5 dias. DCs
incubadas OVA, na presenca ou auséncia de LPS, foram habeis em induzir a
proliferacdo de linfocitos OT-Il, bem como a producdo de IFN-y por esses
linfocitos. No entanto, como esperado, DC incubadas apenas com meio de cultura
ou LPS nao interferem na proliferacdo celular, tdo pouco na producao de IFN-y.

Esses dados corroboram aos resultados apresentados previamente,
demonstrando que os baixos indices de infec¢éo por ZIKV em células apoptoticas

(~35% de células apoptdticas contento ZIKV) durante o processo de eferocitose,
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parece ndo ser suficiente em modificar o fenétipo de DC, tdo pouco a producgéo
de citocinas por essas células durante o processo de eferocitose de ZIKV-iAC-
OVA*. Mesmo obtendo uma alta porcentagem de eferocitose (~75%), vale
destacar que a presenca do ZIKV ocorreu em apenas ~35% das ZIKV-IAC,
restando ainda ~60% de células ndo infectadas (AC) na co-cultura com a DC.
Portanto, a predominéancia de AC néo infectadas pode ter favorecido a geragao
de DCs tolerogénicas, incapazes de induzir a ativacdo de linfécitos TCD4*OT-Il,

guando comparado as condigcbées DC+OVA.
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Figura 13. Ensaio de proliferacéo e ativagéo de linfécitos T OT-Il cocultivados com DC+ZIKV-iAC.
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As células T CD4* naive foram isoladas a partir de células do bago de camundongos OT-Il e marcadas com
CFSE para determinacéo da proliferagcdo celular. As células AC e ZIKV-IAC foram conjugadas com OVA e
co-cultivadas com BMDC durante 18h na propor¢édo 1:3. Apos esse periodo, as células ndo fagocitadas foram
removidas da cultura e os linfocitos T CD4* naive (OT-Il) foram adicionados aos po¢os na proporcéo de 1
BMDC para 2 linfécitos T CD4* (OT-II) cocultivados por periodo de 5 dias. Para validagdo do ensaio, BMDCs
foram incorporadas diretamente com OVA, estimuladas com LPS durante 1h e cultivadas com linfocitos OT-
II. Como controle positivo de proliferagdo, anticorpos anti-CD3 foram adicionados nas condi¢des AC e ZIKV-
IAC. Apds 5 dias, os linfécitos foram coletados para determinagdo da proliferacéo celular por citometria de
fluxo através da diluicdo de CFSE e o sobrenadante da cultura foi coletado para dosagem de IL-17A e IFN-
y- (A) Histograma representativo da proliferagéo celular nas diversas condigbes experimentais. (B) Grafico
em barras da quantificagdo da producédo de IFN-y apds 120h de cultura. Resultado de um experimento
individual realizado em duplicata experimental. Fonte: Autor
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6.7. Enriquecimento da populagdo de ZIKV-IAC e o impacto da
eferocitose contendo alta taxa de ZIKV em células apoptoéticas infectadas
(high rate 7| K \/-iAC)

Mediante aos dados inesperados obtidos a partir da co-cultura de
BMDCs+ZIKV-iAC em relagdo ao fenétipo tolerogénico das DCs, a inabilidade do
CM e das DCs em induzir a ativacéo e diferenciacado de T CD4* naive, bem como
de linfécitos OT-Il, duas hipétese foram elaboradas: i) a baixa taxa de infeccéo por
ZIKV em células apoptéticas (denominado "% @ Z|KV-iAC) ndo seria suficiente
para induzir a ativacdo de BMDCs durante a eferocitose; ii) a presenca do virus
no interior das células apoptoticas utilizaria mecanismos de escapes para impedir
a ativacdo de BMDCs durante a eferocitose. Portanto, inicialmente tentamos
investigar a hipodtese i, avaliando se taxa de infec¢cdo por ZIKV nas células
apoptoticas poderia ser uma variavel critica na ativacdo das BMDCs, posto que
havia um grande numero de AC nao infectadas na condi¢cdo ZIKV-iAC (~65%).
Para tanto, realizamos o enriquecimento de ZIKV-IAC mediante a selecao de
células positivas para 4G2-FITC", utilizando BD FACSAria™ Cell Sorter. As
células foram previamente infectadas e, apds 48h, foram irradiadas na intensidade
de 5mJ para inducéo de apoptose celular. Apés 18h da inducéo de apoptose, as
células foram entdo coletadas, fixadas e marcadas com o anticorpo anti-4G2
(Figura 14). As células infectadas com ZIKV, ou seja, positivas para 4G2, foram
selecionadas positivamente como demonstrado pela estratégia de gate
estabelecida para deteccdo da infeccdo, conforme ilustrado na Figura 11A.
Observou-se que a taxa de neuroblastomas infectados por ZIKV foi de 23%, ou
seja, dentro da média da porcentagem de infeccdo obtida demonstrado
previamente. Apos a realizacdo da selecdo, alcancamos uma pureza de células
infectadas por ZIKV (positivas para 4G2) de ~83%, como demonstrado na Figura

14C. Essa populacio purificada por sorting foi denominada "9" "€ Z|KV-iAC.



58

Figura 14. Protocolo experimental para selecdo de células SH-SY5Y infectadas pelo ZIKV por Sorting.
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Células da linhagem SH-SY5Y foram submetidas a infec¢do com a cepa ZIKV PE243 por 48h (MOI de 1).
Apbs 48h de infecgdo, as células foram irradiadas UVC (5mJ) e, apos 18h, as células foram marcadas com
anticorpo anti-4G2 para subsequente andlise e isolamento das células 4G2-positivas utilizando cell sorter.

