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Resumo

Estudos recentes demonstram que a eferocitose de células apoptoticas
infectadas por células dendriticas (CD) resulta na ativacdo de clones de linfocitos T
CD4+ autorreativos e o desenvolvimento de doencgas autoimunes. O processamento
e apresentacdo de peptideos proprios oriundos das células apoptoticas via MHC,
associado a presenca do patdgeno, permite a inducdo de um fendtipo imunogénico
nessas CD, e, portanto, propiciando o ambiente favoravel para ativacdo de clones
autorreativos. A infeccdo pelo virus Zika (ZIKV) vem sendo amplamente estudada
devido as complicagdes neuronais no desenvolvimento fetal e em adultos, como a
microcefalia e sindrome de Guillain-Barré, respectivamente. Considerando que a
infeccdo pelo ZIKV induz intensa morte celular por apoptose em diferentes tipos
celulares, a hipotese deste estudo fundamenta-se que a fagocitose de células
apoptoticas infectadas pelo ZIKV levaria a ativacdo de CD com um perfil imunogénico.
Para investigar o efeito da eferocitose na ativacao de células dendriticas, inicialmente
duas cepas viras e diferentes linhagens celulares foram testadas para obtencéo de
células infectadas por ZIKV. O potencial de infec¢cdo das cepas virais ZIKV PE243
(linhagem asiética isolada no Brasil) e ZIKV MR766 (linhagem africana isolada em
Uganda) foram testadas utilizando cinco linhagens celulares: HaCaT, A549, Huh7.5,
C6 e SH-SY5Y. As linhagens HaCaT, A549 e C6 apresentaram baixa infectividade,
enguanto as linhagens Huh7.5 e SH-SY5Y mostraram alta taxa de infeccéo pela cepa
ZIKV PE234. A eferocitose de células Huh7.5 infectadas pelo ZIKV nao foi capaz de
induzir um aumento na expressdo de moléculas de MHC-Il em células dendriticas
derivadas de medula 6ssea (BMDC) e apresentou uma producdo mista de II-6 e IL-
10, sugerindo um perfil ndo definido. No entanto, a eferocitose de células da linhagem
neuronal SH-SY5Y infectadas pelo ZIKV levou ao aumento na expressao das
moléculas CD86 e MHC-Il nas BMDC, além de uma maior produgéo das citocinas IL-
18, IL-6 e TGF-B quando comparada ao controle de células SH-SY5Y nao infectadas.
Esse perfil de BMDC e de citocinas inflamatorias apds a eferocitose de SH-SY5Y
infectadas pelo ZIKV refor¢ca nossa hipotese inicial, ou seja, que apresenta potencial
para ativar células T autorreativas. No entanto, novos experimentos utilizando células
T isoladas de animais transgénicos OT-Il serdo necessarios para confirmar essa
hipétese.

Palavras-chave: virus Zika; eferocitose; ativacao celular



Abstract

Recent studies show that phagocytosis of infected apoptotic cells by dendritic
cells (CD) results in activation of self-reactive CD4+ T lymphocytes clones and the
development of autoimmune diseases. The processing of self-peptides associated with
the presence of the pathogen inside the apoptotic cells allows the induction of an
immunogenic phenotype in these dendritic cells, thus providing a favorable
environment for activation of self-reactive T CD4+ clones. Zika virus (ZIKV) infection
has been widely studied due to neuronal complications in fetal development and in
adults such as microcephaly and Guillain-Barré syndrome, respectively. Considering
that ZIKV infection induces intense apoptotic cell death in different cell types, the
hypothesis of this study was that the phagocytosis of ZIKV infected apoptotic cells
would lead to activation of dendritic cells in an immunogenic profile. To investigate the
effect of efferocytosis of infected cells on dendritic cell activation, two strains and
different cell lineages were tested to obtain ZIKV infected cells. Infection potential of
viral strains ZIKV PE243 (Asian strain isolated in Brazil) and ZIKV MR766 (African
strain isolated in Uganda) were tested using five cell lineages: HaCaT, A549, Huh7.5,
C6 e SH-SY5Y. HaCaT, A549 and C6 cell lineages showed low susceptibility to the
ZIKV PE243 strain while Huh7.5 and SH-SY5Y showed high infection rate.
Efferocytosis of ZIKV infected Huh7.5 cells was not able to induce an increase in MHCI|I
molecule expression in bone marrow-derived dendritic cells (BMDC) and a mixed
cytokine production of IL-6 and IL-10, indicating non defined profile. However, the
eferocytosis of cells from the ZIKV infected SH-SY5Y neuronal lineage caused a higher
expression of CD86 and MHCII molecules in BMDC, as well as a higher production of
IL-18, IL-6 and TGF-B cytokines when compared to uninfected SH-SY5Y cells. This
immunogenic profile of BMDC and inflammatory cytokines produced after the coculture
of ZIKV-infected SH-SY5Y confirms our initial hypothesis, that there is potential to
activate autoreactive T cells. However, further experiments will be performed using T
cells isolated from OT-Il transgenic animals to confirm this hypothesis.

