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RESUMO

As infeccbes virais sdo um problema de saude publica global e um fardo social e
econOmico grave. Nas infecgdes virais, 0 sistema imune protege o organismo, sendo
o sistema imune inato a primeira linha de defesa a ser ativada. A deteccéo dos virus
pode ser feita por receptores do tipo toll (TLRs), que s&o responsaveis pelo
reconhecimento de patdgenos e por estimular a producédo de citocinas. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a resposta imune inata, principalmente a via de TLRs,
diferenciando biologicamente duas amostras de Zika virus (ZIKV) isoladas no Brasil e
avaliar os polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) de genes do sistema imune
inato de criancas com manifestacdes de sistema nervoso central (SNC) causadas por
ZIKV, dengue virus (DENV) e de criangas com Covid-19 grave. Duas amostras de
ZIKV isoladas no Brasil (PE243 e SPH) e uma amostra africana adaptada em murinos
(MR766), usado como controle, foram empregados no estudo de inducdo de TLRs em
células CHO transfectadas estavelmente com TLR2 e TLR4. Os resultados
comprovaram a ativacdo de TLR2, com uma resposta diferencial reduzida do ZIKV
SPH. As amostras também foram utilizadas no estudo da infeccdo em camundongos
imunocompetentes e nocautes. Camundongos C57BL/6 infectados pela via
subcutanea nao apresentaram sinais ou perda de peso, porém quando infectados pela
via intracraniana (IC) com ZIKV PE243 apresentaram ganho de peso
significativamente menor. Nos camundongos C57BL/6 infectados via IC com ZIKV
SPH foi detectado aumento significativo de interferon-y (IFN-y) no cérebro, figado e
baco. Camundongos nocautes para os genes myeloid differentiation factor 88 (myd88)
e tlr2/9 infectados via IC apresentaram ganho de peso significativamente menor e, em
camundongos myd88- infectados com ZIKV PE243, foi identificado aumento
significativo de monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) no cérebro. O RNA viral
foi detectado nos cérebros, figados, bacos, rins e testiculos dos camundongos
C57BL/6 e myd88-- infectados via IC. Camundongos nocautes para o gene nitric oxide
synthase 2 (nos2) ndo apresentaram sinais ou redugao de peso. Estes resultados
confirmam as diferencas bioldgicas entre as amostras de ZIKV isoladas no Brasil e a
importancia do sistema imune inato na infeccdo por ZIKV. A avaliacdo dos SNPs
rs3775291 e rs5743316 (tIr3), rs179008 (tIr7), rs8177374 (TIR domain containing
adaptor  protein -  tirap), rs387907272 (myd88), rs61942233 (2'5'-
oligoadenylate synthetase - oas3) e rs1024611 (mcp-1) foi feita em 19 criangcas com
manifestacbes de SNC e RNA gendmico de ZIKV no liquido cefalorraquidiano (LCR),
sendo que 18 apresentaram SNPs em ao menos um dos genes estudados e foi
detectada uma frequéncia do alelo mutado do SNP rs8177374 de 0.21 enquanto a
média das populagcbes do banco de dados é de 0.11. Em 39 criancas com
manifestacbes de SNC e RNA gendmico de DENV no LCR, foi analisado o SNP
rs8177374 e foi detectada frequéncia do alelo mutado de 0.29. Na andlise de 59
amostras de criangcas com Covid-19 foi observada frequéncia de 0,17 para o SNP
rs3775291, enquanto a média das popula¢des do banco de dados foi de 0,27. Em
estudo de casos, foi observada uma associacao entre o SNP rs179008 e hepatite por
SARS-CoV-2 e dos SNPs rs179008 e rs8177374 e quadro grave de Covid-19 em 3
criangas com anemia falciforme. Estes resultados demonstram a importancia de
mutacOes em genes relacionados ao sistema imune nas infec¢des por ZIKV, DENV e
SARS-CoV-2.

Palavras chaves: sistema imune inato, toll like receptors (TLR), ZIKV, DENV, SARS-
CoV-2, polimorfismo de nucleotideo tnico (SNP).



ABSTRACT

Viral infections are a global public health problem and a severe social and economic
burden. In viral infections, the immune system protects the body, with the innate
immune system being the first line of defense to be activated. The detection of viruses
can be done by toll-like receptors (TLRs), which are responsible for recognizing
pathogens and stimulating the production of cytokines. The objective of this work was
to evaluate the innate immune response, mainly via the TLRs, biologically differentiate
two samples of Zika virus (ZIKV) isolated in Brazil and evaluate the single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of genes of the innate immune system of children with
manifestations of the central nervous system (CNS) caused by ZIKV, dengue virus
(DENV) and children with severe Covid-19. Two ZIKV strains isolated in Brazil (PE243
and SPH) and an African strain adapted in mice (MR766), used as control, were used
to study the TLRs induction in CHO cells stably transfected with TLR2 and TLR4. The
results confirmed the activation of TLR2, with reduced differential response of the ZIKV
SPH. The strains were also used for infection in immunocompetent and knockout mice.
C57BL/6 mice infected by the subcutaneous route showed no signs of weight loss, but
they showed less significant weight gain when infected by the intracranial route (IC)
with ZIKV PE243. In C57BL/6 mice infected via IC with ZIKV SPH, a significant
increase in interferon-y (IFN-y) was detected in the brain, liver, and spleen. Knockout
mice for the myeloid differentiation factor 88 (myd88) and tIr2/9 genes infected via IC
showed significantly less weight gain, and an increased monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1) was identified in the brain of myd88’ mice infected with ZIKV
PE243. Viral RNA was detected in the brains, livers, spleens, kidneys, and testes of
C57BL/6 and myd88 mice infected via IC. Knockout mice for the nitric oxide synthase
2 gene (nos2) showed no signs or weight reduction. These results confirm the
biological differences between the ZIKV isolates from Brazil and the importance of the
innate immune system in ZIKV infection. The evaluation of SNPs rs3775291 and
rs5743316 (tlr3), rs179008 (tlr7), rs8177374 (TIR domain -containing adapter protein -
tirap), rs387907272 (myd88), rs61942233 (2',5'-oligoadenylate synthetase - oas3) and
rs1024611 (mcp- 1) was performed in 19 children with CNS manifestations and ZIKV
genomic RNA in the cerebrospinal fluid (CSF). Eighteen had SNPs in at least one of
the genes studied, and a 0.21 frequency of the mutated allele of SNP rs8177374 was
detected while, the mean of the database populations is 0.11. In 39 children with CNS
manifestations and DENV genomic RNA in CSF, SNP rs8177374 was analyzed, and
a 0.29 mutated allele frequency was detected. Analysis of 59 children with Covid-19,
showed a 0.17 frequency for the SNP rs3775291, while the mean of the populations in
the database was 0.27. A case study observed an association between SNP rs179008
and hepatitis by SARS-CoV-2 and SNPs rs179008 and rs8177374 and severe Covid-
19 in 3 children with sickle cell anemia. These results demonstrate the importance of
mutations in genes related to the immune system in ZIKV, DENV, and SARS-CoV-2
infections.

Keywords: innate immune system, toll like receptors (TLR), ZIKV, DENV, SARS-CoV-
2, single nucleotide polymorphism (SNP).
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1. INTRODUCAO

1.1.Impacto das epidemias no Brasil

As infeccdes virais sdo um problema de saude publica global e um fardo social
e econdmico grave para a humanidade. A disseminagcdo dos virus pode levar as
epidemias ou pandemias, como ocorreu com influenza virus, human
immunodeficiency virus (HIV), Ebola virus, dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV), e,
mais recentemente, com o0 surgimento do virus severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (MORENS; FAUCI, 2020; SINGH; KOURY,
2021). Com o aumento do transporte global de mercadorias e pessoas, infeccdes
virais que ficariam limitadas a uma regido geografica podem se disseminar mais
facilmente (MORENS; FAUCI, 2020). Foi o que aconteceu com o SARS-CoV-2, que
vem causando uma pandemia mundial desde sua emergéncia em dezembro de 2019,
na cidade de Wuhan, na China (ZHU et al., 2020). No Brasil, o primeiro caso
confirmado foi em fevereiro de 2020, em S&o Paulo. Analises genéticas e o historico
de viagens do paciente confirmaram que este primeiro caso foi importado do norte da
Italia (CANDIDO et al., 2020; BRASIL 2021). Desde entdo, o numero de casos e
mortes no Brasil continua aumentando, sendo o 32 pais com mais casos de Covid-19
confirmados e 0 2° em numero de Obitos, segundo o Painel de Controle da World

Health Organization (WHO), acessado em maio de 2022.

No Brasil, também h& arboviroses urbanas que fazem parte de um cenario
epidemiolégico complexo, como a circulacdo simultdnea dos quatro sorotipos de
DENV, além da circulagéo, a partir de 2014, do chikungunya virus (CHIKV) e, em 2015,
de ZIKV (BRASIL 2020). O primeiro caso relatado de ZIKV foi em margo de 2015 na
Bahia, quando ocorreu um surto de uma doenga exantematica, associada a febre,
conjuntivite e artralgia (CAMPOS; BANDEIRA; SARDE, 2015; ZANLUCA et al., 2015;
ZANLUCA; DOS SANTOS, 2016). Em outubro do mesmo ano, o virus havia se
disseminado para pelo menos 14 Estados brasileiros (PETERSEN et al., 2016; WHO,
2015). No Brasil, o ZIKV foi relacionado a malformacgdes fetais, devido ao aumento
dos casos de malformacfes que ocorreram nos mesmos locais onde o virus foi
detectado. Além disso, o ZIKV foi detectado em tecidos cerebrais de fetos e no liquido
amniotico de gestantes com fetos com microcefalia (CALVET et al., 2016; DRIGGERS
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et al., 2016; LI et al., 2016; MARRS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; SONG et al.,
2017).

A dengue é outra arbovirose endémica no Brasil. A primeira epidemia na
reemergéncia da dengue ocorreu na década de 1980 em Boa Vista, Roraima. Em
1986, ocorreram epidemias no estado do Rio de Janeiro e em algumas capitais da
regido Nordeste. Desde entéo, a dengue é caracterizada por transmissdo endémica e
epidémica com a co-circulagdo dos quatros sorotipos virais (BRASIL 2017; BRASIL
2019). A dengue possui importante impacto econdémico e social nas populacdes de
areas endémicas e afeta todos os niveis sociais. O impacto da doenca, porém é maior
nas populacdes mais pobres, que vivem em areas com abastecimento de agua
inadequado, infraestrutura precaria e condi¢des favoraveis para a multiplicacdo dos
seus mosquitos vetores (BRASIL 2019). No Brasil, em 2002, foi instituido o Programa
Nacional de Controle da Dengue, para apoio aos Estados e municipios nas acdes de
prevencdo e controle da dengue (BRASIL 2017; BRASIL 2019). Entre 2003 e 2019,
foram notificados mais de 11 milhdes de casos provaveis de dengue no Brasil, sendo
gue os anos 2008, 2010, 2013, 2015 e 2016 foram considerados epidémicos. Em 2008
houve circulacdo de DENV2, em 2010 e 2013 ocorreu a reintroducdo de novos
sorotipos e em 2015 e 2016 houve a introducgéo de chikungunya virus (CHIKV) e ZIKV,
respectivamente. Entre 2003 e 2019, foram confirmados 6.234 Obitos por dengue,
sendo que ano de 2015 concentrou 0 maior numero de 6bitos, com 863 mortes
(BRASIL 2019).

Segundo a Portaria n° 264, de 17 de fevereiro de 2020, do Ministério da Saude,
Covid-19, Zika e dengue sdo doencgas de notificacdo compulsoria e 6bitos devem ser

comunicados imediatamente ao Sistema de Vigilancia.
1.2.Interagéo do virus com o hospedeiro

A infeccdo viral ocorre quando o indculo contendo virus é suficiente para
estabelecer uma infecgdo no hospedeiro. O virus deve inicialmente atingir e interagir
com células suscetiveis a multiplicac&o viral, e a imunidade inata e a adaptativa seréo
ativadas para abortar a infec¢cdo (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017).

Para penetrar nas células hospedeiras, moléculas da superficie do virus

precisam interagir com receptores especificos na superficie celular. As intera¢cdes com
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esses receptores determinam o tropismo celular ou tecidual do virus. Este tropismo
determinara se o virus tera a capacidade de infectar de forma eficiente uma espécie

hospedeira especifica ou se € capaz de infectar um novo hospedeiro (HEISE, 2014).

A multiplicacao do virus pode ficar localizada em algum 6rgédo do corpo ou pode
se tornar sistémica apés a disseminacdo pelas vias linfatica e hematogénica. O
sangue € o veiculo mais eficaz e rapido para a disseminacdo de virus pelo corpo,
fenbmeno denominado viremia. Quase todos os 6rgados podem ser infectados através
da corrente sanguinea, mas a maioria dos virus tem tropismos para érgaos e tecidos
bem definidos (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017).

Os virus podem causar danos diretos, como 0s virus citopaticos, nos quais a
multiplicacéo viral produtiva leva a morte celular. O dano celular também pode ser
causado pela resposta imune aumentada ou inadequada do hospedeiro induzida por
virus (HEISE, 2014). Quase todas as infecc¢des virais causam 0 recrutamento e a
ativacdo de células inflamatorias, principalmente macréfagos e, em algumas
infecgbes, neutrdfilos. Macréfagos e neutréfilos liberam vérias moléculas, como
citocinas citotdxicas, proteinas catidnicas, mediadores lipidicos, metaloproteinases e
espécies reativas de oxigénio, que induzem danos aos tecidos ou mau funcionamento
dos 6rgdos. Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa estdo envolvidas na
mediacao do dano tecidual (ROUSE; SEHRAWAT, 2010).

A resposta imune é parte essencial da patogénese. A infiltracdo de células do
sistema imune e a liberacdo de citocinas e mediadores inflamatérios regulam a
infec¢d@o viral. No entanto, estes processos também podem ser uma das principais
causas de danos celulares e teciduais em algumas infec¢des e de muitos sintomas
comuns de doengas virais, como febre, eritema, edema e aumento em tamanho dos
linfonodos. Normalmente ocorre a modulacédo negativa da resposta imune apés a
resolucdo da infecgcdo. Em alguns casos, porém pode ocorrer a tempestade de
citocinas, ou seja, a liberagdo em larga escala de citocinas inflamatdrias e de
mediadores de estresse que levam a danos graves, até mesmo letais para o
hospedeiro (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017).

A gravidade da lesdo causada pela infec¢céo viral depende de varios fatores.
Alguns virus tém propriedades intrinsecas que dificultam o controle da infec¢ao pelo
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sistema imune, e as tentativas do hospedeiro para obter o controle resultam em danos
graves aos tecidos. Muitos outros virus sao controlados com sucesso na maioria dos
individuos, mas o dano tecidual ocorre em individuos que possuem predisposi¢ao
genética ou adquirida que afeta um ou mais componentes do sistema imune inato ou
adaptativo. Algumas infeccfes que normalmente sdo bem controladas podem causar
danos extensos nos tecidos em circunstancias incomuns, que podem estar
relacionadas com a dose de virus, a via de exposic¢ao, a idade do hospedeiro, a reacao
cruzada ou a coinfeccdo com outros virus (ROUSE; SEHRAWAT, 2010).

1.3.Respostaimune do hospedeiro a infeccéao viral

O sistema imune protege o0 corpo contra agentes infecciosos, de danos
causados por eles e de outras substancias nocivas, como toxinas de insetos, por meio
de diversas células efetoras e moléculas produzidas por estas células. Para que a
protecdo seja eficaz, o sistema imune precisa reconhecer e conter a infeccéao,
regulando a resposta para ndo causar prejuizo, e proteger contra a recorréncia da

infeccdo, por meio da memoria imunolégica (MURPHY; TRAVERS, 2010).

O sistema imune inato € a primeira linha de defesa e inclui os mecanismos de
defesa imunoldgica do hospedeiro que sédo codificados em suas formas funcionais
maduras pelos genes da linhagem germinativa do hospedeiro (CHAPLIN, 2010). Ele
€ baseado principalmente em barreiras fisicas e quimicas a infeccao, e em diferentes
tipos de células que reconhecem patdégenos invasores e ativam as respostas imunes
(BASSET et al., 2003; MEDZHITOV, 2000; MOGENSEN, 2009). As barreiras fisicas
e guimicas sdo a epiderme, o epitélio respiratorio ciliado, o endotélio vascular e as
superficies mucosas (BASSET et al., 2003; MOGENSEN, 2009). Células dendriticas
(DCs) apresentadoras de antigenos, macrofagos fagociticos e granuldcitos e células
citotoxicas natural killer (NKs) sdo os tipos celulares envolvidos da resposta inata
(MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; MOGENSEN, 2009).

O sistema imune inato também inclui receptores de reconhecimento de padrées
(pattern recognition receptor - PRR), que séo receptores ligados a membrana e
proteinas citoplasmaticas que reconhecem padrdes moleculares associados a
patégenos (pathogen-associated molecular patterns - PAMP), que sdo expressos nas

superficies de microrganismos invasores. Este sistema inclui também proteinas
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sollveis e pequenas moléculas bioativas que estdo presentes em fluidos bioldgicos
ou que sao liberadas das células a medida que sdo ativadas, como as citocinas, que
regulam a funcdo de outras células, e as quimiocinas, que atraem leucdcitos
inflamatorios, mediadores lipidicos da inflamacéo, espécies reativas de radicais livres
e aminas e enzimas bioativas, que contribuem para a inflamacdo dos tecidos
(CHAPLIN, 2010). O sistema imune inato também possui papel critico na ativacdo e
regulacéo da imunidade adaptativa (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015).

7

O sistema imune adaptativo € composto principalmente dos receptores
especificos do antigeno expressos nas superficies dos linfécitos T e B. Ao contréario
das moléculas de reconhecimento codificadas pela linhagem germinativa da resposta
imune inata, o0s receptores antigeno-especificos da resposta adaptativa s&o
codificados por genes que sdo montados por rearranjo somatico de elementos génicos
da linhagem germinativa para formar os receptores de célula T e B. A montagem dos
receptores de antigenos a partir de uma colec¢édo de algumas centenas de elementos
génicos codificados por linhagem germinativa permite a formacdo de milhdes de
receptores de antigenos diferentes, cada um deles com especificidade potencialmente
Gnica para um antigeno (CHAPLIN, 2010). Portanto, a resposta imune adaptativa é
especifica, e desenvolvida durante a vida do individuo como uma adaptacdo a
infeccdo por um patdégeno especifico. A producdo de anticorpos ocorre contra um
patégeno especifico ou seus produtos. Em muitos casos, a resposta imune adaptativa
resulta em memdria imunolégica, conferindo imunidade protetora, por toda a vida,
contra reinfeccfes pelo mesmo patégeno (MURPHY; TRAVERS, 2010).

Como seres humanos, estamos sob constante ataque de microrganismos
invasores, incluindo os virus. A resposta imune se inicia com a detecc¢éo da infeccao
viral pelo sistema imune inato, principalmente pela deteccao de acidos nucleicos virais
pelos PRRs. ApGs o reconhecimento, interferons (IFN) tipo | e tipo lll, citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias sdo produzidas para ativar a inflamacgéo (CARTY; GUY;
BOWIE, 2021; SCHOGGINS, 2019).

Citocinas e quimiocinas sédo importantes moduladores das respostas imunes
inata e adaptativa. Sao produzidas por células imunes e por células epiteliais e
endoteliais e possuem efeitos locais e sistémicos. Citocinas pré-inflamatorias, como

fator de necrose tumoral a (TNF-a), Interleucina (IL) 1 (IL-1) e IL-6, induzem febre e
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regulam positivamente a resposta de fase aguda. Essas citocinas também aumentam
a resposta epitelial ao patdgeno e induzem a expressado de moléculas de adesao no
endotélio vascular, aumentando assim a diapedese dos fagécitos (GUIDOTTI,
CHISARI, 2000). A IL-1 é responsavel pelo inicio da inflamacé&o (Dinarello, 2018).

Muitas citocinas sado conhecidas por desempenhar um papel na defesa do
hospedeiro contra infec¢des virais. Algumas destas citocinas, como IFN-a/3, IFN-y e
TNF-a, tém o potencial de desencadear a ativagao de vias antivirais intracelulares
apos se ligarem a receptores especificos na superficie de células infectadas. Outras
citocinas, como IL-1a, IL-183, IL-2, IL-6, IL-12, IL-13 e IL-18, contribuem indiretamente
para a resposta antiviral, modulando varios aspectos da resposta imune, incluindo a
regulacéo de IFN-a/B, IFN-y e TNF-a (GUIDOTTI; CHISARI, 2000).

A maioria das células do corpo responde a uma infeccao viral por meio da
secrecdo de IFN tipo I. Por outro lado, a producdo de IFN tipo Ill e TNF é
predominantemente restrita a células do sistema imunolégico, como células NK,
células T natural killer (NKT), células T auxiliares, células T citotéxicas, macréfagos e
DCs. Coletivamente, essas citocinas podem inibir a multiplicacdo de muitos virus e
até mesmo eliminar virus suscetiveis de células infectadas de forma néo citopatica
(GUIDOTTI; CHISARI, 2000).

Os IFN tipo | e Il sdo poderosos agentes antivirais, pois promovem a expressao
de genes estimulados por interferon (ISGs), que codificam fatores diretos de restricdo
do virus, estabelecendo-se assim o “estado antiviral” em células vizinhas nao
infectadas. Proteinas codificadas por centenas de ISGs exercem sua atividade
antiviral impedindo a penetracéo, replicagcédo e o brotamento viral (CARTY; GUY;
BOWIE, 2021; SCHOGGINS, 2019). A producdo de IFNs tipo | desencadeia a
transcricdo de muitos genes induziveis por IFN, que influenciam a sintese de
proteinas, regulacdo do crescimento e apoptose. Os IFNs do tipo | também aumentam
a maturacao de DCs, a citotoxicidade de células NK e a diferenciacdo de linfocitos T
citotoxicos especificos de virus, proporcionando assim uma importante ligacéo entre
a resposta imune inata e adaptativa (HONDA; TAKAOKA; TANIGUCHI, 2006;
JENSEN; THOMSEN, 2012). IFN tipo Il desencadeia uma resposta menos
inflamatoria e concentrada em superficies epiteliais e de barreira e possui efeitos

anicos nas células hematopoiéticas, principalmente neutréfilos (Lazear, 2019).
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Citocinas pro-inflamatodrias ajudam a moldar a resposta imune geral, recrutando
células imunes para o local da infeccdo e ativando o sistema imune adaptativo
(CARTY; GUY; BOWIE, 2021; MEDZHITOV, 2001). Assim, o sistema imune inato
potencializa a resposta imune adaptativa, na qual anticorpos especificos neutralizam
0S virus e as células T citotdxicas ativadas matam as células infectadas, levando a
eliminacao do virus (CARTY; GUY; BOWIE, 2021).

1.3.1. Respostaimune inata a infecgao viral

Como mencionado, o sistema imune inato é essencial para a deteccao de virus
e constitui a primeira linha de defesa, desempenhando um papel crucial no
reconhecimento precoce e desencadeamento de uma resposta pré-inflamatoria
(MEDZHITOV, 2000; MOGENSEN, 2009; SINGH, 2021). A capacidade do sistema
imune inato de reconhecer e limitar a infeccdo é baseada principalmente na ativagédo
do complemento, fagocitose, autofagia e ativacdo da resposta imune por diferentes
familias de receptores (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; MOGENSEN, 2009). O modo
pelo qual o hospedeiro detecta e responde a infecgdo viral determina o desfecho da
infeccdo (CARTY; GUY; BOWIE, 2021).

A deteccao de patdgenos pelo sistema imune inato ocorre através de PRRs,
proteinas expressas em uma variedade de células que analisam e monitoram os
espacos extra e intracelular detectando moléculas microbianas conservadas, 0s
PAMPs, que servem como indicadores de infeccdo (BLASIUS; BEUTLER, 2010;
JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; JENSEN; THOMSEN, 2012; KAWAI; AKIRA, 2010;
KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; MEDZHITOV, 2007; BRUBAKER et al, 2015;
TAKEUCHI; AKIRA, 2010). PAMPs sdo Unicos para 0s virus e outros microrganismos
e ndo sao produzidos pelas células hospedeiras. Diferentes tipos de estruturas
moleculares podem agir como PAMPs, como lipopolissacarideo (LPS),
peptideoglicanos, flagelina, acido lipoteicoico, RNA de fita dupla (dsSRNA), RNA de fita
simples (ssRNA), DNA e DNA CpG né&o metilado (MOGENSEN, 2009; SINGH, 2021).
Os PAMPs virais geralmente carregam assinaturas moleculares ou subcelulares
distintas, apresentam caracteristicas moleculares unicas do genoma viral ou
intermediarios de replicacao viral (IWASAKI, 2012). A deteccdo de patdgenos pode
ser feita por meio do reconhecimento de seus genomas ou de &cidos nucleicos que

se acumulam durante a replicacdo (THOMPSON et al., 2011).
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O sistema imune inato dispbe de uma variedade de PRRs que podem ser
expressos na superficie das células, como DCs, macrofagos e neutrofilos, em
compartimentos intracelulares ou secretados na corrente sanguinea e nos fluidos dos
tecidos (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; RUSLAN MEDZHITOV; JANEWAY, 1997).
Com base em sua localizacdo, os PRRs podem ser classificados em: (i) PRRs ligados
a membrana, como receptores do tipo Toll (toll-like receptor - TLRS) e, (ii) receptores
de lectina do tipo C (C-type lectin receptor - CLRS), que sao encontrados na superficie
celular ou em compartimentos endociticos e detectam a presenca de ligantes
microbianos no espaco extracelular e dentro dos endossomos. Os PRRs
citoplasmaticos detectam a presenca de patdgenos intracelulares, como receptores
do tipo I do gene induzivel pelo acido retinoico (RIG-I-like receptor - RLRS), receptores
semelhantes ao dominio de oligomerizacdo ligante de nucleotideos (nucleotide
oligomerization domain - NOD) (NLRs) e sensores citosolicos de DNA (cytosolic DNA
sensors - CDS) (BRUBAKER et al., 2015; GOUBAU et al., 2013; SINGH; KOURY,
2021).

A deteccéo eficaz de PAMPs pelos PRRs induz rapidamente a resposta imune
do hospedeiro por meio da ativacdo de vias de sinalizacdo complexas, que induzem
resposta inflamatéria mediada por citocinas e quimiocinas, facilitando a eliminacao do
patégeno (BLASIUS; BEUTLER, 2010; KAWAI; AKIRA, 2010; KUMAR; KAWAI;
AKIRA, 2011; MEDZHITOV, 2007). Os virus possuem tropismo para diversos 6rgaos
e tecidos, apresentam diferencas no ciclo de multiplicacdo e no genoma que pode ser
de DNA ou de RNA de polaridade positiva ou negativa. Desta forma, as células
hospedeiras podem reconhecer os virus por meio de uma variedade de receptores do
sistema imune inato. No ambiente exterior das células os virus sédo detectados pelos
receptores transmembrana, como os TLRs sendo que as infecgdes virais citosolicas

sdo detectadas por receptores citosolicos, como RLRs e NLRs (AOSHI et al., 2012).
1.3.2. Receptores do tipo Toll (TLR) e moléculas adaptadoras

TLRs séo receptores transmembrana do tipo | que possuem um dominio N-
terminal extracelular ou intraendossomal composto por repeticdes ricas em leucina
(leucine-rich repeats - LRR), um segmento transmembrana (TM) e um dominio C-
terminal intracelular homologo de receptor toll/interleucina 1 (toll/IL-1R receptor - TIR)
(ASAMI; SHIMIZU, 2021; CARTY; GUY; BOWIE, 2021; FITZGERALD; KAGAN, 2020)
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(Figura 1a). O dominio LRR é responsavel pelo reconhecimento de PAMPSs, enquanto
o dominio TIR citoplasmatico é responsavel pela transducdo de sinal que inicia
cascatas de sinalizagdo, interagindo com proteinas adaptadoras tais como o fator de
diferenciacado mieloide 88 (myeloid differentiation factor 88 - MyD88); adaptador tipo
MyD88 (MyD88 adaptor-like - MAL); adaptador contendo dominio TIR indutor de IFN-
B (TIR domain-containing adaptor inducing interferon-f - TRIF); molécula adaptadora
relacionada ao TRIF (TRIF-related adaptor molecule - TRAM) (Figura 1a) (ASAMI,
SHIMIZU, 2021; O’'NEILL; BOWIE, 2007).
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Figura 1: Toll like receptors (TLRs): localizagéo, padroes moleculares associados a patdogenos
(PAMP), vias de sinalizagdo e estrutura. (a) Representacdo esquematica de TLR. O dominio
extracelular é composto pelas regides N-terminal (LRR-NT), LRR e C-terminal (LRR-CT), seguidas por
um Unico segmento transmembrana (TM) e um dominio TIR intracelular (TIR) (b) llustragao
esquematica da via de sinalizacdo de TLR e dos PAMPs especificos. A sinalizacdo de TLR € iniciada
pelo reconhecimento do PAMP, seguido pela interacdo com proteinas adaptadoras, como MyD88,
MAL, TRIF e TRAM. A via de sinalizacdo induz a expresséao de citocinas inflamatérias ou IFN tipo |
(ASAMI; SHIMIZU, 2021).
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Para induzir a resposta inflamatéria, os TLRs transduzem sinais através do
dominio TIR, em duas vias principais dependentes principalmente dos adaptadores
MyD88 ou TRIF (Figura 1b) (ASAMI; SHIMIZU, 2021; KAWAI et al., 1999
YAMAMOTO et al., 2003). A via dependente de MyD88 é ativada por todos os TLRs,
exceto TLR3, que apenas sinaliza através do TRIF (Figura 1b) (LESTER; LI, 2014;
YAMAMOTO et al., 2002). O TLR4 ativa as duas vias, dependente de MyD88 e TRIF
(Figura 1b) (KAWAI; AKIRA, 2010; LESTER,; LI, 2014; TAKEDA; AKIRA, 2005). Apés
a deteccao viral, a cascata de sinalizacdo ativa fatores de transcricdo, como fator
nuclear kappa B (nuclear factor kappa B - NF-kB) e fatores reguladores de IFN (IFN
regulatory fator - IRFs), levando a producdo de citocinas pro-inflamatorias e de IFN
tipo | (Figura 1b) (ASAMI; SHIMIZU, 2021; KAWAI; AKIRA, 2010).

Foram identificados 10 TLRs funcionais em humanos (TLR1-10) e 12 em
camundongos (TLR1-9, 11-13) com TLR1-TLR9 sendo conservado em ambas as
espécies. Os ligantes para todos os TLRs foram determinados, exceto para TLR10
humano e TLR12 e 13 de camundongo. O TLR10 de camundongo ndo é funcional
(AKIRA; TAKEDA, 2004; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; KAWAI; AKIRA,
2010; LEE; AVALOS; PLOEGH, 2012).

Os TLRs séo expressos em varias células imunes, como macréfagos, DCs,
células B e tipos especificos de células T e em células ndo imunes, como fibroblastos
e células epiteliais. A expressdo de TLRs nédo é estatica, uma vez que € modulada
rapidamente em resposta a patégenos, a uma variedade de citocinas e aos estresses
ambientais (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Os TLRs podem ser expressos
nas membranas celulares, como os TLRs 1, 2, 4, 5, 6 e 10, que reconhecem
predominantemente componentes bacterianos, como lipidios, lipoproteinas e
proteinas, ou podem ser expressos em endossomos, como os TLRs 3, 7, 8 e 9, que
estdo associados a deteccdo de acidos nucleicos (ASAMI; SHIMIZU, 2021,
FITZGERALD; KAGAN, 2020; IWASAKI; MEDZHITOV, 2004).

Cada TLR tem uma funcéao distinta em termos de reconhecimento de PAMPs e
resposta imune (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; KAWAI; AKIRA, 2010). Em
humanos, os TLRs 2, 3, 4, 7 e 8 sdo considerados importantes no reconhecimento de
componentes estruturais de virus de RNA, incluindo dsRNA, ssRNA e glicoproteinas
de superficie (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JENSEN; THOMSEN, 2012). A
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presenca de infecc¢des virais é detectada principalmente através de acidos nucleicos
pelos TLRs endossémicos. Porém, TLRs de superficie, como TLR2 e TLR4, também
foram associados a detecc¢éo de virus, pelo reconhecimento de proteinas da superficie
do virus (CARTY; GUY; BOWIE, 2021; FITZGERALD; KAGAN, 2020; LESTER; LI,
2014).

1.3.2.1. TLR1,TLR2e TLR6

Os TLRs podem formar heterodimeros ou homodimeros, porém a maioria
forma homodimeros, com excecdo do TLR2 que forma heterodimero com TLR1 ou
TLR6 (Figura 1b). Isto permite o reconhecimento diferencial de lipopeptideos com
TLR1/TLR2 reconhecendo lipopeptideos triacilados de bactérias Gram-negativas e
micoplasma, enquanto TLR2/TLR6 reconhece lipopeptideos diacilados de bactérias
Gram-positivas e micoplasma (Figura 1b) (KAWAI; AKIRA, 2010; LEE; AVALOS;
PLOEGH, 2012).

O TLR2 est& envolvido no reconhecimento de diversos PAMPs derivados de
bactérias, fungos, parasitas e virus, tais como lipopeptideos de bactérias,
peptideoglicano e acido lipoteicoico de bactérias Gram-positivas, lipoarabinomanano
de micobactérias, zimosan de fungos, tGPIl-mucina de Trypanosoma cruzi e a
hemaglutinina do virus do sarampo (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; KAWAI,
AKIRA, 2010). A ativacdo de TLR2 induz principalmente a producdo de citocinas
inflamatérias, mas ndo induz IFN tipo | por macrofagos e DCs. Entretanto, foi
demonstrado que TLR2 pode desencadear a producédo de IFN tipo | por monécitos
inflamatdrios em resposta a infecgdo pelo virus vaccinia (BARBALAT et al., 2009;
KAWAI; AKIRA, 2010). Também foi demonstrado que TLR2 contribui para a producéo
de IFN-a e IFN-B em bagos de camundongos infectados com cytomegalovirus murino
(LESTER; LI, 2014; SZOMOLANYI-TSUDA et al., 2006), e que TLR2 e TLR6
reconhecem a proteina NS1 de DENV (CARTY; GUY; BOWIE, 2021; CHEN; NG;
CHU, 2015). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o TLR2 atua em conjunto com
TLR9 para estimular a resposta antiviral inata, protegendo contra infec¢ao cerebral do
human herpes virus type 1 (HHV-1) em modelo murino (ZOLINI et al., 2014). Além
disso, 0 TLR2 estd envolvido em respostas do hospedeiro a infeccées pelo
lymphocytic choriomeningitis virus (ZHOU et al., 2005), varicella-zoster virus (WANG
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et al., 2005) e sincicial respiratory virus (MURAWSKI et al., 2009), embora os PAMPs
virais detectados ainda ndo tenham sido identificados (LESTER; LI, 2014).

1.3.22. TLRS3

TLR3 reconhece dsRNA (Figura 1b), sendo que varios virus possuem genoma
de dsRNA ou formam dsRNA durante o ciclo de multiplicacdo. ZHANG e
colaboradores (2007) mostraram que o TLR3 protege contra o HHV-1. O TLR3 é
expresso em células imunes, como DCs, macréfagos, NK e células ndo imunes, como
epiteliais, endoteliais, fibroblastos, astrdcitos e hepatécitos (CARTY; GUY; BOWIE,
2021; LESTER,; LI, 2014). No sistema nervoso central (SNC), o TLR3 € expresso em
neurénios, astrécitos e microglia, sugerindo um papel antiviral fundamental (CARTY
etal., 2014; CARTY; GUY; BOWIE, 2021). Apés o reconhecimento de dsRNA, o TLR3
recruta a proteina adaptadora TRIF, o Unico adaptador utilizado pelo TLR3, o qual
recruta o fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6), que ativa NF-kB, e TRAF3,
gue ativam os membros da familia de IRF, como IRF3 e IRF7 (Figura 1b). A cascata
de sinalizacdo estimula a translocacdo de fatores de transcricdo para o nucleo,
ativando a expresséao génica de quimiocinas, citocinas pré-inflamatorias e IFNs tipo |
e tipo Il (Figura 1b) (CARTY; GUY; BOWIE, 2021b; FITZGERALD; KAGAN, 2020).

1.3.23. TLR4

TLR4 foi o primeiro TLR a ser caracterizado, e com a sua descoberta houve a
primeira indicacdo de que os TLRs de mamiferos poderiam funcionar como PRRs
(BRUBAKER et al.,, 2015; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). TLR4 reconhece
principalmente LPS (Figura 1b), um componente da membrana externa de bactérias
Gram-negativas (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; KAWAI; AKIRA, 2010). TLR4
reconhece a proteina de fusdo do respiratory syncytial virus (RSV) (JENSEN;
THOMSEN, 2012; KURT-JONES et al., 2000) e induz citocinas em resposta ao virus
coxsackie B4 (JENSEN; THOMSEN, 2012; TRIANTAFILOU; TRIANTAFILOU, 2004).
Além disso, o TLR4 também reconhece as proteinas do envelope mouse mammary
tumor virus e do murine leukemia virus, desencadeando a maturacdo de DCs e
expressao de citocinas pro-inflamatorias (BURZYN et al., 2004; JENSEN; THOMSEN,
2012; RASSA et al., 2002).
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1.3.24. TLR5

TLR5 reconhece flagelina (Figura 1b), subunidades de proteinas que compéem
os flagelos bacterianos (HAYASHI et al., 2001; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). TLR5
é expresso em neutrofilos, mondcitos, DCs e células epiteliais, principalmente em
células epiteliais intestinais (BRUBAKER et al., 2015; GEWIRTZ et al.,, 2001;
TAKEDA; AKIRA, 2005). Recentemente, foi demonstrado que particulas virais
semelhantes a norovirus, um virus reconhecido como uma das principais causas de
surtos de gastroenterite em todo o mundo, sao reconhecidas por TLR5 e TLR2 em
células HEK recombinantes (CARTY; GUY; BOWIE, 2021; PONTERIO et al., 2019).

1.3.25. TLR7eTLRS8

TLR7 e TLR8 reconhecem ssRNA (Figura 1b) principalmente de virus que
penetram por meio de endocitose, e o reconhecimento é dependente da acidificacédo
do endossomo (LESTER; LI, 2014; LUND et al., 2004). Apés o reconhecimento de
ssRNA, a via dependente de MyD88 ¢ ativada, culminando na sintese de IFNs tipo |
e tipo Il e mediadores pré-inflamatérios através da ativacéo de IRF7 e NF-kB (Figura
1b), respectivamente, dependendo do tipo de célula (KAWAI et al., 2004; KAWAI;
AKIRA, 2010; LESTER; LI, 2014). TLR7 também reconhece poli(U) RNA sintético e
alguns RNAs de interferéncia (HORNUNG et al., 2005; KAWAI; AKIRA, 2010).

1.3.26. TLR9

TLR9 reconhece DNA CpG nado metilado (Figura 1b) presente em bactérias e
virus de DNA, como HHV, murine cytomegalovirus, human cytomegalovirus,
variola virus e retrovirus, de RNA, como HIV (CARTY; GUY; BOWIE, 2021; LESTER;
LI, 2014). Recentemente foi demonstrado que o TLR9 também desempenha um papel
na deteccao de virus de RNA, como o DENV, devido a liberagdo de DNA mitocondrial
de DCs humanas infectadas, que é reconhecido pelo TLR9 (CARTY; GUY; BOWIE,
2021b; LAl et al., 2018). TLR9 é expresso em varios tipos de células imunes, incluindo
macrofagos, células B, DCs mieloides, DCs convencionais e, junto com TLR7, é
altamente expresso em DCs plasmocitoides (pDC) (COLONNA; TRINCHIERI; LIU,
2004; LESTER; LI, 2014; WAGNER, 2004). A ativacdo de TLR9 recruta a via
dependente de MyD88, levando a producédo de IFN mediada por IRF7 (Figura 1b) ou
de respostas pro-inflamatorias, com producéo de citocinas como TNF-qa, IL-6 e IL-12,
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por meio da translocacdo de NF-kB. Essas respostas diferenciais dependem do tipo
de célula e, em pDCs, a producédo rapida de IFNs tipo | € estimulada (LESTER; LI,
2014; LIU, 2005).

1.4.Polimorfismos genéticos de genes do sistema imune inato

Polimorfismo genético € uma diferenca na sequéncia de DNA entre individuos,
grupos de individuos ou populacdes (ISMAIL; ESSAWI, 2012). Ocorre em situacdes
em que mais de um alelo ocupa o mesmo locus de um determinado gene
representante de uma populagédo com uma frequéncia igual ou maior que 1% (KARKI
et al., 2015; RODRIGUES; NETO, 2019). Podem ser classificados em polimorfismos
de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphism - SNPSs), repeticbes de

sequéncia, insercoes, delecdes e recombinagdes (ISMAIL; ESSAWI, 2012).

SNPs sado variacbes em nucleotideos Unicos em localizacbes gendmicas
especificas entre individuos da mesma espécie (ISMAIL; ESSAWI, 2012), ou seja, sdo
substituicdes em um anico par de bases (Figura 2) (KRUGLYAK; NICKERSON, 2001).
SNPs sdo a forma mais comum de polimorfismo, surgindo a cada 1.000 pares de
bases no genoma humano e séo geralmente encontrados em areas que flanqueiam
genes codificadores de proteinas, mas também podem ocorrer em sequéncias

codificadoras, introns ou em regides intergénicas (KARKI et al., 2015).
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Figura 2: Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) em individuos da mesma espécie. Exemplo
de individuos de uma mesma espécie que possuem diferenca em um Unico nucleotideo em uma mesma
regido do DNA. Fonte: https://www.genome.gov/genetics-glossary/Single-Nucleotide-Polymorphisms.
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SNPs podem ser considerados sinbnimos ou silenciosos, quando ndo resultam
em nenhuma alteracdo de aminoéacidos, devido a redundancia do cédigo genético, ou
nao-sindnimos, quando resultam em um aminodacido distinto que pode ou ndo afetar
a estrutura ou funcéo da proteina (ISMAIL; ESSAWI, 2012; SKEVAKI et al., 2015).
SNP sem sentido € um SNP nédo-sinbnimo e ocorre quando um codon de parada &
formado, levando assim a terminacdo prematura de uma cadeia polipeptidica
formando uma proteina truncada (ISMAIL; ESSAWI, 2012).

Polimorfismos em genes relacionados ao sistema imune sdo considerados
importantes para a resisténcia ou suscetibilidade do hospedeiro a uma doenca
infecciosa (MUKHERJEE; TRIPATHI, 2019). SNPs s&o usados como assinaturas
genéticas em populacdes para estudar a predisposicdo a certas caracteristicas,
incluindo doencas (KARKI et al., 2015).