Apbs o isolamento por sorting a etapa subsequente consistiu em avaliar o
perfil de ativacido de BMDCs mediante a co-cultura com Mdh rae 7|KV-AC,
mantendo a proporc¢éo de 1:3 (1BMDC: 3 Ndh rate 7|K\V/-jAC). As BMDCs foram
incubadas por 18h com ACs ou M9""@® 7|KV-iAC, e posteriormente a expressao de
marcadores de ativacdo, como moléculas de CD86, MHC-Il e PD-L1 (em termos
de porcentagem e MFI), nas células CD11c* ou CD11c*/PKH67" foi determinada
por citometria de fluxo. Comprovando a hipétese i formulada, a co-cultura com Mgn
rate 7|KV-iAC foi capaz de induzir um robusto aumento do MFI de MHC-II, CD86,
bem como a diminuicdo na expressdo de PD-L1 em CD11c*PKH67*, em
comparacdo com as condicbes com ACs (CD11c*PKH67*) ou BMDCs na
auséncia de eferocitose (CD11c*) (Figura 15).

Para complementar os resultados até o momento obtidos, n6s também
guantificamos o perfil de citocinas produzido por DCs mediante a eferocitose de
high rate

ZIKV-IAC. Como descrito previamente, nao houve diferencas

estatisticamente significantes nos niveis de citocinas no sobrenadante das DCs
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apoés a eferocitose de AC e '°V"® Z|KV-iAC, quando comparados as BMDCs na
auséncia de eferocitose. Entretanto, corroborando aos dados obtidos na citometria
de fluxo, foi observado um expressivo aumento na producao de IL-10, IL-6 e IL-
18 no microambiente estabelecido durante a eferocitose das células apoptoticas
infectadas isoladas por sorting, ou seja, "9 3¢ Z|KV-iAC, quando comparado as
condicdes de AC, '™V '@e 7|KV-iAC e BMDCs. Tal alteragdo na composicdo do
microambiente, aliada ao consequente aumento dos marcadores de ativacéo
celular (aumento na porcentagem e MFI de MHC-II e CD86) (Figura 15), denota-
se que as BMDCs estdo adquirindo um distinto perfil inflamatério, com potencial
capacidade de ativar os linfécitos T CD4*, e induzir a diferenciacdo destes em
subpopulacées inflamatorias, a exemplo de Thl ou Th17. E importante ressaltar
gue, até o presente momento, restringimos a apresentacéo de resultados oriundos
de apenas um replicata biologica, porém, experimentos adicionais foram
conduzidos e encontram-se em fase de analise. Além disso, ainda falta realizar a
guantificacdo das citocinas TGF-B e TNF-a para a condigdo de co-cultura de

DCs+"ahrae 7|KV-iAC, das células infectadas isoladas por sorting.
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Figura 15. Fendtipo de BMDCs ap06s eferocitose de células SH-SY5Y infectadas pelo ZIKV e isoladas
por sorting.
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Células na presenca de Mock e irradiadas com UVC (AC) e células infectadas, irradiadas com UVC e isoladas
para cultura purificada de células infectadas ("ah rate Z|KV-iAC) foram previamente marcadas com PKH67 e
co-cultivadas com BMDC na proporgéo de 1:3 por 18h. Apds esse periodo, as células foram coletadas e
analisadas por citometria de fluxo quanto a expressdo dos marcadores CD86, MHC-II e PD-L1. (A) Gréfico
de barras apresentando o MFI de células expressando moléculas de MHC-II, CD86 e PD-L1 na populagéo
vidvel de células CD11c*PKH67*. (B) Dot-plot representativo da porcentagem de células expressando
moléculas de CD86 e MHC-II dentro da populacdo de células CD1lc*PKH*vivas. (C) Histograma
representando o MFI de células expressando CD86 dentro da populacédo viavel CD11c*PKH67*MHC-II*.
Cada ponto representa um experimento independente. Fonte: Autor

Portanto, para complementar os resultados até o momento obtidos, nos
também avaliamos por ELISA o perfil de citocinas presentes no sobrenadante da
co-cultura decorridas 18h da eferocitose de AC, °¥ '@ Z|IKV-iAC, ou Nahrae z|Ky/-
IAC. Como observado previamente, ndo houve diferencas estatisticamente
significantes nos niveis de citocinas no sobrenadante das BMDCs ap0s a
eferocitose de AC e '°V"@® Z|KV-iAC, quando comparados as BMDCs na auséncia
de eferocitose. Entretanto, corroborando aos dados do fendtipo imunoestimulador
de DCs obtidos por citometria de fluxo, foi observado um expressivo aumento na
producdo de IL-10, IL-6 e IL-1B no sobrenadante da co-cultura de BMDCs na
condicdo com Nehrae 7|K\V-iAC, quando comparado as condi¢gdes com AC, 'owrae
ZIKV-IAC e BMDCs apenas. A replicata biolégica desse experimento (experimento

2) demonstrou o mesmo perfil de ativagéo quanto a producéo de IL-6 e IL-10, no
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entanto, vale ressaltar que mediante ao baixo rendimento de Md" @ z|KV-iAC
nesse experimento, optamos por manter a razdo 1DC:3 Mdh r2ez|KV-AC, porém
utilizamos uma quantidade menor de BMDCs, razdo pela qual, nestes
experimentos, os niveis de citocinas foram inferiores ao experimento 1. Mediante
a limitagao de volume obtido no sobrenadante de cultura, e visto que ndo temos
CBA para quantificacdo de citocinas em pequenas aliquotas, tivemos que priorizar
a quantificacdo de apenas algumas citocinas. A presenca das citocinas IL-6 e IL-
1B, bem como o perfil imunogénico de BMDCs mediante ao aumento na
expressdo de MHC-Il e CD86 (Figura 16), sugere que a eferocitose de "9"'a€ z|KV/-
IAC por BMDCs possui potencial para ativar os linfocitos T CD4* a diferenciar-se
em subpopulacdes inflamatérias, como Thl ou Th17.

