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RESUMO

Introducéo: A associacdo da infeccdo por Zika virus (ZIKV) com malformacao
congénita e sequelas neuroldgicas trouxe uma preocupacao global significativa.
Estudos recentes tém mostrado que a infec¢do viral induz altos niveis de
inflamacdo nas vilosidades placentarias. Neste contexto, a proteina anti-
inflamatdria anexina 1 (ANXA1) tem sido avaliada especialmente em células de
defesa e associada com atividades antiparasitarias em explantes placentarios
infectados. Embora esses efeitos tenham sido explorados em diversas
investigagOes, suas atividades ainda ndo estdo completamente esclarecidas
em placentas infectadas com ZIKV. Objetivos: Avaliar o envolvimento da
proteina ANXA1l em placentas de maes infectadas pelo ZIKV. Materiais e
métodos: Com o sangue materno e placentas, usando a técnica PCR em
tempo real, foi possivel classificar trés grupos de estudo: (i) Neg/Neg (mée e
placenta negativas para o virus), (ii) Pos/Neg (mé&e infectada com virus e
placenta negativa) e (iii) Pos/Pos (méde e placenta infectadas com virus). Os
fragmentos placentarios foram fixados, incluidos em parafina e analisados para
presenca do ZIKV (anti-flavivirus 4g2), estruturalmente e para imunomarcagoes
de células trofoblasticas (citoqueratina), mesenquimais e endoteliais
(vimentina) e vasos (a-sma). As ceélulas inflamatérias foram analisadas por
imunofluorescéncia e os niveis das citocinas IL-1pB, IL-6, IL-10, TNF-a, IL-8 pelo
analisador Multiplex Magpix. A expressao da ANXAL foi avaliada por imuno-
histoquimica, Western blott e PCR em tempo real. Resultados: A presenca do
virus ZIKV no grupo Pos/Pos mostra placentas com alteragbes estruturais,
incluindo descolamento e desorganizagcdo do sinciciotrofoblastico. A infeccéo
materna por ZIKV desencadeou resposta inflamatéria na placenta, observada
pelo recrutamento de células inflamatérias e aumento dos niveis de citocinas.
Esses dados podem ser relacionados com a diminui¢cdo da idade gestacional e
peso dos recém-nascidos. A ANXA1l foi altamente expressa no
sinciciotrofoblasto nos grupos estudados, com diminuigdo na expressao génica
e proteica nos grupos infectados. Esses resultados apontam um mecanismo de
defesa para evitar a infeccdo placentaria. Conclusdes: Em conjunto, nosSsos
resultados mostram que a infeccdo materna por ZIKV € suficiente para

desenvolver uma resposta inflamatéria placentaria, possivelmente modulando a



ANXAL. Esses dados sao inovadores e podem abrir um novo caminho para

exploracdo futura dos mecanismos de acdo dessa proteina no processo
gestacional.

Palavras-chave: Placenta humana; Sinciciotrofoblasto; Inflamacéo; Neutrofilos;
Citocinas; Anexina Al;



ABSTRACT

Introduction: The association of Zika virus infection (ZIKV) with congenital
malformation and neurological sequelae brought a significant global concern.
Recent studies have shown that maternal viral infection induces inflammation in
the placental tissue. In this context, the antiinflammatory protein annexin 1
(ANXA1) has been specially related to resolution of inflammation through
multiple mechanisms and associated with antiparasitic activity in infected
placental explants. Although these effects have been explored in several
investigations, its activities have not yet been fully elucidated in placentas
infected with ZIKV. Objectives: This study was conducted to evaluate the
involvement of ANXAL in placentas of ZIKV-infected mothers. Methods: With
maternal blood and placenta, using the rt-PCR techinique, It was classified
three study groups: Neg/Neg (mother and placenta negative for the virus),
Pos/Neg (infected mother, but no virus detected in placenta) and Pos/Pos
(mother and placenta infected with ZIKV). Placental fragments were fixed,
embedded in paraffin and analyzed for the presence of ZIKV (anti-flavivirus
49g2), structurally, and immunohistochemistry for trophoblast (cytokeratin),
mesenchymal and endothelial cells (vimentin) and arterial vessels (a-sma).
Inflammatory cells were analyzed by immunofluorescence (CD-3, CD-15 and
CD45 positive cells) and levels of the cytokines IL-18, IL-6, IL-10, TNF-q, IL-8
by the Magpix Multiplex analyzer. ANXA1l expression was assessed by
immunohistochemistry, Western blot and real-time PCR. Results: The
presence of ZIKV in the Pos/Pos group shows placentas with structural
alterations, including detachment  and disorganization of the
syncyciotrophoblast. Maternal infection by ZIKV triggered an placental
inflammatory response, observed by recruitment of inflammatory cells and
increased levels of cytokines. In the syncytiotrophoblast, ANXAL1 was expressed
in nuclei and cytoplasm, and its expression was decreased in mother/placenta
infected specimens. These results points to a mechanism of placental defense
to avoid infection. In summary, our results show that maternal infection with
ZIKV is able to develop a placental inflammatory response, which might be

related to the ANXA1 modulation. These data are innovative and might open a



new path of future exploration of this protein mechanism of action in the

gestational process.