Mutacdes em genes da imunidade inata foram encontradas em 23 pacientes
com pneumonia grave por Covid-19 (BASTARD et al., 2022; ZHANG, QIAN et al.,
2020). Estudos sugerem uma associacao entre SNPs em genes da imunidade inata e
infeccbes virais. Por exemplo, um SNP no gene que codifica para a proteina
quimiocina quimioatraente de mondcitos 1 (monocyte chemoattractant protein-1 -
MCP-1) foi associado a infeccao pelo japanese encephalitis virus (JEV), podendo
atuar como um marcador preditivo para o0 prognostico adverso na populacdo do
nordeste da india (CHOWDHURY; KHAN, 2017). As 2'-5'-oligoadenilato sintetases
(2',5'-oligoadenylate synthetase - OAS) sdo proteinas antivirais induzidas por IFN, e
um SNP no gene oas foi identificado como um fator de risco para infecgao inicial pelo
West Nile virus (WNV) em homens (LIM et al., 2009). Um SNP no gene que codifica
para a proteina adaptadora contendo dominio TIR (TIR domain containing adaptor
protein — TIRAP) foi associado ao aumento do risco de dengue grave (ALAGARASU
et al., 2015). Aléem disso, SNPs nos genes myd88, tlr3 e tlr7 foram repetidamente
associados a sintomatologia grave em infeccdo pelo Rift Valley fever virus (HISE et
al., 2015).

Polimorfismos em tlrs podem influenciar a resposta imune, principalmente afetando
as interacdes hospedeiro-patdégeno. A frequéncia de polimorfismos de tlr e suas
funcionalidades variam em diferentes regides geograficas sendo a selecdo natural
considerada a principal causa dessa diversidade (MUKHERJEE; TRIPATHI, 2019).
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1.5.Virus
1.5.1. Flavivirus

Os flavivirus compdem um género da familia Flaviviridae, segundo o
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). A maioria dos flavivirus séao
arbovirus, ou seja, virus transmitidos por artrépodes (VON GIESEN, 2016). Este
género pode ser classificado em trés grandes grupos: (i) os virus transmitidos por
mosquitos como DENV, JEV, Saint Louis encephalitis virus (SLEV), WNV, yellow fever
virus (YFV) e ZIKV; (ii) os virus transmitidos por carrapatos, como o tick-borne
encephalitis virus; (iii) virus sem vetor artropode conhecido, por exemplo, Tamana bat
virus, transmitido entre roedores e morcegos. Usualmente, mamiferos e aves sdo 0s
hospedeiros primarios acometidos com infec¢des assintomaticas até quadros graves
como as febres hemorragicas e acometimentos neurolégicos (MUKHOPADHYAY;
KUHN; ROSSMANN, 2005; SIMMONDS et al., 2017).

Os flavivirus possuem 50 nm de diametro, ndo contém espiculas ou projecdes
de superficie, sdo compostos pelo envelope viral e por proteinas de membrana,
incorporadas em uma bicamada lipidica derivada de células hospedeiras, a qual
envolve um nucleocapsideo, que ancora o0 RNA gendémico (CRUZ-OLIVEIRA et al.,
2015; KUHN et al., 2002; PIERSON; DIAMOND, 2020; VON GIESEN, 2016).

O genoma dos flavivirus é composto por RNA fita simples (sSRNA) com
polaridade positiva de aproximadamente 11 kb, que funciona como um RNA
mensageiro (MRNA), com uma unica janela aberta de leitura (open reading frames -
ORF) (Figura 3a). O genoma é flanqueado nas extremidades 5°e 3" por regides nao
codificantes (non-coding regions - NCR) (Figura 3a). Estas regiées contém motivos de
sequéncia de RNA que estdo envolvidos na traducdo e na replicacdo viral e,

provavelmente, no empacotamento do RNA viral (SIMMONDS et al., 2017).

Inicialmente, as proteinas virais séo traduzidas em uma poliproteina (Figura 3b)
gue é clivada por proteases celulares e virais em trés proteinas estruturais: envelope
(E), pré-membrana/membrana (prM/M) e capsideo (C); e em sete proteinas nao
estruturais (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Figura 3c) (PIERSON;
DIAMOND, 2020; ZHANG, Y. et al., 2003).
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Figura 3: Organizacdo do genoma e do processamento da poliproteina dos flavivirus. (a) Genoma
viral com as regides codificadoras das proteinas estruturais (structural) e ndo estruturais (non-structural)
e as regides nao codificadoras (5'NCR e 3'NCR). (b) Poliproteina (c) Clivagem da proliproteina por
proteases hospedeiras e virais em trés proteinas estruturais (C, prM/M e E) e sete proteinas nao
estruturais (NS: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). A prM é clivada apés a liberagédo das
particulas virais através da membrana plasmatica de células. C: capsideo; E: envelope, prM: pré-
membrana, M: membrana; NCR: regifes ndo codificantes; NS: proteinas ndo estruturais (SIMMONDS
etal., 2017).

A superficie da particula viral € composta pelas proteinas E e M. A glicoproteina
E, o principal determinante antigénico das particulas virais, € responsavel pela
mediacao da ligacdo e fusdo durante a penetracdo do virus. A proteina prM, produzida
durante a maturacdo das particulas virais nas vias de secrecdo, € um pequeno
fragmento proteolitico da proteina precursora M e é clivado durante a maturacédo da

particula viral (PIERSON; DIAMOND, 2020; SIMMONDS et al., 2017).

O ciclo de multiplicacdo dos flavivirus ocorre no citoplasma da célula
hospedeira. O virus se liga a superficie da célula hospedeira por meio de interacdes
entre a proteina E e seus receptores celulares especificos (KOSCHINSKI et al., 2003;
SELIGMAN; BUCHER, 2003). Apés a ligacéo, a fusédo e a penetracao do virus através
da membrana por endocitose mediada por receptor, a acidificacdo da vesicula
endossomal desencadeia uma mudanca conformacional na proteina E, levando a
fusdo das membranas viral e celular, a desmontagem da particula viral e a liberagéo
do nucleocapsideo no citoplasma celular (Figura 4) (MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005; VON GIESEN, 2016).

Uma vez liberado no citoplasma, o RNA viral é traduzido em uma Unica
poliproteina, a qual € processada durante e ap0s a traducao por proteases virais e do
hospedeiro (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). Apos a traducéo e o
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processamento das proteinas virais, um sitio de replicacao viral € montado a partir de
proteinas ndo estruturais virais e fatores do hospedeiro. A replicacéo viral ocorre nas
membranas intracelulares (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005) e se inicia
com a sintese de um RNA intermediario, que serve como molde para a sintese do
RNA genbmico (Figura 4) (PIERSON; DIAMOND, 2020; VON GIESEN, 2016).

A montagem das particulas ocorre na superficie do reticulo endoplasmatico,
quando as proteinas estruturais e o recém-sintetizado RNA brotam do lumen do
reticulo (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). As particulas virais
montadas nas vesiculas possuem uma conformacéo heterodimérica composta pelas
proteinas E e prM, o que impede a atividade de fusédo da proteina do envelope (Figura
4) (PIERSON; DIAMOND, 2020; VON GIESEN, 2016).

As particulas virais imaturas sdo transportadas para o complexo de Golgi
através da rede trans-Golgi (TNG) (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005),
nas quais a acidificacdo induz mudancas conformacionais no virus, expondo os sitios
de clivagem da furina (SCREATON et al., 2015). Entdo, as particulas virais imaturas
sao clivadas pela protease furina do hospedeiro, dando origem as particulas maduras
infecciosas. Apés a clivagem da pré-membrana no complexo de Golgi, ocorre a
ativacdo da proteina de envelope e a fusdo do virus com a membrana plasmatica
celular sendo as particulas virais maduras liberadas por exocitose (Figura 4)
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).
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Figura 4: Ciclo de multiplicagéo dos flavivirus. O virus se liga a superficie de uma célula hospedeira
e penetra na célula através de endocitose mediada pelo receptor Ocorre a fusdo das membranas viral
e celular. A particula viral é desmontada, o RNA viral é liberado no citoplasma e traduzido nas
membranas intracelulares. A montagem do virus ocorre no reticulo endoplasmatico (ER) e as particulas
virais imaturas sdo transportadas pela rede Trans-Golgi (TGN) para o complexo de Golgi, onde séo
clivadas pela protease furina, originando as particulas virais maduras, que sao liberadas da célula por
exocitose (PIERSON; DIAMOND, 2020).

replication

1.5.1.1. Transmissao e epidemiologia de ZIKV e DENV

ZIKV e DENV sdao arbovirus transmitidos pelas fémeas de mosquitos do género
Aedes, principalmente pelas espécies A. aegypti e A. albopictus (PETERSEN et al.,
2016; SCREATON et al., 2015).

ZIKV é relacionado ao Spondweni virus, ambos formam um clado unico, dentro

do cluster dos flavivirus transmitidos por mosquitos (KUNO et al., 1998). A partir de
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analises filogenéticas, foram definidas duas linhagens de ZIKV, a asiatica e a africana
(ALERA et al., 2015; HADDOW et al., 2012; SAIZ, 2016). A linhagem asiatica foi a
responsavel pelo surto de ZIKV nas llhas do Pacifico e nas Américas (SAIZ, 2016). A
linhagem africana € dividida em dois grupos, um grupo do Leste da Africa, contendo
as variantes genéticas do ZIKV isolado em Uganda em 1947, e o outro grupo que
inclui os isolados de Africa Ocidental (OLSON et al., 1981; SAIZ, 2016).

O ZIKV foi identificado pela primeira vez em 1947, isolado de um macaco
Rhesus, na Floresta de Ziika, em Uganda (DICK, 1952). A primeira infecgdo humana
foi relatada na Nigéria, em 1954 (MACNAMARA, 1954). Até recentemente
considerava-se que o ZIKV causava infec¢des de evolucdo benigna e esporadica em
humanos na Africa e na Asia (ENFISSI et al., 2016). Em 2007, um surto foi relatado
nos Estados Federados de Micronésia (YAP), marcando a primeira deteccdo do ZIKV
fora da Africa e Asia (WHO, 2015). E em 2013-2014, o ZIKV causou uma grande
epidemia na Polinésia Francesa, antes de se disseminar pelo Pacifico (ENFISSI et al.,
2016). Esta grande epidemia ocorreu concomitantemente com a circulacédo de DENV
e com o0 aumento incomum de complicacdes neuroldgicas graves, como a sindrome
de Guillain-Barré (OEHLER et al., 2014) e malformacfes neuroldgicas congénitas
(ENFISSI et al., 2016).

A circulacao autéctone de ZIKV tem sido detectada nas Américas desde 2014
(WHO, 2015). Em maio de 2015, foi relatada a presenca do virus no Brasil e,
posteriormente, em varios paises da América Central, do Sul e Caribe (FARIA et al.,
2016). No Brasil, o ZIKV, pela primeira vez, foi relacionado com os casos de
microcefalia onde surto de Zika ocorreu juntamente com o aumento da incidéncia de
microcefalia, e ainda, foi detectado ZIKV em tecidos cerebrais de fetos microcefalicos
e no liquido amnidtico de gestantes com fetos com microcefalia (CALVET et al., 2016;
DRIGGERS et al., 2016; LI, et al., 2016; MARRS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016).

Apoés o surto em 2015/2016, pelo menos duas ondas menores associadas ao
ZIKV foram relatadas em 2017 e 2018, em duas regides brasileiras geograficamente
distantes e climaticamente diferentes, Sudeste e Norte (DE MATOS et al., 2021,
GIOVANETTI et al., 2020; IANI et al., 2021). Esses surtos esporadicos destacam a
circulacdo continua do virus, apesar da reducéo consideravel na incidéncia da doenca
(DE MATOS et al., 2021).
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O DENV possui quatro sorotipos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-
4), cada um com varios genotipos e todos séo capazes de causar a doenca branda e
a dengue grave (GREEN et al., 2015). Os quatro sorotipos e 0S mosquitos vetores
estdo presentes em todas as regides tropicais e subtropicais (KRAEMER et al., 2015;
MESSINA et al., 2014; SHARP et al., 2017).

A incidéncia da dengue ocorre nas regioes do Mediterraneo Oriental, América,
Sudeste Asiatico, Pacifico Ocidental e Africa, com novos casos ocorrendo e se
disseminando para as areas nao endémicas nos Estados Unidos e Europa (GUZMAN
et al., 2016). Esta expansdo geogréfica resultou no aumento da frequéncia e da
magnitude das epidemias e doenca grave (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). Os viajantes
desempenham um papel importante na epidemiologia global da dengue,
transportando virus de uma regido para outra (JENSENIUS et al., 2013; WHO, 2009).

No Brasil, diferentes sorotipos de DENV causaram epidemias nos ultimos 20
anos, com surtos em 2002, 2008, 2010, 2012-2013, 2015 e 2016 (A DELINO et al.,
2021; BRASIL 2019). Em 2019, com a reemergéncia de DENV-2, aconteceu mais uma
epidemia. Em 2021, segundo o boletim epidemiol6gico 36, ocorreram 477.209 casos
provaveis de dengue, com 3.731 casos de dengue com sinais de alarme, 303 casos
de dengue grave e 199 6bitos (BRASIL 2021).

1.5.1.2. Manifestacdes clinicas e patogénese de ZIKV e DENV

A infeccdo aguda por flavivirus em humanos varia de doenga leve, com
infeccdo assintomatica ou episodios febris autolimitados, a doenca grave, com febre
hemorragica, choque, encefalite, paralisia, defeitos congénitos, hepatite, insuficiéncia
hepética e risco de vida. Aproximadamente 50-80% das infec¢bes por flavivirus sdo
assintomaticas e a maioria das infec¢des sintomaticas resultam em doencas febris
autolimitadas semelhantes a gripe, com dor de cabeca, mialgia, artralgia e erupgao
cutanea, sem consequéncias a longo prazo (PIERSON; DIAMOND, 2020). Os fatores
que determinam a ocorréncia da doenca mais grave ndo sdo totalmente
caracterizados, mas provavelmente incluem polimorfismos em genes do hospedeiro
(SAKUNTABHAI et al., 2005), idade (MURRAY et al., 2006), estado imunolégico e
comorbidades, imunidade prévia a outros flavivirus e patogenicidade diferencial de
determinadas amostras de virus (PIERSON; DIAMOND, 2020).
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A variabilidade na apresentacdo da doenca entre os flavivirus provavelmente
reflete o tropismo celular e tecidual Unico de cada virus, as diferencas em sua
capacidade de evadir ou antagonizar a resposta imune do hospedeiro e a interacao
entre os efeitos patogénicos diretos da infeccao pelo virus e a lesdo causada pela
resposta imune do hospedeiro (PIERSON; DIAMOND, 2020).

As infeccbes por flavivirus se enquadram em duas grandes categorias,
viscerais e neurotropicas, embora algumas tenham ambas as caracteristicas como
ZIKV (PIERSON; DIAMOND, 2020). A maioria das infec¢cdes por ZIKV séo
assintomaticas, e ocorre uma doenca leve, autolimitada com um periodo de incubacao
de até 10 dias. Enquanto a maioria dos casos de infeccdo por ZIKV em humanos
possuem evolucdo benigna, durante a epidemia na Polinésia Francesa, foram
relatados casos de complicacdes neurologicas, como a sindrome de Guillain-Barré.
Esta sindrome € uma doenca autoimune, na qual ocorrem danos ao sistema nervoso
periférico com perda do isolamento de mielina resultando em mialgia, paralisia facial
e disfuncdo muscular (HAMEL et al., 2016), podendo provocar paralisia aguda ou
subaguda, causando a morte (SAIZ, 2016). Durante este surto na Polinésia Francesa,
a incidéncia da sindrome de Guillain-Barré aumentou vinte vezes (OEHLER et al.,
2014). Da mesma maneira, durante o surto na Colémbia, 86 casos de sindrome de
Guillain-Barré foram associados a infec¢éo por ZIKV (SAIZ, 2016).

O surto de ZIKV no Brasil mostrou pela primeira vez uma possivel ligagdo entre
a infeccdo por ZIKV e microcefalia no feto (OLIVEIRA MELO et al.,, 2016). A
microcefalia congénita é caracterizada por uma circunferéncia da cabeca fetal abaixo
da média para a idade gestacional, resultando em retardo intelectual e deficiéncia
fisica. A incidéncia da microcefalia congénita no Brasil aumentou drasticamente, de
aproximadamente 150 casos entre 2010 e 2015, para quase o dobro durante os
primeiros 9 meses de 2015. Desde entdo, os casos atingiram mais de 2.000 em
apenas alguns meses (HAMEL et al., 2016). A capacidade do ZIKV de atravessar a
placenta foi demonstrada através da presenca do RNA viral no liquido amniotico de
uma gravida de um feto com microcefalia (OLIVEIRA MELO et al., 2016). Depois desta
descoberta, pesquisadores da Polinésia Francesa revisaram amostras armazenadas
de liquido amnidtico de casos com anomalia fetal cerebral e microcefalia, descobrindo
gue quatro de cada cinco amostras eram positivas para ZIKV (BESNARD et al., 2016).

Adicionalmente, estudos mostraram a presenca de ZIKV diretamente no tecido
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cerebral de fetos microcefalicos (DRIGGERS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016;
SINGH et al., 2017). Muitos trabalhos utilizando murinos forneceram evidéncias que
confirmaram a relagé@o entre ZIKV e microcefalia fetal e concluiram que o ZIKV é um

agente causador de microcefalia (SINGH et al., 2017).

Além da microcefalia, a possivel relacdo entre infeccdo por ZIKV e hidropsia
fetal e morte fetal foi relatada no Brasil (GOURINAT et al., 2015). Essas infecc¢des
congénitas relacionadas com a infec¢do por ZIKV, também foram associadas a um
aumento nos achados que ameacam a visdo, que incluem lesdes maculares e
perimaculares bilaterais, bem como anormalidades do nervo o6tico (DE PAULA
FREITAS etal., 2016; VENTURA et al., 2016). O RNA gendmico também foi detectado
em liquido cefalorraquidiano (LCR) de criangas infectadas com manifestactes
neuroldgicas (MARINHO, 2019; MARINHO; KROON, 2019; MARINHO et al., 2019).

Varios modelos murinos foram desenvolvidos para estudar aspectos
especificos da infeccdo por flavivirus, tanto para induzir a doenca semelhante a
humana em camundongos imunocompetentes como para imitar a doenca humana em
camundongos imunodeficientes. No entanto, nenhum deles recria todo o espectro da
doenca em humanos (VAN LEUR et al., 2021). Foi demonstrado que proteinas NS5
de ZIKV e DENV interagem com a proteina STAT2 humana promovendo sua
degradacdo (ASHOUR et al.,, 2009; GRANT et al., 2016; WANG et al., 2020) ou
impedindo sua ligagcédo a elementos promotores de genes alvo (LAURENT-ROLLE et
al., 2014; WANG et al., 2020). Porém, em camundongos isto nao foi reproduzido, o
que em parte explica por que camundongos imunocompetentes ndo sao suscetiveis
a esses virus (VAN LEUR et al., 2021).

Quanto a modelos de infeccao para ZIKV, o primeiro virus isolado, denominado
MR766, foi multiplicado em série em cérebro de camundongos mais de 100
passagens (DICK, 1952a). A inoculagéo por via intracraniana (IC) da MR766 quando
inoculada em camundongos lactentes ou adultos causou doenca neuroldgica (DICK,
1952b; MORRISON; DIAMOND, 2017). Porém, quando a inoculacdo ndo é feita por
via IC, a infeccdo de camundongos adultos imunocompetentes com ZIKV MR766 néo
causa doenca (BRADLEY; NAGAMINE, 2017; LAZEAR et al., 2016; MORRISON;
DIAMOND, 2017; ROSSI et al., 2016). No entanto, camundongos C57BL/6 com um
dia de idade inoculados por via subcutanea com ZIKV PRVABC59, uma amostra
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isolada de Porto Rico, desenvolveram marcha instavel com postura ampliada,
hiperatividade e ataxia duas semanas apés a infeccdo, seguido por mobilidade
reduzida, colapso alternado intermitente dos membros posteriores, perda de equilibrio
e convulsdes. Além disso, esses camundongos apresentaram niveis detectaveis de
RNA gendmico no SNC (DONG; LIANG, 2018; MANANGEESWARAN; IRELAND;
VERTHELYI, 2016).

Camundongos imunodeficientes para receptores de IFN do tipo I, como A129,
ou duplo nocaute para receptores de IFN do tipo | e Il, como AG129, infectados por
via periférica com ZIKV desenvolvem sinais de doenca, como perda de peso, letargia,
postura encurvada, ericamento de pelos e podem evoluir para 6bito (ALIOTA et al.,
2016; BRADLEY; NAGAMINE, 2017; DOWALL et al., 2016; ROSSI et al., 2016;
ZMURKO et al., 2016). Outros camundongos imunodeficientes, como SJL, também
foram utilizados como modelos para infec¢ao por ZIKV. Estes camundongos possuem
resposta normal de IFN, porém, possuem respostas de células B prejudicadas e ndo
possuem células NK. Os fetos destes camundongos apresentaram formacodes

corticais malignas, indicativas de microcefalia (CUGOLA et al., 2016).

Dengue é considerada uma doenca visceral (PIERSON; DIAMOND, 2020), o
neurotropismo do virus era considerado uma caracteristica oportunista, mas cada vez
mais evidéncias apoiam fortemente que DENV é diretamente neurovirulento (LI et al.,
2017; MARINHO; KROON, 2019; MARINHO et al., 2017, MARINHO et al., 2021). A
capacidade de DENV de infectar o SNC tem sido demonstrada através da deteccao
de imunoglobulina anti-DENV, RNA viral ou NS1 e isolamento do virus em LCR (LI, et
al.,, 2017; MARINHO et al., 2017, MARINHO et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2017,
OLIVEIRA et al., 2016; SAHU et al., 2014; SOLBRIG; PERNG, 2015). Encefalite e
encefalopatia sdo as apresentacdes neurologicas mais comuns da infeccao por DENV
(LI, G. H. et al., 2017).

DENV infecta principalmente células imunes de linhagem miel6ide, incluindo
monaocitos, macréfagos e células dendriticas, e possivelmente hepatécitos e células
endoteliais (GREEN et al., 2014). A dengue tem um amplo espectro de apresentacdes
clinicas, muitas vezes com evolugdes clinicas imprevisiveis. Ap6s um periodo de
incubacéo de 4 a 8 dias, as infec¢bes por qualquer DENV podem produzir um amplo

espectro de sintomas, com a maioria das infeccbes sendo assintomaticas ou
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subclinicas. A maioria dos pacientes se recupera ap0s uma doenca autolimitada
(embora debilitante), enquanto uma pequena proporcao progride para doenca grave,
principalmente caracterizada por vazamento de plasma com ou sem sangramento. A
doenca comeca abruptamente, seguida por trés fases: febril, critica e de recuperacao.
O periodo critico ocorre em torno da defervescéncia, quando pode ocorrer um
aumento da permeabilidade vascular acompanhado do aumento do hematdcrito,
levando ao choque hemorragico, que pode resultar em prejuizo de 6rgaos, acidose
metabolica, coagulacdo intravascular disseminada e hemorragia grave. A doenga
grave também inclui pacientes com hepatite, desordens neurologicas, miocardites e

hemorragia grave sem vazamento de plasma ou choque (GUZMAN; HARRIS, 2015).

Como demonstrado na Figura 5, segundo recomendacdes da WHO, os
pacientes com dengue nao grave séo divididos em dois grupos: dengue sem sinais de
alarme e dengue com sinais de alarme. Mesmo pacientes sem sinais de alarme podem
evoluir para a doenca grave. Os 6rgdos acometidos pela dengue grave séo o figado,
com aumento de transaminases, 0 coracao, o0 CNS, com consciéncia prejudicada, e
outros érgaos (Figura 5) (WHO, 2009).

DENGUE COM OU SEM SINAIS DE ALARME DENGUE GRAVE

1. Extravasamento grave
de plasma ou;
2. Hemorragiagrave ou;
3. Comprometimento
grave de orgaos

COM SINAIS
DE ALARME

Possivel Dengue: Sinais de alarme: Dengue grave:
Morar ou ter viajado para areas Dor abdominal ou sensibilidade; Extravasamento plasmdtico grave :
endémicas; ter febre e apresentar Vomito persistente; choque e acimulo de fluido e respiragdo
pelo menos dois sintomas abaixo: ~ Acimulo de fluido; dificultada
Sangramento das mucosas; Sangramento grave :
Nausea, vomito; Letargia ou agitagao; avaliado clinicamente
Erupgdo cuténga; Figa§0 éumentado acirr,la de 2cm; Envolvimento grave de outros 6rgaos:
Dores generalizadas; Diminuigdo do numero de Figado
Positivo para teste do torniquete; plaquetas; . o
Leucopenia; SNC: Consciéncia prejudicada. SNC -~consaem:|a’prfjudlcada
Qualquer sinal de alarme; Coragdo e outros 6rgdos
Teste laboratorial positivo para
dengue. WHO, 2009

Figura 5: Classificagdo de casos de dengue e niveis de gravidade (WHO, 2009).

Ainda néo existe tratamento antiviral especifico para DENV ou ZIKV (GREEN
et al., 2015; KAZMI et al., 2020). Para ZIKV, apesar de ndo existir nenhuma vacina
aprovada, existem pelo menos 13 candidatos vacinais, que se mostraram promissores
em varios modelos animais e varios ja entraram em ensaios clinicos de fase /Il em

humanos. No entanto, uma avaliagdo mais aprofundada dessas vacinas candidatas
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em ensaios clinicos em humanos parece improvavel, principalmente devido a falta de
financiamento, aos altos custos financeiros associados a esses estudos e aos niveis
incertos de lucro para as empresas do setor privado (PATTNAIK; SAHOO; PATTNAIK,
2020).

Para DENV existe uma vacina aprovada, Dengvaxia, desenvolvida pela Sanofi
Pasteur. A vacina foi construida com tecnologia de DNA recombinante, que substitui
varias sequéncias genéticas no genoma de um virus vacinal contra a febre amarela
pelas sequéncias homodlogas dos quatro sorotipos do virus da dengue, sendo assim
tetravalente. Porém, a vacina so é indicada para individuos soropositivos para dengue
na faixa etaria de 9 a 45 anos em paises com dengue endémica (IZMIRLY et al., 2020;
THOMAS; YOON, 2019).

1.5.2. Betacoronavirus

O género Betacoronavirus pertence a familia Coronaviridae, sub-familia
Orthocoronavirinae. Os membros da familia Coronaviridae sé@o virus de ssRNA de
polaridade positiva, contendo aproximadamente 26.000 a 32.000 bases. As particulas
virais sdo envelopadas, esféricas, com diametro de 120 a 160 nm. Os virus possuem
projecbes de superficie em forma de clava ou pétala, que criam uma imagem em
microscopia eletrénica que lembra a coroa solar, 0 que inspirou 0 nome coronavirus
(Figura 6) (GOLDSMITH et al., 2004; ICTV, 2011, 2020). Os coronavirus infectam
aves, humanos e outros mamiferos, incluindo gado e animais domésticos, e, portanto,
nao sdo apenas um desafio para a saude publica, mas também uma preocupacao
veterinaria e econdmica (V’KOVSKI et al., 2021).
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100nm. (GOLDSMITH et al., 2004) (adaptado).

Os coronavirus sdo os maiores virus de RNA identificados até agora. O genoma
viral é composto de regides terminais 5' e 3'. A regido terminal 5' constitui a maior
parte do genoma e contém ORFs que codificam proteinas responsaveis pela
multiplicacéo viral. ORFla e ORF1b sdo as principais, abrangendo dois tercos do
genoma, e sdo traduzidas para proteinas ppla e pplb. O genoma do virus codifica
duas proteases de cisteina, uma protease semelhante a papaina (PLpro), ou nsp3, e
uma protease semelhante a 3C (3CLpro), ou nsp5. Essas proteases clivam o0s
polipeptideos ppla e pplb em 16 proteinas ndo estruturais (Figura 7b) (ICTV, 2011;
UMAKANTHAN et al., 2020; VAN DER HOEK et al., 2004; WU et al., 2020; ZHANG,
QIANQIAN et al., 2021).

A regido terminal 3' codifica para as proteinas estruturais: spike (S), membrana

(M), nucleocapsideo (N) e envelope (E) (Figura 7a).

A proteina S tem duas subunidades principais, S1 e S2 (Figura 7b). A
subunidade S1 desempenha um papel no reconhecimento e ligacdo do receptor,
enquanto a subunidade S2 ancorada na membrana e faz a mediacdo da fusdo das
membranas viral e da célula hospedeira e sdo os principais indutores de anticorpos
neutralizantes. A subunidade S1 consiste em dois dominios estruturais bem definidos,
o dominio de ligacéo ao receptor (RBD) e o dominio tipo galectina N-terminal (NTD) e
em dois subdominios, 1 (SD1) e 2 (SD2) (Figura 7b). A subunidade S2 possui quatro
regides estruturais conservadas, um peptideo de fusdo, duas repeticbes heptadas
(HR1, HR2) e uma regido transmembrana (TM) (Figura 7b) (ARYA et al., 2021; ZHANG
et al., 2021).
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A proteina estrutural N forma complexos de RNA que auxiliam na transcricédo e
montagem do virus (Figuras 7a e b). A proteina M € a proteina estrutural mais
abundante e define a forma do envelope viral (Figuras 7a e b). A proteina E € a menor
das principais proteinas estruturais e € altamente expressa dentro da célula infectada
durante o ciclo de multiplicacédo viral (Figuras 7a e b). Distribuidas entre os genes
estruturais ha proteinas acessorias, como ORF3, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e
ORF9b (Figura 7b) (ICTV, 2011, 2020; UMAKANTHAN et al., 2020; VAN DER HOEK
et al., 2004).
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Figura 7: Desenho esquemaético representativo da estrutura da particula viral e do genoma dos
coronavirus. a) Estrutura da particula viral: o corte transversal indica por linhas a proteina de envelope
(roxo), a proteina de membrana (vermelho), a proteina espicula (azul) e a proteina do nucleocapsideo
(laranja) envolvendo o RNA. b) Genoma viral: inclui ORFla-ORF1b-S-ORF3-E-M-ORF6-ORF7 (7a e
7b)-ORF8-ORF9b-N, nesta ordem. Dezesseis proteinas ndo estruturais (nspl-11, 12-16) sao
codificadas por ORFla e ORF1b, respectivamente. Seis proteinas acessorias foram delineadas Plpro,
3CLPro, RdRp, Hel, S1, S2. A linha pontilhada indica a clivagem do sitio S1/S2 e S2' por Furina e
TMPRSS2. Plpro - papain like protease, 3CLPro - 3C-like proteinase, RdRp - RNA-dependent RNA
polymerase, Hel - Helicase, S encodes NTD N-terminal domain, RBD - receptor-binding domain, SD1 -
subdomain 1, SD2 - subdomain 2, FL - fusion loop, HR1 - heptad repeat 1, HR2 - heptad repeat 2, TM
- transmembrane domain (ZHANG et al., 2021).

Para a multiplicacéo, o virus penetra na célula hospedeira por fusdo direta do
envelope viral com a membrana da célula, ou fusdo de membrana dentro do

endossomo apods a endocitose. A penetracdo € iniciada pela ligacdo do RBD da
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proteina S aos receptores da célula hospedeira humana na superficie da célula. Apos
a interacdo com o receptor RBD, a proteina S sofre clivagem proteolitica, sendo
catalisada por vérias proteases do hospedeiro, como furina, serinoprotease
transmembrana Il humana (TMPRSS2) e catepsina B/L. O processamento proteolitico
ativa a proteina S permitindo a fusdo das membranas viral e da célula hospedeira para
a liberacdo do RNA viral no citoplasma da célula (ZHANG, QIANQIAN et al., 2021).

O complexo de replicacdo do RNA viral é codificado em aproximadamente dois
tercos do genoma, que inclui genes das 16 proteinas ndo estruturais, expressas por
PPla e PPlab, a partir das ORFla e ORF1b, respectivamente. O complexo de
replicacdo produz o genoma para replicacéo e traducgéo, além de RNA subgenémicos
que servem como RNAs mensageiros (RNAm). As proteinas estruturais S, M e E séo
clivadas e inseridas na membrana do reticulo endoplasmético, seguindo a via
secretora do compartimento intermediario do reticulo endoplasmatico-Golgi (ERGIC).
O genoma do RNA entdo se associa a nucleoproteina (N) e depois, por brotamento,
migra para o ERGIC, finalizando a montagem das particulas virais. Apos esta etapa
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0s virus sao transportados para a superficie celular em vesiculas e séo liberados por
exocitose (AMANAT; KRAMMER, 2020; FEHR; PERLMAN, 2015).
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Figura 8: Ciclo de multiplicagdo dos coronavirus. Particulas virais maduras podem se ligar a um
grupo de receptores celulares, aderindo a célula do hospedeiro. Ocorre a internalizagao dos virus apds
interacdo do dominio de ligacdo de receptor e consequente fusdo das membranas viral e do
endossomo, engatilhada no baixo pH, promovendo o desnudamento da particula e liberacdo do
genoma para o citoplasma. O RNA é traduzido e poliproteinas séo processadas por proteases virais e
celulares do hospedeiro. Proteinas ndo estruturais do virus realizam a replicagcdo do genoma e, em
seguida, o RNA recém-sintetizado se associa a proteina de nucleocapsideo. A montagem da particula
ocorre, seguindo a via secretora do compartimento intermediario do reticulo endoplasmatico-Golgi

(ERGIC). As particulas virais sao transportadas em vesiculas para a superficie celular e liberadas por
exocitose (V’KOVSKI et al., 2021).
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1.5.2.1. Transmissdao e epidemiologia

Coronavirus sdo disseminados entre aves e mamiferos, e possuem morcegos
como o principal reservatorio evolutivo e impulsionadores ecoldgicos da diversidade
destes virus (LI, et al.,, 2005; UMAKANTHAN et al., 2020). Sao transmitidos
geralmente de individuo a individuo por goticulas expiradas, por aerossois, superficies
contaminadas e via oral-fecal (ABRAHAO et al., 2021; ONG et al., 2020). Tosse,
espirro, inalagdo de goticulas, contato com as mucosas oral, nasal e ocular sdo as
formas comuns de disseminagdo do virus. A transmissdo de humano para humano
ocorre por via direta, por contato, transmissfes aéreas por meio de aerossois e
durante procedimentos médicos. (LI, et al., 2020; UMAKANTHAN et al., 2020).

Os coronavirus ndo eram considerados altamente patogénicos para humanos
até 2002, quando ocorreu o surto de sindrome respiratoria aguda grave (SARS), na
provincia de Guangdong, China. Antes deste surto, 0s coronavirus que circulavam em
humanos causavam principalmente infeccdes leves em pessoas imunocompetentes
(CUI; LI; SHI, 2019; DROSTEN et al., 2003; ZHONG et al., 2003). Dez anos depois,
em 2012, outro coronavirus altamente patogénico, o coronavirus da Middle East
respiratory syndrome (MERS) surgiu nos paises do Oriente Médio (CUI; LI; SHI, 2019;
ZAKI et al., 2012).

Em 31 de dezembro de 2019, ocorreu o primeiro caso de infec¢do por um novo
coronavirus, nomeado de SARS-CoV-2, em Wuhan, China, com a apresentacao de
sintomas de pneumonia atipica (WU, et al., 2020; ZHOU, et al., 2021). A doenca
causada pelo coronavirus 2019 (Covid-19) € uma ameac¢a emergente a saude global,
a epidemia comecou na cidade de Wuhan em 2019 e desde entdo se disseminou
rapidamente pelo mundo (UMAKANTHAN et al., 2020). A disseminac¢éo da Covid-19
em todo o mundo esta associada as viagens, que causaram a propagacao da doenca
regional e globalmente (LI et al., 2020; ZHOU et al., 2021). Em 11 de margo de 2020,
a OMS declarou o surto de Covid-19 como uma pandemia (UMAKANTHAN et al.,
2020; WHO, 2020a). Atualmente, SARS-CoV-2 esta presente em todos os paises do
mundo e, segundo o Painel de Controle da WHO, acessado em fevereiro de 2022, ja
causou mais de 430 milhdes de casos confirmados e mais de 5 milhées de oébitos.
Estados Unidos, india e Brasil s&o os paises mais afetados, ocupando o primeiro,

segundo e terceiro lugares, respectivamente, em nameros de casos (WHO, 2022).
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1.5.2.2. Manifestacdes clinica e patogénese

Os coronavirus causam infec¢des respiratérias e intestinais em animais e
humanos (CUI; LI; SHI, 2019). Em humanos, podem causar uma variedade de
infecgbes do trato respiratorio, variando de resfriado leve a sindrome respiratoria
grave (UMAKANTHAN et al., 2020; WHO, 2020b).

Os coronavirus humanos, como o alphacoronavirus HCoV-229E e o
betacoronavirus HCoV-OC43, circulam na populagcédo e, juntamente com 0s mais
recentemente identificados alphacoronavirus HCoV-NL63 e o betacoronavirus HCoV-
HKU1, causam infeccbes sazonais e geralmente leves do trato respiratério,
associadas a sintomas de resfriado comum. Ao contrario, os betacoronavirus SARS-
CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2, que surgiram na populacdo humana nos ultimos 20
anos, sao altamente patogénicos. Ao infectar células epiteliais bronquicas,
pneumacitos e células do trato respiratorio superior em humanos, as infeccées por
estes virus podem evoluir para doencas respiratorias graves, com lesdes pulmonares
e risco de vida (V’KOVSKI et al., 2021).

Covid-19, que tem como agente etioldgico o SARS-CoV-2, € uma doenca na
gual os sintomas podem se iniciar de 2 a 14 dias ap0s a exposi¢ao ao virus e qualquer
pessoa pode ter sintomas de leves a graves. Os sintomas mais comuns sao febre,
calafrios, tosse, falta de ar, dificuldade em respirar, fadiga, dores musculares ou no
corpo, dor de cabeca, perda de paladar ou olfato, dor de garganta, congestao ou
corrimento nasal, nausea ou vomito e diarreia. Os sinais de alerta séo dificuldade em
respirar, dor ou pressao persistente no peito, confuséo, incapacidade de acordar ou
ficar acordado e pele, labios ou leito ungueal palido, cinza ou azulado, dependendo
do tom da pele (CDC, 2021b).

Ao se ligar as ceélulas epiteliais no trato respiratorio, 0 SARS-CoV-2 comeca a
multiplicar, dissemina para as vias aéreas e penetra nas células epiteliais alveolares
nos pulmdes. A rapida multiplicacdo nos pulmfes pode desencadear uma forte
resposta imune, com tempestade de citocinas, que causam a sindrome do desconforto
respiratorio agudo e insuficiéncia respiratoria, que é considerada a principal causa de
morte em pacientes com Covid-19 (HU et al., 2021; HUANG et al., 2020; MEHTA et
al., 2020). Pacientes com mais de 60 anos e com doencgas pré-existentes graves tém
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maior risco de desenvolver sindrome do desconforto respiratorio agudo e morte (HU
et al., 2021; LIU, et al., 2020; WU et al., 2020).

A Covid-19 pode ser dividida em fase inicial ou inicio da infeccdo, fase
intermediaria ou pulmonar e fase hiperinflamatéria ou grave, de acordo com a
gravidade e progresséao do quadro clinico de cada individuo (SIDDIQI; MEHRA, 2020).
Na fase inicial, o virus infecta células epiteliais principalmente do trato respiratério
superior, nas regides da nasofaringe e orofaringe, com sintomas inespecificos
comuns, como febre e dores de cabeca. Neste estagio o virus pode seguir uma via
alternativa, infectando neurdnios e bulbo olfatérios, usualmente associado as perdas
de sensibilidade olfativa e palativa, podendo alcancar a regido encefélica, com
possivel acometimento do SNC e evidéncias de sinais neuroldgicos na fase
intermediaria (LI; XUE; XU, 2020).

Na fase intermediéria, o virus infecta células do trato respiratorio inferior,
levando a evolucao dos sintomas respiratérios, com acometimento pulmonar intenso.
Assim, a doenca pode progredir de casos leves para casos mais graves, em que o
estado imune ndo é mais capaz de controlar o processo inflamatério, apresentando
lesbes e comprometimento de tecidos. Ocorre uma intensa resposta imune, com
recrutamento de leucdcitos e infiltrado inflamatério, com tempestade de citocinas,
levando a processos de piroptose, extravasamento celular, aumento da
permeabilidade vascular e edema intenso, promovendo ainda mais a resposta
inflamatoria e o agravamento do quadro clinico, associados aos sinais de pneumonia,
como dispneia e hipdxia tecidual (SHI et al., 2020; TAY et al., 2020).

A doenca pode evoluir para uma sindrome respiratoria aguda grave (SRAG) e,
associado a fase pulmonar mais grave, iniciar um processo de sepse viral
desencadeado na viremia, culminando em um efeito responsivo sistémico e
acometendo, por exemplo, os tecidos cardiaco, renal e hepatico. Esse agravamento
resulta no estagio hiperinflamatorio, usualmente caracterizado por uma leséo tecidual
pulmonar extensa e associado a insuficiéncia cardiaca, podendo acarretar, por
exemplo, em uma sindrome coronariana aguda, miocardites, faléncia renal e parada

cardiorrespiratoria, até a morte do individuo (LI, HUI et al., 2020; TAY et al., 2020).
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Criancas infectadas com SARS-Cov-2 podem apresentar a sindrome
inflamatoria multissistémica pediatrica (SIMP), uma condicdo em que diferentes partes
do corpo podem ficar inflamadas, incluindo o coracado, pulmdes, rins, cérebro, pele,
olhos ou 6rgaos gastrointestinais. Os sintomas que caracterizam a SIMP sé&o febre
continua com um ou mais dos seguintes sintomas: dor de estbmago, olhos vermelhos,
diarreia, tonturas ou vertigens (sinais de pressao arterial baixa), erupcéo cutanea,
vomito (CDC, 2021a; HARWOOD; ALLIN; JONES; WHITTAKER; RAMNARAYAN;
YARDLEY; et al., 2021; WHITTAKER et al., 2020). As criancas podem apresentar
doenca de Kawasaki, sindrome do choque toxico, sepse viral e, menos comumente,
sindrome de ativacdo de macrofagos ou linfohistiocitose hemofagocitica (HARWOOD
et al.,, 2021; LI et al., 2020; RIPHAGEN et al., 2020; VINER; WHITTAKER, 2020;
WHITTAKER et al., 2020).