Estamos aumentando as replicatas biologicas tanto da determinacdo do
fendtipo de BMDC na presenca M9" @€ 7|KV-iAC, paralelamente as outras
condicbes experimentais, bem como a quantificacdo de citocinas para que

possamos aplicar forca estatistica para validar nossa hipétese.

Figura 16. Perfil de citocinas produzido por BMDCs durante a eferocitose de high rate Z|[KV/-jAC e low rate
ZIKV-iAC. Células apoptoticas ndo infectadas (AC) e infectadas isoladas (high rate Z|KV-iAC) ou n&o
isoladas ('ovrate Z|[KV-iAC) por cell sorting.
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ou TGF-B por ELISA. (A) Grafico de barras representativo do experimento 1. (B) Grafico de barras
representativo do experimento 2. Os dados sdo de dois experimentos independentes analisados
separadamente. Fonte: Autor
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6.8. Eferocitose de Mhrate Z|KV-iAC aumenta a expressado de genes
regulados por IRF3/7 e NF-kB

Até o momento nada se tem descrito sobre a capacidade de componentes
virais de ZIKV degradados durante o processo de eferocitose em interferir na
ativacdo da cascata de ativacdo de genes regulados por IRF3/7. Para tanto,
BMDCs foram incubadas na presenca de AC, 'V "3 Z|KV-iAC e Mdhrae z|KV-iAC
na proporcao de 1:3, por 18h. ApGs esse periodo, as células ndo fagocitadas
foram removidas da co-cultura, e BMDCs foram avaliadas quanto a expressao do
mRNA de Ifnl, Ifn2, Statl. Cada simbolo no grafico refere-se ao valor obtido de
experimentos realizados de maneira individual (replicatas bioldgicas). Apenas a
eferocitose de "9" e Z|KV-iAC foi habil em induzir a expressio de Ifn1, Ifn2, Stat1,
quando comparado as condigdes 'V @€ Z|KV-iAC, ou AC (Figura 17 A-C). Esses
dados sugerem que apenas a eferocitose de majoritariamente células apoptoticas
infectadas é capaz de induzir a expressao de genes regulados pelos fatores de

transcricao IRF3/7.

Figura 17. Expressao de genes associados expressao de genes regulados por IRF3/7 e NF-kB.
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As células na presenca de Mock e irradiadas com UVC (AC) e infectadas isoladas ("9" @ ZIKV-iAC) ou nédo
isoladas (‘owrate Z|KV-iAC) por cell sorting foram cocultivadas com BMDCs na proporgéo de 1:3 por 18h. Apés
esse periodo, as células ndo fagocitadas foram removidas da cultura e as BMDCs foram avaliadas quanto a
expressao do mRNA de (A) Ifn1, (B) Ifn2, (C) Statl. Cada simbolo no gréfico refere-se ao valor obtido de
experimentos realizados de maneira individual (replicatas bioldgicas). Fonte: Autor

6.9. Perfil de diferenciacdo dos subtipos de células T CD4" na
presenca do CM oriundo da co-cultura de BMDCs+ Mghrate 7|KV-iAC

Com o objetivo de explorar o perfil de diferenciacéo de linfécitos T CD4* na
presenca das citocinas provenientes do microambiente gerado pela eferocitose
de Mohrate 7|KV-iAC, células T CD4* naive foram isoladas do bago de camundongos

C57BL/6, e estimuladas com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28, na presenca do
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meio condicionado (CM) oriundo das co-culturas das respectivas condic¢des:
BMDC, BMDC+AC, ou BMDC+ Mohrae 7|K\/-iAC. ApOs trés dias de diferenciaco,
o sobrenadante foi coletado para andlise do perfil de citocinas por ELISA.

Os linfécitos cocultivados com o CM de BMDCs que eferocitaram Mah rate
ZIKV-IAC foram habeis em produzir elevados niveis de IL-17A em comparacao a
producéao de IFN-y, sugerindo uma possivel diferenciacdo em linfocitos T CD4* de
perfil Th17 (Figura 18). Com o objetivo de obter resultados mais conclusivos
guanto a ativagdo de clones autorreativos, novos ensaios serdo realizados
utilizando o protocolo in vitro, mediante a eferocitose de BMDC+ Nigh rate 7|K\/-
IAC+OVA e co-cultura com linfécitos obtidos de animais OT-Il, como padronizado
e demonstrado na Figura 10, utilizando '° @ Z|KV-iAC.

Figura 18. Perfil de diferenciagcdo de linfocitos T CD4+ cultivados na presenca de Meio condicionado
(CM) oriundo da eferocitose de highrate Z|KV/-iAC.
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Diferenciacdo de células T CD4* diferenciadas na presenca do sobrenadante (CM) de BMDCs apés a
eferocitose de AC ou hiah rate Z|KV-iAC. Foi realizado a quantificagcdo das citocinas IFN-y e IL-17A no

sobrenadante de células T CD4"* por ELISA. Cada ponto representa um experimento independente. Fonte:
Autor
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7. DISCUSSAO

O principal objetivo deste estudo foi investigar se a eferocitose de células
apoptoticas infectadas por ZIKV seria habil em promover a ativacao de clones de
células T autorreativas mediante a ativacdo por DCs. Nossos dados indicam que
a taxa de infeccdo € uma variavel crucial para a ativacdo de DCs. O fendtipo
imunogénico nas DCs que eferocitaram "9"ra® Z|KA-iAC, resultou do aumento da
expressao de MHC-Il e CD86, juntamente com a diminui¢do de PD-L1, moléculas
essenciais para a interacdo entre DCs e células TCD4+. O microambiente de
citocinas produzido pelas DCs também depende da taxa de infec¢cdo. Em altas
taxas, detectamos a presenca de IL-18 e TNF-a, diferentemente do
microambiente em baixas taxas de infeccdo, que carece de citocinas
inflamatoérias. Além disso, nossos resultados demonstram que a eferocitose ' rae©
ZIKV-iAC néo foi eficiente em induzir a ativacdo de DC tdo pouco a diferenciacao
de células T CD4+ em resposta ao microambiente oriundas de DCs durante a
fagocitose de iAC. Corroborando esses achados, os ensaios funcionais com
células T derivadas de camundongos OT-ll mostraram auséncia de ativacao de
células T na presenca de antigenos apresentados pelas DCs que eferocitaram
rate ZIKV-iAC.