Keywords: Human placenta; Syncytiotrophoblast; Inflammation; Neutrophils;

Cytokines; Annexin Al;
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Apresentacéo

Alguns fundamentos do papel da proteina anxeina A1 (AnxAl) foram relatados
nessa investigacdo. Os resultados dessa dissertacdo de Mestrado originaram o
manuscrito intitulado “The involvement of Annexin A1 human placental

response to maternal infection of Zika virus” (CAPITULO 1).

Paralelamente ao trabalho de Mestrado, outro artigo relacionado com a
proteina Anexina Al e angiogénese, intitulado “Ac2-26 peptide and serine
protease of Bothrops atrox similarly induces angiogenesis without triggering
local and systemic inflammation in a murine model of dorsal skinfold chamber”,

foi publicado na revista Toxicon (ANEXO A).
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1.1 A Placenta Humana

A placenta é um 6rgdo complexo formado por estruturas de diferentes origens,
morfologia e funcdes: o cério frondoso (por¢éo fetal) e a decidua basal (por¢cdo materna).
Esse 6rgdo desempenha atividades funcionais na maioria dos érgdos fetais desde o
inicio até o momento do parto (BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006). Dentre
as muitas atividades desempenhadas pela placenta, se destacam as trocas gasosas,
absorcdo molecular, excrecdo, producdo de horménios e proteinas regulatérias,
hematopoese e regulacdo imunoldgica (BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006).
Esse complexo controle das fung¢des placentarias é fundamental para o desenvolvimento
do embrido, e inclui muitas vias de sinalizagdo, proteinas regulatérias, horménios e
fatores de crescimento (BENIRSCHKE et al., 2012).

No inicio da gestacdo, processos criticos como proliferacdo e diferenciacao
predominam no trofoblasto, e culminam com a formagdo das vilosidades e estruturas
extravilosas (BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006). Esses processos estdo
relacionados a fatores secretados por diferentes tipos celulares fetais e endometriais,
dentre 0 quais se destacam os fatores de crescimento epidérmico, de crescimento
endotelial vascular e ainda, véria citocinas que regulam a funcionalidade placentaria e o
consequente crescimento embrionario/fetal durante toda a gestacdo (BURTON;
JAUNIAUX; CHARNOCK-JONES, 2007; PIETRO et al., 2010).

O processo de angiogénese é essencial para o sucesso gestacional. O
estabelecimento de uma vascularizacdo adequada na decidua placentaria é crucial para
atender as demandas fetais durante toda a gestacdo. A adaptacdo vascular na decidua
inclui angiogénese e remodelacdo vascular, processos necessarios para as trocas
moleculares metabdlicas e gasosas na interface materno-fetal, por sua vez o cério cresce
para formar as vilosidades coridnicas, caracterizadas por um crescimento e diferenciacao
da mesenquima vascularizado e do trofoblasto (BENIRSHCKE et al., 2012).

A formacdo da placenta tem inicio com a diferenciacdo do trofoblasto em
citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto. As células do citotrofoblasto possuem alta atividade
proliferativa e ddo origem ao sinciciotrofoblasto. Este & responsavel pela sintese e
secrecdo do horménio gonadotrofina coridnica humana e mantém contato direto com o
tecido materno, sendo assim, um componente-chave no estabelecimento da interface
materno-fetal (HUPPERTZ; GHOSH; SENGUPTA, 2014).

Durante a formacdo dos vilos coribnicos, a unidade placentaria de trocas entre
mae e feto, as células do citotrofoblasto proliferam ocupando &reas centrais nas placas

de sinciciotrofoblasto formando estrutruras digitiformes, as vilosidades. Posteriormente, o
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mesoderma extraembrionario (derivado da massa celular interna) também migra para
areas centrais ao citotrofoblasto, formando o cério (mesoderma extraembrionario +
trofoblasto). O mesoderma extraembrionario forma o estroma dos vilos coriénicos, com
células mesenquimais, fibroblastos e miofibroblastos. Outros componentes do estroma do
vilo sdo as células de Hofbauer (macréfagos placentarios) e os vasos fetais
(BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006; HUPPERTZ; GHOSH; SENGUPTA,
2014). As vilosidades continuam seu desenvolvimento, ramificam e formam diferentes
segmentos durante toda a gestacdo, atingindo seu grau maximo ao final da gestacao
(BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006).