A infeccao por SARS-CoV-2 ja foi associada a uma variedade de complicacdes
neuroldgias, mas o espectro dessas complicacdes neuroldgicas ndo é totalmente
compreendido (BAUER et al., 2022; MISRA et al., 2021; Romero-Sanchez et al.,
2020). Estas complicagbes incluem anosmia, eventos cerebrovasculares, estado
mental alterado, neuropatias periféricas, encefalopatias e complicacdes neurolégicas
e psiquiatricas que podem durar até 6 meses apds o inicio dos sintomas, como
hemorragia intracraniana, parkinsonismo, comprometimento cognitivo e distlrbio do
sono (BAUER et al., 2022; Blomberg et al., 2021; Chou et al., 2021; Taquet et al.,
2021; Varatharaj et al., 2020). Ainda falta uma compreensdo abrangente da
patogénese das sequelas neurolégicas do SARS-CoV-2, mas, 0s possiveis
mecanismos que podem contribuir para a patogénese incluem hipdxia, danos
imunomediados, problemas de coagulacdo e invasao viral no SNC (BAUER et al.,
2022; Jafari Khaljiri et al., 2021).
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2. JUSTIFICATIVA

A emergéncia e reemergéncia de varios virus, em conjunto com a globalizacao,
através do transporte de pessoas e mercadorias, levam a expanséo das infeccoes
virais, causando epidemias e pandemias, sendo essas, um grave problema de saude

publica mundial, com impacto social e econémico.

ZIKV, DENV e SARS-CoV-2 sdo virus de grande importancia médica, que
causaram ou continuam causando epidemias e pandemias, com altas taxas de
mortalidade e morbidade. ZIKV foi identificado como responsavel por causar
microcefalia e outras malformacdes congénitas, além de sindrome de Guillain-Barré e
desordens neurolégicas. DENV pode causar dengue grave com extravasamento de
plasma, hemorragias, comprometimento de érgaos, incluindo o SNC. SARS-CoV-2
vem causando uma pandemia, com mais de 500 milhdes de casos confirmados e mais
de 6 milhdes de Obitos. No Brasil, ZIKV e DENV sdo endémicos e SARS-CoV-2
também pode se tornar endémico, sendo assim grandes problemas para o sistema de
salde publica.

Estudar os mecanismos de interacdo virus-hospedeiro, principalmente a
resposta imune frente a infeccao viral € essencial para a compreensao da patogénese,
do desenvolvimento e desfecho da doenga. Como o sistema imune inato € a primeira
linha de defesa do hospedeiro nas infecg¢des virais, possui um papel crucial na defesa,
reconhecendo os virus, estimulando a producdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias e induzindo a resposta imune adaptativa. Por outro lado, uma resposta
imune exacerbada e descontrolada nas infec¢des virais, pode causar danos celulares

e teciduais ao hospedeiro.

No sistema imune inato os TLRs sdo 0s receptores responsaveis pelo
reconhecimento de patdgenos, como 0s virus. Apos a deteccdo dos patdgenos, 0s
TLRs ativam fatores de transcricdo, através da cascata de sinalizacdo, que induzem
respostas inflamatorias, estimulando a producédo de citocinas e quimiocionas pro-

inflamatorias.

Assim a motivacdo para este estudo foi avaliar em modelo in vitro e in vivo a
interacdo de duas amostras de ZIKV isoladas no Brasil, com o hospedeiro estudando

0os TLRs ou elementos da via de sinalizacdo do sistema imune inato. O impacto desta
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interacdo foi avaliado ao comparar diferentes amostras e verificar diferencas

bioldgicas.

Adicionalmente, para avaliar os fatores do hospedeiro relacionados a infec¢éo
viral, nosso estudo avangou analisando polimorfismos em genes da resposta imune
inata, principalmente fatores relacionados a via de TLRs, em criancas infectadas com
flavivirus e com manifestacdes clinicas de sistema nervoso central e em criangas com

quadros graves de Covid-19.
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel de receptores do tipo toll (TLRsS) na resposta imune inata a
infeccdes por ZIKV, DENV e SARS-CoV-2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a ativacdo de TLR2 e TLR4 em sistema in vitro por amostras de ZIKV
isoladas no Brasil (PE243 e SPH);

e Comparar in vivo a susceptibilidade e a variacdo percentual de peso em
camundongos imunocompetentes e nocautes para MyD88, TLR2/9 e NOS2
infectados com as diferentes amostras de ZIKV (PE243 e SPH) isoladas no
Brasil;

e Quantificar citocinas e avaliar a distribuicdo do virus em 6érgdos de
camundongos imunocompetentes e MyD88 infectados via intracraniana com
as diferentes amostras de ZIKV (PE243 e SPH) isoladas no Brasil;

e Avaliar a presenca de SNPs nos genes tlr3, tlr7, tirap, myd88, oas3 e mcp-1 em
DNA de criangas com manifestagdes de SNC infectadas com ZIKV e DENV e
em criancas hospitalizadas infectadas com SARS-CoV-2

e Mensurar o nivel de citocinas e quimiocinas em LCR de criancas com

manifestacdes de SNC infectadas com ZIKV e DENV;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.Estratégias de trabalho

1. Respostaimune inata, 2. Infeccdo e imunidade inata em
dependente de TLRs, contra criancas

flavivirus: ZIKV

Criangas com manifestagoes de Criancas infectadas com

SNC infectadas com flavivirus SARS-CoV-2internadas
(ZIKV e DENV) com COVID-19 grave

T e Deteccao de Deteccédo de SNP em Deteccdo de SNP em
Modelo in vitro Modelos in vivo citocinas no genes envolvidos na genes envolvidos na

LCR resposta imune inata resposta imune inata
Infeccao em camundongos
imunocompetentes

Infeccdo SC em Infecgdo IC em
camundongos camundongos
C57BL/6 C57BLI6

Ativagdo de TLR2 e
TLR4 em células CHO

Infecgao em camundongos nocautes
para genes do sistema imune inato
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Figura 9: Fluxograma das estratégias de trabalho.

4.2.Cultivo celular

4.2.1. Células C6/36

As células C6/36 sdo células de linhagem continua de larvas de mosquito
Aedes albopictus, adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC CRL-1660).
Estas células foram cultivadas em meio Leibowitz (L-15) (Cultilab, Brasil), com adi¢é&o
dos antibioticos gentamicina (50 pg/mL) e penicilina (100 U/mL) e do antifungico
anfotericina B (5 ug/mL) e 7% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), em estufa
incubadora B.O.D. (demanda bioquimica de oxigénio) a 28° C. Estas células foram

utilizadas para a multiplicagcéo viral e obtencéo do estoque viral.
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4.2.2. Células Vero

Células Vero séo células de linhagem continua, derivadas de rim de macaco
verde africano e foram adquiridas do ATCC (CCL-81). Estas foram cultivadas em meio
Minimum Essential Medium Eagle (MEM) (Sigma-Aldrich, USA), com adicdo dos
antibioticos gentamicina (50 pg/mL) e penicilina (100 U/mL) e do antifungico
anfotericina B (5 ug/mL) e 5% de SFB (Cultilab, Brasil), mantidas em uma atmosfera

de 5% de CO2 a 37°C. Estas células foram utilizadas na titulagdo viral.
4.2.3. Células CHO

Todas as linhagens das células CHO (derivadas de ovario de hamster chinés)
sdo derivadas do clone 3E10, uma linhagem de células CHO/CD14 que foi
estavelmente transfectada com uma construcdo repérter contendo o gene estrutural
CD25 sob o controle do promotor E-selectina humano. Esse promotor contém um sitio
de ligacdo de NFkB e, portanto, a expressédo de CD25 é completamente dependente
da translocacédo do NFkB para o nucleo. As células CHO expressam TLR4 enddgeno,
que reage com anticorpo anti TLR4 humano. Estas células foram utilizadas para o
estudo da ativacdo de TLR4 ap06s infeccado com as diferentes amostras de ZIKV. Além
desta linhagem de células citada acima, também foi utilizada uma linhagem néo
responsiva ao LPS, derivada do clone 3E1022, denominado 7.19, que é o controle
negativo de células, as quais ndo respondem ao TLR2 e nem ao TLR4, quando
inoculadas por algum agonista de TLR2 ou de TLR4. As células do clone 7.19 foram
adicionalmente transfectadas estavelmente com TLR2 humano e foram utilizadas para
o0 estudo da ativacdo de TLR2 apoés a infecgdo com as diferentes amostras de ZIKV.
O fenotipo das linhagens 7.19 néo responsivo ao LPS é devido a uma mutacdo no
gene MD-2, 0 que o torna defeituoso na via de sinalizacdo TLR4 (DELUDE et al., 1998). A

via de sinalizac&o por TLR2 néo precisa da proteina MD-2.

As células CHO foram uma generosa doacdo do Dr. Douglas T. Golenbock
(University of Massachusetts Medical School, Worcester, MA). Estas células foram
cultivadas em meio F12/Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA),
suplementado com 5% de SFB (Gibco, USA), com adicéo de antibidtico ciprofloxacino
(10 pg/mL) e higromicina B (0,25 mg/mL), para as células 7.19 e TLR 4 e, para as
células TLR2, foram adicionados os antibiéticos ciprofloxacino (10 pg/mL), higromicina
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B (0,25 mg/mL) e geneticina (0,5 mg/mL). As células foram cultivadas em estufa, em

uma atmosfera de 5% de CO2 a 37°C.
4.3.Virus
4.3.1. Zika virus (ZIKV)

Duas amostras asiaticas de ZIKV isoladas em 2015 de pacientes sintomaticos
foram objeto do nosso estudo: ZIKV PE243, isolado de um paciente de Recife,
Pernambuco (DUTRA et al., 2016), cedidas por Marli Tenério Cordeiro (Instituto Aggeu
Magalhéaes /FIOCRUZ-PE); e ZIKV SPH, isolado de um paciente do sexo masculino,
de 52 anos, de Sumaré, Sao Paulo (FARIA et al., 2016), cedidas por Pedro F. C.
Vasconcelos (Instituto Evandro Chagas). Estas duas amostras foram utilizadas para
fazer uma comparacao entre as respostas imunes ativadas por cada uma. A amostra
africana MR766, gentiimente cedida pelo Dr. Mauricio Nogueira (Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto -FAMERP), também foi empregada nos testes
como controle positivo. Esta amostra foi isolada de um macaco rhesus em 1947, em

Uganda e foi multiplicada aproximadamente 150 vezes em cérebro de camundongos.
4.3.1.1. Multiplicagcao

Células C6/36 foram infectadas com ZIKV PE243, ZIKV SPH e ZIKV MR766,
diluidos em meio L-15 (Cultilab, Brasil) 0% SFB (Cultilab, Brasil), utilizando-se uma
multiplicidade de infec¢édo (m.o.i.) de 0,01. A adsorcéo das particulas virais a célula foi
feita durante 1h em B.O.D. a 28°C, sendo realizada a homogeneizagao a cada 10 min.
Em seguida, foram adicionados 10 mL de meio de cultura L-15 (Cultilab, Brasil)
suplementado com 2% de SFB (Cultilab, Brasil), antibiéticos gentamicina (50 pg/mL)
e penicilina (100 U/mL) e antifingico anfotericina B (5 pug/mL). As células infectadas
foram incubadas nas condi¢des citadas por 7 dias, sendo observadas diariamente.
Apos 7 dias, os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a 3.000 r.p.m. por 5
min (centrifuga Sorvall RT-6000B, rotor HL000B) a 4°C. O sobrenadante clarificado

foi coletado e distribuido em aliquotas de 0,2mL e estocadas a -70°C.
4.3.1.2. Titulacao

Para determinar o titulo viral em unidades formadoras de placas (p.f.u.) dos

estoques virais de ZIKV, foi utilizado o protocolo adaptado de Dulbecco e Vogt (1953).
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Foram implantadas célula Vero na concentracédo de 2 x 10° por pogo da placa de 6
pocos em meio MEM (Gibco, USA) suplementado com 5% de SFB (Cultilab, Brasil),
antibioticos gentamicina (50 ug/mL) e penicilina (100 U/mL) e antifungico anfotericina
B (5 pg/mL). Estas placas foram incubadas de um dia para o outro a 37° C em estufa
com atmosfera de 5% CO2. Em seguida, 400 pL do virus diluido seriadamente foram
inoculados em células com monocamada com cerca de 80% de confluéncia. Os virus
foram diluidos de 10! a 10°. Como controle foi utilizado um poco com células ndo
infectadas. Ap6s homogeneizacdo de 10 em 10 min durante 1h, foi adicionado meio
MEM (Gibco, USA) contendo 1% de carboximetilcelulose (CMC) (Synth, Brasil) e 2%
de SFB (Cultilab, Brasil), as placas foram incubadas a 37°C por 6 dias em estufa com
5% de CO2. As células foram fixadas em solucdo de formaldeido a 3,7% e coradas
com solucao de cristal violeta a 1%. O titulo viral foi determinado pela contagem do
namero de placas de lise multiplicado pelo inverso da diluicdo e pelo fator de diluicao,

dando o titulo final em unidades formadoras de placas por mL (u.f.p./mL).
4.4.Ativacédo de TLR2 ou TLR4 em células CHO

Para avaliar a ativacdo de TLR2 e TLR4, com consequente translocacao
nuclear de NFkB, disparada pelos virus, as células CHO foram plaqueadas na
concentracdo de 1 x 10° por poco em placas de 24 pocos. No dia seguinte, foram
infectadas pelos virus com m.o.i. de 1 e 10 e incubadas a 37°C e 5% CO:2 durante
18h. Como controle, para as células transfectadas com TLR2 foi adicionado
Staphylococcus aureus (S. aureus) (10° bactéria/poco), e, para as células
transfectadas com TLR4, foi utilizado lipopolissacarideo (LPS) (Sigma-Aldrich, USA)
(100 ng/poco), sendo que ambos também ficaram em contato com as células durante
18h em atmosfera de 5% CO2 e 37°C. ApOs este tempo, as células foram coletadas
com tripsina-EDTA, transferidas para o tubo de citdmetro e lavadas com meio e PBS
1x. Em seguida, as células foram coradas com anticorpo PE anti CD25 (mouse mAb
to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen) diluidos 1:200 em PBS 1x, no gelo e no
escuro, durante 2h. As células foram lavadas duas vezes com PBS 1x com 1 mM de
azida de sodio, homogeneizadas em PBS e examinadas em citometria de fluxo no
FACScan (BD Biosciences, USA), no IRR, com o auxilio do técnico responsavel. As

andalises foram feitas utilizando o software FlowJo.
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4.5.Modelo animal

Camundongos de 6 a 8 semanas das linhagens C57BL/6 e 0s nocautes para
TLR2/9"-, MyD88”- e NOS2", no background C57BL/6, foram fornecidos pelo biotério
do Instituto René Rachou (IRR) e/ou Centro de Criagdo de Animais de Laboratorio
(CECAL/Fiocruz) e CEBIO/UFMG. Os camundongos foram mantidos em
microisoladores e em estantes ventiladas no Biotério de Experimentacédo do IRR ou
no Biotério do departamento de Microbiologia da UFMG, onde a temperatura (entre
22 e 24°C), umidade, ventilagdo, higienizacdo e iluminagdo foram rigorosamente
controladas. Alimentacdo e agua foram fornecidas ad libitum. Os animais foram
identificados através de marcacdes na cauda (utilizando caneta marcador

permanente).

Todos os protocolos de experimentacdo animal foram aprovados pela
Comissdo de Etica em Experimentacéo Animal (CEUA) da FIOCRUZ e da UFMG. A
licenca para o projeto “Estudo da resposta imune inata contra Zika virus em modelo
murino” aprovada pela CEUA-FIOCRUZ teve duracao até 28/11/2020 sob o nimero
LW-33/16. A licenga para o projeto “Producédo de moléculas da resposta imune inata
contra Zika virus em modelo animal” aprovada pela CEUA-UFMG tem duracao até
14/01/2023 sob numero 381/2018.

Antes da eutanasia e da infec¢do, os camundongos foram anestesiados com
cloridrato de cetamina (100mg/kg) e cloridrato de xilazina (10mg/kg) conforme Manual
de Normas Técnicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo (USP) 2004, por via intraperitoneal, no quadrante lateral inferior direito, com
volume maximo 40uL, com agulha 8,0 x 0,3 mm, e seringa BD Ultra-fine Il de 50 Ul ou
0,5 mL. Apos aplicacdo do medicamento, o plano anestésico foi monitorado pela

avaliacao dos reflexos motores e palpebrais dos camundongos.
4.5.1. Vias de inoculacéo
4.5.1.1. Infeccdo subcutéanea (SC)

Os camundongos da linhagem C57BL/6 receberam o inéculo subcutaneo com
100 L de ZIKV PE243, ZIKV SPH e ZIKV MR766. A infeccédo SC foi feita com o animal

imobilizado utilizando agulha 8,0 x 0,3 mm e seringa BD Ultra-fine 1l de 50 Ul ou 0,5mL.
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A guantidade de virus inoculada foi de 5x10* p.f.u. por animal. Os animais controle
(mock) receberam a mesma quantidade de inéculo contendo sobrenadante de células
C6/36. Para o procedimento, o animal foi posicionado com a sua face ventral voltada
para baixo. A injecdo foi aplicada no dorso do animal. Os camundongos foram
observados e pesados diariamente durante 3 semanas e a sobrevivéncia e pesos
obtidos foram plotados no Prism (GraphPad) para determinar a curva de sobrevivéncia

e porcentagem de perda de peso.
4.5.1.2. Infeccéo intracraniana (IC)

A infeccdo intracraniana (IC) dos camundongos utilizada foi a mesma
previamente descrita em varios trabalhos do nosso grupo de pesquisa (AMARAL et
al., 2011; DE MIRANDA et al., 2012; DE SOUZA et al., 2013; FERREIRA et al., 2010;
SANTOS et al., 2018).

Resumidamente, apo0s anestesiados, a inoculacdo viral via IC nos
camundongos foi feita com agulha 8,0 x 0,3 mm e seringa BD Ultra-fine 1l de 50 Ul ou
0,5 ml. O inéculo foi feito no quadrante esquerdo e posterior do cérebro do
camundongo sendo a profundidade de penetracdo da agulha no cérebro do
camundongo de 2 mm (Figura 10). Durante o periodo de anestesia dos camundongos,
o plano anestésico foi monitorado pela avaliacdo dos reflexos motores e palpebrais
dos camundongos. A inoculacgéo foi feita em capela de fluxo laminar no biotério de

experimentacdo do IRR ou do departamento de Microbiologia da UFMG.
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Figura 10: llustracgdo da inoculacdo intracraniana em camundongos. Adaptado:
http://www.clodrosome.com/routes-of-administration/intracerebral-injection/. Acesso em 07/12/2021.

Para determinar a dose ideal para infec¢éo viral, camundongos C57BL/6 foram
inoculados via IC com 10 pl de suspenséo viral contendo 4x10? p.f.u., 4x10% p.f.u e
2x10%p.f.u de ZIKV PE243 e ZIKV SPH. Os animais utilizados como controle positivo
receberam 10 pL de suspensédo viral contendo 4x10% p.f.u. de ZIKV MR766. Os
animais “mock infected” foram inoculados com 10 pl do sobrenadante das células
C6/36 nao infectadas obtido no experimento de producgéo do estoque dos respectivos
virus. Os animais foram observados e pesados diariamente durante 3 semanas para
determinar a curva de sobrevivéncia e perda de peso e para verificar a presencga de
sinais clinicos como perda de peso, prostracdo, ericamento dos pelos, arqueamento
do dorso, conjuntivite, tremores e paralisia. Os camundongos que apresentaram sinais
acompanhados de perda de peso de 25% foram eutanasiados, de acordo com

recomendacdo do comité de ética.

Definida a dose ideal, animais C57BL/6 e nocautes para TLR2/97-, MyD88"- e
NOS27- foram inoculados via IC com 10 pl da suspenséo viral contendo 4x102 p.f.u.
de ZIKV PE243, ZIKV SPH ou ZIKV MR766. Os animais “mock infected” foram
inoculados com 10 pl do sobrenadante das células C6/36 nao infectadas obtido no

experimento de producdo do estoque dos respectivos virus. Para a determinacao da
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curva de sobrevivéncia e de porcentagem de perda de peso e verificar a presenca de
sinais clinicos, os camundongos foram observados e pesados diariamente durante 3
semanas. Os camundongos que apresentaram sinais acompanhados de perda de
peso de 25% foram eutanasiados, de acordo com recomendacao do comité de ética.

Camundongos C57BL/6 e nocautes para Myd88-- foram inoculados via IC com
10 pL de suspenséo viral contendo 4x10? p.f.u. de ZIKV PE243, ZIKV SPH e ZIKV
MR766 e foram eutanasiados ap0s 3 dias da infeccdo. Estes animais também foram
pesados diariamente. Imediatamente apds a eutanasia, foi feita a coleta de sangue e
a retirada de maneira asséptica do cérebro, figado, baco, rins e testiculos/ovarios. Os
orgaos foram pesados e acondicionados em microtubos, sendo imediatamente
congelados a -70°C, para posterior utilizacao nos ensaios para deteccado de RNA viral,

quantificacdo de citocinas ou deteccao de particulas virais.
4.5.2. gPCR para deteccdo de RNA viral
45.2.1. Extracdo de RNA viral

A extracdo do RNA viral foi feita utilizando o kit de extragdo QlAamp® Viral RNA
(QIAGEN, USA) seguindo as instru¢des do fabricante. Resumidamente, 140 pL dos
sobrenadantes obtidos no item 5.2.1.1. foram adicionados a 560 uL do tampao AVL e
incubado a temperatura ambiente por 10 min. Foram adicionados 560 uL de etanol
absoluto e a solucdo foi homogeneizada. O volume total da amostra foi aplicado na
coluna de silica (em duas vezes de 630 pL), a qual foi centrifugada. Foram feitas duas
lavagens com os tampdes AW1 e AW2 para retirada de outros componentes celulares
e possiveis residuos. O RNA viral foi eluido com 60 yL de tampao AVE e armazenado
a -70°C. O RNA viral foi utilizado como controle positivo nas reagfes de PCR em

tempo real para deteccado de RNA viral nos 6rgaos dos camundongos infectados.
45.2.2. Extracdo de RNA total de tecidos

Os orgéaos cérebro, figado, baco, rins e testiculos dos animais C57BL/6 foram

submetidos a extracdo de RNA.

A extracdo do RNA foi feita segundo o protocolo indicado pelo fabricante do
reagente de TRIzol (Invitrogen, USA). Resumidamente, o tecido (aproximadamente

80mg) foi macerado em homogeneizador MiniBeadBetter-16 modelo 607 (BioSpec,
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USA) durante 1 min. Apés 5 min de incubacéo a temperatura ambiente, foi adicionado
200 pL de cloroférmio. A mistura foi homogeneizada e incubada a temperatura
ambiente por 15 min. A separacao das fases foi feita por centrifugacdo a 12000 x ¢
por 15 min a 4°C (centrifuga Eppendorf 5415R). A fase aquosa (superior,
transparente), onde o RNA esta presente, foi coletada e transferida para um novo
tubo. A precipitacdo do RNA foi feita com a adicdo de isopropanol, seguida de
centrifugacdo a 12000 x g por 10 min a 4°C (centrifuga Eppendorf 5415R). O
sobrenadante foi descartado e o RNA dissolvido em agua RNase/DNase free. O RNA
extraido foi quantificado no espectrofotdometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific)

a 260nm e armazenado a -70°C.
4.5.2.3. qPCR One-step para ZIKV

Para qPCR foram utilizados os iniciadores e sondas listados na tabela 1. Para
cada reacdo, foram utilizados 1 puL do RNA obtido no item 4.3.2.2, 5 yL de GoTaqg®
Probe gPCR Master Mix (Promega, USA), 0,5 pL de cada iniciador (10uM), 0,2 uL da
sonda (10uM), 0,2 uL da enzima GoScript RT (Promega, USA) e H20 ultrapura g.s.p.
10uL. As amostras foram amplificadas no ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, USA), seguindo as condic¢des: 45° por 15 min para a transcricao reversa,
seguido de desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de

desnaturacao a 95°C por 15s e pareamento e extensdo a 60°C por 1 min.

Tabela 1: Iniciadores e sonda utilizados para detecgdo de RNA viral.

Alvo Sequéncia Gene Fragmento Referéncia
Alvo
F — CCGCTGCCCAACACAAG
Lanciotti et al.,
ZIKV R — CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT ENV 76pb
2008.

P — [fam]AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA
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4.5.3. Determinacéo de titulo viral em 6rgdos de camundongos

Para detectar a presenca de particulas virais infecciosas, os tecidos de
interesse foram retirados de maneira asséptica, pesados e imediatamente
homogeneizados em solugdo de PBS 1X em homogeneizador MiniBeadBetter-16
modelo 607 (BioSpec, USA) durante 1 min. e centrifugados a 1000 x g por 15 min a
4°C (centrifuga Eppendorf 5415R). A titulacdo foi feita em células Vero, seguindo o

protocolo descrito no item 5.2.1.2.
4.5.4. Cytometric Beads Array (CBA)

Ensaios citofluorométricos com microesferas fluorescentes (Cytometric Beads
Array — CBA) (BD Biosciences, USA) foram feitos para dosar os niveis de IL-6, IL-10,
MCP-1, IFNy, TNF e IL12-70 no cérebro, figado, baco, rins e testiculos, dos
camundongos C57BL/6 e nocautes para MyD88-. Nestes ensaios foi empregada uma
mistura de microesferas recobertas com anticorpos especificos, com distintas
intensidades de fluorescéncia, que combinada a citometria de fluxo permitem a

deteccao das citocinas de interesse.

Assim, para a realizagédo destes ensaios, o0s tecidos foram retirados de maneira
asséptica e imediatamente homogeneizados em homogeneizador MiniBeadBetter-16
modelo 607 (BioSpec, USA) em solucdo de PBS 1X contendo inibidores de protease
(cOmplete, Mini, EDTA-free — Hoffmann—La Roche, Suica) e centrifugados a 1000 x g
por 15 min a 4°C (centrifuga Eppendorf 5415R) por duas vezes. Em seguida, 0s
sobrenadantes foram coletados e analisados, de acordo com as orientacdes do
fabricante do kit de CBA (Mouse Inflammation Kit - BD Biosciences, USA). A leitura
das amostras foi feita no equipamento FACScan (BD Biosciences, USA) da plataforma

de citometria do IRR.
4.6. Amostras clinicas de liquido cefalorraquidiano (LCR)

As amostras de LCR foram provenientes do Hospital Infantil Jodo Paulo
[II/FEHMIG (HIJPII), situado em Belo Horizonte — MG, em casos de manifestacdes de
SNC em criangas de 0 a 15 anos, entre os anos de 2014 e 2019. As amostras foram
acompanhadas de dados do prontuéario dos pacientes, os dados citoquimicos do LCR

e o diagnostico da doenca estabelecido pelo prontuario do hospital. As amostras
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coletadas foram acondicionadas em nitrogénio liquido até serem transportadas para
o Laboratdrio de Virus na UFMG, onde permaneceram armazenadas a temperatura
de -80°C até a realizacdo de testes moleculares para detec¢do de virus. A deteccéo
do RNA viral foi feita por PCR em tempo real para as amostras de ZIKV e PCR para
DENV foi realizada previamente em outros estudos no Laboratorio de Virus. Para este
estudo, foram utilizadas amostras positivas para ZIKV e DENV. Este projeto foi
aprovado no Comité de Etica na Pesquisa do HIJPII (n° 66691617.2.3002.5119) e no
Comité de Etica do Instituto René Rachou (n° 66691617.2.3001.5091), com suporte
financeiro das agéncias CAPES, CNPq, Instituto René Rachou, DECIT, PAPES
VI/FIOCRUZ PrPq — UFMG e FNDCT N° 14/2016 - Prevencdo e Combate ao virus
Zika.

As amostras de sangue de criangas foram coletadas no HIJPIl. As amostras
foram acompanhadas dos prontuarios dos pacientes. Todas as amostras utilizadas
sao de pacientes que foram infectados por SARS-CoV-2 confirmado por RT-PCR ou
teste rapido e internados com complicac6es em UTI. O sangue foi coletado em tubo
de coleta de sangue a vacuo com EDTA e armazenado em freezer -20°C até o seu
processamento. Este projeto foi aprovado no Comité de Etica na Pesquisa do Instituto
René Rachou (n° 37207920.6.0000.5091).

4.6.1. Deteccdao de citocinas em LCR de pacientes infectados com ZIKV
e DENV

Para deteccdo de citocinas no LCR dos pacientes, 50 yuL de LCR foram
centrifugados a 1000 x g durante 5 min a 4°C (centrifuga Eppendorf 5415R) para
separacao dos debris celulares. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem das
citocinas IFNy, TNF, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2, a qual foi realizada seguindo o protocolo
descrito pelo fabricante do kit de CBA Human Thl1/Th2 Cytokine Kit 1l (BD

Biosciences).
4.7.Anélise de SNP

Para analisar a presenca de SNPs em genes de TLRs e em proteinas da
cascata ativada por TLRs associados as infeccdes virais foi feita uma busca no
PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Os SNP selecionados foram:
rs3775291 (SANTOS et al., 2019) e rs5743316 (BIYANI et al., 2015) no gene de tir3;
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rs179008 no gene de tir7 (MUKHERJEE et al., 2019); rs8177374 no gene de tirap
(ALAGARASU et al., 2015); rs387907272 no gene de myd88 (CHANG et al., 2016);
rs1024611 no gene de mcp-1 (CHOWDHURY et al., 2017) e; rs61942233 no gene de
oas3 (DUTTA et al., 2017).

4.7.1. Desenho dos iniciadores

As sequéncias dos genes foram obtidas no GenBank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Utilizando-se a ferramenta Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) foi selecionada uma sequéncia de 150 a 500 pares
de bases antes e apds o local do SNP para desenho dos pares de iniciadores através
da ferramenta Pick Primers (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Foram
escolhidas temperaturas de pareamento entre 50°C e 57°C com tamanho do
fragmento amplificado de até 500 pares de base. Os iniciadores escolhidos foram
analisados quanto a formacé&o de hairpin, heterodimeros e homodimeros utilizando a

ferramenta OligoAnalyzer da IDT (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer).

Os iniciadores utilizados estdo descritos na tabela 2.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer

Tabela 2: Iniciadores utilizados na analise de SNP.
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Gene SNP ID Alteracao Consequ_enua Iniciadores Fragmento
genética (pb)
rs3775291 C>T Sem sentido
F-TCT TGG GAC TAA AGT GGA CA
tir3 470
R - CCC AAC CAA GAG AAAGCATC
rs5743316 A>T Sem sentido
F - AGA GAG GCA GCA AAT GGG AA
tir7 rs179008 A>T Sem sentido 172
R - TAG GAA ACC ATC TAG CCC CA
F-GGT GCAAGT ACCAGATGCT
tirap rs8177374 C>T Sem sentido 181
R-CAACGCATGACAGCTTCTTT
F-ATG GCT GTT GTT AAC CCT GG
myd88 rs387907272 T>C Sem sentido 180
R - AGT CGC AGA CAG TGATGA AC
F-CTTTCCCTTGTG TGT CCCC
mcp-1 rs1024611 A>G Nenhuma 332
R - ACA GTA AAC ACA GGG AAG GT
Codon d F - GCT GCT TCA GCC AGT TCA
oas3  rs61942233  C>T odon de 157
terminacao

R -GTC AGT GAG AAG CTC AGC A

4.7.2. Extracdo de DNA

O DNA genbmico das amostras de LCR e sangue foi extraido utilizando o kit

DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), de acordo com as especificacdes do fabricante.

Foram adicionados 20 pl da Proteinase K (600 mAU/mL) fornecida pelo kit em 50 a

100 uL de LCR e 100 pL de sangue, para otimizagao da lise das amostras. Os volumes

foram ajustados para 220 yL com PBS 1X. Foi adicionado 200 pyL do tampéao de lise

AL, seguido de homogeneizacao e incubacéo a 56 °C por 60 min. Apos a incubacéo,

foram adicionados 200 pL de etanol 100% (Merck) e centrifugado na coluna

disponibilizada por 1 min a 6000 x g (centrifuga Eppendorf 5415R). Foram adicionados

500 pL do tampéo de lavagem AW 1, seguido de centrifugagdo nas mesmas condigbes

anteriores. Em seguida, foi adicionado 500 pyL do tampéo de lavagem AW2, seguido
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de centrifugacédo por 3 min a 12000 x g (centrifuga Eppendorf 5415R). O DNA das
amostras de LCR foi eluido com 50 pyL do tampéao de eluicdo e o DNA das amostras
de sangue foi eluido com 200 pL, foi feita incubagao por 1 min a temperatura ambiente,
seguido de centrifugagcdo por 1 minuto a 6000 x g (centrifuga Eppendorf 5415R). O

DNA obtido foi armazenado em freezer -20°C.

4.7.3. PCR para amplificagc&o dos genes tIr3, tIr7, tirap, myd88, mcp-1 e
oas3

A amplificacéo do DNA dos fragmentos de genes de tIr3, tIr7, tirap, myd88, mcp-
1 e oas3 foi feita pela PCR utilizando-se como molde o DNA extraido de amostras de

LCR e de sangue.

Na reacao foram adicionados 9,5 uL de DNA extraidos de LCR, 0,25 uL de
cada iniciador a 10 mM e 10 pL de GoTag® Probe gPCR Master Mix (Promega, USA)
para um volume final de 20 pL. Entretanto, na reacéo utilizando o DNA extraido de
amostras de sangue, foram utilizados 4 uL de DNA, 0,125 uL de cada iniciador a 10
mM; 10 pL de GoTag® Probe qPCR Master Mix (Promega, USA) e agua para um
volume final de 20 pL.

As amplificacdes foram feitas em termociclador (Eppendorf), seguindo as
seguintes variacfes de temperatura: desnaturacao inicial a 94°C por 2 min, seguida
de 40 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 s, pareamento a 55°C por 30 s e extenséo
a 72°C por 30 s. Seguido de extensao final de 72°C por 1 min. Os iniciadores utilizados
estdo descritos na tabela 2.

Para a analise dos fragmentos de DNA amplificados, 5 pL da reacdo foram
fracionados por eletroforese em gel agarose a 2 %, a 100 V, em tampao TAE 1X (Tris
40mM, &cido acético 20 mM e EDTA 1 mM). O gel foi corado durante 30 min com
corante de DNA SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado em transiluminador de luz azul

(Thermo Scientific).
4.7.4. Purificacdo do DNA amplificado por PCR

Quando a visualizacdo em gel de agarose mostrou banda Unica, a purificacao
foi feita diretamente do produto de PCR, utilizando os kits Gel Band Purification (GE
Healthcare, USA) ou QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Alemanha). Quando duas



68

ou mais bandas foram visualizadas no gel, a banda de interesse foi cortada do gel e
purificada utilizando os kits Gel Band Purification (GE Healthcare, USA) ou QIAquick
Gel Extraction Kit (Qiagen, Alemanha). As purificacdes foram feitas de acordo com

cada fabricante.

Para o kit Gel Band Purification (GE Healthcare, USA), para cada 15 uL do
produto de PCR ou 100 g de agarose, foram adicionados 500 uL do tampao de captura
3 e foi feita a transferéncia para a coluna fornecida pelo kit. Foi feita centrifugacéo por
30 s a 16000 x g (centrifuga Eppendorf 5415R). A coluna foi lavada com 500 pL do
tampéao de lavagem 1, seguido de centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes. Em seguida,
foi feita a eluicdo em 30 yL do tampédo de eluigdo 6, foi feita a incubacdo em
temperatura ambiente durante 1min seguido de centrifugagéo por 1 min a 16000 x g
(centrifuga Eppendorf 5415R).

Para o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, Alemanha), foram adicionados
75 uL do tampao para cada 15 uL de reacéo e foi feita a transferéncia para a coluna
fornecida pelo kit que foi centrifugada por 1 min a 16000 x g (centrifuga Eppendorf
5415R). A coluna foi lavada com 700 pL do tampéo PE, seguido de centrifugagao nas
mesmas condi¢des. O conteudo foi descartado e o tubo coletor foi reaproveitado em
uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes. O DNA foi eluido em 50 pL de

tampéo EB, incubado durante 1 min e centrifugado nas mesmas condicoes.

Para o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Alemanha), foram adicionados 300
ML do tampdo QG em 100 g de gel de agarose, foi feita incubacao a 50°C por 10 min.
Apds completa dissolucdo do gel, foram adicionados 100 pL de isopropanol (Merck,
Alemanha), foi homogeneizado e o conteudo foi transferido para uma coluna fornecida
pelo kit. Foi feita centrifugacdo por 1min a 16000 x g (centrifuga Eppendorf 5415R) e
o conteudo foi descartado. Para retirar qualquer excesso de gel, foi adicionado 500 uL
do tampao QG e foi feita nova centrifugagdo nas mesmas condi¢goes. A coluna foi
lavada com 700 pL do tampao PE, seguido de centrifugagdo nas mesmas condigoes.
O conteudo foi descartado e o tubo coletor foi reaproveitado em nova centrifugacao a
7900 x g por 1 min (centrifuga Eppendorf 5415R). O DNA foi eluido em 50 pL de
tampéao PE, incubado durante 5 min e centrifugado por 1min a 16000 x g (centrifuga
Eppendorf 5415R). Todos os DNAs purificados obtidos foram quantificados em
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espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA) e armazenados em

freezer -20°C.
4.7.5. Sequenciamento Sanger e andlise das sequéncias

Os DNAs amplificados por PCR e purificados foram sequenciados pelo método
de sequenciamento Sanger pela equipe da plataforma de sequenciamento de DNA do
IRR utilizando o sequenciador de DNA - ABI 3730 da Thermo Fisher. Cada amostra
foi sequenciada em duplicada com os inciadores forward e reverse. As sequéncias
obtidas para cada gene de interesse foram alinhadas com as sequéncias de referéncia
obtidas no GenBank, utilizando-se o software MEGA-X, determinando assim a posi¢cao
da base de interesse (SNP) na sequéncia obtida. Apos determinar a posi¢cao do SNP,
foi feita a analise nos softwares Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) e
novoSNP (Department of Molecular Genetics - VIB and University of Antwerp), quando
a base visualizada correspondia com a base da sequéncia referéncia (Figura 11A), a
amostra foi denominada homozigoto normal (Figura 11C). Quando a base visualizada
correspondia a base mutada, a amostra foi denominada homozigoto mutado (Figura
11B), e quando foram visualizadas as duas bases mutadas, a amostra foi denominada
heterozigoto (Figura 11D).
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Figura 11: Anélise do SNP rs179008 no gene tlr7 em DNA de criancas infectadas com SARS-
CoV-2 no programa novoSNP. A) Sequéncia referéncia obtida no GenBank; B) Amostra homozigoto
mutada; C) Amostra homozigoto normal; D) Amostra heterozigoto.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Resposta imune inata, dependente de TLRs, contra flavivirus: ZIKV
5.1.1. Ativagdo de TLR2 e TLR4 in vitro em células CHO por ZIKV

Para avaliar a ativacdo dos TLRs por ZIKV foi empregado um modelo de células
CHO transfectadas estavelmente com os TLR2 e TLR4 que foram expostas as

amostras de ZIKV PE243, SPH, isoladas no Brasil, e a amostra africana MR766.

A ativacéo de TLR2 foi observada nas células CHO exposta aos ZIKV PE243,
SPH e MR766 somente com a m.o.i. 10 (Figura 12). A ativagéo de TLR2 foi diferente
entre as amostras de ZIKV pois ZIKV SPH induziu ativagéo inferior a 10% e PE243 e
MR766, induziram ativacdo superior a 20% (Figura 12). Nao foi observada ativacao
de TLR4 apds a exposicao das células com ZIKV PE243, SPH ou MR766 nas m.o.i.
empregadas (Figura 12).
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Figura 12: Ativacdo de TLR2 por ZIKV. Células CHOs transfectadas estavelmente com TLR2
(TLR2+), TLR4 (TLR4+) ou com nenhum deles (TLR2- / TLR4-) foram plaqueadas na concentracéo de
1 x 105 células por poco em placa de 24 pocos. As células foram estimuladas com ZIKV PE243, SPH
e MR766 com m.o.i.= 1 e m.o.i = 10. Como controles positivos foram utilizados S. aureus (102 bactérias
por poco), para TLR2, e LPS (100ng/mL), para TLR4. Também foi utilizado sobrenadante de células
C6/36 (mock), no qual os virus foram multiplicados. ApGs 18h de incubacéo, as células foram coletadas
e coradas com anticorpo (mouse mAb to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen). A leitura foi feita
no citbmetro FACSCalibur (BD Biosciences) e as analises no software FlowJo. Os resultados foram
apresentados como porcentagem da expressao de CD25 em células estimuladas menos percentagem
de expressao de CD25 em células ndo estimuladas. Histograma vermelho: células ndo estimuladas
marcadas com anticorpo CD25 PE, Histograma azul: células estimuladas marcadas com anticorpo
CD25 PE.

Os nossos resultados indicaram diferencas biolégicas na resposta entre as
duas amostras brasileiras e corroboraram estudos de Chen e colaboradores (2015)
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com outro flavivirus, o DENV. Estes autores também demonstraram que TLR2 foi
ativado pela proteina NS1 de DENV em células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) infectadas (CHEN; NG; CHU, 2015). Porém, Azeredo e colaboradores (2010)
demonstraram que além de TLR2, TLR4 também foi expresso na superficie de
monacitos isolados de pacientes com dengue na fase aguda da doenca. Modhiran e
colaboradores (2015) também obtiveram resultados que demonstraram que a proteina
NS1 de DENV ativa TLR4 em PBMC humano e em macrofagos murinos. Nossos
resultados ndo demonstraram a ativacdo de TLR4, o que pode ter ocorrido pois a
célula utilizada é epitelial e ndo uma célula do sistema imune, que foi o caso dos

estudos citados.
5.1.2. Modelos in vivo para estudo da resposta imune contra ZIKV

Os modelos animais mais utilizados para estudo de ZIKV sdo animais nocautes,
principalmente animais deficientes na via de sinalizacdo de IFN, visto que
camundongos adultos e imunocompetentes sao resistentes a infeccéo. Estes modelos
podem nao refletir a doengca humana e ndo sao ideais para uma boa compreenséao da

patogénese e da resposta imune contra o virus (PARDY et al., 2017).

O objetivo do nosso trabalho foi estudar e comparar a resposta imune inata
apos a infeccdo com diferentes de ZIKV, as amostras brasileiras PE243 e SPH, da
linhagem asidtica, portanto em nosso estudo foram utilizados camundongos
imunocompetentes. Duas vias de inoculagcdo em camundongos imunocompetentes
C57BL/6, a subcutanea (SC) e via intracraniana (IC), foram testadas. A infeccéo pela
via SC é a que mais se assemelha a infec¢ao natural por ZIKV, ja a infecgéo via IC é
um modelo comumente utilizado e padronizado pelo nosso grupo em infec¢cées com
DENV (FERREIRA et al., 2010; AMARAL et al., 2011; DE MIRANDA et al., 2012; de
SOUZA et al., 2013; CAMPOS, 2016; SANTOS et al., 2018). Como controle positivo,
foi utilizado o ZIKV MR766, da linhagem africana, que é uma amostra adaptada ao
camundongo (DICK, 1952b).