Para a conducdo de nossos experimentos, foi essencial a padronizacdo da
infeccdo de neuroblastomas da linhagem SH-SY5Y. O MOI é uma medida
importante utilizada para descrever a razao entre o numero de microrganismos
infecciosos e o numero de células alvo no inicio de um experimento infeccioso.
Apesar de MOI de 0,1 ser considerada a propor¢cdo mais proxima de condi¢cdes
fisiologicas de infeccdo observadas in vivo (LIMA et al.,2019; SANCHEZ-SAN
MARTIN et al.,2018), nossos resultados demonstram que apenas o MOI igual ou
superior a 1 foi capaz de estabelecer a infeccéo in vitro em células da linhagem
de neuroblastoma SH-SY5Y, ndo apresentando diferencas na porcentagem de
células infectadas em relacédo ao MOI 5 e 10. Os nossos dados corroboram aos
prévios estudos utilizando a linhagem de neuroblastoma SH-SY5Y a infeccao por
ZIKV, reforcando que o MOI de 1 e o periodo de 48 horas pés-infec¢do por ZIKV

foi capaz de estabelecer a infeccdo em células SH-SY5Y (Alpuche-Lazcano et
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al.,2018; Bonenfant et al.,2020; Braz-De-Melo et al.,2019; Lima et al.,2019;
Sanchez-San Martin et al.,2018).

Estudos anteriores também indicaram que o ZIKV possui mecanismos de
evasao da morte celular por apoptose, promovendo a elevacao das proteinas anti-
apoptoticas como Bcl-2 e Bcl-x, que sao cruciais para a sobrevivéncia celular (T.
Suzuki et al.,2018; Turpin et al.,2019). Nossos dados suportam essas
descobertas, demonstrando que, pelo menos em condic¢des in vitro, a infeccao
com ZIKV resulta em uma baixa porcentagem de células expressando caspase-3
clivada, uma proteina fundamental na execucdo da apoptose. No entanto, é
crucial reconhecer que, apesar dessa resisténcia a apoptose, observada na
linhagem celular avaliada em nossos experimentos, estudos prévios em modelos
animais e em humanos tém mostrado que a infec¢do pelo ZIKV pode induzir uma
expressiva morte celular, especialmente em células neurais primarias, levando a
sérios danos neurologicos, como a microcefalia (Devhare et al.,2017; Martinot et
al.,2019; Souza et al.,2016; Tang et al.,2017). Essas discrepancias podem ser
atribuidas as diferencas entre o uso de células imortalizadas em cultura versus
células primarias, que possuem uma resposta mais proxima das condicdes
fisiologicas. Portanto, € necessario validar nossos achados utilizando células
neuronais primarias para obter um entendimento mais abrangente dos
mecanismos de infeccao e resposta celular ao ZIKV. Dessa forma, a irradiacéao
com UV-C foi necessaria para tentar aumentar a taxa de apoptose, visto que, em
linhagens celulares de neuroblastoma, apenas o0 processo infeccioso nao foi
possivel capaz de induzir uma taxa de morte celular como ja descrito previamente
tanto em estudos em humanos, como em células primarias (Aagaard et al.,2017;
Retallack et al.,2016).

Quanto ao impacto da eferocitose na ativacao de DCs, nossos resultados,
demonstram que a eferocitose de ZIKA-IAC por BMDCs ou MoDCs néo foi capaz
de induzir a producao de IL-10, IL-6, TGF-B e TNF-a nas condi¢cdes experimentais
avaliadas. A analise da expressdo de moléculas, como CD86 e MHC-IlI também
nao evidenciou qualquer modulacdo na porcentagem e MFI tanto em BMDcs
guanto em MoDC. Corroborando os nossos dados, estudos prévios demonstram
gue a infeccéo por ZIKV em BMDC e MoDC néo induz a modulacdo na expressao

de CD80/86, CCR7 ou MHC-II, sugerindo um possivel mecanismo de evasao e
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inibicdo do processo de maturagdo de BMDC e MoDC pelo ZIKV (Bos et al.,2020;
Vielle et al.,2018). Ainda, Park et al. (2020) demonstraram que as ceélulas
dendriticas mieloides (mDCs) humanas séo suscetiveis a infec¢do por ZIKV, que
induz alteracdes na sinalizacdo de interferon e de prolactina, decorrente da
regulacao negativa dos genes PIK3C3, JAK3, IRF1 e STAT3 apos a infeccdo de
mDCs por ZIKV (Park et al.,2020).