Keywords: Zika virus; efferocytosis; cell activation
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1. Introducéo

1.1 Fagocitose de células apoptoéticas e ativacéo de linfécitos T CD4*

A apoptose, morte celular programada, € um processo fisiolégico que ocorre
em situacfes homeostaticas contribuindo para o desenvolvimento e remodelamento
tecidual. A fagocitose das células apoptoticas (AC), denominado eferocitose, ocorre
por fagocitos profissionais, como macrofagos e células dendriticas (CD), assim como
por fagdcitos ndo profissionais, como células epiteliais, e € imprescindivel para a
manutencdo da homeostase tecidual e prevencdo de processos inflamatorios(1).
Apesar do elevado numero de células que entram em apoptose diariamente, essas
AC raramente sdo encontradas no tecido, uma vez que sdo rapidamente removidas
pelos fagocitos. Entretanto, em situacfes nao fisioldgicas, como por exemplo durante
quadros de Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbnica ou mediante a inalacdo de
substancias toxicas e fumaca de cigarro, pode ocorrer o acimulo de AC no tecido
acometido (2).

O processo eficiente de eferocitose depende de fatores que facilitam o
recrutamento de fagécitos e o reconhecimento efetivo das AC. No momento em que
essas celulas iniciam o processo apoptotico, sdo liberados sinais soluveis
quimioatraentes chamados de find-me, como adenosina mono, di e trifosfato (AMP,
ADP e ATP), quimiocinas como a fractalcina e fosfolipideos como a esfingosina 1-
fosfato, que promovem o encontro entre os fagocitos e as AC (3).

Uma das principais moléculas envolvidas no reconhecimento de AC por
fagdcitos é a fosfatidilserina (PS), também conhecida como um sinal de eat-me (1).

Esses fosfolipideos, durante o processo de apoptose, passam a ser expostos em



maior quantidade e na forma de cluster na superficie externa da membrana celular
(4). O reconhecimento de PS pode ocorrer pela interacdo com receptores como BAI 1
(brain specific angiogenesis inhibitor 1), stabilin 2 (5), RAGE (Receptor for advanced
glycation end products) (6) e TIM1/3/4 (T cell immunoglobulin mucin domain) (7, 8).
Greenberg, et al. (9) demonstraram que o receptor scavenger CD36 também esta
envolvido nos processos de eferocitose via moléculas de PS oxidadas, assim como
outros receptores scavenger, como SR-A, SR-B (10).

A fagocitose de AC nao infectadas resulta na liberacdo de mediadores
antiinflamatérios como TGF-B (tumor growing fator beta), interleucina (IL) 10,
prostaglandina E2 (PGE2) e fator de ativagcéo plaquetéaria, assim como na inibicdo de
mediadores inflamatérios como TNF-a (tumor necrosis fator alpha), IL-1, IL-8 e
leucotrieno C4 (11, 12).

Além das condic¢0es fisioldgicas e doencas inflamatorias estéreis, o acumulo de
AC também ocorre durante processos infecciosos. A entrada de microrganismos nos
tecidos induz um intenso influxo de neutréfilos e mondcitos que, apos fagocitarem o
patébgeno e exercerem suas funcdes efetoras morrem contendo em seu interior o
patébgeno ou fragmentos de patdgenos, PAMPs (Pathogen-Associated Molecular
Pattern). Tem sido demonstrado que os patégenos podem induzir diferentes padrdes
de morte celular, como a apoptose, necrose ou piroptose (13) e que a fagocitose
dessas células mortas infectadas pode levar a ativacdo de macrofagos, assim como
de CD e linfocitos (14-16).