5.1.2.1. Modelo de infeccao por via SC em camundongos
imunocompetentes infectados com ZIKV

Camundongos C57BL/6 foram infectados via SC com 1x10° p.f.u. de ZIKV
PE243, SPH e MR766, observados e pesados diariamente.
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FIGURA 13: Curva de sobrevivéncia em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade
submetidos a infeccdo subcutdnea com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino foram
infectados pela via subcutdnea com 1x10° p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), ZIKV SPH (n = 6) e ZIKV
MR766 (n = 5). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para
avaliacéo dos sinais clinicos, alteracdes de peso corporal e mortalidade. Como controle (n = 6) foram
utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock).
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FIGURA 14: Variacdo percentual de peso em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade
submetidos a infeccdo subcutanea com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino foram
infectados pela via subcutanea com 1x10° p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), ZIKV SPH (n = 6) e ZIKV
MR766 (n = 5). Como controle (n = 6) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes
de células C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes
para avaliagdo dos sinais clinicos, alteracdes de peso corporal e mortalidade. A analise estatistica foi
feita com o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
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Os camundongos C57BL/6 infectados via SC com 1x10° p.f.u. néo
apresentaram sinais clinicos ou mortalidade (Figura 13), tendo comportamento
semelhante aos camundongos né&o infectados (mock). Nenhum grupo de
camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 ou SPH, nem mesmo o controle
positivo (MR766), apresentou perda de peso (Figura 14). Foi feito teste néo-
paramétrico de Mann-Whitney e nédo foi observada diferenca estatistica na variacao
percentual de pesos entre os grupos (Figura 14). Estes resultados corroboram estudos
publicados, os quais demonstraram que camundongos C57BL/6 adultos infectados
via SC com amostras de ZIKV, mesmo o ZIKV MR766, ndo apresentaram sinais
clinicos, perda de peso ou Obito (Lazear et al., 2016; Rossi et al., 2016; Saiz, 2016;
Shin et al., 2021). Porém, foi possivel observar que a partir do 5° d.p.i. ha uma
tendéncia de reducéo de ganho de peso corporal nos camundongos infectados com
ZIKV PE243, SPH e MR766 em relacdo aos camundongos mock (Figura 14). Este
experimento foi realizado uma vez e por corroborar a literatura, este modelo néo foi

empregado em nossos estudos posteriores.

5.1.2.2. Modelo e infec¢éo por via IC em camundongos

imunocompetentes com ZIKV

Como os camundongos infectados via SC ndo apresentaram sinais, nem
mesmo os infectados com o controle positivo ZIKV MR766, foram feitos experimentos
empregando a inoculagdo IC. Este modelo de infeccdo tem sido utilizado para
inoculacdo de DENV em varios trabalhos do nosso grupo (FERREIRA et al., 2010;
AMARAL et al., 2011; DE MIRANDA et al., 2012; de SOUZA et al., 2013; CAMPOS,
2016; SANTOS et al., 2018). Nestes trabalhos, foi avaliado o potencial de
neuroviruléncia de uma amostra de DENV n&o adaptada em camundongos
imunocompetentes. Assim sendo, esta via de inoculacdo foi empregada para avaliar
possiveis diferencas de neuroviruléncia das amostras ZIKV PE243 e SPH em

camundongos imunocompetentes.
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5.1.2.2.1. Susceptibilidade e variacédo percentual de peso em

camundongos imunocompetentes infectados via IC

Camundongos C57BL/6 foram inoculados via IC com diferentes doses de ZIKV
PE243 e SPH. Apés a infeccdo, os camundongos foram monitorados e pesados

diariamente durante 21 dias.
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Figura 15: Curva de sobrevivéncia em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade
submetidos a infecg¢do intracraniana com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino (n = 5)
foram infectados pela via intracraniana com 4x102 p.f.u., 4x108 p.f.u ou 2x10% p.f.u. de ZIKV PE243 e
SPH, ou com 4x10? p.f.u. de ZIKV MR766. Como controle (n = 5) foram utilizados camundongos
inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados
diariamente nos 21 dias subsequentes para avaliagdo dos sinais clinicos, alteraces de peso corporal
e mortalidade. A andlise estatistica foi feita com o teste Logrank. *p < 0,05 quando comparados com
grupo controle (mock).

Conforme mostrado na figura 14, os camundongos C57BL/6 infectados com
PE243 e SPH ndo apresentaram mortalidade ou sinais clinicos nas doses 4 x 102
p.f.u., 4 x10% p.f.ue 2 x 10 p.f.u testadas. Os camundongos C57BL/6 infectados com
ZIKV MR766 apresentaram mortalidade de 80% (Figura 15), o que esta de acordo
com dados descritos na literatura (DICK, 1952b; HAYASHIDA et al.,, 2019). Os
camundongos inoculados com MR766 apresentaram sinais clinicos como
encurvamento do dorso, ericamento do pelo, conjuntivite e paralisia (Figura 16) a partir
do 6°d.p.i e morreram entre 0 8° e 0 12° d.p.i. (Figura 15). Um camundongo infectado
com ZIKV MR766 apresentou perda de peso de mais de 25% e foi eutanasiado no 9°
d.p.i.
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Figura 16: Sinais clinicos apresentados por camundongos C57BL/6 infectados via intracraniana
com 4x10? p.f.u. de ZIKV MR766. Camundongos C57BI/6 selvagens infectados por via IC com 4x102
p.f.u. de ZIKV MR766 foram pesados e observados diariamente para avaliacdo dos sinais clinicos e
mortalidade. A) Ericamento dos pelos e encurvamento do dorso; B) Conjuntivite dia XX e C) Conjuntivite
dia XXX; D) Paralisia.

Os camundongos C57BL/6 foram pesados diariamente e, para melhor
visualizacdo, os graficos da variacdo percentual de peso estdo demonstrados
separados na figura 17. A figura 17a apresenta os resultados dos camundongos
C57BL/6 infectados com as diluigoes de ZIKV PE243 e 4x10? p.f.u. ZIKV MR766. A
figura 17b apresenta os resultados dos camundongos C57BL/6 infectados com as
diluicdes de ZIKV SPH e 4x10? p.f.u. ZIKV MR766.
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Figura 17: Variac&o percentual de peso em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade
submetidos a infecgdo intracraniana com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino (n = 5)
foram infectados pela via intracraniana com ZIKV PE243, SPH e MR766. Como controle (n = 5) foram
utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os camundongos
foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para avaliacdo dos sinais clinicos, alteracdes
de peso corporal e mortalidade. A variacdo percentual de peso em camundongos infectados via IC foi
avaliada. a) 4x102 p.f.u., 4x10% p.f.u e 2x10% p.f.u de ZIKV PE243 b) 4x10? p.f.u., 4x103 p.f.u e 2x10*
p.f.u de ZIKV SPH. A andlise estatistica foi feita com o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. * p <
0,05 **p < 0,01 e ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock).

Nos camundongos infectados com ZIKV PE243, a partir do 6° d.p.i.,
independente da concentracdo de virus empregada, houve um ganho de peso

significativamente menor quando comparados aos camundongos mock (Figura 17a).
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Esta diferenca foi de aproximadamente 5% no 6° e 7° d.p.i. e aumentou para
aproximadamente 10% do 8° ao 21° d.p.i. A andlise estatistica com teste néo-
paramétrico de Mann-Whitney mostrou diferenca estatistica entre todos os grupos
infectados comparados ao mock, com p < 0,05 para os grupos infectados com 4x103
p.f.ue 2x10%p.f.u e de p < 0,01 para o grupo infectado com 4x10? p.f.u de ZIKV PE243.

Diferentemente dos camundongos infectados com ZIKV PE243, ndo houve
variagdo significativa nos pesos dos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV

SPH em nenhuma das condi¢des de concentracao de virus empregadas (Figura 17b).

Como né&o foi observada diferenca nas variacdes de peso corporal entre os
camundongos infectados com ZIKV SPH nas diferentes concentragbes de virus
(Figura 17b) e nos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 a significancia
estatistica foi maior com a inoculacéo de 4x10? p.f.u (Figura 17a), esta concentracédo
foi empregada nos outros dois experimentos sucessivos que foram feitos

independentemente.

As figuras 18 e 19 representam, respectivamente, a curva de sobrevivéncia e a
variacdo percentual de peso em camundongos infectados com 4x102 p.f.u. de ZIKV

PE243, SPH e MR766 em trés experimentos realizados independentemente.
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Figura 18: Curva de sobrevivéncia em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade
submetidos a infecgdo intracraniana com 4x10? p.f.u de ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo
masculino foram infectados pela via intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 16), SPH (n =
14) e ZIKV MR766 (n = 17). Como controle (n = 16) foram utilizados camundongos inoculados com
sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias
subsequentes para avaliacéo dos sinais clinicos, alteracdes de peso corporal e mortalidade. A analise
estatistica foi feita com o teste Logrank. ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock).
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Figura 19: Variac&o percentual de peso em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade
submetidos a infeccdo intracraniana com 4x10? p.f.u de ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo
masculino foram infectados pela via intracraniana com ZIKV PE243 (n = 16), SPH (n = 14) e MR766 (n
=17). Como controle (n = 16) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células
C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para
avaliacdo dos sinais clinicos, alterag8es de peso corporal e mortalidade. A variagdo percentual de peso
em camundongos infectados via IC foi avaliada. A analise estatistica foi feita com o teste néo-
paramétrico de Mann-Whitney. **p < 0,01 e ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle
(mock).

Os camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV MR766 ganharam peso até o
3°d.p.i., mantiveram o peso do 3° ao 5° d.p.i. e comecaram a perder peso do 5° para
0 6° d.p.i., com uma diferenca de aproximadamente 5% em rela¢cdo aos camundongos
mock, com perda acentuada do 5° ao 7° d.p.i., chegando a uma diferenca de
aproximadamente 15% em comparacdo com os camundongos mock no 7° d.p.i.
(Figura 19).

Os sinais clinicos comegaram no 5° e 6° d.p.i. com conjuntivite e leve
arqueamento do dorso. A evolucédo dos sinais clinicos foi rapida, com o primeiro Obito
ocorrendo no 6° d.p.i. A partir do 7° d.p.i., a maioria dos camundongos comecgou a
apresentar conjuntivite mais grave, arqueamento do dorso mais iminente, ericamento
dos pelos e paralisia, com a maioria dos 6bitos ocorrendo do 7° ao 9°d.p.i., terminando
com uma taxa de 80% de mortalidade até o 12° d.p.i. (Figura 18). Trés camundongos

sobreviveram, eles perderam peso, mas se recuperaram (Figuras 18 e 19).

Nos camundongos C57BL/6 infectados com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 houve

um ganho de peso significativamente menor quando comparados com 0S
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camundongos mock, o que ndo ocorreu com os camundongos infectados com 4x102
p.f.u. de ZIKV SPH, que tiveram ganho de peso néo significativamente diferente em
relacdo aos camundongos mock, apesar de haver uma tendéncia de reducéo de
ganho de peso corporal (Figura 19). Este resultado demonstra que ha diferenca no
perfil de infeccdo nos camundongos por estas duas amostras brasileiras. Carbaugh e
colaboradores (2020), demonstraram diferenca na letalidade e perda de peso em
camundongos IFNAR" infectados por via SC pela pata (footpad) com duas amostras
de ZIKV, H/PF/2013 e PRVABC59, que compartiham 99% de identidade de
nucleotideos e possuem apenas 3 diferencas de aminoacidos. ZIKV H/PF/2013 foi
letal nos camundongos IFNAR-, com a perda de peso iniciando no 6° dpi e com todos
os camundongos morrendo no 11° dpi. Ao contréario, a infeccdo com ZIKV PRVABC59
nao causou perda de peso ou mortalidade (Carbaugh et al., 2020). Estudos anteriores
do nosso grupo demonstraram que camundongos C57BL/6 infectados via IC com
diferentes amostras de outro flavivirus, DENV, apresentaram diferenca na mortalidade
e perda de peso, com os camundongos infectados com 400 p.f.u. das amostras DENV-
3 MG-20 e MG-21 apresentando sinais clinicos, mortalidade e perda de peso,
enquanto camundongos infectados com 400 p.f.u. da amostra DENV-3 Pi76 né&o
apresentaram sinais, mortalidade ou perda de peso (Souza, 2012). Outro estudo do
nosso grupo demonstrou que a infeccao por via IC com a amostra DENV-3 MG-20 é
letal em camundongos C57BL/6, com 0s animais apresentando sinais neurolégicos e
meningoencefalite difusa, com edema nas meninges, infiltracdo meningea de células
inflamato6rias mononucleares associada a intensa vasculite e degeneracdo do
parénquima cerebral, enquanto os animais infectados com a amostras DENV-3 Pi64
sobreviveram e apresentaram meningite branda com edema focal de meninges e

presenca discreta de células mononucleares (Ferreira et al., 2010).

5.1.2.2.2. Quantificacado de citocinas em 6rgaos de
camundongos C57BL/6 infectados via IC com ZIKV.

As citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70 foram avaliadas no
cérebro, figado, baco, rim, testiculo e soro de camundongos C57BL/6 infectados via
IC com ZIKV PE243, SPH e MR766 e eutanasiados no 3° d.p.i. A eutanésia foi feita
no 3° d.p.i. pois a resposta imune inata se inicia horas apos a infec¢do e persiste até
0 4° dia, quando se inicia a resposta imune adquirida (MURPHY; TRAVERS, 2010).
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Figura 20: Quantificacdo de citocinas no 3° d.p.i. em 6rgdos de camundongos C57BL/6
infectados via IC com ZIKV. Camundongos C57BL/6 foram inoculados via IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV
PE243 (n = 6), SPH (n = 6) e MR766 (n = 5) e foram eutanasiados com 3 dias ap6s a infecgdo. Os
orgaos foram retirados para a quantificagao citocinas por CBA. Camundongos controle (mock) foram
inoculados com sobrenadante de célula C6/36. Foi utilizado o Kit mouse inflammation (BD Bioscience,
USA), que detecta IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70. As citocinas que ndo apresentaram
valores superiores ao limite deteccao ndo foram representadas na figura. a) Deteccdo de TNF no
cérebro b) IFN-y no cérebro ¢) TNF no figado d) IFN-y no figado e) IFN-y no bago. A analise estatistica
foi feita com o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. *p < 0,05 e **p<0,01 quando comparados com
0 grupo controle (mock).

Um aumento de TNF foi detectado no cérebro de trés camundongos (Figura
20a) e no figado de dois camundongos (Figura 20c) infectados com ZIKV PE243 e no
figado de trés camundongos infectados com ZIKV SPH (Figura 20c) foi observado.

Camundongos inoculados com ZIKV SPH apresentaram um aumento significativo de
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IFN-y no cérebro (Figura 20b), figado (Figura 20d) e baco (figura 20e), quando
comparados aos camundongos mock infected. Também houve aumento significativo
de IFN-y no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV MR766 quando
comparados aos camundongos mock infected (Figura 19b). N&o houve detecc¢éo de
nenhuma das citocinas analisadas no rim e no testiculo dos camundongos C57BL/6
infectados. N&o houve deteccédo das citocinas IL-6, IL-10, MCP-1 e IL-12p70 nos
orgaos avaliados.
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Figura 21: Quantificagdo de citocinas no soro de camundongos C57BL/6 infectados via IC com
ZIKV. Camundongos C57BL/6 foram inoculados via IC com 4 x 102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), SPH
(n = 6) e MR766 (n = 5) e foram eutanasiados com 3 dias apds a infec¢do. O soro foi analisado por
CBA para quantificar as citocinas. Camundongos controle (mock) foram inoculados com sobrenadante
de célula C6/36. Foi utilizado o Kit mouse inflamation (BD Bioscience, USA), que detecta IL-6, IL-10,
MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70. As citocinas que nao apresentaram valores superiores ao limite
deteccdo nao foram representadas na figura. a) Detec¢do de TNF b) IFN-y. A andlise estatistica foi
feita com o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

TNF foi detectado no soro de dois camundongos infectados com ZIKV SPH e
nao houve detecc¢éo desta citocina no soro dos camundongos infectados com ZIKV
PE243 (Figura 21a). No soro, o IFN-y foi detectado em dois camundongos infectados
com ZIKV PE243 e ndo houve deteccdo desta citocina no soro de camundongos
infectados com ZIKV SPH (Figura 21b).

Estes resultados indicam haver respostas biologicas diferentes a infeccdo com
as amostras de ZIKV, corroborando os resultados de avaliagéo de reducéo percentual
de peso dos animais (Figura 19), com maior concentragdo de TNF e menor
concentracdo de IFN-y no cérebro de camundongos infectados com ZIKV PE243
(Figura 20a e b) e aumento significativo de IFN-y nos orgdos dos camundongos
infectados com ZIKV SPH. O estudo de Ferreira e colaboradores (2010) também
demonstrou diferenca na deteccdo de citocinas no cérebro e soro de camundongos
C57BL/6 infectados via IC com diferentes amostras de DENV-3. Os niveis de IFN-y,

IL-6 e MCP-1 em homogenatos cerebrais e soros foram maiores em camundongos



83

infectados com DENV-3 MG-20 em relacdo aos camundongos infectados com DENV-
3 Pi64 (Ferreira et al., 2010).

Para confirmar a eficiéncia de infeccdo dos camundongos e verificar a
distribuicdo de ZIKV nos diferentes orgaos, foi feita titulacdo do cérebro e figado e
gPCR One-step para deteccao do RNA viral no cérebro, figado, baco, rim e testiculos
dos camundongos infectados via IC com 4x102? p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), SPH (n
= 6) e MR766 (n = 5) eutanasiados no 3° d.p.i. As amostras foram tituladas seguindo
0 protocolo descrito no item 5.4.3 e ndo foram observadas placas de lise. Para a
gPCR, foi seguido o protocolo descrito no item 5.4.2.3, as amostras foram feitas em
duplicata e foram consideradas positivas quando houve amplificacdo nas duas
replicatas, negativas quando nao houve amplificacdo e indeterminadas quando houve
amplificacdo em uma replicata, sendo que o resultado esta apresentado na tabela 3.

Tabela 3: Deteccdo de RNA viral em 6rgdos de camundongos C57BL/6
infectados com ZIKV.

Orgao Cérebro Figado Baco Rim Testiculo
\;IR’; D ND IND D ND IND D ND IND D ND IND D ND IND
PE243 6 O 0 4 2 0 6 O 0 5 1 0 3 2 1
SPH 6 O 0 5 1 0 6 0 0 3 2 1 4 1 1
MR766 5 0 0 1 3 1 3 0 2 4 0 1 4 0 1

Para a detecgdo do RNA viral apds inoculagdo IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), SPH (n = 6)
e MR766 (n = 5), os camundongos C57BL/6 foram eutanasiados para remocao do cérebro, figado,
baco, rim e testiculos no 3° dia apos a infec¢éo. Foi feita a extragdo do RNA total utilizando o reagente
de TRIzol (Invitrogen, USA), seguido de gPCR One-step para ZIKV. As amostras foram feitas em
duplicata e foram consideradas positivas quando houve amplificacdo nas duas replicatas (D —
Detectado), negativas quando nao houve amplificacdo (ND — Nao detectado) e indeterminadas (IND)
quando houve amplificacdo em uma replicata,

Nos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 foi detectado RNA
viral no cérebro e no baco de todos os camundongos, no figado de 4, no rim de 5, no
testiculo de 3 e uma amostra de testiculo foi indeterminada. Nos camundongos
C57BL/6 infectados com ZIKV SPH foi detectado RNA viral no cérebro e no baco de
todos os camundongos, no figado de 5, no rim de 3, no testiculo de 4 e uma amostra
de rim e uma de testiculo foram indeterminadas. Nos camundongos C57BL/6
infectados com ZIKV MR766, foi detectado RNA viral no cérebro de todos os
camundongos, no figado de 1, no baco de 3, no rim de 4 e no testiculo de 4 e uma

amostra de figado, duas de baco, uma de rim e uma de testiculo foram
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indeterminadas. Este resultado demonstra que apesar da inoculagcéo ser IC e dos
camundongos ndo apresentarem sinais, a infeccao foi eficiente e o virus nao ficou
restrito ao cérebro, sendo capaz de se disseminar pelo organismo atingindo outros
orgaos. De Souza (2012) também detectou disseminacdo de DENV-3 ap0s infeccao
IC em camundongos C57BL/6, o RNA viral foi detectado no figado, baco, pulméao e

linfonodos.

Os resultados em gPCR identificaram com sensibilidade a distribuicdo
sistémica de RNA genémico de ZIKV nos camundongos, porém os protocolos de
titulacdo de virus ndo tiveram sensibilidade suficiente para detectar as particulas
infecciosas. HAYASHIDA e colaboradores (2019) também n&o encontraram o virus
disseminado utilizando a hibridizacdo in situ, possivelmente devido a uma menor

sensibilidade do teste também.

5.1.2.3. Modelo de infeccdo em camundongos nocautes para genes
do sistema imune inato infectados com ZIKV

5.1.2.3.1. Infeccdo por ZIKV em camundongos MyD88"

5.1.2.3.1.1. Susceptibilidade e variacdo percentual de peso

e citocinas em camundongos MyD88” infectados via IC

Para avaliar o papel da proteina adaptadora MyD88 na infeccao por ZIKV,
camundongos MyD88”- foram infectados com 4x10? p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e

MR766, monitorados e pesados diariamente durante 16 dias.
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Figura 22: Curva de sobrevivéncia em camundongos MyD88” de 6 a 8 semanas de idade
submetidos a infecgédo intracraniana com ZIKV. Camundongos MyD88-- do sexo masculino (n = 6)
foram infectados pela via intracraniana com 4x10? p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e MR766. Como controle
(n = 6) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os
camundongos foram monitorados diariamente nos 16 dias subsequentes para avaliagdo dos sinais
clinicos, alteragBes de peso corporal e mortalidade. A analise estatistica foi feita com o teste Logrank.
****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock).
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Figura 23: Variac&o percentual de peso em camundongos MyD88™ de 6 a 8 semanas de idade
submetidos a infecgdo intracraniana com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino (n = 6)
foram infectados pela via intracraniana com 4x10? p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e MR766. Como controle
(n = 6) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os
camundongos foram monitorados diariamente nos 16 dias subsequentes para avaliacdo dos sinais
clinicos, alteracdes de peso corporal e mortalidade. A variacéo percentual de peso em camundongos
infectados via IC foi avaliada. A analise estatistica foi feita com o teste ndo-paramétrico de Mann-
Whitney. ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock).

Apenas os camundongos MyD88- infectados com ZIKV MR766 apresentaram

sinais clinicos como conjuntivite, ericamento dos pelos, encurvamento do dorso e
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paralisia. No 8° d.p.i. todos os camundongos MyD88 infectados com MR766 foram
eutanasiados por apresentarem paralisia avancada (Figura 22). Os camundongos
MyD88 infectados com MR766 comecaram a apresentar sinais clinicos no 5° d.p.i. e
comecaram a perder peso do 5° para o 6° d.p.i. (Figura 23), no 8° d.p.i. a perda de
peso foi de aproximadamente 20% em relacdo ao dia 0 e aproximadamente 25% em
relacdo ao grupo mock (Figura 23). Diferente dos camundongos C57BL/6, 100% dos
camundongos MyD88” apresentaram paralisia grave e foram eutanasiados no 8°
d.p.i. (Figura 22), enquanto os sinais apresentados pelos camundongos C57BL/6
foram de evolucdo mais lenta, alguns sobrevivendo até o 12° d.p.i. e trés

camundongos C57BL/6 se recuperaram da infeccéo (Figura 18).

Assim como os camundongos MyD88” infectados com ZIKV PE243, os
camundongos infectados com ZIKV SPH ndo apresentaram sinais clinicos (Figura 22).
Porém, os camundongos MyD88” infectados com ZIKV PE243 e SPH ndo
conseguiram ganhar peso, nem mesmo recuperar o peso que tinham no dia 0 antes
da infeccao (Figura 23), diferente dos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV
PE243 e SPH que ganharam peso (Figura 19). ApGs a infec¢cdo, os camundongos
MyD88” infectados com ZIKV PE243 apresentaram variacdo de peso corporal
significativamente diferente quando comparados aos camundongos mock, esta
diferenca entre as médias foi de 5% no 3° d.p.i. e aumentou ao longo dos dias,
chegando a 15% a menos de peso quando comparados com 0os camundongos mock
no 16° d.p.i. (Figura 23). Esta diferenca foi significativamente maior que a diferenca
apresentada nos camundongos C57BL/6, com p < 0,0001 quando comparados aos
camundongos mock (Figura 23), enquanto os camundongos C57BL/6 apresentaram
p < 0,01 quando comparados aos camundongos mock (Figura 19). Os camundongos
MyD88- infectados com ZIKV SPH apresentaram diferenca significativa na variagdo
de peso corporal quando comparados ao grupo mock (Figura 23), com p < 0,0001,
diferente dos camundongos C57BL/6 que ndo apresentaram diferenca significativa e
sim um constante leve menor ganho de peso quando comparado aos camundongos

mock (Figura 19).

Os TLRs sdo um dos principais receptores que contribuem para a deteccao
eficaz de flavivirus (SERMAN; GACK, 2019). MyD88 é uma proteina adaptadora
envolvida na via de sinalizacdo de todos os TLRs, com excecdo do TLR3 (AKIRA,;
UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Seu recrutamento induz a resposta imune inata
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através da producédo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatoérias (AKIRA; UEMATSU;
TAKEUCHI, 2006; KAWAI; AKIRA, 2010; SAIKH, 2021). Diferente dos camundongos
imunocompetentes, os camundongos MyD88 infectados com ZIKV PE243 e SPH
nao conseguiram ganhar peso, demonstrando que a auséncia da proteina adaptadora
MyD88-, embora néo tenha sido fundamental para a resposta do hospedeiro, pois 0s
camundongos sobreviveram, pode ter prejudicado a resposta imune como um todo,
dificultando a resposta imune inata e o ganho de peso dos camundongos. Isto
demonstra, portanto, que a resposta do camundongo nao depende exclusivamente de
MyD88.

5.1.2.3.1.2. Quantificacdo de citocinas em 6rgéaos de
camundongos MyD88 infectados via IC com ZIKV

Para avaliar as citocinas, camundongos MyD88”- foram infectados via IC e
eutanasiados no 3° d.p.i. As citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y., TNF e IL-12p70

foram quantificadas por CBA em tecidos do cérebro, baco, testiculo e soro.
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Figura 24: Quantificacdo de citocinas no cérebro e soro de camundongos MyD88” de 6 a 8
semanas de idade submetidos a infeccdo intracraniana com ZIKV. Camundongos MyD88" (n = 6)
foram inoculados via IC com 4 x 102 p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e MR766 e foram eutanasiados com 3
dias ap6s a infeccdo. O cérebro e o soro foram analisados por CBA para quantificar citocinas.
Camundongos controle (mock) foram inoculados com sobrenadante de célula C6/36 (n = 6). Foi
utilizado o Kit mouse inflamation (BD Bioscience, USA), que detecta IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y., TNF e
IL-12p70. As citocinas que ndo apresentaram valores superiores ao limite deteccdo ndo foram
representadas na figura. a) Detecc¢do de IL-6 no cérebro b) MCP-1 no cérebro c) IL12p70 no soro. A
analise estatistica foi feita com o teste nado-paramétrico de Mann-Whitney. *p < 0,05 quando
comparados com grupo controle (mock).

IL-6 foi detectado no cérebro de 2 de 6 camundongos MyD88”- e de MCP-1 no
cérebro de 3 de 6 camundongos MyD88”- infectados com ZIKV MR766 (Figura 24).
Estas citocinas ndo foram detectadas nos cérebros de camundongos C57BL/6
infectados com ZIKV MR766, nos quais houve aumento significativo da producédo de
IFN-y (Figura 20).

Nos camundongos MyD88” infectados com SPH, ndo houve deteccdo de
nenhuma citocina nos 6rgdos e nos soros analisados (Figura 24), diferente dos
camundongos C57BL/6, em quem houve aumento significativo de IFN-y no cérebro,

figado e baco e deteccéao de TNF no figado e soro (Figura 20).

Nos camundongos MyD88” infectados com PE243 foi detectado aumento
significativo de MCP-1 no cérebro (Figura 24), diferente dos camundongos C57BL/6,
onde foi detectado TNF no cérebro de 3 camundongos (Figura 20). Foi detectado IL-
12p70 no soro de 2 camundongos MyD88” infectados com PE243 (Figura 24),
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diferente dos camundongos C57BL/6 onde foi detectado IFN-y no soro de 2

camundongos (Figura 20).

Nao houve deteccdo de nenhuma das citocinas no bago e testiculo dos
camundongos MyD88 infectados. Nao foi possivel realizar a andlise das citocinas do
figado e rim, mesmo clarificando as amostras, o citométro de fluxo detectou acumulo

de debri e ndo realizou a leitura.

HAYASHIDA e colaboradores (2019) determinaram a expressao de genes de
citocinas pré-inflamatérias no SNC, figado e testiculos de camundongos C57BL/6,
IFNAR” e Ragl”’. Nos camundongos C57BL/6 foram detectados niveis aumentados
de mRNA de IFN-a1, IFN-B, TNF, IL-1a, IL-18, IL-6 e IFN-y no 4° d.p.i. no cérebro, de
MRNA de TNF no dia 6° d.p.i. no figado e ndo foram observadas diferencas no
testiculo. O mRNA para IL-2, IL-3, IL-4 e IL-5 nédo foi detectavel em nenhum 6rgéo
d.p.i. nos camundongos C57BL/6. Nos camundongos IFNAR foi detectado aumento
nos niveis de mMRNA de IFN-a1, IFN-B, TNF, IL1a, IL-18 e IL-6 no 4° d.p.i no SNC, nos
niveis de mRNA de IFN-a1, IFN-B, TNF e IL-1B no figado e de mRNA de IFN-a1, IFN-
B, TNF, IL-1B e IL-6 nos testiculos (HAYASHIDA et al., 2019). E ainda, HAYASHIDA
e colaboradores (2019) também detectaram diferenca nas respostas entre os
camundongos C57BL/6 e IFNAR”, com niveis de mRNA de IFN-B, TNF e IL-1a
significativamente mais baixos no SNC de camundongos IFNAR” em relagdo aos
camundongos C57BL/6, enquanto no figado, o mRNA de TNF e IL-18 e, no testiculo,
o0 mMRNA de TNF, IL-1B8 e IL-6 foram significativamente maiores. Similar aos
camundongos C57BL/6, nos camundongos Ragl™", foi detectado aumento nos niveis
de mRNA de IFNa1, IFN-B, TNF, IL-1qa, IL-1B, IL-6 e IFN-y no SNC enquanto néo
foram detectados mMRNA de IL-2, IL-3, IL-4 e IL-5. Ja os niveis de mRNA de TNF, IL-
1a, IL-6 e IFN-y foram significativamente mais baixos no SNC de camundongos
Ragl™~ em comparacdo com camundongos C57BL/6. Nenhum dos genes de citocina
investigados mostrou niveis de mRNA significativamente aumentados no figado e

testiculos nos camundongos Ragl™".

Assim como nao foi detectado mRNA de citocinas nos testiculos dos
camundongos Ragl™ analisados por HAYASHIDA e colaboradores (2019), nio

foram detectadas citocinas nos testiculos dos camundongos MyD88”-, mas a técnica
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utilizada foi diferente de HAYASHIDA e colaboradores (2019), foi utilizado CBA, que

detecta a proteina e ndo o mRNA.

Também foi feita qPCR One-step para deteccdo do RNA viral no cérebro,
figado, baco, rim e testiculos dos camundongos MyD88” infectados e eutanasiados

no 3° d.p.i. O resultado estd demonstrado na tabela 4.

Tabela 4: Deteccdo de RNA viral em 6rgdos de camundongos myd88”"
infectados com ZIKV.

Orgao Cérebro Figado Baco Rim Testiculo
\2&\7 D ND IND D ND IND D ND IND D ND IND D ND IND
PE243 5 0 0 0 5 0 4 1 0 2 3 0 1 3 1
SPH 5 0 0 0 4 1 3 2 0 1 4 0 0 2 3
MR766 5 0 0 1 4 0 3 2 0 1 4 0 1 3 1

Para a detec¢é@o do RNA viral apés inoculacédo IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 5), SPH (n =
6) e MR766 (n = 5), os camundongos MyD88-- foram eutanasiados para remoc¢éo do cérebro, figado,
baco, rim e testiculos no 3° dia ap6s a infec¢do. Foi feita a extragdo do RNA total utilizando o reagente
de TRIzol (Invitrogen, USA), seguido de gPCR One-step para ZIKV. As amostras foram feitas em
duplicata e foram consideradas positivas quando houve amplificacdo nas duas replicatas (D —
Detectado), negativas quando ndo houve amplificacdo (ND — Nao detectado) e indeterminadas (IND)
quando houve amplificagdo em uma replicata,

Nos camundongos MyD88" infectados com ZIKV PE243 (n = 5), foi detectado
RNA viral no cérebro de todos os camundongos, no baco de 4, no rim de 2 e no
testiculo de 1 e uma amostra de testiculo foi indeterminada. N&o foi detectado RNA
no figado dos camundongos infectados com ZIKV PE243. Nos camundongos
infectados com ZIKV SPH (n = 5) foi detectado RNA viral no cérebro de todos, no bacgo
de 3, no rim de 1 camundongo e 3 amostras de testiculo foram indeterminadas. Néo
foi detectado RNA viral no figado dos camundongos infectados com ZIKV SPH.
Também foi detectado RNA viral no cérebro de todos os camundongos infectados com
ZIKV MR766 (n = 5) e no figado de 1, no bago de 3, no rim de 1, no testiculo de 1 e

uma amostra de testiculo foi indeterminada.

De maneira geral, com excecao do cérebro, a taxa de positividade de RNA viral
nos érgdos dos camundongos MyD88 infectados foi menor quando comparados aos
camundongos C57BL/6. Todos os cérebros de camundongos MyD88” e C57BL/6
infectados com ZIKV PE243, SPH e MR766 foram positivos (Tabelas 4 e 3,

respectivamente). O mesmo ndo ocorreu no baco, enquanto todos os bacos dos
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camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 e SPH foram positivos (Tabela
3), nos camundongos MyD88”- s6 4 e 3 foram positivos (Tabela 4), respectivamente.
Tanto os camundongos MyD88”- como os C57BL/6 infectados com MR766 foram
positivos em 3 bacos, porém, 2 bacos dos camundongos C57BL/6 foram
indeterminados (Tabela 3) e 2 bacos dos camundongos MyD88”- foram negativos
(Tabela 4). Nao foi detectado RNA viral em nenhum figado dos camundongos MyD88-
I infectados com PE243 e SPH (Tabela 4), jA nos camundongos C57BL/6, 4 e 5
figados foram positivos (Tabela 3), respectivamente. Tanto nos camundongos
C57BL/6 quanto nos MyD88” infectados com MR766, 1 figado foi positivo, com 1
indeterminado nos camundongos C57BL/6 (Tabela 3) e 4 negativos nos camundongos
MyD88-- (Tabela 4). Enquanto os camundongos C57BL/6 infectados com PE243, SPH
e MR766 apresentaram 5, 3 e 4 rins positivos, respectivamente (Tabela 3), os
camundongos MyD88" apresentaram 2, 1 e 1 positivos (Tabela 4), respectivamente.
No testiculo, nenhum camundongo MyD88 infectado com SPH foi positivo, 3 foram
indeterminados (Tabela 4), e nos camundongos C57BL/6, 4 foram positivos (Tabela
3). Enquanto camundongos MyD88 infectados com PE243 e MR766 apresentaram
1 testiculo positivo (Tabela 4), camundongos C57BL/6 apresentaram 3 e 4 (Tabela 3),

respectivamente.

ENLOW e colaboradores (2021) também detectaram RNA viral no cérebro de
camundongos nocautes no 3° d.p.., no caso, foram utilizados camundongos
TRIF~xIPS-17~ de 6 semanas de idade, que foram infectados por via intravenosa
com 1x10° p.f.u. do ZIKV PRVABCS59. Diferente dos camundongos TRIF/"xIPS-17,
nos camundongos C57BL/6 ndo houve deteccdo de RNA viral no cérebro. Os
camundongos TRIF/xIPS-17~ ndo apresentaram sinais clinicos da doenca, nao
houve diferenga no ganho de peso corporal entre os camundongos infectados e nao
infectados e todos sobreviveram apos a infeccdo. Diferente dos camundongos MyD88"
I infectados com ZIKV PE243 e SPH utilizados neste trabalho, que apresentaram
ganho de peso significativamente diferente em relagdo aos camundongos mock. E
ainda, no cérebro dos camundongos TRIFxIPS-17 infectados, foi detectado
aumentos nos niveis de IL-1a, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IFNy, CCL2, CCL3, CCL4,
CCL5, CCL11 e CXCL1 (ENLOW et al., 2021).

LIMA e colaboradores (2022) detectaram RNA de ZIKV em soro, cérebro,

testiculos, epididimo e préstata de camundongos AG129 machos de sete semanas de
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idade injetados pela via footpad com 1 x 10° p.f.u./mL com uma amostra brasileira de
ZIKV. SHENG e colaboradores (2021) detectaram RNA de ZIKV no epididimo e nos
testiculos de camundongos AG6 (deficientes de receptor de IFN-a/f3 e IFN-y) no 5° e
8°d.p.i. infectados com 1x10° p.f.u. do ZIKV pela via footpad. SHENG e colaboradores
(2021) também detectaram niveis de IL-6 e IL-28 consideravelmente aumentados no
epididimo em relacéo aos testiculos e, no 8° d.p.i., 0s niveis de 18 citocinas testadas

ndo foram significativamente alterados no testiculo.
5.1.2.3.2. Infeccdo por ZIKV em camundongos TLR2/97

Sabe-se que TLR3 (reconhece RNA de dupla fita) e TLR7 (reconhece RNA de
fita simples) sdo os principais TLRs envolvidos no reconhecimento de flavivirus
(NAZMI et al., 2014). Porém, o envolvimento de outros TLRs vem sendo estudado e
ja foi demonstrado que a proteina NS1 de DENV ativa TLR2 em células
mononucleares do sangue periférico (CHEN; NG; CHU, 2015). Na figura 11 deste
trabalho também foi demonstrado que ZIKV ativa TLR2. Também foi demonstrado que
a infeccéo por DENV induz a liberagdo de DNA mitocondrial (mtDNA) no citosol, o que
ativa TLR9 (LAl et al., 2018). Mas o papel destes TLRs na infeccao por flavivirus ainda
nao esta elucidado. Para avaliar o envolvimento de TLR2 e TLR9 na infeccdo por
ZIKV, camundongos TLR2/97 foram infectados via IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV
PE243, SPH e MR766. Os camundongos foram monitorados e pesados diariamente

durante 21 dias.
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Figura 25: Curva de sobrevivéncia em camundongos TLR2/9" de 8 a 10 semanas de idade
submetidos a infec¢do intracraniana com ZIKV. Camundongos TLR2/9- foram infectados pela via
intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n=6 3 /1 ), SPH(n=6 &) e MR766 (n=3 & /4 Q).
Como controle (n =4 & / 3 Q) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células
C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para
avaliacdo dos sinais clinicos, altera¢des de peso corporal e mortalidade. A analise estatistica foi feita
com o teste Logrank. ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock).

Os camundongos TLR2/97 infectados com MR766 apresentaram sinais
clinicos e taxa de sobrevivéncia de aproximadamente 20% (Figura 25). Os sinais
clinicos iniciaram no 5° d.p.i. com conjuntivite, leve arqueamento do dorso e
ericamento de pelos. Os sinais foram progredindo até o 7° d.p.i. quando a maioria ja
apresentava paralisia, tremores e perda de peso acentuada, sendo eutanasiados. Um
camundongo teve uma evolugdo um pouco mais tardia, apresentando sinais mais
graves e sendo eutanasiado no 9° d.p.i. Um camundongo n&o apresentou 0s sinais
clinicos mais graves, somente perda de peso, mas recuperou o peso e sobreviveu a
infeccdo (Figuras 25 e 26). Quando comparados aos camundongos C57BL/6, 75%
dos camundongos TLR2/97 foram eutanasiados no 7° d.p.i. (Figura 25), um dia antes
do inicio dos 6bitos dos camundongos C57BL/6 (Figura 18). Um camundongo TLR2/9"
l-'se recuperou da infeccdo (Figura 25), enquanto trés camundongos C57BL/6 se
recuperaram da infeccdo (Figura 18), porém, o numero de animais utilizados na
infeccdo dos C57BL/6 foi aproximadamente duas vezes maior que 0 namero de

animais utilizados na infeccédo dos TLR2/97-.

Camundongos TLR2/97 infectados com ZIKV PE243 e SPH néo apresentaram
morte ou sinais clinicos, como os camundongos mock (Figura 25), mas apresentaram
variacdo percentual do peso significativamente diferente quando comparados aos

camundongos mock (Figura 26). Enquanto os camundongos mock ganharam
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aproximadamente 10% do seu peso corporal, os camundongos infectados com ZIKV
PE243 e SPH ndo ganharam peso (Figura 26). No 21° d.p.i., camundongos TLR2/97
infectados com ZIKV PE243 e SPH apresentaram aproximadamente 10% a menos de
peso em relacdo aos camundongos mock (Figura 26). A variagao percentual de peso
entre os camundongos TLR2/97 infectados com ZIKV PE243 e os camundongos
TLR2/97 mock (Figura 26) foi significativamente maior que a variacdo entre os
camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 e os camundongos C57BL/6
mock, com p < 0,0001 (Figura 26) e p < 0,01 (Figura 19), respectivamente. A variacao
percentual de peso entre os camundongos TLR2/97 infectados ZIKV SPH e os
camundongos TLR2/97- mock foi significativa (Figura 26), diferente da variacédo
percentual de peso entre os camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV SPH e os
camundongos C57BL/6 mock, que apresentaram um menor ganho de peso, embora

nao significativo estatisticamente (Figura 19).
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Figura 26: Variacdo percentual de peso em camundongos TLR2/97 de 8 a 10 semanas de idade
submetidos a infecgdo intracraniana com ZIKV. Camundongos TLR2/9-- foram infectados pela via
intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243(n=6 3 /1 @), SPH (n=6 &) ou MR766 (n=3 &' /4 Q).
Como controle (n =4 & /3 Q) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células
C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para
avaliacdo dos sinais clinicos, alteracdes de peso corporal e mortalidade. A variacdo percentual de peso
em camundongos infectados via IC foi avaliada. A andlise estatistica foi feita com o teste né&o-
paramétrico de Mann-Whitney. ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock).

A diferenca na variacdo percentual de peso corporal entre os camundongos
TLR2/97 e MyD88” infectados com PE243, SPH e MR766 em relacdo ao mock foi
similar, com p < 0,0001 (Figuras 26 e 23, respectivamente), e assim como 0S
camundongos MyD887, os camundongos TLR2/97 ndo apresentaram ganho de peso

(Figuras 26 e 23, respectivamente).