Diferente do observado, em outros modelos de infec¢céo, foi evidenciado
gue durante o processo de degradacdo de corpos apoptéticos infectados,
componentes bacterianos podem ativar DCs via receptores do tipo Toll no
fagolisossomo (Magarian Blander;, Medzhitov, 2006; Penteado et al.,2017). Em um
estudo recente, foi demonstrado que células dendriticas, ap0s a eferocitose de
células apoptoticas infectadas por Streptococcus pneumoniae, estabelecem um
microambiente inflamatorio caracterizado pela presenca de IL-183, IL-6, IL-10 e
TNF-a (Niflo-Castafio et al.,2022b). De forma semelhante, foi observado que a
eferocitose de células apoptoticas infectadas por Escherichia coli resulta em um
microambiente que promove a maior producao de IL-1p, IL-6 e prostaglandina E2
(PGE2), um mediador lipidico envolvido em processos de inflamacdo e dor
(Penteado et al.,2017). A presenca diferenciada de PGE: nas infec¢des por E. coli
indica uma variacdo na resposta inflamatéria em comparacdo com S. pneumoniae.

Considerando que as células ZIKA-IAC contém componentes virais em seu
interior, nossa hipotese era que esses PAMPs seriam reconhecidos pelos
receptores PRR presentes no fagolisossomo. Nesse contexto, trés receptores se
destacam no reconhecimento do ssRNA do ZIKV: TLRs-3, 7 e 8 (KOYAMA et
al.,2008; NAZMI et al.,2014). Estudos demonstraram que a infeccdo por ZIKV
aumenta a expressao de TLR3 em astrdcitos humanos primarios, e essa elevacao
estd associada a uma maior susceptibilidade a infeccéo pelo ZIKV e a severidade
da doenca (OJHA et al.,2019; WANG et al.,2004). Esse fendmeno nao é exclusivo
ao ZIKV; ele também foi observado em infecgbes por outros virus, como o virus
da dengue (DENV), o virus do Nilo Ocidental (WNV), o virus da gripe A, HIV e 0
virus Herpes simplex, onde a regulacdo de TLR3 esta correlacionada com a
gravidade da doenca (Reinert et al.,2012; Tsai et al.,2009; T. Wang et al.,2004).

No entanto, ao contrario do que se observa em infec¢cbes bacterianas, a

presenca de ZIKV dentro das células apoptéticas ndo induziu a maturacédo das
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DCs. Isso sugere que a resposta imune inata ao ZIKV pode ser diferente daquela
observada com patdgenos bacterianos, possivelmente devido a diferencas nos
PAMPs reconhecidos ou na capacidade do ZIKV de modular a resposta imune.
Esse fendbmeno reforga a ideia de que a variagdo nos perfis de citocinas e nos
marcadores de ativacdo observada apés a eferocitose de células infectadas por
diferentes patégenos depende da natureza do microrganismo, que influencia a
direcdo da resposta inflamatéria mediada por células dendriticas.

Além de um possivel mecanismo de evasao ja previamente descrito na
literatura em BMDCs (Bos et al.,2020; Vielle et al.,2018), a outra hipétese
levantada seria que os ensaios de co-cultura foram conduzidos com uma
predominancia de células apoptoticas nao infectadas (~60%), juntamente com
células infectadas com ZIKV (~30-35%) (¥ @€ ZIKV-iAC). Portanto, umas das
justificativas para a observacdo de um perfil tolerogénico das células dendriticas
durante a eferocitose, seria a presenca de uma baixa frequéncia de células
apoptéticas contendo o virus no seu interior, uma vez que outros estudos
evidenciaram que a eferocitose de células tumorais na auséncia de PAMPSs,
conduz células dendriticas a adquirirem um perfil tolerogénico (Crittenden et
al.,2016; Y. Wang et al.,2013), como pode ser evidenciado pela auséncia de
modulacdo na expressao de MHC-Il e CD86, e pelo aumento de PD-L1. Nestes
casos o microambiente resultante é caracterizado pela predominancia de citocinas
anti-inflamatérias, como IL-10 e TGF-(3.

Considerando que células dendriticas funcionais precisam expressar MHC-
Il e CD86 para ativar células T CD4*, hipotetizamos que a eferocitose de células
high rate 7|K A-iAC, como mostrado na Figura 12, seria capaz de induzir a ativagio
de BMDCs e potencialmente ativar linfécitos T CD4*. Esta ativacdo seria crucial
para a inducdo e proliferacdo de clones autorreativos. No entanto, estamos
enfrentando uma limitacao significativa em nossos experimentos devido ao baixo
rendimento de células "9" 3¢ Z|KA-IAC apds o isolamento. Apesar de termos
realizado cinco replicatas biologicas de sorter de "9" €Z|KA-IAC, o nimero de
células obtido ao final do procedimento inviabiliza a realizagdo de experimentos
subsequentes de imunofenotipagem, quantificacdo de citocinas e diferenciagéo

de linfécitos T CD4*. Até o momento, conseguimos realizar apenas duas replicatas
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biolégicas para testar nossa hipotese, e em uma delas, houve um problema
técnico com o equipamento, resultando na perda dos dados experimentais.

Ap6s o enriquecimento da populagdo Mo rae 7|KA-JAC, alcangcamos
aproximadamente 86% de células apoptoticas infectadas pelo ZIKV (Mo rate 7|K A-
iIAC). Observamos que, ao contrario do que foi observado na co-cultura com uma
baixa porcentagem de ZIKV-iIAC (~35%), as células dendriticas que eferocitaram
high rate 7K A-jAC adquiriram um perfil de maturagdo imunogénico, com aumento
significativo de MHC-Il e CD86, tanto em termos de porcentagem quanto de
intensidade de fluorescéncia, além de uma reducdo na expressao de PD-L1.
Diferentemente do observado para "o Z|KV-iAC, a eferocitose de Mahrate 7|KA-
IAC estabeleceu um microambiente inflamatorio com a detecgéo de IL-6 e IL-1pB.
O aumento no numero de neuroblastomas infectados pelo ZIKV ap6s o
enriquecimento por sorting foi determinante para a modulacédo dos marcadores de
ativacdo de BMDCs. Os resultados do ensaio de co-cultura indicam que a taxa de
infeccdo na presenca dos PAMPs-ZIKV desempenha um papel crucial no
estabelecimento de um microambiente inflamatorio (Brereton; Blander, 2011b;
Torchinsky et al.,2009b).

