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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.
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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).
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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
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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).



23

Figura 1. Eferocitose.
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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
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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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9. CONCLUSAO FINAL
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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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