Hayashida e colaboradores (2019) demonstraram que camundongos nocautes
para genes no sistema imune, no caso, deficientes para o receptor IFN tipo | 1
(ifnarl™") e para o gene 1 de ativacdo de recombinacéo (ragl™"), infectados via IC
com a amostra de ZIKV MR766 perderam peso, apresentaram sinais neuroldgicos e

tiveram que ser eutanasiados com 4 ou 5 e 8 dias, respectivamente.
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5.1.2.3.3. Infeccdo por ZIKV em camundongos NOS2"

Dados anteriores do nosso grupo mostraram que camundongos NOS27
infectados via IC com amostra de DENV ndo adaptada a camundongos apresentaram
100% de sobrevivéncia, nenhum sinal clinico ou perda de peso enquanto
camundongos C57BL/6 apresentaram alta taxa de mortalidade e sinais clinicos como
perda de peso, prostracdo, ericamento dos pelos, arqueamento do dorso e paralisia
(DE SOUZA et al., 2013). Para avaliar se camundongos NOS2” também s&o
resistentes a infeccdo por ZIKV, os camundongos foram infectados via IC com 4x10?
p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e MR766, pesados e monitorados diariamente durante 21

dias.

25
N

Figura 27: Sinais clinicos apresentados por camundongos NOS™ infectados com 4x10? p.f.u. de
ZIKV MR766. Camundongos NOS* infectados por via IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV MR766 foram
pesados e observados diariamente para avaliacdo dos sinais clinicos e mortalidade. a) Conjuntivite
leve; b) Conjuntivite grave; c) Encurvamento do dorso e ericamento de pelos.

Os camundongos NOS2' infectados com ZIKV MR766 comecaram a
apresentar sinais no 5° d.p.i, com conjuntivite leve (Figura 27a) que progrediu para
conjuntivite grave no 7° d.p.i (Figura 27b). Os camundongos também apresentaram

ericamento de pelos e encurvamento do dorso (Figura 27c), perda de peso (Figura
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29), tremores e paralisia. A perda de peso iniciou no 4° d.p.i. chegando a
aproximadamente 20% no 7° d.p.i. (Figura 29). No 7° d.p.i.,, os camundongos ja
apresentavam paralisia bem avangada e muitos tremores, sendo assim eutanasiados
(Figura 28). Os sinais clinicos nos camundongos NOS2” infectados com MR766
foram de evolucdo mais rapida quando comparados aos camundongos C57BL/6,
apresentando paralisia grave e sendo eutanasiados no 7° d.p.i. (Figura 28), enquanto
camundongos C57BL/6 sobreviveram até o 12° d.p.i. e trés camundongos C57BL/6

conseguiram se recuperar apos a infeccao (Figura 18).
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Figura 28: Curva de sobrevivéncia em camundongos NOS2” de 8 semanas de idade submetidos
ainfeccdo intracraniana com ZIKV. Camundongos NOS2* do sexo masculino foram infectados pela
via intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 7), SPH (n = 6) e MR766 (n = 7). Como controle
(n = 7) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os
camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para avaliagdo dos sinais
clinicos, alteracdes de peso corporal e mortalidade. A analise estatistica foi feita com o teste Logrank.
****n < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock).
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Figura 29: Variagdo percentual de peso em camundongos NOS2” de 8 semanas de idade
submetidos a infecgdo intracraniana com ZIKV. Camundongos NOS27 do sexo masculino foram
infectados pela via intracraniana com 4x102? p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 7), SPH (n = 6) e MR766 (n = 7).
Como controle (n = 7) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36
(mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para avaliacdo
dos sinais clinicos, alteragBes de peso corporal e mortalidade. A variagdo percentual de peso em
camundongos infectados via IC foi avaliada. A analise estatistica foi feita com o teste ndo-paramétrico
de Mann-Whitney. ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock).

Todos os camundongos NOS2” infectados com ZIKV PE243 e SPH
sobreviveram e ndo apresentaram sinais clinicos (Figura 28) nem tampouco
apresentaram perda de peso, e ao contrario, ganharam peso assim como 0sS
camundongos mock e, no 21° d.p.i., estavam com aproximadamente 20% a mais de
peso quando comparados ao dia O (Figura 29). Este achado foi diferente dos
camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243, que apresentaram significativa
variacao percentual de peso quando comparados aos camundongos mock (Figura 19)
e dos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV SPH, que apresentaram tendéncia
a ganhar menos peso quando comparados aos camundongos mock (Figura 19).
Desta forma podemos concluir que diferentemente dos resultados obtidos com
inoculacdo de camundongos NOS2”7 com DENV ndo adaptado (DE SOUZA, 2012;
DE SOUZA et al., 2013), os camundongos NOS2” infectados com ZIKV MR766, um
virus adaptado a camundongos, ndo apresentou nenhuma protecdo. As duas

amostras PE243 e SPH quando inoculadas em camundongos NOS2” ndo
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apresentaram sintomas e nem reducao de peso, comprovando a protecdo. GOMES e
colaboradores (2021) demonstraram que criancas com alelo mutado no SNP
rs2297518 no gene nos2 apresentaram maior risco de desenvolver sindrome
congénita pelo Zika, o que também demonstra a importancia de NOS2 nas infec¢fes
por ZIKV.

5.1.2.4. Suamula dos resultados obtidos na infeccéo intracraniana
em camundongos imunocompetentes e nocautes infectados
com ZIKV

Os resultados obtidos nas infec¢des de ZIKV via IC dos camundongos C57BL/6,
MyD88”-, NOS2”- e TLR2/9” estdo sumarizados na tabela 5.
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Tabela 5: Infeccdo intracraniana com ZIKV em camundongos C57BL/6, myd88-,
nos2” e tIr2/9--.

Camundongos C57BL/6 MyD88-/- NOS2-/- TLR2/9-/-
ZIKV PE243 SPH MR766 PE243 SPH MR766 PE243 SPH MR766 PE243 SPH MR766
Mortalidade (%) 0 0 80 0 0 100 0 0 100 0 0 80
Dia do 6bito - - 8-12° - - 8° - - 70 - - 7-90
i A 0,
vaniagao ﬂepﬁes °©%) 104 109 95 98 9 90 104 105 81 101 99 76
i o 0,
Varlagilgodde;?so (%) 110 115 102 94 99 - 107 110 - 100 100 96
Conjuntivite N N S N N S N N S N N S
Ericamento de pelos N N S N N S N N S N N S
Encurvamento do N N S N N S N N S N N s
dorso
Paralisia N N S N N S N N S N N S
IL-12p70 ND ND ND S(%r)o ND ND ; ] ) ] ) )
IL-6 ND ND ND ND ND Ce(“ze)bro - ; ] ] ] ]
IL-10 ND ND ND ND ND ND - - - - - -
" MCP-1 ND ND ND Cerfbro ND Cérebro i i ) i i
@ *) €))
ey 7 -
S Cer:;e’bro Flggdo ND ND ND ND ) ] ) ] ] ]
= TNF 3) 3)
© Figado (2) Soro (2) - - - - - ;
Cérebro Cérebro ) ) ) ] ] ]
@ ™
Soro Figado Cérebro
IFN- ND ND ND - - - - - -
Y 2) ® ™
Baco ) ) ] ] ] ]
(**)
D 6 6 5 5 5 5 - - - - - -
Cérebro ND 0 0 0 0 0 0 - - - - - -
IND 0 0 0 0 0 0 - - - - - -
o D 4 5 1 0 0 1 - - - - - -
o Figado ND 2 1 3 5 4 4 - - - - - -
& IND 0 0 1 0o 1 0 . ] _ ]
5 D 6 6 3 4 3 3 - ] ] ] ] )
g Baco ND 0 0 0 1 2 2 - - - - - -
a IND 0 0 2 0 0 0 - - - - - -
D 5 3 4 2 1 1 - - - - - -
Rim ND 1 2 0 3 4 4 - - - - - -
IND 0 1 1 0 0 0 - - - - - -
Testiculo D 3 4 4 1 0 1 - - - - - -
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ND 2 1 0 3 2 3 - - - - -
IND 1 1 1 1 3 1 - - - - -

d.p.i.= dias p0s infecgdo; D= Detectado; ND= N&o detectado; IND= Indeterminado;
(*) = p <0,05; **) = p < 0,01, N= ndo; S= sim. Os nimeros entre paréntesis sdo o nimero de
camundongos em que as citocinas foram detectadas e os asteriscos sdo * p<0,05 e ** p<0,01

A auséncia de modelos murinos que reproduzam a infeccéo e as manifestacoes
clinicas em humanos dificulta a compreensdo da patogénese e da resposta imune
contra ZIKV (PARDY et al., 2017). Apesar da existéncia de alguns modelos animais,
a maioria utiliza camundongos nocautes para genes da imunidade inata (BRADLEY;
NAGAMINE, 2017; ALIOTA et al., 2016; DOWALL et al., 2016; LAZEAR et al., 2016;
ROSSI et al., 2016; ZMURKO et al., 2016), que ndo sao ideais para o estudo da
resposta imune. Neste trabalho foram utilizados camundongos imunocompetentes e
foi feita infeccdo IC com amostras brasileiras de ZIKV ndo adaptadas, os resultados
demonstraram que os ZIKV PE234 e SPH sdo capazes de infectar animais
imunocompetentes pela via IC, os virus sédo capazes de disseminar pelo organismo e
induzir a resposta imune em outros 6rgdos. Porém, os camundongos nao
desenvolvem sinais neurolégicos, demonstrando que estes virus ndo se mostraram
neurovirulentos nos camundongos C57BL/6. Fernandes e colaboradores (2017),
demonstraram que camundongos Swiss inoculados por via SC ou IC com ZIKV SPH
apresentaram letargia, ataxia e paralisia com evidéncia de infeccdo no cérebro.
Todavia, no estudo citado, foram utilizados camundongos recém-nascidos de um dia
de idade, os quais ndo possuem o0 sistema imune completamente desenvolvido,

diferente dos nossos experimentos, em que foram utilizados camundongos adultos.

Os resultados também demonstram que as respostas desencadeadas pelas
duas amostras brasileiras de ZIKV (PE234 e SPH) séo diferentes em camundongos
C57BL/6, ja que os camundongos infectados com ZIKV PE243 ganharam
significativamente menos peso e a deteccdo de citocinas nos orgaos foi
completamente diferente, com ZIKV SPH estimulando significativamente IFN-y no

cérebro, figado e baco.

Apesar de n&o haver diferenca na variacao percentual de peso entre 0s
camundongos MyD88-/- infectados com ZIKV PE243 e SPH, a detec¢cdo da MCP-1 no
cérebro dos camundongos infectados com ZIKV PE243 foi significativamente maior
em comparacdo com a MCP-1 detectada no cérebro dos camundongos infectados
com ZIKV SPH, demonstrando mais uma vez a diferenga na resposta imune



102

desencadeada por estas duas amostras. Também foi observada diferenca nas
respostas entre os camundongos C57BL/6 e MyD88-/-. MyD88 é uma proteina
adaptadora envolvida na via de sinalizacéo de todos os TLRs, com excecéo do TLR3
(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Os TLRs sdo um dos principais receptores
que contribuem para a deteccdo eficaz de flavivirus (SERMAN; GACK, 2019). O
recrutamento de MyD88 induz a resposta imune inata através da producédo de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006;
KAWAI; AKIRA, 2010; SAIKH, 2021). Nos camundongos MyD88-/- avaliados neste
trabalho, apds infeccéo por ZIKV, foram detectados IL12p70, IL-6 e MCP-1, citocinas
gue nao foram detectadas nos camundongos C57BL/6, nos quais foram detectadas
somente TNF e IFN-y. Este resultado demonstra que a auséncia da proteina MyD88
desencadeia uma resposta imune distinta nos camundongos MyD88-/- quando

comparados aos camundongos imunocompetentes.

Camundongos nocautes para genes da imunidade inata (TLR2/9-/- e MyD88-/-
) infectados com ZIKV PE243 e SPH por via IC ganharam significativamente menos
peso em comparacdo com o0s camundongos mock, indicando a importancia do
sistema imune inato na infeccdo por ZIKV. O que corrobora com outros estudos
publicados com camundongos nocautes para genes da resposta imune (BRADLEY;
NAGAMINE, 2017; ALIOTA et al., 2016; DOWALL et al., 2016; Lazear et al., 2016;
ROSSI et al.,, 2016; ZMURKO et al., 2016). JA& camundongos NOS2-/- nao
apresentaram sinais e nem perda de peso quando infectados com ZIKV PE243 e SPH.
Mas, quando infectados com ZIKV MR766, houve 100% de mortalidade,
demonstrando que, diferente do que ocorre com a amostra ndo adaptada de DENV
(DE SOUZA et al., 2013, DE SOUZA, 2012), a auséncia de NOS2 nao oferece
protecdo contra a infec¢ao por ZIKV MR766.

Quanto a amostra ZIKV MR766, todos os camundongos inoculados via IC,
imunocompetentes e nocautes, mostraram alta mortalidade, variacdo de peso
acentuada e sinais clinicos, principalmente de infeccdo no SNC, o que era esperado
e esta de acordo com dados da literatura, ja& que € uma amostra que foi multiplicada
diversas vezes em cérebro de camundongos e é adaptada a estes animais (DICK,
1952b; HAYASHIDA et al., 2019). Nazerai e colaboradores (2018), demonstraram que
camundongos C57BL/6 imunocompetentes de 7 a 10 semanas de idade, inoculados
via IC com 1 x 102, 1 x 103 ou 1 x 104 p.f.u. de ZIKV MR766 apresentaram perda de



103

peso comecando por volta do 4° d.p.i., que progrediu para doenca grave no 8° d.p.i.,
tempo em que os camundongos perderam mais de 25% de seu peso inicial e foram

eutanasiados.
5.2.Infecgdo e imunidade inata em criangas: ZIKV e DENV

A resposta imune inata é importante para o controle de infec¢des virais, pois se
a infeccdo nao for contida nesta etapa, o virus pode disseminar para outros tecidos,
incluindo o SNC (SINGH, H.; KOURY, 2021). As infec¢cdes de SNC sdo uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em criangas em todo o mundo e as
infeccbes virais superam as infec¢cdes bacterianas, fungicas e por protozoarios
(Kennedy, 2004; Marinho et al., 2021). O nosso grupo desenvolveu uma plataforma
de diagnéstico para meningoencefalites virais por PCR em tempo real (OLIVEIRA,
2015) e desde entdo vem pesquisando 0s agentes etioldégicos de meningoencefalites
em criancas. Os flavivirus sdo conhecidos como virus capazes de infectar o SNC e
estudos do nosso grupo identificaram flavivirus em liquido cefalorraquidiano
(MARINHO; KROON, 2019; MARINHO et al., 2021), incluindo YFV (MARINHO et al.,
2019), DENV (OLIVEIRA et al., 2017; MARINHO et al., 2017) e ZIKV (MARINHO et
al., 2019). A infeccdo no SNC resulta em inflamacéo das meninges, cérebro e medula

espinhal, causando a liberacdo de varias citocinas (SINGH, H.; KOURY, 2021).

Apesar do reconhecido potencial neurotrépico e neurovirutento dos flavivirus, o
conhecimento sobre os mecanismos de neuropatogénese ainda € escasso
(MUSTAFA et al., 2019). Para avaliar o impacto da resposta imune inata em criancas
infectadas com ZIKV e DENV com manifestacdes de SNC foram avaliados
polimorfismos em genes de sistema imune inato da via TLR e o LCR foi utilizado para

deteccgédo de citocinas envolvidas na resposta imune.

5.2.1. Deteccédo de SNP e quantificacao de citocinas em LCR de criancas

com manifestagcdes de SNC infectadas com ZIKV

O DNA de criancas com manifestacbes de SNC, infectadas com ZIKV
confirmado por RT-PCR, foi analisado por sequenciamento para deteccdo de SNP em

genes envolvidos na resposta imune inata. Assim, foram analisados:



Tabela 6: Dados de criancas com manifestacfes de SNC infectadas com ZIKV.

(if)
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V)

(vi)
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dois SNPs no gene tIr3, rs3775291 (SANTOS, 2018) e rs5743316
(BIYANI et al., 2015), denominados TLR3a (C>T) (n=17) e TLR3b (A>T)
(n = 18), respectivamente,

SNP rs179008 no gene tIr7 (n = 19) (A>T) (MUKHERJEE; TRIPATHI,
2019),

SNP rs8177374 no gene tirap (C>T) (n =19) (ALAGARASU et al., 2015),
SNP rs387907272 no gene myd88 (T>C) (n = 18) (CHANG et al., 2016),
SNP rs61942233 no gene oas3 (C>T) (n = 19) (DUTTA; TRIPATHI,
2017) e

SNP rs1024611 no gene mcp-1 (n = 17) (A>G) (CHOWDHURY; KHAN,

2017).

Os dados das criangas analisadas estdo apresentados na tabela 6.

. Inicio dos Coleta Desfecho
Amostra Idade Sexo Cidade sintomas | CR clinico

512 12 anos M Santa Luzia 03/03/2015 08/03/2015 Alta
619 7 anos M Nova Lima 02/11/2015 12/11/2015 Alta
740 5 anos M Belo Horizonte 16/07/2017 27/07/2017 Alta
762 1 més M Belo Horizonte 21/11/2017 22/11/2017 Alta
816 2 anos M SD 26/11/2017 09/12/2017 Alta
818 3 meses M Presidente Juscelino 26/10/2017 01/11/2017 Alta
846 3 anos M Belo Horizonte 10/05/2018 14/05/2018 Alta
847 1 ano M Belo Horizonte 12/01/2018 17/01/2018 Alta
898 11 anos M SD Febre desde agosto 06/12/2017 Alta
1013 8 meses M Belo Horizonte 06/07/2018 10/07/2018 Alta
1024 1 ano F Belo Horizonte 07/06/2018 08/06/2018 Alta
1025 7 meses M Belo Horizonte 18/11/2018 20/11/2018 Alta
1032 SD SD SD SD SD SD

1054 6 anos M Belo Horizonte 06/09/2018 07/09/2018 Alta
1078 7 meses F Belo Horizonte 09/08/2018 10/08/2018 Alta
1137 15 dias M Contagem 16/02/2019 24/02/2019 Alta
1150 1 més M Belo Horizonte 05/05/2019 09/05/2019 Alta
1230 3 anos F Belo Horizonte 06/07/2019 12/07/2019 Alta
1242 4 meses M SD 14/11/2019 21/11/2019 Obito

F = feminino, M = masculino, SD = sem dados.

A maioria das criangcas pertencem ao sexo masculino e moram em Belo

Horizonte. A maioria das amostras foram coletadas no ano de 2018, sendo sete de 19
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amostras. A idade é variada, desde 15 dias até 12 anos. Apenas uma crianca faleceu

(1242) e uma nao possuia prontuario (1032).

a) TLR3a b) TLR3b ¢) TLR7
TIT
c/T n=2
n=4 AT (10,5%)
(23,5%) AA n=2 HN
(10,5%)
n=18 HM
cic (100%) A/A HT
M=13 n=15
(76,5%) (79%)
n=17 n=18 n=19
d) TIRAP e)MyD88 f) OAS3 g) MCP-1
cIT
5"=:/ GIG
cIT 6§ n=5 AJA
n=8 cic TIT (29.,4%) n=7
(42,1%) n=11 n=18 (41,2%)
(57,9%) (100%)
clc AlG
n=18 n=5
(94,7%) (29.4%)

n=19 n=18 n=19 n=17

Figura 30: Deteccdo de SNP em criancas com manifestacBes de SNC infectadas com ZIKV. O
DNA extraido do LCR de criangas infectadas com ZIKV com manifestagBes de SNC foram utilizados
como molde para amplificacdo, com iniciadores especificos para a deteccdo de SNPs, por
sequenciamento, nos genes tIr3, tIr7, tirap, myd88, oas3 e mcp-1. As analises foram feitas utilizando-
se os softwares Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) e novoSNP (Department of Molecular
Genetics - VIB and University of Antwerp). a) TLR3a: SNP rs3775291 no gene tIr3 (C>T) (n= 17), b)
TLR3b: SNP rs5743316 no gene tIr3 (A>T) (n = 18), ¢) TLR7: SNP rs179008 no gene tIr7 (A>T) (n =
19), d) TIRAP: SNP rs8177374 no gene tirap (C>T) (n = 19), e) MyD88: SNP rs387907272 no gente
myd88 (T>C) (n = 18), f) OAS3: SNP rs61942233 no gene oas3 (C>T) (n = 19), g) MCP-1: SNP
rs1024611 no gene mcp-1 (A>G) (n = 17). HN = Homozigoto normal, HT = Heterozigoto. HM =
Homozigoto mutado.

Para o SNP TLR3a foram analisadas 17 amostras e quatro foram HT (Figura
30a). Foram analisadas 19 amostras para o SNP TLR7 sendo que duas amostras
foram HT e duas foram HM (Figura 30c). Para o SNP TIRAP foram analisadas 19
amostras e oito amostras foram HT (Figura 30d). Das 19 amostras analisadas para o
SNP OAS3 somente uma amostra foi HT (Figura 30f). Para o SNP MCP-1 foram
analisadas 17 amostras, cinco foram HM, cinco foram HT (Figura 30g). Os SNPs
TLR3b e MyD88 néo foram detectados nas amostras analisadas (Figuras 30b e 30e).

A frequéncia dos alelos de cada SNP foi calculada e esta apresentada na tabela
4, junto com as frequéncias observadas nas populacdes globais e americanas de

diferentes estudos registradas no banco de dados GenBank.
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Para o SNP TLR3a, a frequéncia do alelo mutado (T) encontrada nos pacientes
positivos para ZIKV foi menor que a frequéncia observada nas popula¢des globais e
americanas dos diferentes estudos (Tabela 7). Os SNPs TLR7 e OAS3 apresentaram
frequéncias semelhantes as frequéncias globais e americanas (Tabela 7). Para o SNP
TIRAP, a frequéncia do alelo mutado (T) encontrada nos pacientes positivos para
ZIKV foi superior a frequéncia observada nas populacdes globais e americanas dos
estudos (Tabela 7). O SNP MCP-1 apresentou a frequéncia do alelo mutado (G) nas
amostras positivas para ZIKV superior as frequéncias observadas nas populactes
globais dos diferentes estudos mas foi semelhante as frequéncias das populacées
americanas (Tabela 7). Nao foram detectadas mutacées nos SNP TLR3b e MyD88
nas amostras positivas para ZIKV, a frequéncia do alelo mutado foi 0, o que é
semelhante as populacdes globais e americanas dos diferentes estudos (Tabela 7).
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Tabela 7: Analise comparativa entre as frequéncias dos alelos obtidas nas amostras
de pacientes positivos para ZIKV versus frequéncias do dbSNP.

. Alelo
SNP Frequéncias Normal Mutado
Global ALFA C=0.72 T=0.28
Global 1000genomes C=0.77 T=0.23
TLR3 Global gnomAD C=0.76 T=0.24
a Americana 1000genomes C =0.695 T=0.305
Americana gnomAD CcC=0.71 T=0.29
ZIKV C=0.88 T=0.12
Global ALFA A =0.99992 T =0.00008
Global 1000genomes SD SD
TLR3b Qlobal gnomAD A =0.999964 T =0.000036
Americana 1000genomes SD SD
Americana gnomAD A=1 T=0
ZIKV A=1 T=0
Global ALFA A =0.80 T=0.20
Global 1000genomes A=0.88 T=0.12
TLR7 Qlobal gnomAD A=0.81 T=0.19
Americana 1000genomes A=0.79 T=0.21
Americana gnomAD A=0.79 T=0.21
ZIKV A=0.84 T=0.16
Global ALFA C=0.85 T=0.15
Global 1000genomes C=091 T=0.09
TIRAP Qlobal gnomAD C=0.89 T=0.11
Americana 1000genomes C=091 T=0.09
Americana gnomAD C=0.90 T=0.10
ZIKV C=0.79 T=0.21
Global ALFA T =0.99981 C =0.00019
Global 1000genomes T =0.9998 C =0.0002
MyD88 Qlobal gnomAD T =0.999993 C =0.000007
Americana 1000genomes T=1 C=0
Americana gnomAD T =0.99993 C =0.00007
ZIKV T=1 C=0
Global ALFA C=0.985 T=0.015
Global 1000genomes C=0.995 T =0.005
OAS3 Qlobal gnomAD C=0.99 T=0.01
Americana 1000genomes C=0.99%4 T =0.006
Americana gnomAD C=0.993 T =0.007
ZIKV C=0.97 T=0.03
Global ALFA A=0.72 G=0.28
Global 1000genomes A=0.64 G=0.36
MCP-1 Global gnomAD A=0.72 G=0.28
) Americana 1000genomes A=051 G =049
Americana gnomAD A=0.57 G =043
ZIKV A =0.56 G=044

Fonte: dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).
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Ainda existem poucos estudos que relacionam SNPs em genes da imunidade
inata e infec¢des por ZIKV. Santos e colaboradores (2019) demonstraram que o alelo
mutado do SNP rs3775291 no gene tIr3 foi mais frequente e associado as maes com
bebés com sindrome congénita pelo ZIKV. Santos e colaboradores (2019) também
demonstraram que o alelo mutado do SNP rs1799964 no gene tnfa nos recém-
nascidos foi associado a microcefalia grave. Estes SNPs ndo foram analisados no
nosso trabalho, mas foram analisados outros SNPs relacionados a resposta imune,
inclusive SNPs no gene tIr3, e um deles apresentou frequéncia menor as frequéncias
do banco de dados dbSNP. SANCHEZ-GONZALEZ e colaboradores (2021) fizeram
um estudo no México e demonstraram que a populacéo que apresenta o alelo mutado
do SNP rs10774671 no gene oasl é geneticamente suscetivel as doencas por virus
RNA.

O LCR de criancas infectadas com ZIKV foi analisado por citometria de fluxo
com o kit Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il (BD Biosciences) para quantificacdo das
citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-5, IL-4, IL-2. Foram utilizadas 16 amostras de LCR
positivos para ZIKV, pois na data da realizacdo do CBA, as amostras 816, 898 e 1242

ainda ndo haviam sido triadas.
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Figura 31: Deteccéo de citocinas no LCR de criangcas com manifestacdes de SNC e infectadas
com ZIKV. LCR positivo para ZIKV (n = 16) de criancas internadas com manifestagbes de SNC no
HIJPII/FEHMIG foi analisado por citometria de fluxo com o kit Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il (BD
Biosciences) para quantificac@o das citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-5, IL-4, IL-2. As citocinas que n&o
apresentaram valores superiores ao limite deteccdo nao foram apresentadas na figura.

Nenhuma das citocinas foram detectadas em 11 das 16 amostras de LCR
(Tabela 8). A citocina IL-10 foi detectada em quatro amostras de LCR com uma com

alta concentracdo, sendo que todas estas as criancas apresentam SNPs, uma nos
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genes tIr3 e tIr7, duas no gene tirap e uma no gene tIr3 (Figura 31 e Tabela 8). TNF
foi detectada em 2 amostras que apresentam SNPs nos genes tirap e mcp-1, e foi a
segunda citocina com maior concentracdo (Figura 30 e Tabela 8). IL-2 também foi
detectada em duas amostras, mas em concentragao inferior a 5 pg/mL sendo que as
duas amostras apresentam SNPs no gene tirap (Figura 30 e Tabela 8). IL-5 foi
detectada em uma amostra que apresenta SNP no gene tirap e foi encontrada em
baixa concentracao (Figura 30 e Tabela 8). IFN-y e IL-4 ndo foram detectadas nas

amostras analisadas (Figura 30 e Tabela 8).

SANCHEZ-ARCILA e colaboradores (2019) analisaram o soro de pacientes
infectados com ZIKV na fase aguda e ndo detectaram aumento na producao de IFN-
y, assim como IFN-y nao foi detectado no LCR das criancas analisadas. Sanchez-
Arcila e colaboradores (2019) detectaram aumento na producdo de TNF-a e neste
trabalho, duas criancas apresentaram TNF no LCR. Tappe e colaboradores (2015)
detectaram aumento de IL-2, IL-4 e IL-10 no soro de pacientes infectados com ZIKV,
destas, somente IL-4 n&o foi detectada no LCR das criancas analisadas neste
trabalho. Tappe e colaboradores (2015) ndo detectaram diferenca a producéo de IFN-
y € TNF-a.

GALLIEZ e colaboradores (2016), detectaram aumento de IL-6 e IL-8 no LCR
de um paciente brasileiro de 26 anos infectado com ZIKV, durante a fase aguda da
doenca, com o paciente apresentando tetraparesia e insuficiéncia respiratéria. Estas
citocinas nado foram pesquisadas neste trabalho, mas foram pesquisadas outras
citocinas que também sé&o pro-inflamatorias, como IFN-y, TNF, IL-5, IL-4 e IL-2.

NASCIMENTO-CARVALHO e colaboradores (2021), examinaram a expressao
de 29 proteinas soluveis mediadoras da inflamacé&o e detectaram aumento dos niveis
de mediadores pré-inflamatérios no LCR, como IL-183, IL-12p70, IL-15, IL-17A, IFN-y
e MIP- 1a (CCL3), em recém-nascidos com microcefalia expostos ao ZIKV, ja recém-
nascidos expostos ao ZIKV que nao apresentaram microcefalia, apresentaram
tendéncia em diminuir as concentracdes de mediadores inflamatérios, como IL-2, IL-
4, IL-12p40, IL-12p70, TNF-a, TNF-B, IFN-y. Destes, IFN-y, TNF, IL-2 e IL-4 também
foram analisados em nosso trabalho, sendo IFN-y e IL-4 n&o foram detectados em
nenhum LCR e TNF e IL-2 foram detectados em poucos LCRs e em baixa

concentracao.
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SALGADO e colaboradores (2019) avaliaram plasma e LCR de criancas com
provavel encefalite, e, em comparacdo com controles saudaveis, criancas com
encefalite associada ao ZIKV apresentaram baixa concentragao de IL-10 no plasma,
mas néo de IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y ou TNF- a. J& no LCR foram detectados niveis
elevados de IL-6, IL-10 e IFN-y. IL-10 também foi detectado em 4 amostras de LCR
deste trabalho, sendo a citocina com maior concentracdo. Ja IFN-y ndo foi detectado

em nenhum LCR deste trabalho.

Os resultados da quantificacdo de citocinas no LCR e a deteccdo de
polimorfismos nas amostras de ZIKV estdo apresentados em conjunto na tabela 8. Na

tabela 9 estdo apresentados os dados citoquimicos dos LCRs dos pacientes.
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Tabela 8: Deteccdo de SNP e quantificacdo de citocinas no LCR de criancas
infectadas com ZIKV.

A SNP Citocinas (pg/mL)
mostra TLR3a TLR3b TLR7 TIRAP MyD88 OAS3 MCP-1 IFN-y TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2_
512 HT HN HM HN HN HN HN ND ND 359 ND ND ND
619 HN HN HN HT HN HN HN ND 10,7 32 25 ND 47
740 HT HN HN HT HN HN NF ND ND ND ND ND ND
762 HN HN HN HT HN HN HM ND ND ND ND ND ND
816 HN HN HN HT HN HN HN NF NF NF NF NF NF
818 NF NF HN HN NF HN HM ND 29 ND ND ND ND
846 HN HN HN HN HN HN HT ND ND ND ND ND ND
847 HN HN HN HN HN HN HT ND ND ND ND ND ND
898 HT HN HN HN HN HN HM NF NF NF NF NF NF
1013 HN HN HN HT HN HN HT ND ND ND ND ND ND
1024 HN HN HT HT HN HN HT ND ND ND ND ND ND
1025 HN HN HM HN HN HN HT ND ND ND ND ND ND
1032 NF HN HT HN HN HT NF ND ND ND ND ND ND
1054 HN HN HN HT HN HN HN ND ND ND ND ND ND
1078 HN HN HN HT HN HN HN ND ND 56 ND ND 27
1137 HN HN HN HN HN HN HN ND ND ND ND ND ND
1150 HN HN HN HN HN HN HM ND ND ND ND ND ND
1230 HT HN HN HN HN HN HN ND ND 34 ND ND ND
1242 HN HN HN HN HN HN HM NF NF NF NF NF NF

ND = ndo detectado, HN = Homozigoto normal, HT = Heterozigoto, HM = Homozigoto mutado, NF =
nao feito.

Com excecdo da amostra 1137, todas as amostras positivas para ZIKV
apresentaram SNPs em algum dos genes analisados (Tabela 8). Dez amostras
apresentaram mutacdo em um gene, sete amostras apresentaram mutacao em dois
genes e a amostra 1024 apresentou mutacao em trés genes, ela foi HT para tlr7, tirap
e mcp-1, ndo houve deteccao de nenhuma citocina nesta amostra (Tabela 8) e 0 LCR
nao apresentou alteracdes (Tabela 9).

Na amostra 619, na qual foi detectado o maior niumero de citocinas (Tabela 8),
o LCR apresentou aumento na celularidade, glicose e proteinas (Tabela 9) e ela foi
HT para o SNP TIRAP (Tabela 8). A amostra 1078 também foi HT para o SNP TIRAP,
foram detectadas IL-10 e IL-2 (Tabela 8) e o LCR apresentou porcentagem de
linfécitos menor e de monaocitos maior em relacdo aos valores de referéncia do HIJPII
(Tabela 9). A amostra 512 foi HT para o SNP TLR3a e HM para o SNP TLR7 e so foi
detectada IL-10, na maior concentracao observada (Tabela 8). O LCR da amostra 512
apresentou celularidade aumentada, com alta porcentagem de neutréfilos, e valores

de proteina e lactato também aumentados (Tabela 9). A amostra 818 foi HM para o
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SNP MCP-1 e foi detectado TNF em baixa concentracdo (Tabela 8), o LCR apresentou
celularidade levemente aumentada e alta porcentagem de neutrofilos (Tabela 9). A
amostra 1230 foi HT para o SNP TIRAP e foi detectado IL-10 em baixa concentra¢ao
(Tabela 8), o LCR desta amostra ndao apresentou alteracdes (Tabela 9).

Tabela 9: Dados citoquimicos do LCR de criangcas com manifestacdes de SNC
infectadas com ZIKV.

Citologia Exames Bioquimicos
Amostra  Leuc. Linf. Mon. Neut. Outros Glicose Proteina Lactato
(/mm?) (%) (%) (%) (%) (mg/dL)  (mg/dL) (mmol/L)
Valoresde 5 20 100  30% - - 40-70 12-60 0,6-2,2
referéncia
512 119 44 15 41 0 39 75 3,5
619 42 89 4 7 0 80 723 2,8
740 2 88 11 1 0 52 11 1,3
762 7 76 13 5 2 (EO) 47 66 1,1
816 23 82 17 - - 45 35 1,3
818 14 42 15 41 2 (EO) 47 51 1
846 1 100 0 0 0 88 13 1,1
847 1 100 0 0 0 59 14,2 1,2
898 17 70 26 0 4 (MO) 35 42 1,4
1013 1 96 0 4 0 59 38 1
1024 1 100 0 0 0 58 15 1,1
1025 1 51 23 1
1032 SD SD SD SD SD SD SD SD
1054 1 84 12 2 2 (MO) 59 <10 1.4
1078 2 56 44 0 0 52 24 1.4
1137 3 86 10 4 0 53 57 1
1150 0 100 0 0 0 52 29 1,5
1230 5 100 0 0 0 57 13 1,1
1242 40 52 20 7

SD = sem dados, Leuc. = leucécitos, Linf. = linfocitos, Mon. = mondcitos, Neut. = neutrdéfilos, MO =
macréfago, EO = eosindfilo.

IL-10 foi citocina mais detectada e possui atividade anti-inflamatoria,
desempenhando um papel central na regulacdo da resposta imune do hospedeiro a
patdgenos, prevenindo danos ao hospedeiro e mantendo a homeostase do tecido
(IYER, CHEN, 2012). A amostra 512 apresentou a maior quantificacao de IL-10 (35,9

pg/mL) (Tabela 8), o que pode estar relacionado a tentativa de controle da resposta
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imune, ja que esta amostra apresentou o LCR com maior celularidade e outros valores

alterados (Tabela 9).

Também foi detectado IL-10 na amostra 619, mas em menor concentragao (3,2
pg/mL) (Tabela 8), esta amostra também apresentou celularidade aumentada no LCR
e valores alterados de glicose, proteina e lactato (Tabela 9). Na amostra 619, também
foram detectados TNF e IL-5 (Tabela 8), que sdo citocinas proé-inflamatorias, o que
pode explicar os valores alterados do LCR (Tabela 9). TNF € importante na defesa do
hospedeiro e nas respostas inflamatorias, mas pode desencadear a morte celular e a
degeneracdo dos tecidos (PROBERT, 2015). IL-5 é uma citocina pro-inflamatoria
envolvida no desenvolvimento e liberacdo de eosinéfilos da medula 6ssea, aumenta
a adesdao dos eosinofilos as células endoteliais, melhora a funcéo efetora e prolonga
a sobrevivéncia (TAKATSU, 1993; TAKATSU; KOURO; NAGAI, 2009). E ainda, na
amostra 619 também foi detectada IL-2, uma citocina pleiotropica que promove a
expansao, diferenciacdo e morte de células T ativadas e induz células T reguladoras,
controlando a resposta imune, limitando as reagfes imunes inadequadas (ASAO,
2014). A deteccéo de IL-2 e IL-10 podem demonstrar uma tentativa de regulacédo da

resposta imune deste paciente.

5.2.2. Deteccédo de SNP no gene tirap e quantificacdo de citocinas em
LCR de criangas com manifestagcdes de SNC infectadas com DENV

Para a deteccdo do SNP rs8177374 no gene tirap e para a quantificacdo de
citocinas em LCR de criancas com manifestacées de SNC infectadas com DENV foi
analisado o DNA de 38 criancas e o LCR de 61 criancas, respectivamente. A
identificacdo do sorotipo de DENV infectante foi feita por semi-nested PCR. Os
resultados da andalise do SNP estdo apresentados em numero total de criancas
infectadas com DENV (n = 38), sem distin¢cado de sorotipos, e divididas por sorotipo e
coinfeccao, sendo 13 amostras de criangas infectadas com DENV-1, 14 com DENV-
2, 5 com DENV-3, 3 com DENV-4 e 3 de coinfec¢des, com 2 de DENV-1/2 e 1 de
DENV-1/3.

Nas tabelas 10, 11, 12, 13 e 14 estdo apresentados os dados das criancas

analisadas, separados por sorotipo.
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Tabela 10: Dados de criancas com manifestacées de SNC infectadas com DENV-1.

Amostra Idade Sexo Cidade In_|’cio dos Coleta Des,fgcho
sintomas LCR clinico
100 1 ano F Vespasiano 23/08/2014 24/08/2014 Alta
661 2 anos F Belo Horizonte 12/02/2016 18/02/2016 Alta
843 3 meses M Belo Horizonte 25/04/2018 03/05/2018 Alta
1015 3 meses F Belo Horizonte 13/06/2018 14/06/2018 Alta
1018 1 més F Ribeirdo das Neves 25/11/2018 26/11/2018 Alta
1043 3 anos M Santa Luzia 15/01/2019 18/01/2019 Alta
1049 4 meses M Ribeirdo das Neves 13/06/2018 14/06/2018  Obito
1076 10 meses M Guanhaes 03/06/2018 08/06/2018 Alta
1099 13 anos F Santa Luzia 06/12/2018 08/01/2019 Alta
1105 3 anos M Sabara 11/01/2019 14/01/2019 Alta
1116 8 dias F Santa Luzia 18/01/2019 19/01/2019 Alta
1129 10 meses M Belo Horizonte 18/01/2019 21/01/2019 Alta
1164 11 meses F Sabara 25/02/2019 26/02/2019 Alta
1170 2 anos M Santa Luzia 16/02/2019 19/02/2019 Alta
1193 10 meses M SD 03/02/2019 12/02/2019 Alta

F = feminino, M = masculino, SD = sem dados.

Sete criancas infectadas com DENV-1 sdo do sexo feminino e oito criancas sao

do sexo masculino. A maioria das amostras analisadas sdo da regido metropolitana

de Belo Horizonte e dos anos de 2018 e 2019. A idade variou entre 8 dias e 13 anos,

mas a maioria tinha meses ou poucos anos de idade. A maioria das criancas recebeu

alta, somente uma faleceu (1049) (Tabela 10).



115

Tabela 11: Dados de criancas com manifestacées de SNC infectadas com DENV-2.

Amostra Idade Sexo Cidade In.',CiO dos Coleta Des'fe_cho
sintomas LCR clinico
575 9 meses F Belo Horizonte 31/12/2014 07/01/2015 Alta
577 SD SD SD SD SD SD
579 29 dias M Belo Horizonte 11/06/2015 15/06/2015 Alta
606 4 meses M Sabara 24/09/2014 29/09/2014 Alta
806 3 anos M Santa Luzia 13/11/2018 14/11/2018 Alta
839 3 anos F Ribeirdo das Neves 15/08/2018 17/09/2018 Alta
848 SD SD SD SD SD SD
1009 5 anos F Ouro Branco 01/08/2018 22/08/2018 Alta
1033 1 ano M Belo Horizonte 24/06/2018 27/06/2018 Alta
1034 2 meses M Belo Horizonte 06/10/2018 10/10/2018 Transferéncia
1058 1 ano M Para de Minas 03/08/2018 20/08/2018 Alta
1066 5 meses F Santa Luzia 11/10/2018 12/10/2018 Alta
1067 5 anos M Vespasiano 07/07/2018 16/07/2018 Alta
1103 1 més F Sabara 16/02/2019 18/02/2019 Alta
1123 4 meses M Santa Luzia 05/01/2019 09/01/2019 Alta
1159 8 meses M Belo Horizonte 01/01/2019 05/01/2019 Alta
1192 4 meses M Belo Horizonte 24/01/2019 04/02/2019 Alta
1199 1 més F Santa Luzia 17/06/2019 25/06/2019 Alta
1207 1 ano M Betim 25/06/2019 04/07/2019 Alta

F = feminino, M = masculino, SD = sem dados.

A maioria das criancas infectadas com DENV-2 sdo do sexo masculino,

possuem até um ano idade, moram na regido metropolitana de Belo Horizonte. A

maioria das amostras foram coletadas nos anos de 2019 e 2018. A maioria das

criancas receberam alta, uma foi transferida (1034) e duas ndo tivemos acesso ao
prontuério (577 e 848) (Tabela 11).
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Tabela 12: Dados de criancas com manifestacées de SNC infectadas com DENV-3.

Amostra Idade Sexo Cidade In_|’cio dos Coleta Des:fgcho
sintomas LCR clinico
544 1 ano F Sabara 27/09/2014 03/10/2014 Alta
572 5 meses M Belo Horizonte 15/05/2015 17/05/2015 Alta
584 2 meses M Ribeirdo das Neves 15/07/2015 17/07/2015 Alta
595 SD SD SD SD SD SD
609 4 anos M Sabara 07/10/2014 08/10/2014 Alta
620 10 meses M Matozinhos 20/10/2015 24/10/2015 Alta
633 3 meses M Alvorada 05/04/2016 09/04/2016 Alta
1048 3 meses F Belo Horizonte 13/06/2019 15/06/2019 Alta
1125 3 anos M Belo Horizonte 01/06/2019 02/06/2019 Alta
1152 5 anos M Pedro Leopoldo 16/04/2019 24/04/2019 Alta
1197 6 meses M Belo Horizonte 08/07/2019 09/07/2019 Alta
1200 14 anos F Betim 28/05/2019 03/07/2019 Alta
1202 9 anos F Belo Horizonte 30/06/2019 05/07/2019 Alta
1212 7 anos M Porteirinha 05/07/2019 10/07/2019 Alta
1234 2 anos M Belo Horizonte 28/06/2019 01/07/2019 Alta

F = feminino, M = masculino, SD = sem dados.