Células T CD4* naive cultivadas na presenca de meio condicionado oriundo
de BMDCs que eferocitaram v ra¢ Z|KV-IAC, ndo apresentaram um perfil de
diferenciacao diferente do observado na condicdo contendo apenas meio de
cultura e anti-CD3/anti-CD28. Este resultado corrobora ao observado quanto ao
perfil de ativacao de DCs apos a eferocitose de e Z|KV-IAC, ou seja, ndo houve
alteracdo quanto ao perfil de mediadores soluveis, como IL-18, IL-6, TGF- que
se sustenta um microambiente que leve a diferenciacao de subpopulacdes de T
CD4+ em Th. Por outro lado, células T CD4* naive cultivadas com o meio
condicionado oriundo de células dendriticas fagocitaram "9" @ Z|KA-iAC sugerem
um perfil de diferenciacdo de linfécitos Th1l7, com uma robusta producédo IL-17A
e IFN-y, comparado as demais condicbes experimentais. E importante notar que
presenca de linfocitos Thl e Thl7 j4 foi previamente correlacionada a varias
neuropatias associadas a infec¢des virais. Estudos indicam que pacientes
diagnosticados com sindrome de Guillain-Barré (SGB) apos infeccdo pelo ZIKV
apresentam niveis elevados de citocinas, como IL-6, IL-8, IL-1ra, IL-17 e IL-22,
além de subpopulacdes de células Thl, Th2, Th9 e Thl7 (Li et al.,2014; X. Wu et
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al.,2016). Esses achados sugerem que a resposta imune associada ao ZIKV pode
induzir um perfil de citocinas pro-inflamatorias e uma ativacdo robusta de
diferentes subpopulacbes de células T, o que contribui para a complexidade e
gravidade das manifestacdes clinicas observadas em infec¢des por ZIKV.

As células Thl7 se diferenciam em um microambiente rico em citocinas
como IL-6, IL-1B8 e TGF-B (Hirota et al.,2013). Coomes e Haghbayan (2020)
demonstraram que pacientes com COVID-19 grave apresentam niveis circulantes
de IL-6 quase trés vezes superiores aos encontrados em casos leves (Coomes;
Haghbayan, 2020). O bloqueio da IL-6 com um antagonista de seu receptor
resultou em melhoras significativas no prognostico dos pacientes. A IL-6
desempenha um papel crucial na inducédo da diferenciacdo de células Thl7.
Adicionalmente, a IL-17 estimula a secrec¢ao de IL-6, estabelecendo um ciclo de
retroalimentacdo que pode amplificar a resposta inflamatoria (Coomes;
Haghbayan, 2020). Wang et al. demonstraram que camundongos deficientes em
IL-17 exibiram maior suscetibilidade a infeccdo pelo virus influenza H5N1 e
apresentaram taxas de mortalidade mais elevadas em comparacdo com
camundongos do tipo selvagem (X. Wang et al.,2011). De forma similar,
camundongos 177 infectados com o virus influenza HIN1 mostraram uma taxa
de sobrevivéncia significativamente reduzida. A auséncia de IL-17, compromete a
capacidade dos camundongos de montar uma defesa eficaz contra a infeccdo. A
resposta protetora observada nestes camundongos foi correlacionada com uma
forte resposta de células Th17, juntamente com uma resposta robusta de células
Thl (McKinstry et al.,2009; X. Wang et al.,2011). Durante o periodo de maior
atividade da infeccdo, houve um aumento substancial na expressdo de varias
citocinas associadas a resposta Th1l7 nos pulmdes desses animais (Paiva et
al.,2021).

Um estudo investigou individuos assintomaticos infectados por DENG e
ZIKV, observando niveis elevados de IL-17 em todos o0s pacientes em
comparacao com individuos saudaveis (Tappe et al.,2016b). Durante a fase inicial
da infec¢éo por ZIKV, Naveca et al. monitoraram diariamente o perfil de citocinas,
revelando que os niveis de IL-17, IL-1B e IL-6 acompanharam os picos de viremia
(Naveca et al.,2018). Até agora, ha poucos estudos explorando o papel da IL-17

em arbovirus e o impacto das células Th17 em pacientes infectados, o que ainda
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€ uma questdo em aberto quanto ao seu potencial protetor ou patogénico durante
o curso da doenca. No entanto, alguns estudos indicam uma forte correlagdo entre
o perfil de citocinas e o desenvolvimento de autoimunidade em pacientes
infectados pelo ZIKV (LI et al.,2014; WU et al.,2016).