A membrana placentaria € uma estrutura que consiste em tecidos que separam o
sangue materno do fetal. Ao longo do desenvolvimento embrionario, células
citotrofoblasticas desaparecem em muitas areas das vilosidades, e a membrana torna-se
marcadamente mais delgada e atenuada, deixando somente a camada do
sinciciotrofoblasto. Com isso, a membrana placentaria consiste na maioria dos locais em
trés camadas: sinciciotrofoblasto, tecido conjuntivo das vilosidades e endotélio dos
capilares fetais (MOORE, 2016). A grande area de superficie desta membrana permite
que o transporte de substancias entre sangue fetal e o materno seja facilitado. Esta
membrana atua como barreira e, sabe-se que, muitas drogas, substancias do sangue
materno e mesmo agentes infecciosos sdo capazes de atravessar a membrana
placentaria (MOORE et al, 2016, COYNE AND LAZEAR 2016; SANTOS et al, 2019;). A
Figura 1 mostra um esquema de uma secc¢ao transversal de placenta a termo, onde é
possivel observar a parte fetal (corio viloso) e materna (decidua basal), além da

circulagdo placentaria e vilosidades.

Figura 1: Esquema da seccdo transversal de placenta a termo. Relagdo do cério frondoso
(parte fetal da placenta) com a decidua basal (parte materna da placenta). E possivel observar a
circulacéo placentéria fetal e materna, onde o sangue materno flui das artérias espiraladas para os
espacos intervilosos. Observe as artérias umbilicais transportam sangue fetal pobremente
oxigenado (mostrado em azul) para a placenta e veia umbilical transporta sangue oxigenado
(mostrado em vermelho) para o feto. Os septos placentarios, projecdes da decidua basal formam
os cotilédones que consistem em duas ou mais vilosidades-tronco principais e vérias ramificacdes
das vilosidades. (Adaptado de MOORE, 2016).
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Estudos que permitem a compreensdo dos mecanismos que atuam na
fisiopatologia placentéria sédo de extrema relevancia e podem auxiliar na compreensao
das muitas complicacbes que comprometem a gestacdo e a salde fetal. Fatores
conhecidos que podem comprometer o desenvolvimento da placenta e,
consequentemente, do feto incluem: caréncia de nutrientes, distirbios glicémicos,
infeccdes virais e bacterianas, desordens hipertensivas, tabagismo, alcoolismo e doencas
autoimunes entre outros (BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006).

Evidéncias recentes mostram que essas intercorréncias na interface materno-fetal
estdo associadas com resultados perinatais adversos e consequéncias na vida adulta
(TEDNER; ORTQVIST; ALMQVIST, 2012; VO; HARDY, 2012), o que reforca a
importancia de estudos envolvendo a resposta placentaria frente os insultos que podem

acompanhar a gestacdo como a infec¢éo pelo virus Zika.

1.2 Zika Virus

O Zika virus (ZIKV) foi isolado, pela primeira vez, em 1947, em macaco Rhesus
na Floresta de Zika, em Uganda, no continente africano. Este virus tem sido um problema
proeminente, com inimeras infeccbes relatadas em diversas partes do mundo, com
grandes surtos registrados nas ilhas Yap (2007), Polinésia Francesa (2013), e
especialmente, no Brasil (2015) (LAZEAR; DIAMOND, 2016). O ZIKV trata-se de um
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membro da familia Flaviviridae, do género Flavivirus. E um arbovirus, e sua transmisséo
ocorre principalmente por mosquitos hematoéfagos do género Aedes. No entanto,
diferente dos demais flavivirus, a transmissao também ocorre por vias nao-tradicionais,
isto &, transmiss&o sexual e vertical (FRANK et al., 2016; FREOUR et al., 2016).

O ZIKV possui um genoma de RNA, fita simples, traduzido em uma Unica
poliproteina de 3423 aminoécidos. Quando clivada, da origem a trés proteinas
estruturais: envelope (E), pré-membrana (prM) e capsideo (C), as quais compdem a
particula viral, empacotando o genoma do virus e participando da interagdo do virus com
a ceélula hospedeira. Ainda, origina sete proteinas ndo estruturais requeridas em sua
morfogénese e etapas de replicacdo (Cunha et al., 2016; White et al., 2016; Blitvich e
Firth, 2015). A Figura 2 mostra a estrutura do virus Zika, incluindo suas proteinas

estruturais, ndo estruturais, e seu genoma.