A maioria das criancas infectadas com DENV-3 sdo do sexo masculino,

possuem até 5 anos de idade. A maioria das amostras analisadas séo do ano de 2019.

Todas as criangas receberam alta e uma nao tivemos acesso ao prontuario (595)

(Tabela 12).

Tabela 13: Dados de criancas com manifestacées de SNC infectadas com DENV-4.

Amostra Idade Sexo Cidade In_icio dos Coleta Des,f(-?-cho
sintomas LCR clinico
841 2 anos F Brumadinho 15/11/2019 20/11/2019 Alta
1140 5 meses F Belo Horizonte 24/02/2019 26/04/2019 Alta
1166 2 anos M Iguatama 28/02/2019 20/03/2019 Alta
1175 10 meses F Conceicao do Para 27/02/2019 09/03/2019 Alta

F = feminino, M = masculino, SD = sem dados.

A maioria das criangas infectadas com DENV-4 sdo do sexo feminino e nao

moram em Belo Horizonte. Todas as amostras sdao do ano de 2019 e receberam alta

(Tabela 13).
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Tabela 14: Dados de criangas com manifestacdes de SNC infectadas com
coinfeccoes de diferentes sorotipos de DENV.

Amostra Idade Sexo Cidade In_icio dos Coleta Degfe;cho
sintomas LCR clinico
1002 1 ano M Santa Luzia 07/08/2018 10/08/2018 Alta
1098 8 meses M Santa Luzia 08/07/2018 23/07/2018 Alta
1188 1 més M Corinto 01/11/2018 02/12/2018 Alta
437 10 anos F Belo Horizonte 28/03/2014 03/04/2014 Alta
1133 10 meses F Nova Lima 13/02/2019 16/02/2019 Alta
571 9 anos F Betim 23/03/2015 26/03/2015 Alta
557 9 anos F SD 25/11/2014 01/12/2014 Alta
615 5 anos M Ribeirdo das Neves 29/10/2015 01/11/2015 Alta

F = feminino, M = masculino, SD = sem dados.

A maioria das criancas com coinfeccdo ndo moram em Belo Horizonte. A

maioria das amostras sao dos anos de 2018 e 2019. Todas as criancas receberam

alta (Tabela 14).
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Figura 32: Deteccdo do SNP rs8177374 no gene tirap em criangcas com manifestagcdes de SNC e
infectadas com DENV. O DNA extraido do LCR de criancas com manifestacdes de SNC e infectadas
com DENV (n = 38) foi amplificado e sequenciado com iniciadores especificos para a detecgdo do SNP
rs8177374 no gene tirap. As analises foram feitas nos softwares Sequence Scanner 2.0 (Applied
Biosystems) e novoSNP (Department of Molecular Genetics - VIB and University of Antwerp). As
amostras estao apresentadas em nimero total de criangas infectadas com DENV a) DENV (n = 38) ou
divididas por sorotipo e coinfeccdo b) DENV-1 (n = 13), ¢) DENV-2 (n = 14), d) DENV-3 (n = 5), €)
DENV-4 (n = 3), f) Coinfec¢des DENV-1/2 (n = 2) e DENV-1/3 (n = 1). HN = Homozigoto normal, HM =
Homozigoto Mutado, HT = Heterozigoto.

A base mutada T néo foi detectada em 30 das 38 amostras analisadas, sendo
consideradas HN para o SNP tirap (Figura 32a). Foram detectadas quatro amostras
HM (Figura 32a), duas amostras sao de criangas infectadas com DENV-1 e duas sao
de criancas infectadas com DENV-2 (Figuras 32b e 32c). Foram detectadas 4

amostras HT (Figura 32a), que sdo de criancas infectadas com DENV-2 (Figura 32b).
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As criancas infectadas com DENV-3, DENV-4 ou coinfectadas foram HN (Figura 32d,
32e, 32f).

Para comparar os dados obtidos nas amostras de pacientes positivos para
DENV com o que é observado na populacao global, foi feito o calculo da frequéncia
dos alelos C (normal) e T (mutado) encontrados no estudo. As frequéncias
encontradas e as frequéncias observadas na populacdo global e americana estao
apresentadas na tabela 7.

Tabela 15: Analise comparativa entre as frequéncias dos alelos obtidas nas amostras
de pacientes positivos para DENV versus frequéncias do dbSNP.

Alelo
SNP Frequéncias C T
(normal) (mutado)
Global ALFA 0.85 0.15
Global 1000genomes 0.91 0.09
Global gnomAD 0.89 0.11
TIRAP Americaha 1000genomes 0.91 0.09
Americana gnomAD 0.90 0.10
DENV 0.84 0.16
DENV-1 0.85 0.15
DENV-2 0.71 0.29

Fonte: dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).

As frequéncias dos alelos encontradas nas amostras positivas para DENV, sem
distincdo do sorotipo, sdo semelhantes as frequéncias observadas nas populacées
globais e americanas dos diferentes estudos (Tabela 15). Quando separamos as
amostras por sorotipo, 0 mesmo ocorre nas amostras positivas para DENV-1, ja nas
amostras positivas para DENV-2, a frequéncia do alelo T (mutado) é maior em relacao

as frequéncias globais e americanas dos diferentes estudos (Tabela 15).

Este mesmo SNP rs8177374 no gene tirap ja foi analisado por ALAGARASU e
colaboradores (2015), que também detectaram frequéncia significativamente maior
para HT e HM em pacientes com dengue hemorragica, sem distincdo de sorotipo,
quando comparadas as frequéncias destes genotipos nos pacientes controles
saudaveis. ALAGARASU e colaboradores (2015), também analisaram SNPs nos
genes tIr3, tIr7 e tIr8. Para o SNP rs3775291 no gene tIr3, detectaram frequéncia do

genadtipo HT significativamente menor nos pacientes com dengue hemorragica em


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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comparacao com febre da dengue e pacientes controles saudaveis, este SNP nao foi
analisado neste trabalho. O SNP rs179008 no gene tlr7 foi observado em uma
frequéncia muito menor na populacdo do estudo. Para os SNPs rs3764879 e
rs3764880 no gene tIr8, foi sugerida uma associagdo com febre da dengue e dengue
hemorragica, em pacientes do sexo masculino (ALAGARASU et al., 2015). SNPs no
gene de tnf-a foram associados a manifestacdes graves da dengue (FERNANDEZ-
MESTRE et al., 2004; PEREZ et al., 2010; GARCIA-TREJO et al., 2011).

Os estudos de Fernandez-Mestre e colaboradores (2004), PEREZ e
colaboradores (2010), Garcia-Trejo e colaboradores (2011) e ALAGARASU e
colaboradores (2015) citados, juntamente com a andlise realizada neste trabalho,
demonstram a importancia da associacao entre polimorfismos e infec¢éo pelo virus
DENV. Porém, estudos que relacionam SNPs em genes da imunidade inata e dengue

ainda sdo escassos, 0 que evidencia a necessidade de mais estudos nesta area.

Para a quantificagéo de citocinas, as amostras de DENV est&do apresentadas
separadas por sorotipo e coinfeccdo, sendo 15 amostras de DENV-1, 19 amostras de
DENV-2, 15 amostras de DENV-3, quatro amostras de DENV-4, trés amostras de
coinfeccdo DENV-1/2, duas amostras de coinfeccdo DENV1/3, uma amostra de
coinfeccdo DENV-2/3 e duas amostras de tripla coinfeccdo DENV-1/2/3. As amostras

de coinfeccédo estdo apresentadas juntas na figura 31e.



121

a) DENV-1 b) DENV-2
6000 7 1207
n A
4000 1 901
20001
1 T T 601 s,
2007 2 30
E e 4
@ 100 ala > 107
81
40 61
2
20 Ala
Al Yy ° 21
01— - ol—
A & Q 1) > 2 A
~ G > g . A
& < ™ N N2 N/ &
DENV-3 DENV-4
c) d)
3007 151
200 J
R 12
E 1 il £
o 30T o
o Q 61
201 ®
3
4 v v
10 g A4
(]
0= —_—li_— o-——.——-u-—m*—ﬂ—r-vr_—;i;_..,.._
A & Q ° ™ 2 A & Q 1) > 2
~ h A / ~ s i !
&S o NN &S NN
Coinfecgdes
e)
200
150
100
-
£ 501
o 40
o A
301
20
107 v °
ol—e vo—w——

Figura 33: Deteccéo de citocinas no LCR de criangas com manifestacfes de SNC infectadas com
DENV. LCR positivo para DENV (n = 61) de criancas internadas com manifestacées de SNC no
HIJPII/FEHMIG foi analisado por citometria de fluxo com o kit Human Th1/Th2 Cytokine Kit Il (BD
Biosciences) para quantificacdo de citocinas. As citocinas que ndo apresentaram valores superiores ao
limite deteccdo ndo foram apresentadas na figura. a) DENV-1 (n = 15), b) DENV-2 (n = 19), c) DENV-
3 (n = 15), d) DENV-4 (n = 4), e) Coinfec¢des: DENV-1/2 (n = 3), DENV-1/3 (n = 2), DENV-2/3 (n = 1),
DENV-1/2/3 (n = 2).

De maneira geral, a citocina mais detectada foi IL-10, que sé néo foi detectada
nas amostras positivas para DENV-4 (Figura 33). IFN-y foi a segunda citocina mais
detectada, seguido de IL-5 (Figura 33). TNF e IL-10 foram as citocinas com maior
quantificacdo, sendo quantificado 5000 pg/mL na amostra 1049, positiva para DENV-
1 (Figura 33a e Tabela 16). Nesta amostra ocorreu a Unica deteccao de IL-4 (Figura

33a e Tabela 16) entre todas as amostras positivas para DENV (Figura 33).
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LI e colaboradores (2017), analisaram o LCR de 29 criancas infectadas com
DENV e detectaram aumento de IL-6, IL-8 e MCP-1, que ndo foram analisadas neste
trabalho. MEHTA e colaboradores (2017) também analisaram os niveis de IL-6 e IL-8
no LCR e no soro de pacientes infectados com DENV com manifestacoes
neuroldgicas e detectaram aumento significativo nos niveis de IL-6 no soro e no LCR
e de IL-8 no soro nos pacientes infectados com sintomas de SNC e periférico em
comparacao com os controles. Ja os niveis de IL-8 no LCR foram significativamente
maiores apenas nos pacientes com sintomas de SNC (MEHTA et al., 2017). E ainda,
0s niveis de IL-6 no soro e de IL-6 e IL-8 no LCR foram significativamente maiores em
pacientes com sintomas de SNC com resultados negativos quando comparados aos

pacientes com resultados positivos (MEHTA et al., 2017).

NGWE TUN e colaboradores (2020) detectaram aumento de IFN-y no soro de
pacientes com dengue grave, quando comparados aos pacientes com dengue com e
sem sinais de alarme. Neste trabalho foram analisadas criangcas com manifestacoes
de SNC, um dos possiveis 6rgdos comprometidos na dengue grave, com deteccao de
RNA de DENV no LCR e IFN-y foi a segunda citocina mais detectada no LCR destas
criancas (Figura 33). NGWE TUN e colaboradores (2020) também detectaram altos
niveis de TNF-a em pacientes com dengue com sinais de alarme e dengue grave,
quando comparados aos pacientes controle saudaveis. Neste trabalho, em LCR, TNF
foi detectado em poucas amostras, mas foi a citocina com maior quantificacdo, junto
com IL-10, que foi a citocina mais detectada (Figura 33). NGWE TUN e colaboradores
(2020), também detectaram altos niveis de IL-10 no soro de pacientes com dengue

grave, quando comparado aos pacientes com dengue com e sem sinais de alarme.

Os resultados da quantificacdo de citocinas no LCR e a deteccdo de
polimorfismos estéo apresentados em conjunto na tabela 8 (DENV-1), 10 (DENV-2),
12 (DENV-3), 14 (DENV-4) e 16 (coinfeccdes de DENV).

Os dados citoquimicos dos LCRs estdo apresentados na tabela 9 (DENV-1),
11 (DENV-2), 13 (DENV-3), 15 (DENV-4) e 17 (coinfec¢cbes de DENV).
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Tabela 16: Deteccao do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificacéo de citocinas no
LCR de criancas infectadas com DENV-1.

SNP Citocinas (pg/mL)
Amostra

TIRAP IFN-y TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2
100 NF ND ND ND ND ND ND
661 NF ND ND ND ND ND ND
843 HN ND ND 86,1 ND ND ND
1015 HN ND ND 13,8 ND ND ND
1018 HN 81,3 8,4 64,4 ND ND ND
1043 HN ND ND 79,0 2,4 ND ND
1049 HN 178,2 5000 5000 16,4 53 8,9
1076 HN 55,3 ND 22,2 11,7 ND ND
1099 HN ND ND 22,5 ND ND ND
1105 HN ND ND 29,8 ND ND ND
1116 HM ND ND ND ND ND ND
1129 HN 12,2 ND 8,5 3,0 ND ND
1164 HN ND ND ND ND ND ND
1170 HM ND ND ND ND ND ND
1193 HN ND ND ND ND ND ND

ND = nado detectado, HN = Homozigoto normal, HM = Homozigoto mutado, NF = ndo feito.
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Tabela 17: Dados citoquimicos do LCR de criancas com manifestacbes de SNC
positivo para DENV-1.

Citologia Exames Bioquimicos
Amostra | eycécitos Linfécitos Monécitos Neutréfilos Outros  Glicose Proteina  Lactato
(/mm?) (%) (%) (%) (%) (mg/dL) (mg/dL) (mmol/L)
Valores de 0-5 70-100  30% . i 40-70 12-60 06-22
referéncia
100 2 76 - - - 88 60 1,3
661 1 99 - - - 55 16 -
843 39 63 19 2 16 63 47 1,4
1015 10 15 13 72 0 43 30 11
1018 SD SD SD SD SD SD SD SD
1043 305 60 20 18 - 54 80 1,5
1049 690 6 6 80 8 242 710 18,5
1076 113 60 11 29 0 48 44 15
1099 29 28 12 60 0 37 65 2,3
1105 46 92 5 2 1 (MO) 39 16 1,2
1116 2 55 20 14 1]6 ((Ii/IOCg) 42 52 11
1129 16 93 3 4 0 57 25 1
1164 1 2 0 98 0 44 23 1,6
1170 1 100 0 0 0 46 10 11
1193 41 78 18 2 2 (MO) 50 104 1,3

SD = sem dados, MO = macréfago, EO = eosindfilo

Nas tabelas 16 e 17 estdo apresentadas as amostras de criancas infectadas
com DENV-1. De maneira geral, os LCRs em que foram detectadas citocinas
apresentaram maior celularidade, com exce¢édo da amostra 1193, que apresentou
celularidade aumentada, mas n&o houve deteccdo de citocinas (Tabelas 16 e 17).
Citocinas sao produzidas por ceélula do sistema imune, a presenca de linfécitos no

LCR pode ser relacionada a detecgéo de citocinas.

Nenhuma citocina foi detectada nas amostras HM 1116 e 1170 (Tabela 16) e 0
LCR destas criancas nao estava alterado, com excecéo da proporcao das células no
LCR da amostra 1116, que apresentou menor porcentagem de linfécitos e maior

porcentagem de neutrdéfilos (Tabela 17).
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Na amostra HN 1049, foram detectadas todas as citocinas avaliadas, com altas
concentracbes das citocinas pro-inflamatérias TNF e IFN-y e da citocina anti-
inflamatoria IL-10 (Tabela 16). Pelo prontuario médico, € uma amostra de crianca que
veio a Obito por septicemia ndo especificada. A crianca chegou grave ao HIPJII, ficou
internada por um dia e as hipéteses diagnosticas para a causa do Obito foram
gastroenterite aguda, meningite bacteriana ou meningococcemia. O LCR post-
mortem estava alterado, com celularidade e proteinas muito aumentadas, glicose e
acido latico com valores altos também (Tabela 19), o que pode ser relacionado a

deteccao das citocinas.

Nas tabelas 18 e 19 estdo apresentadas as amostras de criangas infectadas
com DENV-2.
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Tabela 18: Deteccao do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificacéo de citocinas no

LCR de criangas infectadas com DENV-2.

Amostra SNP Citocinas (pg/mL)

TIRAP IFN-y TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2
575 NF 1122 3,1 4,7 20,9 ND ND
577 NF ND ND ND ND ND ND
579 NF 17,1 4.4 24,7 ND ND ND
606 NF ND ND ND ND ND ND
806 NF ND ND 13,0 ND ND ND
839 HM ND ND 15,8 2,7 ND ND
848 HN ND ND 52,8 20,7 ND ND
1009 HN ND ND 6,9 8,3 ND ND
1033 HT ND ND 5,9 ND ND ND
1034 HT ND ND 6,3 ND ND ND
1058 HN ND ND 6,1 ND ND ND
1066 HN ND ND 5,8 ND ND ND
1067 HN ND ND 59,4 ND ND ND
1103 HT ND ND ND ND ND ND
1123 HM ND ND ND ND ND ND
1159 HT ND ND ND ND ND ND
1192 HN ND ND ND ND ND ND
1199 HN ND ND ND ND ND ND
1207 HN ND ND ND ND ND ND

ND = ndo detectado, HN = Homozigoto normal, HT = Heterozigoto, HM = Homozigoto mutado, NF=
nao feito, SD = sem dados.
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Tabela 19: Dados citoquimicos do LCR de criancas com manifestacbes de SNC
positivo para DENV-2.

Citologia Exames Bioguimicos
Amostra Leucdcitos Linfocitos Mondcitos Neutrofilos Outros — Glicose Proteina Lactato
(/mm3) (%) (%) (%) (%) (mg/dL) (mg/dL) (mmol/L)
\r/:f'grrgrslc‘?: 0-5 70 - 100 30% - - 40-70 12-60 0,6-2,2
575 176 98 0 1 1 (EO) 65 97 2,8
577 SD SD SD SD SD SD SD SD
579 206 48 20 10 22 (MO) 36 127 15
606 5 95 0 2 3 (MO) 45 34 1,2
806 1 86 10 2 2 (MO) 60 14 1,1
839 5 78 14 4 4 (MO) 56 22 1
848 SD SD SD SD SD SD SD SD
1009 2 85 14 1 0 62 46 1,7
1033 3 0 0 0 0 49 21 1,2
1034 6 28 44 28 0 67 53 1,2
1058 10 90 10 0 0 71 19 -
1066 1 50 50 0 0 51 18 1,2
1067 890 79 14 5 2 (MO) 26 181 3,8
1103 3 75 13 - - 44 237 1,7
1123 4 76 10 14 0 45 21 1
1159 18 39 4 57 0 64 29 1,2
1192 1 86 10 2 2 (MO) 57 15 1
1199 16 58 14 22 - 57 56 1,2
1207 1 68 32 0 0 57 59 4,3

SD = sem dados, MO = macréfago, EO = eosindfilo.

Na amostra HM 839 foram detectadas IL-10 e IL-5 em baixa concentracéo, ja
na amostra HM 1123 nao houve detec¢ao de nenhuma citocina avaliada (Tabela 18),
0 LCR destas amostras ndo apresentou nenhuma alteragédo (Tabela 19). Nas
amostras HT 1033 e 1034, somente IL-10 foi detectada em baixa concentracéo,
enquanto nas amostras HT 1103 e 1159, ndo houve deteccdo de nenhuma citocina
avaliada (Tabela 18). Somente a amostra HT 1159 teve alteracdo no LCR, a
celularidade estava aumentada com predominancia de neutrofilos (Tabela 19). Nas
amostras 575 e 579 foram detectadas o maior niumero de citocinas (Tabela 18) e os
LCRs destas criangas estavam com a celularidade aumentada (Tabela 19). A

presenca do SNP no gene tirap nédo foi avaliada nestas amostras.
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Tabela 20: Deteccao do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificacéo de citocinas no
LCR de criangas infectadas com DENV-3.

Amostra SNP Citocinas (pg/mL)

TIRAP IFN-y TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2
544 NF ND ND ND ND ND ND
572 NF ND ND ND ND ND ND
584 NF ND ND ND ND ND ND
595 NF 9,8 6,9 ND ND ND ND
609 NF 38,4 6,1 43,4 10,3 ND 20,8
620 NF 250,0 ND 7,2 4.9 ND ND
633 NF 124,3 ND 7,7 ND ND ND
1048 NF ND ND 6,0 ND ND ND
1125 HN 20,8 ND 29,4 ND ND 3,3
1152 HN ND ND 354 ND ND ND
1197 HN ND ND ND ND ND ND
1200 NF ND ND ND ND ND ND
1202 NF ND ND ND ND ND ND
1212 HN 152,3 ND 163,9 ND ND ND
1234 HN ND ND ND ND ND ND

ND = ndo detectado, HN = Homozigoto normal, NF = ndo feito, SD = sem dados.
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Tabela 21: Dados citoquimicos do LCR de criancas com manifestacbes de SNC
positivo para DENV-3.

Citologia Exames Bioquimicos
Amostra | eycécitos Linfécitos Monécitos Neutréfilo  Outros Glicose Proteina Lactato
(/mm?) (%) (%) s (%) (%) (mg/dL) (mg/dL) (mmol/L)
valoresde 5 5 70100  30% . . 40-70 12-60 0,6-22
referéncia
544 11 95 5 0 0 44 17 1,5
572 2 87 9 4 0 54 11 0,9
584 5 47 3 48 2 (EO) 51 81 2,2
595 SD SD SD SD SD SD SD SD
609 1640 2 0 82 115(('5,\%) 52 101 4
620 144 62 19 18 - 64 137 1,5
633 175 26 67 5 2 (MO) 42 114 1,7
1048 2 100 0 0 0 49 28 1
1125 6 90 0 10 0 74 11 1,8
1152 83 94 5 1 0 50 28 1,2
1197 3 87 12 0 - 52 21 1
1200 2 92 0 0 0 86 34 1,2
1202 4 30 5 62 3 (EO) 43 33 1,4
1212 640 74 24 1 1 (MO) 37 98 3,1
1234 125 75 10 13 2 (MO) 64 54 1,8

SD = sem dados, MO = macréfago, EO = eosindfilo.
Nas tabelas 20 e 21 estdo apresentadas as amostras de criangas infectadas
com DENV-3. A presenca do SNP TIRAP foi avaliada em 5 amostras e todas foram

HN, houve deteccéo de citocinas nas amostras 1125, 1152, e 1212 (Tabela 20).

As amostras 1152 e 1212 apresentaram celularidade aumentada no LCR,
principalmente a 1212 que apresentou 100 vezes mais células que o limite
estabelecido pelo HIJPIl e os dados de proteina e lactato também estavam altos
(Tabela 21). Na amostra 609 foram detectadas o maior numero de citocinas (Tabela
20) e o0 LCR estava alterado, com celularidade mais de 300 vezes maior que o valor
de referéncia do HIJPIl, com predominancia de neutréfilos e macréfagos, com os
valores de proteina e lactato altos (Tabela 21). Esta amostra foi diagnosticada com
meningite bacteriana, apesar de ndo apresentar crescimento bacteriano na cultura do

LCR e de ndo serem visualizadas bactérias no Gram.
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Tabela 22: Deteccao do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificacéo de citocinas no
LCR de criancas infectadas com DENV-4.

SNP Citocinas (pg/mL)
TIRAP IFN-y TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2

841 HN 12,6 ND ND 2,5 ND ND
1140 HN ND ND ND ND ND ND
1166 NF ND ND ND ND ND ND

1175 HN ND ND ND ND ND ND
ND = ndo detectado, HN = Homozigoto normal, NF = nao feito.

Amostra

Tabela 23: Dados citoquimicos do LCR de criancas com manifestacbes de SNC
positivo para DENV-4.

Citologia Exames Bioguimicos

Amostra | eycécitos Linfécitos Mondécitos Neutréfilos  Outros Glicose Proteina Lactato

(/mm?) (%) (%) (%) (%) (mg/dL) (mg/dL) (mmol/L)

valoresde o 5 79100  30% . . 40-70 12-60 0,6-22

referéncia

841 126 82 10 6 2 (MO) 50 77 19
1140 5 37 13 49 1 (EO) 54 20 1,3
1166 1 95 1 4 0 68 25 15
1175 8 72 28 0 0 44 10 1,2

MO = macréfago, EO = eosindfilo.

Nas tabelas 22 e 23 estdo apresentadas as amostras de crian¢as infectadas
com DENV-4. As amostras 841, 1140 e 1175 foram HN, sendo que somente a amostra
841 apresentou o LCR alterado, com celularidade aumentada (Tabela 23), e com
deteccao de citocinas (Tabela 22).
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Tabela 24: Deteccao do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificacéo de citocinas no
LCR de criangas com coinfec¢cdo com diferentes sorotipos de DENV.

SNP Citocinas (pg/mL)

TIRAP IFN-y TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2
1002 DENV-1/2 HN 1882 ND 34,1 6,8 ND 11,1
1098 DENV-1/2 HN ND ND ND ND ND ND
1188 DENV-1/2 NF ND ND ND ND ND ND
437 DENV-1/3 NF ND ND ND ND ND ND
1133 DENV-1/3 HN ND ND ND 28 ND ND
571 DENV-2/3 NF 11,3 ND 20,6 ND ND ND
557 DENV-1/2/3 NF ND ND ND ND ND ND

615 DENV-1/2/3 NF ND ND 6,6 ND ND ND
ND = néo detectado, HN = Homozigoto normal, NF = nao feito.

Amostra Virus

Tabela 25: Dados citoquimicos do LCR de criangas com manifestacdes de SNC com
coinfeccdo com diferentes sorotipos de DENV.

A Citologia Exames Bioquimicos
mostr ]
a Virus Leucécito Linfécitos Monécitos Neutréfilos — Outros Glicose Proteina Lactat
s (/mm?) (%) (%) (%) (%) (mg/dL) (mg/dL) (mmol/
Valores de referéncia 0-5 70 - 100 30% - - 40-70 12-60 0,6-2
1002 DENV-1/2 20 81 6 9 4 (MO) 47 58 1,2
1098 DENV-1/2 1 100 0 0 0 51 21 1,4
1188 DENV-1/2 1 80 14 2 - 62 102 0,8
437 DENV-1/3 8 64 16 8 120(5/%) 52 13 1,2
1133 DENV-1/3 10 77 12 6 5 (MO) 74 15 1,2
571 DENV-2/3 15 6 8 86 0 63 24 2,1
557 DENV-1/2/3 28 71 0 29 0 70 30 1,4

615 DENV-1/2/3 70 5 5 90 0 38 22 1,7

MO = macréfago, EO = eosindfilo.

Nas tabelas 24 e 25 estdo apresentadas as amostras com coinfeccdes de
diferentes sorotipos de DENV. Foi realizada a analise do SNP TIRAP em trés amostras
e todas foram HN (Tabela 24). De modo geral, as amostras que apresentaram maior
celularidade no LCR foram as amostras em que foram detectadas citocinas, com
excecdo da amostra 557, que apresentou celularidade aumentada, mas nao foram

detectadas citocinas (Tabelas 24 e 25).
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As amostras de DENV analisadas foram coletadas entre 2014 e 2019. Segundo
a Secretaria de Saude de Minas Gerais, 0s quatro sorotipos de DENV séo
identificados no Estado de Minas Gerais desde 2011, com predominio de DENV1 até
2017 e, a partir de 2018, DENV2 predomina dentre as amostras testadas, sendo o
sorotipo mais detectado no ano de 2019. Foram analisadas muitas amostras de
DENV-2 provenientes dos anos 2018 e 2019, mas também foram analisadas muitas
amostras de DENV-1 e DENV-3. E as quatro amostras de DENV-4 também foram

provenientes deste ano.

5.3.Analise comparativa das frequéncias observadas em pacientes

infectados com flavivirus com o banco de dados dbSNP

Para comparar as frequéncias dos alelos encontradas nos pacientes infectados
com flavivirus de maneira geral com as frequéncias observadas nas populacdes
globais e americanas, os dados obtidos nas anélises de SNP de pacientes infectados
com DENV e ZIKV foram agrupados e estdo apresentados na tabela 26. Como
somente o SNP TIRAP foi analisado para todas as amostras, somente este SNP esta
apresentado na tabela.

Tabela 26: Analise comparativa entre as frequéncias dos alelos obtidas nas amostras
de pacientes infectados com flavivirus versus frequéncias do dbSNP.

SNP Frequéncias Alelo

C (normal) T (mutado)

Global ALFA 0.85 0.15

Global 1000genomes 0.91 0.09

TIRAP Global gnomAD 0.89 0.11

Americana 1000genomes 0.91 0.09

Americana gnomAD 0.90 0.10

Flavivirus 0.82 0.18

Fonte: dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).

Quando comparado com a frequéncia global dos alelos no estudo ALFA, a
frequéncia observada nos pacientes positivos para flavivirus é semelhante. Quando
comparado com as frequéncias globais e americanas dos estudos 1000genomes e

gnomAD, a frequéncia do alelo T (mutado) observada € maior (Tabela 26).
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5.4.Infeccdo e imunidade inata em criancas: SARS-CoV-2
5.4.1. Analise de SNP em criancas infectadas com SARS-CoV-2

Em 2019 foi descrita a emergéncia do SARS-CoV-2. Este foi disseminado
mundialmente causando uma pandemia com mais de 500 milhdes de infectados e
mais de 6 milhdes de obitos (WHO, 2022). Estudos demonstraram, até a realizacao
deste trabalho, em junho de 2021, antes da variante dmicron surgir, que criancas sao
menos afetadas pela infeccdo que adultos (SOLA et al., 2021; DONG et al., 2020;
LUDVIGSSON, 2020) mas criancas pequenas, principalmente bebés, sdo vulneraveis
a infeccdo (DONG et al., 2020). Embora a porcentagem de criancas infectadas com
SARS-CoV-2 seja menor e a doencga grave e morte sejam menos frequentes, ja foi
relatado que criancas apresentaram SIMP, doenca de Kawasaki, sindrome do choque
toxico, sepse viral e hepatite (VINER; WHITTAKER, 2020; HARWOOD et al., 2021;
RIPHAGEN et al.,, 2020; VARUN, 2021; WHITTAKER et al., 2020). Estudos que
avaliam uma associacao entre fatores de risco e a gravidade da doenca em criangas
ainda séo escassos (DONG, Y. et al., 2020).

Para avaliar o papel de alguns genes da imunidade inata na infec¢éo por SARS-
CoV-2, o DNA de criancas com quadro grave de Covid-19 foi analisado para deteccao
de SNPs em genes relacionados a resposta imune inata. Foram selecionadas criangas
com Covid-19 hospitalizadas com teste soroldégico ou PCR positivos, sendo apenas
uma crianga selecionada por critério epidemioldgico. Foram analisados 0os mesmos

SNPs anteriormente descritos.
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Figura 34: Deteccdo de SNP em genes tIr3, tIr7, tirap, myd88, oas3 e mcp-1 de criangas infectadas
com SARS-CoV-2. O DNA extraido do sangue de criancas infectadas com SARS-CoV-2 foi amplificado
e sequenciado com iniciadores especificos para a deteccdo de SNPs nos genes tIr3, tIr7, tirap, myd88,
oas3 e mcp-1. As analises foram feitas nos softwares Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) e
novoSNP (Department of Molecular Genetics - VIB and University of Antwerp). a) TLR3a: SNP rs3
775291 no gene tIr3 (C>T) (n= 59), b) TLR3b: SNP rs5743316 no gene tIr3 (A>T) (n = 59), ¢) TLR7:
SNP rs179008 no gene tIr7 (A>T) (n = 59), d) TIRAP: SNP rs8177374 no gene tirap (C>T) (n =59), e)
MyD88: SNP rs387907272 no gene myd88 (T>C) (n = 42), f) OAS3: SNP rs61942233 no gene oas3
(C>T) (n =53), g) MCP-1: SNP rs1024611 no gene mcp-1 (A>G) (n = 59). HN = Homozigoto normal,
HT = Heterozigoto. HM = Homozigoto mutado.

Foram analisadas 59 amostras para os SNPs TLR3 a e b, TLR-7, TIRAP e
MCP-1. Destas, uma amostra foi HM e 18 amostras foram HT para TLR-3a (Figura
34a), todas foram HN para TLR3b (Figura 34b), nove amostras foram HM e sete
amostras foram HT para TLR-7 (Figura 34c), 16 amostras foram HT para TIRAP
(Figura 34d) e nove amostras foram HM e 23 amostras foram HT para MCP-1 (Figura
34g). Para o SNP MyD88 foram analisadas 42 amostras e OAS3 foram analisadas 53
amostras e nao foram observadas bases mutadas, sendo todas as amostras HN
(Figuras 34b, 34e e 34f).

Para comparar as frequéncias dos SNPs avaliados com as frequéncias
encontradas na populacao global, foi feito o calculo da frequéncia de cada alelo normal
ou mutado de cada SNP. Os resultados estdo apresentados na tabela 27, junto com

as frequéncias globais obtidas do banco de dados dbSNP.



135

Tabela 27: Andlise comparativa entre as frequéncias dos alelos obtidas nas amostras
de pacientes com Covid-19 grave versus frequéncias do dbSNP.

. Alelo
SNP Frequéncias
Normal Mutado
Global ALFA Cc=0.72 T=0.28
Global 1000genomes c=0.77 T=0.23
Global gnomAD C=0.76 T=0.24
TLR3a )
Americana 1000genomes C =0.695 T =0.305
Americana gnomAD c=071 T=0.29
Covid-19 C=0.83 T=0.17
Global ALFA A=0.99992 T =0.00008
Global 1000genomes SD SD
TLR3b Global gnomAD A =0.999964 T =0.000036
Americana 1000genomes SD SD
Americana gnomAD A=1 T=0
Covid-19 A=1 T=0
Global ALFA A=0.80 T=0.20
Global 1000genomes A=0.88 T=0.12
TLR? Global gnomAD A=0.81 T=0.19
Americana 1000genomes A=0.79 T=0.21
Americana gnomAD A=0.79 T=0.21
Covid-19 A=0.79 T=0.21
Global ALFA C=0.85 T=0.15
Global 1000genomes Cc=0.91 T=0.09
Global gnomAD C=0.89 T=0.11
TIRAP .
Americana 1000genomes Cc=091 T=0.09
Americana gnomAD C=0.90 T=0.10
Covid-19 C=0.86 T=0.14
Global ALFA T=0.99981 C=0.00019
Global 1000genomes T =0.9998 C =0.0002
MyD88 Global gnomAD T =0.999993 C =0.000007
Americana 1000genomes T=1 CcC=0
Americana gnomAD T =0.99993 C =0.00007
Covid-19 T=1 C=0
Global ALFA C=0.985 T=0.015
Global 1000genomes C=0.995 T =0.005
OAS3 Global gnomAD C=0.99 T=0.01
Americana 1000genomes C=0.994 T =0.006
Americana gnomAD c=1 T=0
Covid-19 c=1 T=0.0
Global ALFA A=0.72 G =0.28
Global 1000genomes A=0.64 G =0.36
Global gnomAD A=0.72 G=0.28
MCP-1 .
Americana 1000genomes A=0.51 G =0.49
Americana gnomAD A=0.57 G=0.43
Covid-19 A =0.65 G=0.35

Fonte: dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).
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A frequéncia do alelo mutado do SNP TLR3a foi menor nos pacientes com
Covid-19 em relacéo as frequéncias globais e americanas dos diferentes estudos. A
frequéncia do alelo mutado do SNP TLR7 nos pacientes com Covid-19 foi maior em
relagéo a frequéncia global do estudo 1000genomas, mas foi semelhante ou igual as
frequéncias globais e americanas dos demais estudos. A frequéncia do alelo mutado
do SNP TIRAP nos pacientes com Covid-19 foi semelhante a frequéncia global do
estudo ALFA e foi maior que as frequéncias globais e americanas dos demais estudos.
A frequéncia do alelo mutado do SNP MCP-1 foi maior nos pacientes com Covid-19
em relacdo a frequéncia das populacdes globais dos estudos ALFA e gnomAD,
semelhante a frequéncia global do estudo 1000genomes e menor que as frequéncias
americanas. As frequéncias dos alelos mutados dos SNPs TLR3b, MyD88 e OAS3
nos pacientes com Covid-19 foram iguais a 0, o que é semelhante as frequéncias
globais e americanas, que sdo proximas de 0 e até mesmo igual a 0 em alguns
estudos (Tabela 27).

VAN DER MADE e colaboradores (2020) identificaram variantes Gnicas de
perda de funcdo no gene tlr7 no cromossomo X em quatro homens com Covic-19
grave. Delecéo de quatro nucleotideos, que provoca perda total de funcédo do TLR7,
foi identificada em dois pacientes irméos, um deles veio a ébito. Nos outros pacientes,
também irmaos, foi identificada mutacdo missense, que foi prevista como deletéria em
todas as ferramentas de previsao in silico, a alteracdo de aminoacidos resultante afeta
o dominio carboxiterminal da regido de repeticdo rica em leucina. Embora a frequéncia
do SNP rs179008 no gene tIr7 obtida neste trabalho nédo foi diferente das frequéncias
do banco de dados dbSNP, foram identificados sete pacientes HT e nove pacientes

HM que tiveram Covid-19 grave.

PAIRO-CASTINEIRA e colaboradores (2020), analisaram o genoma de 2.244
pacientes com infeccéo grave por SARS-CoV-2 e identificaram associagdo com genes
gue codificam OAS1, OAS2 e OAS3 e no gene receptor de interferon IFNAR2. Neste

trabalho foi analisado SNP no gene oas3, mas néo foram identificadas mutacoes.

Ainda existem poucos estudos que relacionam a presenca de polimorfismos em
genes do sistema imune e a infecgcdo por SARS-CoV-2, a maioria dos estudos
relacionam infeccbes por SARS-CoV-2 e mutagdes nos genes da serina protease

transmembrana 2 (TMPRSS2) e da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), que
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desempenham um papel crucial na penetracdo do SARS-CoV-2 nas células
hospedeiras (PANIRI; HOSSEINI; AKHAVAN-NIAKI, 2021; TAHER et al., 2021; ZHOU
et al., 2021; ASSELTA et al., 2020; LOPERA MAYA et al., 2020).

Os estudos citados acima evidenciam a relacdo entre mutaces no DNA
humano e a susceptibilidade a Covid-19, e a importancia de investigar mutacdes em

genes do sistema imune inato como mecanismo de prevencdo a Covid-19 grave.
5.4.2. Impacto de SNP nas infec¢cdes por SARS-CoV-2: estudo de casos

Apesar de nossos estudos terem identificado uma frequéncia diferente do alelo
mutado do SNP TLR3a, o estudo de casos identificou mais claramente o impacto dos

SNPs em criancas com Covid-19.

Uma crianga do sexo masculino, de 5 anos, iniciou com febre, odinofagia,
diarreia, dor abdominal e vomitos em 19 de agosto de 2020. No dia 23, ainda com
febre, apresentou acolia fecal e ictericia. A crianca foi internada apds avaliacéo
médica e exames que detectaram hepatite. Além disso, 0 paciente tem asma e fez
uso intensivo de spray de beclometasona na dose baixa de 100 mcg/dia. Ele n&o tinha
outras doencas, e esta foi sua primeira internacao hospitalar. No cartédo de vacinagao
da crianca constava uma dose de hepatite A e trés doses de hepatite B. Apés
entrevista com os cuidadores da crianca, também foi descartada possivel ingestéao

acidental de medicamentos ou substancias hepatotoxicas.

A crianca permaneceu internada para tratamento de suporte e exames por 4
dias, recebendo alta com melhora da febre, vomitos e dor abdominal. No entanto, foi
internada novamente 4 dias depois por apresentar febre, cansaco e edema em
membros inferiores. Ele recebeu alta apds trés dias. Nao houve sangramento ou falha
hemodindmica em nenhum momento. O paciente recebeu apenas tratamento de

suporte.

Para investigar a possivel causa dessa hepatite neste paciente, foram
realizados testes sorologicos para hepatites virais (hepatite A, B, C, E, HIV-1 e -2, EBV
e CMV) e exames para avaliar possivel hepatite autoimune, doenca de Wilson, e
deficiéncia de alfal-antitripsina (Tabela 28). Todos esses testes foram negativos. O
paciente apresenta IgG positivo para EBV e CMV. Como o paciente apresentava uma
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epidemiologia positiva para Covid-19 associada a febre, odinofagia e alteragdes nos
marcadores inflamatérios, perfil de coagulacdo e D-dimero, foi solicitado teste
sorolégico que deu positivo para IgM, 1gG e IgA para SARS-CoV- 2, com os kits
Biolisa-CoV-2 IgM, Biolisa-CoV-2 IgG e Biolisa-CoV2 IgA (Bioclin, Quibasa, Brasil),
respectivamente. O RT-gPCR para SARS-CoV-2 foi realizado na nasofaringe e

orofaringe seis dias apés os sintomas e foi negativo (Tabela 28).

Foi feito um ecocardiograma devido a possibilidade de sindrome inflamatoria
multissistémica associada a Covid-19, mas o exame nado evidenciou alteracdes na
funcao cardiaca ou dilatacdo coronariana. Apos a alta hospitalar, o paciente continua
em acompanhamento ambulatorial com equipe de gastroenterologia pediatrica,
porém, sem outras manifestacdes clinicas. O paciente foi submetido a exame de
colangiorressonancia em janeiro de 2021, mas o exame nao apresentou alteracdes.
Neste momento, o0 anticorpo antinuclear também né&o foi reativo. Outros exames
diagnosticos realizados para diagnésticos diferenciais como doenca de Wilson,
deficiéncia de alfa-1-antitripsina, hepatite autoimune e colangite esclerosante primaria

foram negativos. O paciente posteriormente foi internado mais duas vezes.

Os SNPs avaliados detectaram o SNP mutado para TLR-7. A hepatite
provocada pelo SARS-CoV-2 pode estar associada ao comprometimento da
imunidade inata contra o virus causado pelo polimorfismo em tlr-7. O mesmo SNP foi
relatado por Fakhir e colaboradores (2018) como sendo uma das causas da resposta
imune prejudicada durante a infeccdo pelo HCV. Azar e colaboradores (2020)
relataram que pacientes infectados pelo HIV-1, que apresentavam esta mutacao,
produziram menores quantidades de TLR-7, resultando em menor producéo de IFN-

1, com consequente maior carga viral.
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Tabela 28: Resultados laboratoriais, testes para hepatite, testes sorologicos e SNPs.