A inflamac&o mediada por células Th17 pode intensificar a imunopatologia
e agravar o dano tecidual em doengas como miocardite viral (C. Huang et al.,2020;
Xu et al.,2020). As células Th17 ja foram descritas como as principais células
efetoras em varias doencas autoimunes, como esclerose mdultipla, psoriase, artrite
reumatoide e IlUpus eritematoso sistémico (Flannigan et al.,2017; Korn et al.,2009;
Patel; Kuchroo, 2015; Yang et al.,2014). Dentre esses exemplos, destaca-se a
esclerose multipla, uma doenca inflamatoria cronica do sistema nervoso central.
Nesse contexto, as ceélulas Thl7 desempenham um papel crucial no
desenvolvimento da doenca. Essas ceélulas produzem IL-17 e IFN-y, sendo,
portanto, consideradas células Th1l7 patogénicas. O microambiente necessario
para a diferenciacédo dessas células € composto por IL-1B3, TGF-B e IL-23 (Cao et
al.,2015; Knochelmann et al.,2018; B. Wu; Wan, 2020). A analise dos soros e do
liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide revelou um aumento de IL-17,
bem como um aumento da expressdo de mRNA de IL-17A, indicando a gravidade
na progressao da doenca (Sarkar; Fox, 2010). O lUpus eritematoso sistémico afeta
diversos orgaos, como a pele, articulacdes e o sistema nervoso central. Varios
subtipos de células imunes estdo desregulados durante o curso da doenca, com
destaque para células B e células T (Tsokos, 2011), autoanticorpos ja foram
descritos em pacientes com lupus. A producao desses autoanticorpos resulta das
interacdes entre células T e células B, sendo a co-estimulacdo um fator crucial
nesse processo (Blair et al.,2010; Renaudineau et al.,2004). Estudos em humanos
e modelos murinos demonstraram que as células Thl7 estdo intimamente
envolvidas no desencadeamento da doenca. A quantificacédo de IL-17 no soro dos
pacientes esta elevada em comparacdo com individuos saudaveis (Mok et
al.,2010; C. K. Wong et al.,2008). Além disso, varios estudos mostram uma
correlacao significativa entre os niveis de IL-17 e o progndstico grave da doenca
(Dolff et al.,2010, 2011, 2014; Shah et al.,2010).

O nosso proximo passo foi explorar uma possivel ativacdo de células T

CD4* autorreativas. Portando, inicialmente, conduzimos a co-cultura na presenca
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de 'owraez|KV-iAC-OVA* com BMDCs. ApoOs 18 horas, adicionamos linfécitos T
CD4* derivados de camundongos OT-II, os quais foram mantidos em cultura com
BMDCs por 5 dias. Conforme esperado com base em resultados prévios, notamos
qgue as BMDCs que eferocitaram ¥ & Z]KV-IAC-OVA* ndo foram capazes de
ativar os linfocitos T CD4* OT-II, sugerindo que a taxa de infeccéo (~30-40%) ndo
é suficiente para desencadear a ativagdo de células T CD4* autorreativas. Um
estudo utilizando animais transgénicos que expressam OVA nas células
demonstrou que a transferéncia de células T CD4* de animais OT-Il para animais
infectados com C. rodentium resulta na ativacdo de clones autorreativos. A
inibicdo da apoptose das células, utilizando um inibidor de pan-caspase, resultou
em uma reducao significativa no nimero de células Th17 em comparacdo com os
animais infectados na auséncia do inibidor de apoptose (Campisi et al.,2016).
Campisi et al.,demonstraram que a eferocitose de iACs promove a apresentacao
de antigenos proprios. Esse fendbmeno, quando associado ao microambiente
inflamatorio e as predisposicoes genéticas do hospedeiro, pode desencadear a
ativacao de células T autorreativas e o desenvolvimento de autoimunidades.No
entanto, devido as limitagcdes na obtencdo de um alto rendimento de células M9"
rate ZIKV-IAC apo6s o isolamento, ndo foi possivel realizar o experimento de
ativacéo de linfécitos OT-1l mediante a eferocitose de "9" 3 Z|KV-iAC.

A proxima etapa consistiu na analise da expressao génica de genes regulados
por IRF3/7 e NF-kB. Para isso, realizamos a PCR em tempo real, o que eliminou
a necessidade de utilizar um nimero elevado de células nos ensaios in vitro. Desta
forma, conseguimos analisar a expressao de genes regulados por IRF3/7 e NF-
kB, sendo que as DCs que eferocitaram "9"a® 7Z|KV-jAC apresentaram aumento
significativo na expressao de Ifnl, Ifn2 e Statl. A infeccdo viral pode ativar as
proteinas quinases TBK1 e IKKg, que fosforilam os fatores de transcri¢cdo IRF3/7,
enquanto a proteina quinase IKKg ativa o fator de transcricdo NF-kB que resulta
na expressao de interferons dos tipo I, como o IFN-B (Bowen; et al.,2019; Mcnhab
et al.,2020). No entanto, prévios estudos demonstram que o ZIKV possui
mecanismos de evasao da resposta imunoldgica, tais como, estratégias de
mascaramento do RNA gendmico livre no citosol e inibicdo da ativacdo da cascata
de sinalizac&o via IFNs, etapa importante como sinal de alerta para a infeccao

(Estévez-Herrera et al.,2021).
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O conjunto de nossos resultados sugerem que a taxa de infecgdo parece ser
determinante na inducdo da maturacdo de células dendriticas com um fenétipo
imunogénico. Esta maturacdo parece ser fundamental para criar um
microambiente que favorece a ativacao de células T CD4* e diferenciacdo de Th17
produtores de IFN-y e IL-17. Especificamente, essencial investigar uma possivel
correlagdo com altas taxas de infecgéo por ZIKV, como nas condi¢bes M3 z|KV-
IAC, e uma possivel ativagdo de células T CD4* autorreativas. Entender este
mecanismo pode esclarecer a conexdo com o desenvolvimento de doencgas
autoimunes ou neuroimunopatologias, conforme observado previamente com
infeccdes por enterobactérias. A compreensdo detalhada desse processo é
crucial, uma vez que um ambiente propicio pode ndo apenas intensificar a
resposta imune, mas também influenciar significativamente o curso e a gravidade

da doenca associada ao ZIKV.