Dados recentes obtidos por nosso grupo de pesquisa demonstraram, in vitro e
in vivo, que a fagocitose de células apoptoticas infectadas (iIACs) com Escherichia coli,

por CD, resulta na producéo de IL-1p3, IL-6, TGF-B e IL-23. Além disso, essas CD sédo



mais habeis em migrar para os linfonodos quando comparados a fagocitose de AC
nao infectadas (16).

Ao fagocitar o0s corpos apoptéticos infectados, 0s receptores de
reconhecimento padrdo (PRR), que sao recrutados para o fagossoma durante o
processo eferocitico, reconhecem os PAMPs e, consequentemente, induzem a
maturacdo de CD aumentando a expressao de moléculas co-estimuladoras que,
associadas a maior apresentacdo de peptideos antigénicos em moléculas do
Complexo principal de histocompatibilidade (MHC), levam a ativacao de linfocitos T e
a inducdo da resposta adaptativa (17). Subramanian e colaboradores demonstraram
gue a fagocitose de células apoptéticas infectadas com virus Herpes Simplex 1, por
CD CD11c*CD8a*, resulta na ativacdo das mesmas e apresentacao de peptideos
virais tanto via de MHC IlI, quanto via MHC I, através de apresentacdo cruzada,
induzindo a diferenciacao de linfocitos T CD4" e linfocitos T CD8* capazes de controlar
a replicagao viral (18, 19).

Durante o processamento das iAC, a CD é capaz de apresentar tanto peptideos
oriundos do patégeno quanto peptideos proprios provenientes da iAC, uma vez que
sdo processados da mesma forma sem distincdo (20). A apresentacdo desses
peptideos préprios associados ao microambiente inflamatério proveniente do quadro
infeccioso pode ter uma resposta indesejada. A infeccao por Citrobacter rodentium &
conhecida por induzir apoptose nas células do colon de camundongos, levando a um
quadro de colite infecciosa. Utilizando animais transgénicos que suas células
expressam peptideos de ovoalbumina (OVA) e infectados por C. rodentium, ao
receberem linfécitos TCD4+ de animais OT-ll, Campisi e colaboradores
demonstraram que, além da ativacdo de clones especificos para o patdgeno, clones

autorreativos também foram ativados apenas apoés a infeccdo. Ainda, 60% destes



animais trangénicos desenvolveram colite autoimune e apresentaram anticorpos IgA
especificos para OVA. Para comprovar o efeito da eferocitose nesse processo, a
inibicdo farmacoldgica da fagocitose de células apoptoticas do célon diminuiu
drasticamente a diferenciacdo de linfocitos Th17 autorreativos (21). Desta forma,
considerando que o desenvolvimento de autoimunidades pode ser desencadeado a
partir de quadros de infeccdo, este estudo demonstrou pela primeira vez, que a
fagocitose e processamento iAC leva a apresentacdo de peptideos proprios, que em
microambiente inflamatério, associado a predisposicGes genéticas, poderia favorecer

o0 desenvolvimento de autoimunidades.

1.2. Virus Zika e apoptose celular

O Zika (ZIKV) é um virus membro da familia Flaviviridae e sua transmissédo em
humanos ocorre principalmente pela picada de insetos vetores (mosquitos do género
Aedes spp. infectados) e por vias menos recorrentes, como a transmissao congeénita,
sexual e por transfuséo de sangue (22, 23). A infeccdo em adultos € caracterizada por
dores de cabeca leves, febre baixa, mal-estar, dores leves nas articulagdes,
conjuntivite, coceira e exantema maculopapular. Em gestantes infectadas pode
ocorrer a transmissao vertical do virus e os fetos podem desenvolver a sindrome
congénita do virus Zika, com apresentacdo de microcefalia e outras alteracdes
durante o desenvolvimento neurolégico (24). Embora individuos infectados possam
ser assintomaticos ou apresentar apenas sintomas brandos da doenca, a infecgédo tem
ganhado atencéao pelos casos de transmisséo congénita e complicacdes neuroldgicas,
mesmo que ainda ndo comprovada a correlagéo, tais como a sindrome de Guillain-

Barré (GBS) e encefalomielite disseminada aguda (25, 26).