Figura 2. Estrutura do virus Zika e seu genoma. O virus Zika apresenta sete proteinas
ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NSb5) e trés estruturais (C, prM, E).
Adaptado. (SINGH et al., 2016).
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A infeccdo por ZIKV esta fortemente associada com a ocorréncia de microcefalia
em recém-nascidos de mades infectadas com esse virus (SILVA DE OLIVEIRA;
FERNANDO DA COSTA VASCONCELOS, 2016). A associagdo desta infeccdo com

malformacdo congénita e sequelas neuroldgicas trouxe uma preocupacdo global
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significativa. Recente estudo retrospectivo, envolvendo gestantes brasileiras infectadas
com ZIKV, demonstrou que 29% dos fetos apresentaram resultados adversos como
microcefalia, restricdo de crescimento intra-uterino e morte fetal (BRASIL et al., 2016).
Resumidamente, os achados de estudos envolvendo modelos animais confirmam a
hip6tese que a infec¢do durante a gestagdo causa injuria placentéria, e que o ZIKV é
propagado para o cérebro fetal destruindo células neuronais progenitoras (CARTEAUX et
al., 2016; CUGOLA et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; SARNO et al., 2016). Esse fato
provavelmente contribui para microcefalia e as demais malformacdes observadas nos
neonatos de gestacdes humanas.

Segundo Coyne & Lazear (2016), a transmissdo vertical de patéogenos da mae
para o feto pode ocorrer por varias vias, incluindo: (i) infeccdo de células endoteliais
maternas e propagacdo por meio do trofoblasto extraviloso (células que ancoram as
vilosidades na parede uterina); (ii) trafico de células imunes maternas infectadas através
da membrana placentaria; (iii) transporte celular; (iv) sangue materno infectado que
ultrapassa as vilosidades chegando aos capilares fetais; (v) danos estruturais nas
vilosidades como fissuras na camada de sinciciotrofoblasto e (vi) infec¢éo ascendente ou
transvaginal.

Neste contexto é importante considerar que, para alcancar as células do sistema
nervoso fetal, alguns microrganismos devem ultrapassar a membrana placentéria, que
geralmente é eficaz na prevencdo da passagem de microorganismos da circulacdo
materna para o embrido. As consequéncias de erros nessa prevencdo sao as doencas
congénitas, dentre elas Toxoplama gondii, Listeria monocytogenes, Treponema pallidum
e, ainda, os virus da imunodeficiéncia humana (HIV), rubéola, citomegalovirus, varicela
zoster, influenza A e ZIKV (COYNE; LAZEAR, 2016; LIEBERMAN et al., 2011). Quando a
infeccao viral materna ocorre, pode ocasionar a replicaco viral produtiva na placenta e a
uma resposta inflamatéria fetal que pode ter resultados deletérios, mesmo que o virus
nem sempre seja detectado no feto (HIRSCH et al., 2018a).

A figura 3 mostra possiveis rotas usadas por patdgenos para ultrapassar a
membrana placentéria, incluindo trafico de células imunes maternas, infecgdo direta da
camada do sinciciotrofoblasto, infeccdo do trofoblasto pela microvasculatura e/ou

infeccéo intravaginal ascendente.

Figura 3: Rotas usadas por patégenos para superar a membrana placentéaria. Ha varias rotas
pelas quais o Zika virus e outros patégenos conhecidos como TORCH (Toxoplasma gondii, outros,
rubéula virus, cytomegalovirus (CMV) e herpes simplex virus (HSV)) podem ser transmitidos
verticalmente, o que varia de acordo com a idade gestacional. Algumas potenciais rotas incluem:

trafico de células imune maternas; infeccao direta da camada do sinciciotrofoblasto; Infeccdo do
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trofoblasto extraviloso pela microvasculatura materna; e/ou infecg¢éo intravaginal ascendente. IgG,
imunoglobulina G (Adaptado de COYNE; LAZEAR, 2016).
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Estudos que envolvem a transmissdo vertical durante a gravidez s&o
extremamente importantes. Algumas terapias antivirais que reduzem a carga viral
materna podem diminuir o risco da transmissé&o vertical, como no caso de HIV (LIOTTA et
al., 2015; STEVENS; LYALL, 2014). Novas estratégias terapéuticas estdo em
desenvolvimento para prevencédo da transmisséo vertical do ZIKV e outros patdégenos. No
entanto, esses estudos necessitam de melhor compreensdo dos mecanismos usados
pelos microrganismos para atravessar a membrana placentaria e causar doenca fetal
(LIOTTA et al., 2015; STEVENS; LYALL, 2014).