8. CONCLUSOES

o A taxa de infeccéo foi avaliada em diferentes time-point, e a maior taxa de
infeccédo foi obtida apos 48h, utilizando o MOI de 1 (~40% das células infectadas,
anti-4G2+). A infec¢do por ZIKV virus na linhagem de neuroblastoma nao foi
capaz de induzir uma robusta apoptose celular, no entanto, a radiacdo UV-C apés
a infeccao por ZIKV resultou ~30% de células positivas para caspase 3-clivada.

o A baixa taxa de infecgdo ZIKV no interior da célula apoptotica (V'€ ZIKV-
IAC) ndo resultou em diferencas significativas na expressdo de marcadores de
ativacao celular em DCs, como CD86, MHC-Il e PD-L1, tampouco a producéo de
citocinas, como IL-6, TNF-a, IL-10 ou TGF-3, quando comparado a eferocitose de
células apoptéticas ndo infectadas (DC+AC).

o O perfil tolerogénico de DCs mediante a eferocitose de '°% € Z|KV-iAC foi
confirmado utilizando o ensaio de cocultura na presenca de linfécitos T CD4+ OT-
Il. A eferocitose de '° 3 Z|KV-iAC/OVA e AC/OVA por DCs néo foi capaz de
induzir a proliferacéo de linfocitos T CD4+ OT-Il, ou a producéo de IFN-y ou IL-17,
sugerindo a aquisicdo de um perfil tolerogénico de DCs durante a eferocitose

nesse contexto.
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o O enriquecimento da populagdo de células apoptéticas infectadas com
ZIKV (Mohrate 7|KV-iAC) por sorting resultou em uma pureza de ~83% de células
4G2-FITC+. Os resultados preliminares sugerem que a eferocitose de "9hrae z|Ky/-
IAC resultou em um aumento significativo na expressédo de MHC-Il e CD86 e
diminuicdo de PD-L1 em DCs, e aumento na producdo de IL-10, IL-6 e IL-1f,
sugerindo um perfil fenotipico inflamatério mediante a eferocitose de uma alta
porcentagem de ZIKV-iAC.

. A eferocitose de M9 rate 7|KV-iAC por DCs parece impactar na expressio
de genes associados a producao de IFN-tipo | e II, sugerindo um aumento na
expresséao de Ifnl, Ifn2, Statl, quando comparado as condi¢cdes DC, DC+ AC ou
lowrate 7]KV-iAC.

o Os resultados de diferenciacédo de linfécitos T CD4+ cocultivados com
sobrenadante (meio condicionado — CM) obtido da condigdo DC+ M@ z7|K\V/-iAC
sugerem um perfil diferenciacdo de Thl7, visto que o0s niveis de IL-17 séo

superiores ao de IFN-y.
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9. CONCLUSAO FINAL

"Eat me" signs

Highrate ZIK\J-JAC  Phosphatidylserine (Ps)

cx3cL1
“ nucleotides (ATP, UTP)
cX3cL1 *Find me” Signs
nucleotides (ATP, UTP) &

"Find me" Signs
5 . TGF-B
TNF-a
S e

IL-6  IL-23

"Eat me” signs
Phosphatidylserine (PS)

CD4
Autoreactive

Th1? Th17?

Lowrate 7|K\/-IAC Anergic

Nossos resultados demonstram que a eferocitose de células apoptéticas
contendo uma baixa taxa de infeccdo por ZIKV ndo é capaz de ativar o perfil
imunogénicos em DCs tampouco a proliferacdo e ativacdo de clones
autorreativos, como demonstrado pelos ensaios utilizando linfocitos obtidos de
animais OT-ll. No entanto, os experimentos utilizando a eferocitose de Mo" rae
ZIKV-IAC, que nao fazia parte da nossa hipoétese inicial, serdo fundamentais para
confirmarmos uma possivel ativacdo de linfocitos T CD4+ autorreativos,
mimetizando uma infecdo com altos titulos virais. Esses resultados sugerem que
a eferocitose de uma baixa porcentagem de AC contento o ZIKV, ou uma baixa
taxa de infeccdo, ndo € suficiente em ativar vias sinalizagdo que permitem a
ativacdo de DCs e consequentemente ativacdo e diferenciagdo de linfocitos
TCD4+. Dessa maneira, a taxa de infeccdo nas células apoptoticas parece ser
determinante para que a eferocitose possa impactar a ativacdo de DCs e de
clones autorreativos que poderiam favorecer o desenvolvimento doencas

autoimunes, como ja demonstrado em infec¢fes por enterobactérias.
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ANEXO A - ESTRATEGIA DE “GATING”

Para a aquisicdo de eventos na citometria de fluxo foram utilizadas
estratégias de gating para cada experimento. Para avaliar a taxa de infec¢édo
foram feitas as exclusdes de debris e doublets e definida a populacéo positiva
para FITC a partir da condigcdo Mock
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Para a avaliacdo da taxa de apoptose celular foram feitas as exclusdes de

debris e doublets e definida a populacédo positiva para FITC a partir do
controle secundario.
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A avaliacdo da taxa de fagocitose e de ativacdo de BMDC foram adquiridas
utilizando a estratégia de eliminacdo de doublets e debris, eliminacdo de
células positivas para Fixable Viability Stain 780 e de células CD11c

negativas, com o intuito de selecionar BMDC viaveis.

Cells : All Events

PTG662% s Cells : P1 Cells : P2 Cells : P3
(802% fags] < [P3@9.30%) < P4(1,69%)
8 8
= s
T < <
S a4 S I8y
4 g g
8 8
& &
P2(33,30%)
Y '600 e ? 2(’]0 AI,JD = o T un.4”nm:)6nnu o @Il!nnqﬂqlvvnnl[iv ”"lgﬁ
FSC-A (x10%) 0 10 10 1 10 o1 1 10 1

FSC-A (x10% FVS450 PB450-A CD11c APC-A



89

Estratégia de selecdo populacional de linfécitos para posterior
caracterizacdo de células CD4+IFN-g+, CD4+IL-17A+ e CD4+FoxP3+. A
estratégia consistiu na eliminacéo de doublets e debris, eliminacéo de células
positivas para Fixable Viability Stain 780 e de células CD4 negativas, com o

intuito de selecionar os linfécitos viaveis e CD4+.
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