Experimentos in vitro e in vivo demonstraram que o ZIKV infecta diferentes
linhagens celulares e multiplos tecidos do hospedeiro, utilizando de linfonodos e do
liquido cefalorraquidiano como “santuarios” anatdémicos para persistir e evadir das
respostas de defesa do organismo (27, 28). Além disso, o ZIKV também é capaz de
infectar células precursoras neurais, causando a morte destas células por apoptose
via ativacao do receptor Toll-like-3 e caspase-3 e, dessa forma, compromete o ciclo
celular e o desenvolvimento das mesmas (29, 30).

A infeccdo preferencial de células progenitoras neurais esta possivelmente
relacionada a alta expresséao do receptor Axl tirosina quinase, da familia de receptores
TAM, na membrana celular o qual é necessario para a entrada do virus e também
para a modulacdo da resposta imune inata nessas células. A atividade quinase da Axl
leva a supresséo da via de sinalizacdo de interferon tipo 1, a qual é importante na
defesa contra infecgcbes por virus (31, 32). Recentemente, foi demonstrada a
importancia da participacdo do receptor Axl também na inducdo da apoptose da
micréglia de camundongos infectados, em que animais Ifnar’/AxI", deficientes para
os receptores de Interferon e Axl, infectados apresentam maior sobrevivéncia e menor
patogénese(33). Além disso, foi demonstrado que as células da epiderme e derme,
incluindo macrofagos e células dendriticas residentes, tecido em que ocorre a picada
do mosquito e entrada do virus, sdo permissivas a infecgdo pelo ZIKV (34, 35).

Até o momento, ndo ha estudos que correlacionem o intenso acumulo de
células neuronais apoptoticas durante a infeccdo por ZIKV e uma possivel ativacao
de clones de linfocitos T autorreativos, que justifique o desenvolvimento de
neuropatias, como a GBS (26, 36). A GBS é uma polirradiculoneuropatia
desmielinizante inflamatoria aguda, a qual pode ocorrer apés quadros de infec¢des

bacterianas, como Campylobacter jejuni, e virais, incluindo virus dengue (DENV) e



ZIKV (37). Na maioria dos casos, destaca-se 0 papel de autoanticorpos
antiglicolipideos, favorecendo a destruicdo de neurdnios periféricos. Entretanto, nos
casos de GBS relacionados a infeccdo pelo ZIKV, menos de 50% dos individuos
apresentam autoanticorpos, sugerindo a participacdo de outros componentes nessa
neuropatia (38). Recentemente foi demonstrada que a infec¢éo ex vivo de neurdnios
sensoriais periféricos de camundongos adultos resulta em um aumento de morte de
células da glia por duas cepas africanas de ZIKV, reforcando um possivel
envolvimento da eferocitose dessas iIACs com o desenvolvimento de GBS (39).

A resposta de linfécitos T citotoxicos (LTC) durante a infeccdo pelo ZIKV foi
prioridade nos estudos realizados até o momento e poucos trabalhos analisaram a
ativacdo de células T CD4+ “0, Pardy e colaboradores demonstraram que, em
camundongos adultos, a infeccdo pelo ZIKV induz uma resposta do padrdo Thl, com
células produtoras de IFN-y e TNF-a, que contribuem com a ativagao robusta de LTC
(41). Entretanto, apesar dos relatos de desenvolvimento de neuropatias associadas a
infeccdo pelo ZIKV e a inducdo de apoptose em células infectadas, ainda nao foi
estabelecida uma possivel correlagédo entre a eferocitose de iAC por CD e a ativacdo
de clones de linfocitos T CD4* autorreativos, favorecendo o desenvolvimento de

autoimunidades.



7. Conclusodes

e A suscetibilidade das linhagens Huh7.5 e SH-SY5Y a cepa PE243 possibilitou
0 uso dessas células na realizacdo de experimentos como estes que foram
propostos.

e A maior expressao de moléculas CD86 e MHCII em BMDC e a maior producao
de citocinas IL-1B, IL-6 e TGF-B apdés o cocultivo com células SH-SY5Y
infectadas pelo ZIKV sugere que a presenca do virus € um fator diferencial para

a modulacéo do perfil dessas BMDC.
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