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tem investigado diversos papeis que a
proteina anexina Al (ANXA1l) desempenha, em diferentes modelos de inflamacao
(OLIANI et al, 2001; GASTARTELO et al, 2009), angiogénese (LACERDA et al, 2018) e,
mais recentemente, demonstrou que essa proteina esta relacionada com a proliferacéo
do Toxoplasma gondii em vilos placentarios (DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2018a).

1.3 Proteina Anexina Al

A anexina Al foi o primeiro membro caracterizado da superfamilia das anexinas

gue se ligam aos fosfolipidios de uma forma dependente de célcio. Inicialmente essa
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proteina foi denominada lipocortina 1 pelo fato de mimetizar a acao anti-inflamatéria dos
glicocorticéides, afetando muitos componentes da via inflamatéria. Classicamente, a
ANXAL é considerada um potente inibidor da sintese dos eicosanoides e da atividade da
enzima fosfolipase A2 induzidas pelos glicocorticoides (FLOWER, 1988; GASTARDELO
et al.,, 2009; OLIANI; DAMAZO; PERRETTI, 2002). O gene da ANXAl humana esta
localizado no cromossomo 9 (9q12-21.2) e codifica uma proteina de 37 kDa.

Estruturalmente, as anexinas compreendem dois dominios: uma pequena regido
N-terminal (regido funcional) que pode variar em comprimento e composicdo e um
dominio central, formada por quatro a oito dobras de uma sequéncia de 70 a 80
aminoacidos, altamente conservada (LIM; PERVAIZ, 2007; LIZARBE et al., 2013;
MUNN; MUES, 1986).

Figura 4: Representacdo esquematica da ANXA1. Estrutura priméria da proteina anti-
inflamatdria, com destaque do sitio ativo anti-inflamatério (peptideo Ac2-26) (RESCHER et al.,
2004).
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A ANXA1 é constitutiva e ndo é uma proteina 6rgao-especifica, todavia ndo séo
todos os tipos celulares que a expressam em abundancia, tendo como principais fontes
as células que constituem a defesa do organismo, seja fisica como no caso das células
epiteliais, imunologica como os leucdcitos e células inflamatérias do tecido conjuntivo
(PRIULI, 2012). No processo inflamatorio, varias células expressam essa proteina:
neutréfilos (OLIANI et al., 2000, 2001), mastocitos (OLIANI et al., 2000, 2008), eosindfilos
(OLIANI; DAMAZO; PERRETTI, 2002), mondcitos (SOLITO et al., 2000) e linfécitos
(D’ACQUISTO; PERRETTI; FLOWER, 2008). Na placenta a ANXA1 foi primeiramente
imunolocalizada no sinciciotrofoblasto (SUN; LIU; GIBB, 1996) e, posteriormente, no
citotrofoblasto (DE OLIVEIRA CARDOSO et al., 2018).

Vérias investigacbes tem mostrado que a regido N-terminal da ANXALl é a
responsavel pela acdo anti-inflamatéria e anti-proliferativa desta proteina, o que foi
confirmado pelos resultados experimentais com o0s peptideo-miméticos (sequéncias

curtas de 1,5 a 3,5 KDa da regidao N-terminal), tais como o peptideo Ac2-26
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(D’ACQUISTO; PERRETTI; FLOWER, 2008; TEIXEIRA et al., 2016). Além do
envolvimento da ANXA1 com os processos inflamatorios, outras fungdes foram atribuidas
a essa proteina como fagocitose, aumento e/ou reducdo da proliferagdo e apoptose,
como demonstrado na figura 5 (LIM & PERVAIZ, 2007).

Figura 5. Diversas a¢des bioldégicas da ANXAL. A) Inibicdo da atividade da fosfolipase A2
citosélica (cPLA2) e cicloxigenase 2 (COX-2) com consequente efeito anti-inflamatério, antipirético
e anti-hiperalgésico. B) ANXA1 exdgena atua sobre seu receptor de formil peptideo (FPR) e
lipoxina A4 (FPRL1), para inibir a adesdo, migracdo celular e desprendimento de células
aderentes. C) Aumento da expressdo de ANXA1 com o tratamento de glicocorticoides e a¢do por
meio receptor de glicocorticoide 