Testes (unidades)/Datas 24-26/08 02/09 18/11 Valor de referéncia
Hemoglobina (g/dL) 12,8 10,7 12,9 11,5-13,5
Leucécitos (cels/mm3) 10.030 8.450 6.170 5.000-14.500
Plaguetas (cells/ mm?2) 369.000 589.000 432.000 150.000 - 400.000
Proteina C-Reativa (mg/L) 233 62 - <12
Aspartato aminotransferase (IU/L) 326 48 33 10-47
Alanina aminotransferase (IU/L) 234 49 19 24-49
Bilirubina/ Bilirubina direta (mg/dL) 4,4/4,0 0,9/0,6 0/0 <1,2/£0,4
Gamma-glutamil transferase (IU/L) 833 239 22 <30
Fosfatase alcalina (1U/L) 770 329 253 142-335
Albumina (g/dL) 3,9 3,9 4.3 2,9-4,7
Tempo de ativacao parcial da 69 62 77 2535
protrombina (seg)
Razao normalizada internacional (RNI) 1,28 1,38 1,3 0,87-1,2
D-dimero (mcg/mL) 1,46 1,83 - <0,5
at-antitripsina (mg/L) 293 - - 78- 200
Ceruloplasmina (mg/dL) 36 - - 20-60
Anticorpo antinuclear 1:80 - - NR
Anti-musculo liso NR - - NR
Cobre sérico (mcg/dL) 177 - - 90-190
Cobre urinario (mcg/24hs) 11 - - <60
Anti-microssomal de figado/rim tipo | - NR - NR
SARS-CoV-2 IgG/IgA/igM P/P/IP - - N
VDRL N - - N
RTgPCR Influenza A, B; RSV e SARS-
CoV2 N/N/N - - N/N/N
Anti- HIV 1,2 N - - N
Anti- hepatite A virus/C virus N/N - - N/N
Anti-hepatite E IgM N N
Hepatite B, HBsAg, anti- HBc-IgM N/N - - N/N
Anti- herpes virus humano IgM N - - N
Anti-citomegalovirus IgG/IgM P/N - - N
Anti-Epstein—Barr virus IgG/IgM P/N - - N
TLR-7 T/T (A/A) - - HM -
TLR-3 C/C (T/T) - - HN -
TIRAP C/C (T/T) - - HN
MCP-1 A/A (G/G) - - HN -
OAS-3 C/C (TIT) - - HN -

MCP-1 = monocyte chemoattractant protein 1; OAS = 3 2'-5'-Oligoadenylate Sintetase 3; SARS-CoV-2
= Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus type 2; SNP = Single nucleotide polymorphism;
RSV = respiratory syncytial virus; TIRAP = Toll-interleukin 1 receptor domain-containing adapter protein;
TLR-3 = Toll like receptor 3; TLR-7 = Toll Like Receptor 7; VDRL = Venereal Disease Research
Laboratory; HM = homozigoto mutado; HN = homozigoto normal; P = positivo; N = negativo; NR = n&do

reativo; NF = nao feito.

Trés criangcas com anemia falciforme e Covid-19 que evoluiram com

complica¢gBes durante a internacdo ou apos a alta foram investigadas. Estas criancas

apresentaram complicacdes significativas da anemia falciforme, tais como sindrome

toracica aguda, sequestro esplénico e crise de dor durante a internacdo ou até 2

meses apos a infeccdo por SARS-CoV-2. Todas necessitaram de transfusdo de

concentrado de hem@acias e internagdo em hospital de referéncia. Foram detectados
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0s SNPs rs179008 no gene tlr-7 em uma crianca, e rs8177374 no gene tirap em duas

delas (PESSOA et al., 2022) (Tabela 29).

Tabela 29: Resultados laboratoriais, teste para SARS-CoV-2 e SNPs.

Testes (units) Valor
e : 1 2 3 N
demogréfico/pacientes Referéncia
Idade (a, m) 15 1,5 6 -
Sexo Feminino Masculino Feminino -
Saturagao oxigenio na 90% 98% 80% 94-100%
admisséao
. a e Sindrome toracica  Sindrome o
Manifestacao clinica Pneumonia viral -
aguda Flu
Infiltrado intersticial Infiltrado intersticial
difuso. do segmento
, . Aglomerado posterior e inferior
Tomografia de peito brénquico-vascular NF do hemitérax direito. i
na base do pulméo Espessamento
direito brénquico bilateral
RT-gPCR SARS-CoV-2 P P P N
Antigeno SARS-CoV-2 NF NF P N
Hemoglobina (g/fdL) 6,3 7,7 55 11,5-13,5
Reticulécitos (%) 0,1 7.8 14,2 1-15
Leucécitos (cels x
10%/mm3) 11,8 3,9 21,9 5-145
Neutrdfilos (cels x
109/mm3) 7,0 15 16,4 1,5-8,0
Linfécitos (cels x
10/mm3) 3,2 2,2 2,8 1,5-6,5
3
P'aquetaslégf'sf mm 418 87 195 150 — 400
Proteina C-Reactiva 49,6 6.0 85.9 <12
(mg/L)
TLR-7 T/T (A/A) HT HN HN -
TIRAP C/C (T/T) HN HT HT -

TIRAP = Toll-interleukin 1 receptor domain-containing adapter protein; TLR-7 = Toll Like Receptor 7;

HN = homozigoto normal; HT = heterozigoto NF = nao feito, P = positivo, N = negativo.

A doenca falciforme (DF) € uma expresséo clinica de homozigose para a

hemoglobina S (HbS) caracterizada por anemia hemolitica cronica. Em todo o

mundo estima-se que 3,2 milhdes de pessoas vivem com DF. Pacientes com DF

podem desenvolver sindrome toracica aguda, embolia pulmonar e acidente vascular
cerebral (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019).

O sistema imune inato é ativado na DF com alta expressao de TLR-4 (KATO et

al., 2018), que depende de TIRAP para ser funcional. Ha envolvimento de células

imunes inatas, incluindo mondcitos, neutrofilos, plaquetas e mastécitos, promovendo
inflamacéo, adeséo e dor (ALLALI et al., 2020).
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A primeira paciente, uma adolescente de 15 anos, deu entrada no hospital
apresentando sindrome toracica aguda iniciada uma semana apOs o inicio dos
sintomas de Covid-19. Apresentava dor intensa no esterno e torax bilateral,
dependente da ventilagdo. Foi necessaria oxigenoterapia por canula nasal 2 L/min por
oito dias e morfina para controle da dor por cinco dias. Foi medicada com antibi6tico
durante dez dias, com enoxaparina (40mg/dia) e salbutamol inalatério durante toda a
internacdo. No terceiro dia de internacdo, qPCR para SARS-CoV-2 do swab
nasofaringeo foi positiva. No quinto dia de internagdo evoluiu com palidez importante
associada a esplenomegalia (baco palpavel a 6 cm do rebordo costal direito). O
hemograma total mostrou queda da hemoglobina de 8,5 para 6,3mg/dl, sem aumento
de reticulécitos (0,1%). Recebeu transfusdes de hemacias, com melhora gradual, e a
oxigenoterapia foi suspensa trés dias depois. Recebeu alta apdés 11 dias de

internacdo. O SNP rs179008 no gene tIr-7 foi identificado neste paciente (Tabela 29).

O segundo paciente, uma criangca de um ano e cinco meses, deu entrada no
hospital apds trés dias de tosse, febre e dor de garganta. Evoluiu com diarreia e
palidez, com queda da hemoglobina de 8,5 para 7,7 mg/dL. No quarto dia do inicio
dos sintomas, RT- gPCR para SARS-CoV-2 de swab nasofaringeo foi positivo. Ele
recebeu alta ap0s trés dias. Porém, dois meses depois, foi internado na unidade de
terapia intensiva de outro hospital por sequestro esplénico e recebeu transfuséo
sanguinea. O SNP rs8177374 no gene tirap foi identificado neste paciente (Tabela
29).

O terceiro paciente, uma crianca de 6 anos, deu entrada no hospital um dia
apos o inicio dos sintomas, com tosse, febre e dispneia. Foi admitido no pronto-
socorro por taquipneia e saturacao de oxigénio de 80%, sendo administrado oxigénio
por meio de mascara sem reinalacdo. A tomografia de térax mostrou imagem de
envolvimento intersticial no segmento posterior e inferior do térax direito e
espessamento brénquico bilateral. Foi coletado swab nasofaringeo no primeiro dia do
inicio dos sintomas e o RT-gPCR para o0 SARS-CoV-2 foi positivo. Dois dias apos a
alta, retornou ao hospital com crise algica intensa associada a oliguria, diminuicao da
saturacdo de oxigénio e febre. Foi prescrita hidratagdo intravenosa, morfina fixa,
ceftriaxona e oxigénio por canula nasal. Trés dias depois, apresentou palidez e queda

da hemoglobina de 7,5 para 5,5 mg/dL. Recebeu transfusdo de hemacias com
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melhora progressiva, recebendo alta apds uma semana com razoavel controle da dor.

O SNP rs8177374 no gene tirap foi identificado neste paciente (Tabela 29).

As criangas aqui relatadas apresentaram complicagbes significativas da DF
como sindrome tordcica aguda, sequestro esplénico e crise de dor durante a
internacdo ou até 2 meses apos a infec¢do por SARS-CoV-2. Todos necessitaram de
transfusdo de concentrado de hemacias e internacdo em hospital de referéncia para
atendimento de criangas com DF. Foram analisados 37 casos de Covid-19 grave, com
trés pacientes com DF, correspondendo a 8,1% de todos os casos estudados.

Estes e outros estudos (STUDZINSKA et al., 2017; DEVAL et al., 2019; CHEN
etal., 2021; LIAKATH et al., 2021; PESSOA et al., 2021; PESSOA et al., 2022) indicam
a relevancia destas mutagdes no desdobramento de doencas em criangas.
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6. CONCLUSOES

As amostras de ZIKV PE243 e SPH, isoladas no Brasil, foram capazes de ativar
TLR2 no sistema in vitro, mas somente quando as células foram estimuladas
com a m.o.i. 10. Esta ativacao foi diferente entre as amostras brasileiras, com
ZIKV PE243 ativando 12,9% a mais que ZIKV SPH, evidenciando que os virus
estimulam respostas imunes diferentes. As amostras ndo foram capazes de
ativar TLR4 nas m.o.i. utilizadas.

Camundongos imunocompetentes e nocautes para MyD88, TLR2/9 e NOS2
infectados com as duas amostras de ZIKV (PE243 e SPH) isoladas no Brasil
sobreviveram a infeccdo. Porém, camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV
PE243 e camundongos MyD88 e TLR2/97 infectados com ZIKV PE243 e SPH
apresentaram variacao percentual de peso significativamente menor quando
comparados aos néo infectados, evidenciando a importancia do sistema imune
inato na infeccdo por ZIKV. Ja camundongos NOS2’ ndo apresentaram
variacdo percentual de peso quando infectados com ZIKV PE243 e SPH,
demonstrando que a auséncia de NOS2 pode proteger camundongos da
infeccdo por estes virus, 0 que nao ocorre com a amostra africana, ja que os
camundongos NOS2” infectados com ZIKV MR766 vieram a 6bito;

A deteccdo de citocinas nos 6rgdos dos camundongos C57BL/6 e MyD88-- foi
distinta entre as amostras de ZIKV, com IFN-y detectado no cérebro, figado e
baco de camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV SPH e MCP-1 detectado
no cérebro de camundongos MyD88”- infectados com ZIKV PE243, mostrando
novamente diferenca nas respostas imunes desencadeadas por estas duas
amostras. Foi detectado RNA viral em todos os cérebros, no figado, baco, rim
e testiculos de camundongos C57BL6 e MyD88" infectados com ZIKV PE243
e SPH, comprovando assim a disseminacao viral;

Criancas infectadas com ZIKV apresentaram SNPs nos genes tlr3, tlr7, tirap,
oas3 e mcp-1, sendo que o alelo mutado no SNP no gene tirap apresentou
maior frequéncia e o alelo mutado no SNP no gene tlr3 apresentou menor
frequéncia quando comparado as frequéncias do banco de dados dbSNP.
Criancas infectadas com DENV-1 e DENV-2 apresentaram SNP no gene tirap,
sendo que nas criangas infectadas com DENV-2, o alelo mutado apresentou

maior frequéncia quando comparado as frequéncias do banco de dados
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dpSNP. Criancas infectadas com SARS-CoV-2 apresentaram SNPs nos genes
tIr3, tir7, tirap e mcp-1, sendo que alelo mutado no SNP no gene tIr3 apresentou
menor frequéncia quando comparado as frequéncias do banco de dados
dbSNP. Estes resultados demonstram a importancia do estudo de mutacdes
em genes da imunidade inata para determinar a susceptibilidade as infeccdes
virais.

As citocinas TNF, IL-10, IL-5 e IL-2 foram detectadas em LCR de criancas
infectadas com ZIKV. As citocinas IFN-y, TNF, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2 foram
detectadas em LCR de criancas infectadas com DENV. IL-10, uma citocina
regulatoria, foi a citocina mais detectada e com maior concentragédo no LCR de
criancas infectadas com ZIKV e DENV, o que pode demonstrar uma tentativa

de controle da inflamagéo no SNC.
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Abstract

Background: Covid-19 has the respiratory tract as the main target of infection, and patients present mainly dyspnea,
pneumonia, dry cough, and fever. Nevertheless, organs outside the respiratory tract had been reported in recent
studies, including the gastrointestinal tract and liver. The host innate immune system recognizes pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) through their pattern recognition receptor (PRRs). Toll-like receptor 7 (TLR-7) is a pattern
recognition receptor recognizing ssRNA (SARS-CoV-2 is an ssRNA). Polymorphisms are characterized by two or more
alternative forms of a distinct phenotype in the same population. Polymorphisms in tirs genes can negatively influ-
ence the immune response to infectious diseases. There are several references in the literature to non-synonymous
single nucleotide (rs) polymorphisms related to several genes. Some of them are important for the innate immunity,
as rs 179008 (tlr-7), rs3775291 (tlr3), rs8177374 (tir domain-containing adaptor protein, tirap), rs1024611 (monocyte che-
moattractant protein-1, mcp-1) and rs61942233 (2'-5"-oligoadenylate synthase-3, 0as-3).

Case presentation: We identified a 5-year-old-male child with gastrointestinal symptoms and fever presenting
acholic stool and jaundice, who was positive for SARS-CoV-2 IgM, IgA, and IgG and presenting the GIn11Leurs 179008
in tlr-7.The child presented high levels of aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, bilirubin, C-reactive
protein, D-dimer, gamma-glutamyl transferase, alkaline phosphatase, and was negative for serological tests for hepati-
tis A, B, G E HIV 1 and 2, herpes virus, cytomegalovirus, Epstein—Barr virus, and negative for RTqPCR for Influenza Aand
B, RSV and SARS-CoV-2. We also investigated other SNPs in the tlr-3 (rs3775291), tirap (rs8177374), mcp-1 (rs1024611),
and oas-3 (rs61942233) genes, and no mutation was detected. After an interview with the child's caregivers, any pos-
sible accidental ingestion of drugs or hepatotoxic substances was ruled out.

Conclusion: To our knowledge, this is the first report of a SARS-CoV-2 caused hepatitis in a male child that has the
tlr-7 GIn11Leu rs 179008, which could impair an efficient initial immune response. The knowledge of the patient’s
immune deficiency could improve the treatment to correct this deficiency with specific medications.

Keywords: SARS-CoV-2, Covid-19, Hepatitis, Single nucleotide polymorphism, TLR-7, Children, Innate immune
defense, rs 179008, Toll-like receptor 7 GIn11Leu
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single-stranded RNA (ssRNA) virus, has the respiratory
tract as the main target of infection, and patients pre-
sent mainly dyspnea, pneumonia, dry cough, and fever
[1]. Nevertheless, the involvement of organs outside the
respiratory tract had been reported in recent studies,
including the gastrointestinal tract and liver [2—4]. Liver
damage of varying degrees was present in 58-78% of
patients [3].

The host immune response to SARS-CoV-2 infection
plays an important role in the severity of the disease [5].
It is responsible for recognizing pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) through their pattern recog-
nition receptor (PRRs). Toll-like receptor 7 (TLR-7) is a
PRR that recognizes ssSRNA [6]. Polymorphisms are char-
acterized by two or more alternative forms of a distinct
phenotype in the same population, and polymorphisms
in TLRs can negatively influence the immune response
to infectious diseases [7]. There are several references in
the literature to non-synonymous single nucleotide (rs)
polymorphisms related to several genes (https://www.
genecards.org/). Some of them are important for the
innate immunity, as rs179008 (tlr-7), rs3775291 (tir3),
rs8177374 (tir domain-containing adaptor protein, tirap),
rs1024611 (monocyte chemoattractant protein-1, mcp-1)
and rs61942233 (2-5"oligoadenylate synthase-3, oas-3)
(https://www.genecards.org/).

Unique loss-of-function variants in X chromosomal ¢/r-
7 were identified in four young men with severe COVID-
19 [8], and rs179008 in tir-7 gene have been related with
increased risk to progress to advanced liver disease in
hepatitis C virus (HCV) infection [9]. In the present case
report, we identified a male child with the t/r-7 gene Gln-
11Leu single nucleotide polymorphism (rs 179008) with
hepatitis and positive serological SARS-CoV-2 test. We
also investigated other SNPs in the tlr-3, tirap, MCP-1,
and oas-3 genes, and no mutation was detected.

Case presentation
A 5-years-old male child started with fever, odynophagia,
diarrhea, abdominal pain, and vomiting on August 19,
2020. On the 23rd, still with fever, he developed acholic
stool and jaundice. The child was hospitalized after
medical evaluation and tests that detected hepatitis. The
patient has asthma and extensively used beclomethasone
spray at a low dose of 100 mcg/day. He had no other dis-
eases, and this was his first hospital stay. On the child’s
vaccination card, there was one dose of hepatitis A and
three doses of hepatitis B. After an interview with the
child’s caregivers, any possible accidental ingestion of
drugs or hepatotoxic substances was also ruled out.

The child remained hospitalized for supportive treat-
ment and tests for 4 days, being discharged with improve-
ment in fever, vomiting, and abdominal pain. However,
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the child was admitted again 4 days later because he had
fever, tiredness, and edema in the lower limbs. He was
discharged after 3 days. There was no bleeding or hemo-
dynamic failure at any time. The patient received only
supportive treatment.

To investigate the possible cause of this hepatitis in this
patient, serological tests for viral hepatitis (hepatitis A, B,
C, E, HIV-1 and -2, EBV, and CMV), and tests to evalu-
ate possible autoimmune hepatitis, Wilson’s disease, and
alphal-antitrypsin deficiency, were performed (Table 1).
All these tests were negative. The child shows a positive
IgG for EBV and CMV. As the boy had one positive epi-
demiology for Covid-19 associated with fever, odynopha-
gia and changes in inflammatory markers, coagulation
profile, and D-dimer, a serological test was requested
and was positive for IgM, IgG, and IgA for SARS-CoV-2,
with the kits Biolisa-CoV-2 IgM, Biolisa-CoV-2 IgG, and
Biolisa-CoV2 IgA (Bioclin, Quibasa, Brazil), respectively.
The RT-qPCR for SARS-CoV-2 was performed from the
nasopharynx and oropharynx 6 days after symptoms
and was negative (Table 1). An echocardiogram was per-
formed due to the possibility of multisystem inflamma-
tory syndrome associated with covid-19, but the exam
did not show changes in cardiac function or coronary
dilation. After hospital discharge, the patient continues
to be followed up on an outpatient clinic with a pediatric
gastroenterology team, but without other clinical mani-
festations. The patient underwent cholangioresonance
examination in January 2021, but the examination did not
show any changes. At this time, the antinuclear antibody
was also not reactive. Other diagnostic tests performed
for differential diagnoses such as Wilson’s disease, alpha-
1-antitrypsin deficiency, autoimmune hepatitis, and pri-
mary sclerosing cholangitis were negative.

SNPs were selected based on previously reported asso-
ciations with higher susceptibility of the host to other
viral infections and with ¢/r genes, and proteins from the
TLR activated cascade. Thereby, SNP rs179008 in the
tlr-7 gene, rs3775291 in the tlr-3 gene, rs8177374 in the
tirap gene, rs1024611 in the mcp-1 gene, and rs61942233
in the oas-3 gene were tested. The primers used were: 5~
AGAGAGGCAGCAAATGGGAA-3” and 5-TAGGAA
ACCATCTAGCCCCA-3' for tlr-7, 5-GCGAACTTT
GACAAATGAAACA -3’/ and 5-CCCAACCAAGAG
AAAGCATC-3’ for tlr-3, 5-GGTGCAAGTACCAGA
TGCT-3’and 5-CAACGCATGACAGCTTCTTT-3" for
tirap, 5-CTTCTCTCACGCCAGCAC-3” and 5-ACA
GTAAACACAGGGAAGGT-3’ for mcp-1 and 5-GCT
GCTTCAGCCAGTTCA-3’ and 5-GTCAGTGAGAAG
CTCAGCA-3 for oas-3. To detect SNPs, genomic DNA
was extracted from peripheral blood, amplified by poly-
merase chain reaction (PCR), and sequenced. The geno-
type was confirmed by aligning the resulted sequence
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Table 1 Laboratory results, hepatitis tests, serological tests, and single nucleotide polymorphism genotype and phenotype

Tests (units)/dates 08/24-26 09/02 1118 Reference range
Hemoglobin (g/dL) 128 107 129 115-135
Leukocytes (cells/mm?) 10,030 8450 6170 5000-14,500
Platelets (cells/mm?3) 369,000 589,000 432,000 150,000-400,000
C-Reactive protein (mg/L) 233 62 - <12

Aspartate aminotransferase (IU/L) 326 48 33 10-47

Alanine aminotransferase (IlUA) 234 49 19 24-49
Bilirubin/direct bilirubin (mg/dL) 4.4/4.0 0.9/0.6 0/0 =12/=04
Gamma-glutamy! transferase (IUAL) 833 239 22 <30

Alkaline phosphatase (IU/L) 770 329 253 142-335
Albumin (g/dL) 39 39 43 2947
Activated partial thromboplastin time (s) 69 62 77 25-35
International normalized ratio (INR) 1.28 1.38 13 0.87-12
D-dimer (mcg/mL) 1.46 1.83 - <05
al-Antitrypsin (mg/L) 293 = = 78-200
Ceruloplasmin (mg/dL) 36 - - 20-60
Antinuclear antibody 1:80 - - NR
Anti-smooth muscle NR - - NR

Seric copper (mcg/dL) 177 - - 90-190

Urinary copper (mcg/24 hs) n - - =60

Anti-liver kidney microsome type 1 - NR - NR

SARS-CoV-2 IgG/IgA/igM P/P/P - - N

VDRL N - - N

RTQPCR influenza A, B; RSV and SARS-CoV2 N/N/N = - N/N/N
Anti-human immunodeficiency virus 1,2 N - - N
Anti-hepatitis A virus/C virus N/N - - N/N
Anti-hepatitis EIgM N - - N

Hepatitis B, HBsAg, anti-HBc4gM N/N/N - - N/N/N
Anti-human herpes virus IlgM N - - N
Anti-cytomegalovirus IgG/IgM P/N = = N
Anti-Epstein-Barr virus IgG/IgM P/N - = N

TLR-7T/T (AV/A) - = M =

TLR-3 C/C(C/Q) - - NH -

TIRAP C/C(C/Q) - - NH -

MCP-1 A/A (A/A) - - NH -

OAS-3 /C(T/Q) = - NH -

Bold meansalterations in tests

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1, M mutated, non-functional, NH normal h 0AS-3 2'-5"oli synthetase 3, SARS-CoV-2 severe acute

respiratory syndrome coronavirus type 2, SNP single nucleotide polymorphism, RSV respiratory syncytial virus, TIRAP toll-interleukin 1 receptor domain-containing
adapter protein, TLR-3 toll like receptor 3, TLR-7 toll like receptor 7, VDRL Venereal Disease Research Laboratory, P positive, N negative, NR non-reactive, - not done

with the reference sequences from GenBank in the soft-
ware Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems), and
novoSNP (Department of Molecular Genetics—VIB and
University of Antwerp).

No base change was detected on rs3775291 (tir-3),
rs8177374 (TIRAP), rs1024611 (mcp-1), and rs61942233
(oas-3), being a normal homozygote for these genes.
A base change (A>T) was detected on rs179008 (t/r-7)

SNP, being a mutated SNP, which causes an amino acid
change (Q to L).

The procedures were in accord with the ethical stand-
ards of the responsible committee on human experi-
mentation from Instituto René Rachou, Fundagao
Oswaldo Cruz [CAAE 37207920.6.0000.5091] and with
the Helsinki Declaration (1964, amended most recently
in 2008) of the World Medical Association and the
patient’s responsible written consent was obtained.
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Discussion

At the beginning of the Covid-19 pandemic, few infec-
tions and severe cases in young adults and almost none
in children were reported [1]. On February 8, 2021,
Lachassinne et al. reported that the incidence of SARS-
CoV-2 infection in children was still low [10]. We won-
dered why some of the children could be infected and
developed a severe Covid-19. Liu and Hill [5] reported
that primary immunodeficient patients could be more
susceptible to severe infections, posing a high risk to
Covid-19. Deficiency in antiviral innate immune signal-
ing (TLRs, TIRAP) [5] or chemokines (MCP-1) essen-
tial to call the appropriated immune defense cells or in
interferon-induced molecules (OAS-3) would be some
targets to find the answer to this question. Initially, we
addressed our efforts to verify if there were non-synon-
ymous SNPs in DNA that codify these proteins, using
the blood of children who needed to be admitted to the
hospital.

Although Covid-19 involves mainly the respiratory
tract, there are some representative numbers of articles
in the literature showing that several organs, including
the liver and gastrointestinal tract, are also affected by
SARS-CoV-2 [2-4].

Here we reported hepatitis, with gastrointestinal symp-
toms and fever in a 5-year-old male child, who was nega-
tive for hepatitis A, B, C, E, cytomegalovirus, Epstein
Barr, syphilis, HIV, herpes, influenza, and respiratory syn-
cytial virus. Additionally, the boy was positive for SARS-
CoV-2 IgM, IgA, and IgG and presented one rs179008
in tlr-7. However, although immune tests were positive
against SARS-CoV-2, a nasal swab collected 6 days after
initial symptoms was RTq-PCR negative. Lack of detec-
tion of viral RNA 6 days after the first symptoms could
be due to partial elimination of the virus confirmed by
the presence of antibodies, or even the collection hav-
ing been made traditionally only in the nasopharynx and
oropharynx, since the child had no respiratory mani-
festations. Wang et al. 2021 [11] tested different clinical
samples and detected SARS-CoV-2 in blood and feces.
Kucirka et al. 2020 [12] also raised the question about the
predictive value of the RTqPCR, which varies with time
from exposure and symptom onset, predicting a reduc-
tion of 67% in the positivity on the fourth day.

Hepatitis provoked by SARS-CoV-2 could be associ-
ated with the impaired innate immunity against the virus
caused by the polymorphism in #/r-7 rs179008. The same
SNP was reported by Fakhir et al. as being one of the
causes of the impaired immune response during HCV
infection [9]. Azar et al. (2020) reported patients infected
with HIV-1, which presented the rs179008, produced
lower quantities of TLR-7, resulting in lower production
of IFN-1, with consequent higher viral load [13].

Page 4 of 5

Conclusions

To our knowledge, this is the first report of a SARS-
CoV-2 caused hepatitis in a male child that has the
rs179008 tir-7, which could impair an efficient ini-
tial immune response. The knowledge of the patient’s
immune deficiency could improve the treatment to cor-
rect this deficiency with specific medications.

Abbreviations

MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1; OAS-3: 2%-5"-Oligoadenylate
synthase-3; PAMPS: Pathogen-associated molecular patterns; PRR: Pattem
recognition receptor; SNP: Single nucleotide polymorphism; TLR: Toll-like
receptor; Tirap: Tir domain-containing adaptor protein.
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Abstract

Here we report three clinical cases of children with sickle cell disease (SCD) and severe
COVID-19 who evolved with complications during hospitalization or after discharge.
They present single nucleotide polymorphisms in tir-7 and tirap genes, identified from
37 patients under 16 years old hospitalized from September 2020 to May 2021 in the
Hospital Joao Paulo |1, Belo Horizonte, Brazil. They presented significant complications
of SCD as acute chest syndrome, splenic sequestration, and pain crisis during hospital-
ization or up to 2 months after SARS-CoV-2 infection. They all required transfusion of
concentrated red blood cells and hospitalization in areference hospital to care for chil-
dren with SCD.

KEYWORDS
case report, COVID-19, innate immunity, sickle cell disease, single nucleotide polymorphisms,
TIRAP, TLR-7

Sickle cell disease (SCD) is a clinical expression of homozygosity for
hemoglobin S characterized by chronic hemolytic anemia. World-
wide it is estimated that 3.2 million people are living with SCD. SCD
patients may develop acute chest syndrome, pulmonary embolism,
and stroke [1]. The innate immune system is activated in SCD with a
high expression of toll-like receptor 4 (TLR-4) [2], which depends on
Tir domain-containing adaptor protein to be functional. Additionally,
there is an involvement of innate immune cells, including mono-
cytes, neutrophils, platelets, and mast cells, promoting inflammation,
adhesion, and pain [3].

SARS-CoV-2 is a single-stranded RNA betacoronavirus responsi-
ble for the COVID-19 pandemic. Studies in children infected with
SARS-CoV-2indeveloped countries have detected low mortality. How-
ever, a recent study found that children and adolescents who had a
previous disease, such as SCD, had a 2.96 risk of evolving to death
[4].

The host's innate immune system is responsible for protecting
against microorganisms [5,6], including viruses [7-9], and there is a
recognition of pathogen-associated molecular patterns through their
pattern recognition receptors [5-10]. TLR-7 is a pattern recognition

This is an open access article under the terms of the Creative Commons Attribution License, which permits use, distribution and reproduction in any medium, provided

the original work is properly cited.
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TABLE 1 Laboratoryresults, SARS-CoV-2 test, and single nucleotide polymorphism genotype and phenotype
Tests (units)
demographic /patient 1 2 3 Reference range
Age (years, months) 15 1,5 6 -
Sex Feminine Masculine Feminine =
Oxygen saturation at 90% 98% 80% 94%-100%
hospital admission
Clinical manifestation Acute chest Flu syndrome Viral pneumonia -
syndrome
Chest tomography Diffuse interstitial Not performed Interstitial infiltrate -
infiltrate. of the posterior
Bronchial- and inferior
vascular cluster segment of the
at the base of right hemithorax;
the right lung. bilateral bronchial
thickening.
qRT SARS-CoV-2 P P P N
SARS-CoV-2 Antigen ND ND P N
Hemoglobin (g/fdl) 6.3 7.7 5.5 11.5-135
Reticulocytes (%) 0.1 78 14.2 1-15
Leukocytes (cells x 118 39 21.9 5-145
10%/mm?3)
Neutrophil (cells x 70 15 16.4 1.5-80
10%/mm3)
Lymphocyte (cells x 82 22 28 1.5-65
10%/mm®)
Platelets (cells/mm? x 418 87 195 150-400
10°%)
C-reactive protein 49.6 60 85.9 <12
(mg/L)
Blood culture N N N N
TLR-7T/T (A/A) HT NH NH =
TIRAPC/C(T/T) NH HT HT &

Abbreviations: HT, heterozygote; N, negative; ND, not done; NH, normal homozygote; P, positive; TIRAP, toll-interleukin 1 receptor domain-containing

adapter protein; TLR-7, toll-like receptor 7.

receptor that recognizes single-stranded RNA [10]. Most TLR signal-
ing initiates with the activation of adaptor protein MyD88, which is
recruited to the Tir domain present in the cytosolic tail of all TLRs. In
response to natural activators of innate immunity, the sorting adap-
tor Tir domain-containing adaptor proteinregulates TLR signaling from
the plasma membrane and endosomes [11]. Single nucleotide polymor-
phisms (SNPs) in innate immune system genes can negatively influ-
ence theimmune response to infectious diseases [12], as exemplified by
rs179008 (tir-7) [12] and rs8177374 (tirap) [13]. Chromosomal X tir-7
loss-of-function variants were identified in four young men with severe
COVID-19[14].

Here we report three clinical cases of children with SCD and severe
COVID-19 who evolved with complications during hospitalization or
after discharge (Table 1). These patients with SCD, SARS-CoV-2 pos-
itive, with SNPs present in tlr-7 and tirap genes, were identified over 9
months (from September 2020 toMay 2021) in the Hospital Jodo Paulo
11, Belo Horizonte, Brazil, from 37 cases of severe COVID-19 studied.

The identified SNPs rs179008 in the tIr-7 gene and rs8177374 in
the tirap gene were tested using the methods described before [15]. A
base change (A > T) was detected on rs179008 (tlr-7) SNP, causing an
amino acid alteration (Q to L), and additionally, there was a base alter-
ation (C> T) with achange of Sto L in SNP rs8177374 (tirap).

The procedures were in accord with the Committee on Human
Experimentation from Instituto René Rachou, Fundacio Oswaldo Cruz
[CAAE 37207920.6.0000.5091] and with the Helsinki Declaration
(1964, amended most recently in 2008) of the World Medical Associ-
ation and the patient’s responsible written consent was obtained.

The first patient, a 15-year-old female, was admitted to the hospital
with acute chest syndrome 1 week after the onset of SARS-CoV-2
symptoms. She had severe pain in the sternum and bilateral chest,
ventilatory dependent. Nasal cannula oxygen therapy 2|/min for 8
days, morphine for pain control for 5 days was required. She was
medicated with antibiotics for 10 days, with 40 mg/day enoxaparin and
inhaled salbutamol throughout her hospital stay. On the third day of
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hospitalization, a real-time reverse transcription-polymerase chain
reaction (qRT -PCR) for SARS-CoV-2 from the collected nasopharyn-
geal swab was positive. On the fifth day of hospitalization, she evolved
with significant pallor associated with splenomegaly (palpable spleen
6 cmfromtheright costal margin). A total blood count showed adropin
hemoglobin from 8.5 to 6.3 mg/dl, with no reticulocyte increase (0.1%).
She received red blood cell transfusions, with gradual improvement,
and oxygen therapy was discontinued 3 days later. She was discharged
after 11 days of hospitalization. The SNP rs179008 in the tIr-7 gene
was identified in this patient.

The second patient, a child aged 1 year and 5 months, was admit-
ted to the hospital after 3 days of coughing, fever, and sore throat. He
evolved with diarrhea and pallor, with a drop in hemoglobin from 8.5
to 7.7 mg/dl. A nasopharyngeal swab for SARS-CoV-2 was collected on
the fourth day of the onset of symptoms which gRT-PCR was positive.
He was discharged after 3 days. However, 2 months later, he was admit-
ted to the intensive care unit in another hospital due to splenic seques-
tration and received a blood transfusion. The SNP rs8177374 in the
tirap gene was identified in this patient.

The third patient, a 6-year-old child, was admitted to the hospi-
tal one day after the onset of symptoms as cough, fever, and dysp-
nea. She was admitted to the emergency room due to tachypnea and
oxygen saturation of 80%, and oxygen was administered through a
non-rebreathing mask. Chest tomography showed an image of inter-
stitial involvement in the posterior and inferior segment of the right
thorax and bilateral bronchial thickening. A nasopharyngeal swab for
SARS-CoV-2 antigen was collected on the first day of the onset of
symptoms, and qRT-PCR was positive. Two days after discharge, she
returned to the hospital with an intense pain crisis associated with
oliguria, decreased oxygen saturation, and fever. Intravenous hydra-
tion, fixed morphine, ceftriaxone, and oxygen through nasal cannula
were prescribed. Three days later, she developed paleness and adrop in
hemoglobin from 7.5 to 5.5 mg/dI. She received a red blood cell trans-
fusion with progressive improvement, being discharged after a week
with reasonable pain control. The SNP rs8177374 in the tirap gene was
identified in this patient.

The children reported here presented significant complications of
SCD as acute chest syndrome, splenic sequestration, and pain crisis
during hospitalization or up to 2 months after SARS-CoV-2 infection.
They all required transfusion of concentrated red blood cells and hos-
pitalization in a reference hospital to care for children with SCD. We
studied 37 cases of severe COVID-19, with three SCD patients, cor-
responding to 8.1% of all studied cases. All the SCD patients present
SNPs, which draws our attention, why we wrote this report. We want
to stimulate further studies to draw attention to the possible impact in
children with SCD, COVID-19, and SNPs in the TLR pathway.
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1. Introduction

Dengue, one of the most prevalent infectious diseases in the 21* century [1], is a
mosquito-borne viral disease. Dengue is a febrile disease of acute evolution
caused by the dengue virus (DENV) of the Flaviviridae family, and it infects
humans through the bite of the female hematophagous mosquito Aedes aegypti
[2]. Patients often develop a sudden high fever after the incubation period. This
acute febrile phase usually lasts 2 - 7 days and is often accompanied by several
symptoms, such as headaches, chills, retro-orbital pain, and myalgia. Dengue
was classified by the World Health Organization as occurring with or without
warning signs or as severe dengue [3] [4].

One of the possible warning signs is the impairing of consciousness (neuro-
logical disease) caused by DENV, which may include symptoms such as severe
headache, neck stiffness, reduced consciousness and seizures. Although not very
common to date, neurological disease caused by DENV is more frequently de-
scribed in the last years and is a severe disease. However, the cause of this neu-
rovirulence is still unclear [5] [6] [7] [8] [9]. In animal model, the uses of hema-
tological parameters such as differentiation and counting of total leukocytes, red
blood cells, platelets, lymphocytes, neutrophils and monocytes [10] [11] [12]
[13] are important disease markers, allowing a better understanding of dengue
disease and its response mechanisms in the body of the animals studied [5] [14]
[15] [16] [17]. Additionally, cytokines such as IFN gamma, TNF alpha and
IL12p70 are used to evaluate the immune response to DENV infection [18] [19]
[20].

Three different approaches are found in the literature, focusing on the induc-
tion of a human-like disease in any of: 1) immunocompetent mice [6], 2) mice
deficient in specific genes that are important for the immune response and are
naturally absent or have been removed [17] [21] [22], and 3) immunodeficient
mice that had been implanted with human cells [6] [21] [22].

Our group reported previously an intracranial inoculum of a highly virulent
DENV in immune competent mouse, causing death [6]. However, this model
was very aggressive with the death of the mice in 9 days with neurological signs.
Here we present a model of immune competent mouse (C57BL/6) infected sub-
cutaneously mimicking the natural way of infection by the same highly virulent
DENV (DENV3 genotype I) used previously [6] [21]. This allowed the under-
standing of some additional steps of the pathogenesis, and showed that the sub-
cutaneous infection conferred protection to a second infection by an intracranial
via.
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2. Material and Methods
2.1.Virus

DENV3 genotype I (MG20), which is highly virulent for mice, was obtained
from virus collection of Laboratdrio de Virus of Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), Belo Horizonte, MG, Brazil. It was isolated from a patient pre-
senting neurological manifestations of dengue and death [23]. The virus used in
this study was a virus with only 6 passages in C6/36 cells, thus maintaining the
initial highly virulent characteristics of the virus.

2.2.Cells

C6/36 cells is a continuous lineage obtained from Aedes albopictus (ATCC,
number CRL-1660) larvae and were cultivated on Leibovitz (L-15) medium
(Gibco, USA), containing ciprofloxacin at 10 pg/mL and fetal bovine serum
(FBS) at 10% (Cultilab, Brazil). Cells were maintained in BOD at 28°C. For the
passage of cell monolayers, culture medium was discarded and cells washed with
phosphate buffer saline (PBS), pH 7,2 and then homogenized in L15 medium
(Gibco, USA) and distributed into 25 or 75 cm? culture flasks. C6/36 cells were
used to study viral replication. BHK-21 cells derived from hamster kidney
(ATCC, number CCL-10) were cultivated on Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium (DMEM, Gibco, USA), containing gentamicin at 50 pg/mL, penicillin at
100 IU/mL, amphotericin B at 5 pg/mL and FBS at 5%. Cells were maintained in
a CO, cell incubator at 37°C. BHK cells were used in viral titration protocol and
serum neutralization test.

2.3. Mice

Immune competent C57BL/6 mice were provided by animal facilities of Instituto
René Rachou-Fiocruz-MG (IRR). The animals, all males, were 8 weeks old.

2.4. Animal Research

This project was submitted to and approved by the Ethical Committee of Animal
Handling (CEUA) from Fundagao Oswaldo Cruz, Fiocruz, Brazil (LW-7/16), see
annex 1. This study was carried out in strict accordance with the recommenda-
tions of the Brazilian National Council for Control of Animal Research
(CONCEA).

2.5. Criteria Used to Determine Mice Euthanasia

In previous publication we demonstrated that mice inoculated by intracranial
route with highly virulent virus presented clinical signs of disease as loss of
weight, lethargy, ruffled fur, hunched posture and paralysis of paws, and since
then it has been established by our group that the mice with these clinical signs
should be immediately euthanized [6]. These criteria were described in the
project submitted and approved by the Ethical Committee of Animal Handling
described above.
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Additionally the infected or mock mice were euthanized at the end of each
experiment. No animal died before meeting the euthanasia criteria or before the
end of the experiment.

2.6. Animal Welfare

Animals were maintained in micro isolators on ventilated shelves at IRR’s ani-
mal facilities, where the temperature (23°C + 2°C), humidity, ventilation, sanita-
tion and illumination were controlled. Food and water were provided ad /ibitum.
Mice received subcutaneous inoculum (SC) containing 5 x 10* p.f.u. of DENV 3
genotype I (MG20) on a final volume of 100 pL. The animals were monitored
daily for evaluation of clinical signs and survival curve and weighed daily. All
cages had igloos as environmental enrichment for animals. All those involved in
the handling of the animals were previously trained by the IRR’s animal facili-
ties.

2.7.Models of Infection

Subcutaneous infection (SC)—the mice received inoculum of 5 x 10* p.fu. of
DENV by SC route (inoculum of 100 uL); Intracranial infection (IC)—the mice
received inoculum of 400 p.f.u. of DENV by IC route (inoculum of 10uL); Sub-
cutaneous infection followed by intracranial infection (SC-IC)—the mice re-
ceived 5 x 10* p.f.u. of virus (inoculum of 100 uL) and after 14 days received new
infection by IC route with 400 p.fu. of virus (inoculum of 10 uL); Mock
mice—the mice received only inoculum with the C6/36 cell supernatant. Six

mice were used in each group.

2.8.Viral Titration

BHK-21 cells were used to titer viral stocks and the organs of infected mice. Cell
monolayer, 5 x 10° BHK-21 cells were implanted in 6 wells plates with DMEM
supplemented with 5% of heat inactivated FBS (Cultilab, Brazil) and antibiotics,
and incubated for 24 hours at 37°C in a 5% CO, cell incubator. Medium was
discarded and cell monolayer was washed once with PBS. Then 400 uL of serial
dilutions (using 107 to 1077 dilutions) of virus to be titrated were added in each
well, leaving a well for cell control. After one hour of adsorption the medium
was removed and 2 mL/well of DMEM, containing 1% of carboxymethylcellu-
lose (CMC) (Sigma, Germany) and 2% of FBS was added. Cells were incubated
at 37°C for 6 days at a cell incubator with 5% of CO,. After 6 days of observation
under a microscope, cells were fixed for 1 hour with formaldehyde at 3.7% di-
luted in PBS for subsequent staining with crystal violet at 1% solution for 20
minutes. The number of lysed plaques were counted for titer determination in

plaque forming units per milliliter (p.f.u./mL).

2.9. Plaque Reduction Neutralization Test (PRNTso) for DENV-3

The adapted protocol from Russell ef a/. [24] was used for serum neutralization
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test. BHK-21 cells were plated at the concentration of 5 x 10* cells/ml in 24 well
plate (1 mL/well) with DMEM supplemented with 5% of FBS and antibiotics and
incubated for 24 hours at 37°C in a 5% CO, cell incubator. Sera were inactivated
at 56°C for 30 minutes and diluted (1:10, 1:20, 1:40: 1:80) in DMEM supple-
mented with 1% FBS and incubated with the same volume of diluted virus (50
p.f.u./well) for 1 hour at room temperature. The neutralized sera were added to
BHK-21 cells in plates for one hour for adsorption. The serum was removed and
1 mL DMEM supplemented with 5% of FBS and 1% CMC was added in each
well and was incubated at 37°C for 7 days in a 5% CO, cell incubator. After sev-
en days the cells were fixed for one hour with 3.7% formaldehyde diluted in PBS
and subsequently stained with crystal violet (1%) for 20 minutes. Plaques were
counted in wells that received negative serum and, in the wells, which received
the test sera. The PRNT;, index was calculated by the highest serum dilution ca-
pable of reducing the total number of plaques by 50%, relative to the control.

2.10. Cytokine Level Detection

To measure the cytokine levels in brain tissues were collected, macerated and
stored on a protease inhibitor solution (complete, Mini, EDTA-free) and 25
uL/well of organ macerate or 25 pL of each dilution of standard (including the
negative control) were added into a 96 well V-bottom plate. Following, 18
uL/well of the CBA mix (Inflammation BDTM Cytometric Bead Array (CBA)
mouse kit [25], USA) was pipetted. Then, 15 uL of PE detection reagent was
added and it was incubated for 2 hours protected from light. After the incuba-
tion period, 100 puL of wash buffer was added to each well and centrifuged at 200
g for 5 minutes. Supernatant was discarded and 150 pL/well of wash buffer was
added to wash the beads. Samples were read in the FACSCan (BD Biosciences)
and the analysis of the CBA was done in the CellQuest software (BD Bios-
ciences), with the results represented in pg/mL. The cytokine kinetics was cho-
sen based on innate (6 and 12 h.p.i. hours post infection) and adaptive immune
response (8 d.p.i. days post infection) in the host [19] and on the time at which
the weight loss begins.

2.11. Real-Time PCR

Real-Time PCR was performed to measure levels of virus genomic RNA expres-
sion in brain and liver [26] [27]. RNA extracted with TRIzol® reagent was treated
with DNAse prior to further reverse transcription. Protocol of RNA treatment
with DNAse was according to the RQl1 RNAse-Free DNAse kit instructions
(Promega). Procedure for reverse transcription (RT) was performed according
to the protocol of the manufacturer (Promega Corporation, USA). For the
qPCR, 2.5 pL of the cDNA obtained from the RT were used. Each primer (0.2
uL) was aliquoted at 10 uM; 5.0 uL of Power SYBR® Green PCR Master Mix 2X
(Applied Biosystems) and 2.0 uL of RNAse-free water (Ultra-Pure Distilled Wa-
ter-Invitrogen) with a final volume of 10.0 pL/well was used in a 384 wells plate
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containing SYBR Green I marker, AmpliTaq Gold DNA Polymerase (2 units for
reaction), dNTP, buffer and passive reference dyestuff ROX, in Applied Biosys-
tems ViiA™ 7 apparatus. Amplifications were used with 40 cycles of 95°C for 30
seconds and 60°C for 1 minute, preceded by 95°C for 3 minutes. After the reac-
tion, the amplified specificity was observed, conferring the dissociation temper-
ature (TM) given by the dissociation curve, specific for the target transcript. The
following oligonucleotides were used in the reactions: HPRT—hypoxanthine
guanine phosphoribosyl transferase (Reverse: 5-GAT TCA ACT TGC GCT
CAT CTT AGG-3’; Forward: 5-GTT GGA TAC AGG CCA GAC TTT GTT
G-3’); DENV-5" URT DENV Non-coding 5’ terminal region of the DENV: (Re-
verse: 5-TCC GTT GGT TGT TCA TCA GA-3’; Forward: 5-TCG GAA GCT
TGC TTA ACG TAG-3’). Relative quantification methodology was used to ana-
lyze the data. Expression of the genomic RNA was normalized to the expression
level of the constitutively expressed HPRT gene.

2.12. Blood Cells Count

Immediately after anesthesia, blood samples were obtained through brachial
plexus and were added on microtainer tubes coated with EDTA (Becton Dick-
inson Vacutainer Systems, Franklin Lakes, NJ, USA). Red blood cells (diluted in
PBS 1:200), platelets (diluted in ammonium oxalate 1:100) and leukocytes (di-
luted in Turk’s blue solution 1:20) counts were performed manually on a Neu-
bauer chamber and monocytes, neutrophils and lymphocytes were counted ma-

nually on a previously fixed and stained blood smear slide.

2.13. Statistical Analysis

The infected groups were compared to the control group using the Mann-Whitney
test for non-parametric samples and T-test for parametric samples. Statistical
analyzes were performed utilizing the statistical software GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA). Differences were considered significant
when p < 0.05.

3. Results

3.1. Impact on Weight after Inoculation of DENV3 Genotype I, By
Subcutaneous (SC) Route and Protection to a Second
Challenge by Intracranial (IC) Route of Infection
in Immune Competent Mice

The C57BL/6 mice were inoculated via intracranial (IC) route with 4 x 10? p.fau.
of DENV 3 genotype I (Figure 1). Clinical signs (weight loss, pilo-erection,
hunched posture and hind limb paralysis) were evaluated daily, confirming the
susceptibility to neuro-infection of mice by via intracranial (IC) route which de-
veloped neuro-encephalitis and death within 9 days after infection, as reported
previously [6]. In another model, the same highly virulent DENV and the same
strain of mice used in previous studies but inoculated subcutaneously (SC)
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Figure 1. Impact on weight of immune competent mice (C57BL/6) after subcutaneous inoculum of highly virulent
DENV. Four groups of mice were used in this experiment: mock mice, subcutaneously infected mice (C57BL/6 SC
I), subcutaneously-intracranially infected mice (C57BL/6 SC-IC I), and mice infected by IC route (C57BL/6 IC I),
to compare the impact on the survival of both types of inoculums. ***p < 0.0001 when compared C57BL/6 mock x
C57BL/6 SC I, C57BL/6 mock x C57BL/6 SC-IC on days 15 - 23 after infection and C57BL/6 mock x C57BL/6 IC
on days 4 - 8 after infection using t test. d.p.i. = days post infection. Figure representative of three experiments with

similar results.

instead IC. This subcutaneously (SC) infection was performed with 5 x 10* p.f.u.
and the mice were evaluated daily for the appearance of clinical signs of the dis-
ease during the next 25 days (Figure 1).

The infected mice presented a percentage variation of weight gain lower
than the uninfected ones. In this model of infection, the animals did not show
pilo-erection, hunched posture or hind limb paralysis, and no mouse died, but
there was weight loss in infected mice compared to uninfected mice. The in-
fected mice presented this weight loss from day 10 post infection and regained
weight from day 18 after infection, maintaining that gain until the end of the
experiment.

Firstly, a SC infection was performed with 5 x 10* p.fu. and on day 14 after
this infection, a second infection, now via IC, was performed with 4 x 10> p.f.u.
of highly virulent DENV. The variation of weight gain between the infected and
the non-infected mice were similar to that in the SC infection and mock SC only.
The mock curve was performed with mean of the weights of the mice inoculated
separately with C6/36 cell supernatants by the three routes (SC, IC and SC-IC),
because the weights were very similar.
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To confirm virus effective infection via IC, SC and SC-IC, virus brain titra-
tion, with inoculum via IC or via SC or via SC-IC or serum neutralization via
inoculum SC, of infected mice, were performed (Table 1) and also Real Time
PCR was performed to confirm the presence of genomic RNA in the brain (in-
fected via IC or SC-IC) or in the liver of the animals infected by SC (Figure 2).

The results confirm that the virus replicated inside the brain in the IC or
SC-IC or in the serum via SC infection with a titer of 1.2 to 1.4 x 10* p.f.u. at the
5% day post infection and 29 x 10* p.f.u. at the seventh day post infection (Table
1). There was an antibody response against DENV in the SC infection at a titer
of 1:80 per mL at the 60 day post infection (Table 1).

3.2. Changes in Hematological Parameters

Leukopenia was observed in subcutaneously infected mice on the 8" day after
infection when compared to uninfected animals (Figure 3(a)). There was no
significant difference in erythrocytes counts in mice (Figure 3(b)) in any of the
times studied when compared to the uninfected ones. Figure 3(c) shows a de-
crease in the number of platelets at all times studied in the infected mice when
compared to the uninfected mice.

Table 1. Viral titer and serum neutralization.

Virus titer p.fu. x 10* Virus titer p.fu. x 10* Virus titer p.fu. x 10*  Abs neutralization
(per mg of brain, IC)  (per mg of brain, SC-IC)  (per mg of serum, SC) (SC)
0 dpi - - &
3 dpi - - - 0dpi <20
5 dpi 1.2 (x0.19) 1.4 (x0.19) 1.3 (+0.19) 60 dpi = 80
7 dpi 29 (£1.7) 30 (£1.7) 20 (£2.5)
6 *
L 4 6 1
c
~B° 5.
K @ & T
dE [
3353 2E
uZJ > 3 T % S 3
—_—
sf? g,
£ 25
g 1 81
©
0- 0
mock 3d.p.i. 5d.p.i. 7d.p.i. SC-IC mock 6 h.p.i.12 h.p.i. 8 d.p.i.15 d.p.i.
IC sC
(a) (b)

Figure 2. Detection of DENV mRNA level produced in C57BL/6 mice. (a) C57BL/6 mice were infected by intra-
cranial route (IC), and euthanized at 3, 5 and 7 days after infection; or the C57BL/6 mice were infected by via sub-
cutaneous and after 14 days were infected again via intracranial and euthanized 7 days after the second infection
(SC-IC). Mock animals received inoculum of C6/36 cell supernatant and after 14 days one more inoculum of
Cé6/36 cell supernatant. (b) C57BL/6 mice were infected through via subcutaneous and euthanized at 6 (6 h.p.i.) or
12 hours (12 h.p.i.) or 8 (8 d.p.i.) or 15 days (15 d.p.i.) after infection. Mock animals received inoculum of C6/36
cell supernatant. Statistical analyses were performed with Mann-Whitney non-parametric test. *p < 0.05.
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For virus titration in the brain after IC inoculation with 400 p.f.u. of DENV or
with C6/36 cell supernatant (mock), C57BL/6 mice were euthanized for removal
of the brain on days 3, 5 and 7 post-infection. For the titration of the virus in the
brain after SC-IC infection, C57BL/6 mice were inoculated via SC with 5 x 10
p-f.u. of DENV or with C6/36 cell supernatant (mock) and 14 days after this in-
fection, the mice were inoculated again via IC with 400 p.f.u. of DENV or with
C6/36 cell supernatant (mock) and mice were euthanized for removal of the
brain on days 3, 5 and 7 after this second inoculation. For virus titration in the
serum, after inoculation via SC with 5 x 10* p.fu. of DENV or with C6/36 cell
supernatant (mock), the serum was collected 3, 5 and 7 days after inoculation.
For the seroneutralization test (PRNT50), C57BL/6 mice were inoculated via SC
with 5 x 10* p-fou. of virus or with C6/36 cell supernatant (mock) and serum
samples were collected 60 days after inoculation. d.p.i. = days after infection.

There was no difference in lymphocytes counts in infected mice, when com-
pared to noninfected mice (Figure 4(a)). A decrease in the monocytes count was
observed 6 hours after infection in mice, when compared to non-infected mice
(Figure 4(b)). In the infected mice there was no difference in the neutrophils
count in comparison to the uninfected mice, at the times studied (Figure 4(c)).
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Figure 3. Leucocytes, red blood cells and platelets count after DENV subcutaneously inoculation. Mice received subcutaneous
inoculum of 5 x 10* p.fu. of DENV, were euthanized 6 hours or 8 days after infection and blood were collected in EDTA tubes for
leukocyte, red blood cells and platelets count. h.p.i. = hours post infection; d.p.i. = days post infection. Mock: mice received C6/36
cell supernatant inoculum. Statistical analyses were made with Mann-Whitney non-parametric test. *p < 0.05; **p < 0.01. (a) mice
leukocytes. (b) mice red blood cells. (c) mice platelets.
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Figure 4. Lymphocytes, monocytes and neutrophils count after DENV infection. Mice received subcutaneous inoculum of 5 x 10*
p-fu. of DENV and were euthanized 6 hours or 8 days after infection and blood were collected in EDTA tubes for lymphocytes,
monocytes and neutrophils count. h.p.i. = hours post infection; d.p.i. = days post infection. Mock: the mice received C6/36 cell
supernatant inoculum. Statistical analyses were made with Mann-Whitney non-parametric test. *p < 0.05. (a) mice lymphocytes.
(b) mice monocytes. (c) mice neutrophils.
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3.3. Cytokine Levels Increase in the Liver and Spleen of Mice after
Subcutaneous Infection

An increase of TNF alpha level in mice spleen, 6 hours after subcutaneous
DENV inoculation was observed, when compared to the uninfected group
(Figure 5(a)). An increase of TNF alpha level in mice liver was observed 6 and
12 hours after subcutaneous DENV infection, when compared to the uninfected
group (Figure 5(b)). The cytokine IL-12p70 in the liver of infected mice was
similar to cytokine level found in uninfected mice at all times studied (Figure
5(c)). On the other side, IFN gamma in the liver of mice 6 and 12 hours after in-
fection with DENV was increased, when compared to the uninfected mice
(Figure 5(d)). In the spleen no IL12-p70 and IFN gamma were detected (data

not shown).

4. Discussion

Recently, our group presented an experimental model of intracranial (IC) infec-
tion with a highly virulent DENV, to study dengue disease with neurologic com-
plications [5] [6]. Here, the intracranial inoculation performed in this work was
to compare the weight loss observed with this kind of infection previously de-
scribed [5] [6] with the weight loss obtained after the subcutaneous inoculation,
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Figure 5. Cytokines levels on spleen and liver of mice, after DENV inoculum by subcu-

mock 6 h.p.i. 12 h.p.i. 8 d.p.i.
(@)

taneous route. Mice were inoculated via subcutaneous, with 5 x 10* p.fu. of DENV, eu-
thanized with 6 or 12 hours or 8 days after infection and organs were collected and stored
in a protease inhibitor solution. Cytokines were evaluated by flow cytometry beads. (a)
TNF alpha levels on mice spleen. (b) TNF alpha levels on mice liver. (c) IL12 p70 on mice
liver. (d) IFN gamma on mice liver. Mock: the mice received C6/36 cell supernatant in-
oculum). h.p.i: hours post infection; d.p.i: days post infection. Statistical analyses were
made with Mann-Whitney non-parametric test. *p < 0.05; **p < 0.01.
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using the same mice sample and the same highly virulent virus. The subcutane-
ous inoculation is an additional model, using immune competent mice infected
with highly virulent virus to study the immune response against dengue, looking
for a less aggressive model, when compared to the intracranial inoculation mod-
el. The subcutaneously inoculation is also closer to how infections occur in hu-
mans, who are infected by mosquito’s bites in the skin. While our model is not
necessarily better than the humanized mice model, it is an additional model,
which is less aggressive than the humanized mice model. And since a loss of
weight and subsequent recovery and stabilization of the animals were observed
in the subcutaneous infection, although no classic clinical signs occurred, we be-
lieved that this model could be useful for the study of dengue disease, for a better
understanding of the pathogenesis of the disease. Differently from clinical signs,
after SC infection of mice with DENV, hematological and immunological
changes of the host were observed, what represents a way to study experimental
dengue in mouse. Surprisingly, previous infection of mouse by SC conferred re-
sistance to a subsequent IC infection (Figure 1). It seems that the subcutaneous
infection prevents the mice from displaying an exacerbated immune response,
resulting in the animal survival. The reason also could be that the antibody neu-
tralization production, as presented in Table 1, could impair the lethality of this
highly virulent DENV in the second infection by via IC. In our mouse experi-
mental SC model, the mice suffer a thrombocytopenia (Figure 3(c)) and mono-
cytopenia (Figure 4(b)) since the sixth hour after the infection, besides a leuko-
penia (Figure 3(a)) from day 8 after infection. Thrombocytopenia occurs in 80%
to 100% of the dengue patients and leukopenia are a human dengue characteris-
tic also [2] [3] [8] [9] [28] [29]. We showed in our model, that TNF alpha in the
spleen and IFN gamma in the liver of immune competent mice 6 hours after in-
fection with DENV have increased (Figure 5(a) and Figure 5(d), respectively),
showing the importance of these cytokines to the host defense against a highly
virulent dengue virus inoculated by via subcutaneous. It has been reported that
the cytokines IFN gamma and TNF alpha are important in the fight against
dengue [7] [30]. The model presented in this work presented some but not all of
the human manifestations, as all the other models already mentioned in the lite-
rature, but it is an additional model, which uses immunocompetent mice, being
infected by the subcutaneous via with a highly infective DENV. This model is an
additional interesting model for the study of immune responses to dengue virus.

5. Conclusion

The study presents an immune competent mice model infected by via subcuta-
neous with highly virulent DENV. In this model, the cytokine levels and hema-
tological parameters such as global and differential leukocyte and platelets
counts, together with weight loss, were considered important parameters, al-
lowing a better understanding of the disease, because these changes occur nor-

mally in human beings. Although there are other murine models for the study of
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dengue, none of them shows all characteristics of human disease. Therefore,
more than one model to cover several aspects of the disease is necessary. Our
model proved to be an effective and less invasive option for studying the effects
of highly virulent DENV on the immune response. This model could be used to
study the vertebrate immune response, drugs or vaccine against dengue virus as
it reproduces some of the clinical symptoms of patients.
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Extracellular vesicles (EVs) shed by trypomastigote forms of Trypanosoma cruzi have
the ability to interact with host tissues, increase invasion, and modulate the host innate
response. In this study, EVs shed from T. cruzi or T.cruzi-infected macrophages were
investigated as immunomodulatory agents during the initial steps of infection. Initially, by
scanning electron microscopy and nanoparticle tracking analysis, we determined that T.
cruzi-infected macrophages release higher numbers of EVs (50-300 nm) as compared to
non-infected cells. Using Toll-like-receptor 2 (TLR2)-transfected CHO cells, we observed
that pre-incubation of these host cells with parasite-derived EVs led to an increase
in the percentage of infected cells. In addition, EVs from parasite or T.cruzi-infected
macrophages or not were able to elicit translocation of NF-«xB by interacting with TLR2,
and as aconsequence, to alter the EVs the gene expression of proinflammatory cytokines
(TNF-q, IL-6, and IL-1B), and STAT-1 and STAT-3 signaling pathways. By proteomic
analysis, we observed highly significant changes in the protein composition between
non-infected and infected host cell-derived EVs. Thus, we observed the potential of EVs
derived from T. cruzi during infection to maintain the inflammatory response in the host.

Keywords: Trypanosoma cruzi, toll-like receptor 2, i ion, extr

INTRODUCTION

Research interest in extracellular vesicles (EVs) and their involvement in cell-cell, cell-pathogen
(parasites, viruses, bacteria, and fungi) or pathogen-pathogen communication and modulation
processes in infectious and inflammatory diseases has continuously grown in recent years (Campos
et al, 2010). The study of EVs has mainly focused on the types of membrane vesicles secreted
into the extracellular compartment isolated from different cells, tissues, and biofluids in healthy
and pathological conditions. EVs may be divided into exosomes, microvesicles, and apoptotic
bodies (Théry et al., 2018; Mathieu et al., 2019; Witwer and Théry, 2019). These types of EVs have
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different origins, markers, and sizes (Théry et al., 2002; Tkach and
Théry, 2016; van Niel et al., 2018; Mathieu et al,, 2019; Witwer
and Théry, 2019). EVs are heterogeneous membranous particles
from 20nm to 5pm, differing in their biogenesis, molecular
composition, biodistribution, and function (Campos et al., 2010;
Lasser etal., 201 1; Streetetal., 2012; Madison etal., 2014). EVs are
secreted by either prokaryotic or eukaryotic cells, thus extending
their phenotype (Campos et al., 2010; Torrecilhas et al., 2012).

EVs from parasitic protozoa have been demonstrated as
important virulence factors (Gongalves et al., 1991; Trocoli
Torrecilhas et al., 2009; Torrecilhas et al., 2012; Marcilla et al.,
2014; Nogueira et al, 2015). They function as cell-to-cell effectors
in the host-parasite interaction and manipulation of the host
immune system (Aline et al, 2004; Bhatnagar et al., 2007;
Pope and Lisser, 2013; Regev-Rudzki et al, 2013; Marcilla
et al, 2014; Coakley et al, 2015; Ribeiro et al., 2018). EVs
isolated from parasitic protozoa contain a wide variety of
molecules, including proteins, glycoconjugates, lipids, RNAs,
non-transcribed RNAs, and microRNAs (Torrecilhas et al,
2012). In infection-derived inflammatory processes, EVs can
induce release of cytokines and nitric oxide. EVs may promote
an inflammatory/immunosuppressive response in the host
environment, thus affecting the subsequent immunopathological
events, resulting in pathogen escape and invasion of the host cells
(Silverman and Reiner, 2011; Nogueira et al., 2015). In infective
host cell-derived T. cruzi trypomastigotes, a-galactosyl (a-Gal)-
enriched EVs strongly trigger proinflammatory responses in
murine macrophages via Toll-like receptor (TLR2)-dependent
pathway, and the proteomic analysis of these EVs revealed
the presence of several members of the TS/gp85 superfamily
(Nogueira et al., 2015; Ribeiro et al., 2018). In Leishmania spp., it
has been shown that promastigote-derived EVs contain virulence
factors such as GP63 and lipophosphoglycan (LPG), and several
molecules involved in the pathogenesis of Leishmania (Silverman
et al,, 2010; Atayde et al., 2015; Barbosa et al., 2018), suggesting
that these EV's can contribute in the leishmaniasis infection and
disease progression. Moreover, EVs isolated from Plasmodium-
infected red blood cells (iRBC) transfer genetic material to the
host cell and induce parasite gametocytogenesis, demonstrating
a mechanism of interaction and communication with host cells
as well as between parasites. In malaria, EVs can also mediate
cellular communication processes, delivering virulence factors in
the circulation and inflammatory infiltrate (Regev-Rudzki et al.,
2013). It is known that inflammatory responses occur during T.
cruzi infection and that this can be reproduced by the parasite
EVs (Nogueira et al., 2015). Likewise, Dr Ramirez’s group showed
that metacyclic-trypomastigotes induce the release of TGF-8
coated plasma membrane vesicles from blood macrophages and
lymphocytes, which could further increase parasite infectivity
(Cestari et al., 2012; Wyllie and Ramirez, 2017; Gavinho et al,,
2018; Rossi et al., 2019). However, it is unknown whether
EVs released by T. cruzi-infected macrophages or EVs isolated
from parasite modulate hotst inflammatory responses and
cell invasion.

The invasion of host cells is a key process in T. cruzi
infection and it has been found that parasite surface molecules
play an important role for parasite attachment and entry

in the parasitophorous vacuole (Andrews, 2002). Cell-derived
trypomastigotes induce lysosome mobilization, cytoskeleton
rearrangements, membrane repair and elevation of Ca** and
cAMP concentrations within the host cell (Tardieux et al., 1992,
1994; Burleigh and Andrews, 1998; Andrews, 2002). In fact, these
processes are modulated by parasite EVs that were found to
contain the major surface glycoconjugates of the parasite (Ribeiro
et al, 2018).

Therefore, in this work, we evaluated whether EV shed by
T. cruzi infected macrophage modulate inflammatory responses
and if EVs from cell-derived trypomastigotes could also modify
the cell invasion and the signaling mechanisms involved in
this process.

MATERIALS AND METHODS
Ethics Statement

All experimental procedures used in this work were approved
by the Ethics Committee on Animal Use (CEUA) of the Federal
University of Sao Paulo, protocol 1073090614.

Cell Lines and Parasite Infection

Tissue culture-derived trypomastigotes (TCT) of the T. cruzi
Y strain were collected from the culture supernatants after 5
days after infection of LLCMK; epithelial cells (monkey kidney
epithelial cell line, ATCC© CCL-7™, VA, USA). Cells were
maintained in low-glucose DMEM supplemented with 10%
fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen, CA, USA) at 37°C in
a humidified 5% CO, atmosphere. THP-1 (human peripheral
blood monocyte cell line, ATCCO TIB-202™, VA, USA)
cells were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with
10% FBS and maintained at 37°C in a humidified 5% CO>
atmosphere. Cells were tested for Mycoplasma contamination
by using the polymerase chain reaction (PCR) methodology
(Uphoff and Drexler, 2002). The THP-1 monocytes were induced
to differentiate into macrophages by the addition of phorbol
myristate acetate (50 ng/mL) (Calbiochem, CA, USA) for 24h
in serum-free RPMI 1640. To determine the number of infected
cells and the number of intracellular parasites, cells were
cultured on circular glass coverslips and subsequently stained
with Giemsa.

Isolation and Characterization of EVs

EVs from trypomastigotes (EV-TY) were obtained by incubation
of parasites for 2 h in DMEM containing 2% glucose at 37°C and
5% CO; and purified by size-exclusion chromatography (SEC),
as previously described (Ribeiro et al., 2018). To obtain EV's from
THP-1 infected and non-infected macrophages (respectively
EV-THP-linf and EV-THP1) were incubated with T. cruzi
trypomastigotes at a 1:10 ratio (1 mL) for 4h at 37°C/5% CO;
in RPMI 1640 containing 10% ultracentrifuged FBS to remove
serum EVs. After infection, the THP-1 macrophages were washed
three times with PBS, and then maintained in the same fresh
medium for the production of EVs. Controls included THP-
1 cells without T. cruzi infection. EVs were then recovered at
the indicated times by differential ultracentrifugation of culture
supernatants. Briefly, the supernatants were submitted to 10 min
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at 500 x g, followed by 10 min at 3,000 x g and 15 min at 8,000
x g to remove cells and cellular debris. EVs were then pelleted
at 100,000 x g for 1h using a T-890 fixed angle rotor (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) as previously described in MISEV
guideline (Théry et al,, 2018).

The obtained EVs were characterized by NTA analysis
to determine concentration and size using NanoSight NS300
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK) equipped with a
405 nm laser and coupled to a CCD camera. Data were analyzed
using NTA software (version 2.3). Each sample diluted (1:10) in
PBS was analyzed in triplicate; and loaded into the instrument for
30sat 20 frames per second with the camera level set to 14.

Scanning Electron Microscopy (SEM)

THP-1 cells infected or not with T. cruzi, and THP-1 cells
treated with EV-TY were fixed in a 2.5% glutaraldehyde solution
as reported elsewhere (Nogueira et al., 2015). The cells were
post fixed with osmium tetroxide, treated with tannic acid, and
dehydrated with ethanol. Samples were observed in a Field
Emission FEI Quanta 250 FEG scanning electron microscope
(FEL OR, USA).

Immunoblotting

EVs samples containing 10 pg of protein, quantified by Micro
BCA Assay kit (Thermo Fisher Scientificc, MA, USA), were
resolved by 12% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose
membranes using standard procedures. The presence of exosome
proteins and parasite surface proteins was evaluated by
incubating membranes with primary antibodies against CD63,
CD9, MHC II (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) and the
serum of a rabbit immunized with the extract of T.cruzi TCT
membranes (Schenkman et al., 1991). Detection was achieved
using horseradish peroxidase-conjugated anti-mouse or anti-
rabbit (KPL Antibodies Seracare, MA, USA) secondary Abs and
visualized with Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA).

CHO Cell Lines

The CHO reporter cell lines (CHO/CD14, CHO/CD14/TLR-2,
and CHO/CD14/TLR-4) were generated as described (Lien et al.,
1999). These reporter cell lines contain a human CD25 gene
reporter under the control of the E-selectin promoter, which
contains an NF-kB-binding site (Delude et al., 1998; Lien et al.,
1999 and Campos et al, 2001). All CHO reporter cell lines were
grown in Ham’s F-12 medium containing 10% FBS, 10 jg/ml
ciprofloxacin, and 400 units/ml hygromycin B. Cells were plated
at a concentration of 10°/well in 24-well tissue-culture dishes.
Cells were incubated with EV-THP-1, EV-THP-1 infected (EV-
THP-1 inf) and EV-TY. Medium alone, 100 ng/ml LPS (from
Escherichia coli serotype 055: B5; Sigma-Aldrich, MI, USA), and
UV-killed Staphylococcus aureus at a ratio of S. aureus/cell of
500:1 (American Type Culture Collection 12.692), were used as
controls. After 24h of stimulation, cells were stained with PE-
labeled anti-CD25 (mouse MAb to human CD25, PE conjugate;
Caltag Laboratories, CA, USA). The cells were examined by
flow cytometry (BD Biosciences, NJ, USA), and analyses were

performed using Cell Quest software (BD Biosciences, NJ, USA)
(Campos et al,, 2001).

Infection Assays

TLR2- or TLR4-transfected CHO/CDI14 cells were grown
on 13mm diameter glass coverslips in a 24-well dish and
washed twice with DMEM/F12 medium (with antibiotics). Cells
were incubated with culture supernatant or EV-TY (10° and
106particles/well) for 30 min, at 37°C, in RPMI-10% FBS. These
cells were infected with TCTs (1:10, host cell: parasite ratio), for
1 hat37°C, and then washed twice with RPMI without FBS. Non-
adherent parasites were removed by addition of Lymphoprep
(Axis-Shield, Norton, MA) to the cell layers, followed by two
washes with PBS. The cells were incubated with RPMI-10% FBS
for 18h, at 37°C, or immediately fixed with methanol and stained
with Hoechst fluorescent dye (Molecular Probes, Invitrogen Co.,
Carlsbad, CA). All experiments were performed in triplicate, and
24 photos of each replicate were made using a digital video-
imaging fluorescent inverted microscope (Nikon), enabling the
counting of infected and non-infected cells.

Gene Expression

To evaluate the gene expression, quantitative reverse
transcriptase polymerase chain reaction (qRT-PCR) was
used in THP-1 cells untreated as control, or THP-1 incubated
with EV-THP-1 inf, EV-TY (10B particles/mL), or infected
with trypomastigotes (TY). Total RNA was obtained from
macrophages by using TRIzol reagent (Life Technologies, CA,
USA). RNA samples were subjected to DNase treatment and
cDNA synthesis with the RevertAid First Strand cDNA Synthesis
kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). RNA samples were
quantified by UV absorption in a spectrophotometer (Nanodrop
2000c, Thermo Fisher) followed by electrophoresis in 1.5%
agarose gels to assess RNA integrity. RNA samples with high
quality and integrity were subjected to DNase treatment (RQ1
RNase-free DNase; Promega, Madison, WI, United States)
and cDNA synthesis with the RevertAid First Strand cDNA
Synthesis kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Specific
primers for TLR2, TLR4, IL1, IL6, TNF-a, STAT1, and STAT3
genes were used to analyze gene expression using RT-qPCR;
all sequences were from PrimerBank (https://pga.mgh.harvard.
edu/primerbank/) (Supplementary Table 1). The expression
levels were normalized to those of the GAPDH and Actin-Beta
(ACTB) reference genes using the 2724 cycle threshold
method (Schmittgen and Livak, 2008). Differences in the relative
expression levels of target genes were determined by com
comparison between noninfected cells (as reference samples)
and the cells infected or treated with EVs. The gene expression
from the reference sample was adjusted to be equal to 1-00.
All qRT-PCR procedures were developed following the MIQE
guidelines (Bustin et al., 2009).

LC-MS/MS and Bioinformatic Analysis

EVs (~200 pg of protein) from uninfected and infected
macrophages (EV-THP-1 and EV-THP-1inf) were concentrated
in a Speedvac. For LC-MS/MS, the filter-aided sample
preparation (FASP) method was used, following the
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manufacturer’s protocol (Expedeon, San Diego, CA). The
samples were reduced by adding 10mM DTT for 30 min at
room temperature (RT) and centrifuging in a spin filter at
14,000x g for 15min at rt. After washing twice with 8 M urea
in 50mM Tris-HCI buffer, samples were washed again 2x
with the urea/Tris-HCI buffer and 3x with 50 mM ammonium
bicarbonate. Then, samples were digested with trypsin (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO) was performed, as described by Ribeiro
et al. (2018). Peptides were eluted from the filter using 0.1%
formic acid and subjected to high-resolution LC-MS/MS analysis
in a QE Plus Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) equipped
with a Nanospray Flex Ion Source (Thermo Fisher Scientific).
Using a Dionex UltiMate 3000 RSLCnano UHPLC system
(Thermo Fisher Scientific), peptides were separated with a
PicoFrit column (75-pum ID x OD 360 pm, 25-cm length, New
Objective, Woburn, MA) packed in-house with reversed-phase
Aqua C18 porous silica (5jum, 125 A, Phenomenex). The column
was equilibrated before sample injection at a flow rate of 0.5
L/min with 95% solvent A (100% H,O, 0.1% formic acid) and
5% solvent B (90% acetonitrile, 0.1% formic acid). Samples were
then injected onto the C18 column, and the same equilibration
phase was run for 10 min. Elution of the peptides was performed
using a linear gradient of solvent B up to 35% for 85min,
followed by a 5-min increase to 95%, where the plateau was
maintained for 9min. The column was then re-equilibrated with
5% solvent B for 10 min before injection of the next sample. An
automated 2-h run was programmed into the Xcalibur software
(Thermo Fisher Scientific), and each sample was analyzed in
technical duplicates. Full scan spectra were collected from the
400-1,600 m/z range. Peptides were not excluded based on
charge state, and 1 microscan for both full and MS/MS scans
were acquired.

The spectra were searched using Proteome Discoverer (PD)
2.1.1.21 (Thermo Fisher Scientific) and filtered via Percolator
with an estimated false-discovery rate (FDR) of 1 against
sequences from T. cruzi, human, bovine, human keratin, and
porcine trypsin. Parameters for the database search were as
follows: 2 and 1 Da for peptide and fragment mass tolerance,
respectively, cysteine carbamidomethylation and methionine
oxidation as fixed and variable modifications, respectively. The
dataset was further processed through Scaffold Q + 4.8.2
(Proteome Software, Portland, OR), merged, and the probability
of their peptide assignments and protein identifications was
assessed. Files were exported from Scaffold 4.8.2 for further
analysis in Scaffold PerSPECtives (Proteome Software). Only
peptides with >95% probability were accepted. The criteria for
human protein identification included detection of at least two
uniquely identified peptides and a probability score of >99%. The
results were further filtered with the following peptide thresholds:
Fisher’s exact test (p-value) <0.001; fold change >50% and <50%.
Gene ontology (GO) annotation was carried out using FunRich
(version 3.1.3; http://www.funrich.org/) with the NCBI database
(downloaded on 28 March 2019).

Statistics
All statistical tests were performed using GraphPad Prism version
6 (GraphPad Software, CA, USA). The Mann-Whitney U-test

was used to determine differences between two groups. Analysis
of variance (ANOVA) followed by Tukey’s post-test was carried
out to compare multiple groups. The differences were considered
significant when p was <0.05.

RESULTS

Increased Numbers of EVs Are Released

From Macrophages Infected With T. cruzi
Scanning electron microscopy (SEM) micrographs of THP-
1-derived macrophages uninfected (EV-THP-1), infected (EV-
THP-1 inf), or only treated with EVs from trypomastigotes (EV-
TY) showed the presence of round-shaped vesicles with the
expected size for exosomes (50-100nm) and ectosomes (100—
200 nm) on the surface of their plasma membrane (Figure 1).
Compared to uninfected macrophages and those incubated
with EV-TY, infected macrophages released a larger number
of vesicles. EVs were isolated from the supernatants of THP-
1 macrophages through a series of ultracentrifugation steps.
The NTA showed a size distribution of 50-200 nm for all EVs
(Supplementary Figure 1). The concentration of vesicles was
also measured in the same experiment, revealing an increase
in vesicle release by infected THP-1 macrophages (EV-THP-
inf) (Figure 2A). In the immunoblotting analysis, the exosomal
marker proteins CD63 and CD9 and the surface membrane
protein MHC II were detected in EV-THP-1 and EV-THP-
1 inf samples (Figure 2B). The presence of parasite surface
proteins was only found in the EV-TY group (Figure 2B). The
increase in EVs released from infected macrophages is related
to presence of parasite from 24 to 72h. (Figure 3A). However,
the EVs release did not appear to increase when the number
of parasites augment in infected cells (Figure 3B). After that,
cells start to lyse and new trypomastigotes are released in the
extracellular milieu.

The Interaction of EVs With TLR2 Is Critical
for the Induction of NF-kB Activation and
Increase the Susceptibility of Target Cells

to T. cruzi Infection

Next, we evaluated the importance of the interaction of EVs
from T. cruzi trypomastigotes with TLRs for the interaction
and internalization of the parasite. The CHO reporter cell line
contained an inducible NF-kB-dependent promoter driving
the surface expression of CD25 (Campos et al,, 2001). CHO
cells were incubated with different concentrations of (EV-
TY) and with EV-THP-linf or EV-THP-1. The expression of
CD25, which indicates activation of NF-kB, was measured
by flow cytometry. These EVs did not increase the induction
of CD25 expression by CHO/CD14 or CHO/CDI14/TLR4
cells (Figure4). Previous studies using wild-type, TLR2-
or TLR4-knockout murine macrophages from C57BL/6
mice (WT, TLR2~/~, or TLR4~/~ C57BL/6) showed that
TLR2 but not in TLR4 was required for production of
nitric oxide (NO) or TNF-a following stimulation with
EV-TY and activate MAPKs (ERK 1/2, p38 and JNK)
(Nogueira et al, 2015). The data presented in Figure4

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology | www.frontiersin.org

March 2020 | Volume 10 | Article 99

200



Cronem

erger-Andrade et al

ell Invasion

THP-1

1h

6h

24h

FIGURE 1 | Scanning electron microscopy (SEM) micrographs of cultures of uninfected human macrophages (EV-THP-1), macrophages infected with Y-strain
trypomastigotes (EV-THP-1 infected), and macrophages treated with EVs isolated from Y-strain trypomastigotes (EV-TY) for 1, 6, and 24 h. Cells were fixed with
glutaraldehyde, and the slides were sent to the Electron Microscopy Center of UNIFESP. The protocol is described in the Materials and Methods section of Nogueira
et al. (2015) (8). Images were obtained from macrophages grown on circular glass coverslips and infected with T. cruzi (MOl = 10:1) or not, as well as macrophages

incubated with Y-strain trypomastigote EVs alone (107 particles/cell).

EV-THP-1 infected

confirmed these previous results showing that the expression
of CD25 through the activation of NF-kB was induced in
CHO/CDI14/TLR2, but not CHO/CDI4/TLR4, exposed to
EV-TY. Importantly, EV-THP-1 and EV-THP-linf were
also found to quantitatively promote the expression of
CD25 in CHO/CD14/TLR2 cells, but not TLR4 (Figure 4),
indicating that both EVs derived from T. cruzi (EV-TY)
and macrophages interact with TLR2, but not TLR4,
activating NF-«kB. This result also suggested that induction
by macrophage EVs was not due to the presence of parasite
molecules, as when we used the same number of particles of
non-infected macrophages, the induction was similar. The
presence of tGPI-mucins and glycoinositolphospholipids
(GIPLs) in the EV-TY was likely responsible for the
induction of potent inflammatory responses in macrophages
(Almeida et al.,, 2000; Trocoli Torrecilhas et al., 2009).

The participation of TLR2 in the host-cell infection by T.
cruzi was then investigated. To test this hypothesis, infection
experiments were performed in CHO/CD14 cells, transfected
or not with TLR2 or TLR4. Upon prior exposure to culture
supernatants of trypomastigotes or EVs, cells transfected with
TLR2, but not TLR4- or non-transfected cells were increase the
susceptibility of target cells to T. cruzi infection. A remarkable
(up to 6-7-fold) increase in percentage of infected cells was
observed in TLR2-transfected CHO/CD14 cells exposed either to
total shedding or EV-TY (Figure 5).

EVs Induce the Differential Expression of
TLR2, TLR4, IL-18, IL-6, TNF-« and
STAT1/STAT3
TLRs are involved in the recognition of T. cruzi following
the activation of host cells to produce TNF-a, IL-12, and NO
(Campos et al., 2004; Koga et al., 2006). Macrophages showed
differences in TLR gene expression upon stimulation with EVs
and T. cruzi infection. We analyzed the gene expression of
TLR2, TLR4 by RT-qPCR in macrophages untreated and treated
with EV-TY, EV-THP-Icontrol, and EV-THP-1 inf. The gene
expression analysis in macrophages treated with EV-THP-1inf
and EV-TY revealed alterations in TLR2 and TLR4 (Figure 6).
TLR2 expression is essential for proinflammatory cytokine
production (Campos and Gazzinelli, 2004). RT-qPCR analysis
was performed to assess the changes in gene expression of
cytokines and transcription factors. Macrophages, therefore, were
incubated with EVs (EV-THP-1 control, EV-THP-1 inf and EV-
TY) and also infected with T. cruzi. Evaluation of the cytokine
gene expression profile revealed an increase in IL-1p levels after
6h in both T. cruzi-infected cells and in those exposed to EV-
THP-linf (Figure 6). There was also an increase in the transcript
levels of IL-1P after 1 h of T. cruzi infection. After 24 h of T. cruzi
infection or stimulation with EV-THP-1 inf, no change in IL-
1B transcript levels was observed, whereas a marked reduction
was seen in cells that were treated with EV-TY or EV-THP-1.
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FIGURE 2 | Characterization of EVs isolated from infected macrophages.
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(EV-TY). Supematants of macrophages were collected after 1, 6, and 24 hand
then EVs isolated by differential uktracentrifugation as described in Methods.
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anti-CD63, anti-CDY, anti-MHC class Il and anti-T. cruz polyclonal antibody.
Points represent the median of the triplicates, and the dispersion denotes the
range. Data are representative of three independent experiments. *Indicates p
< 0.05 to the respective time of EV-THP-1.

After 1 and 6h of T. cruzi infection, the cells showed elevated
transcript levels of IL-6. The same result was observed after 1
and 6h of treatment with EV-TY or EV-THP-1 inf. However,
24 h after the other treatments, there was a reduction in IL-6
gene expression, except for T. cruzi infection. In the TNF-a gene
expression analysis, elevation of the transcript level was observed
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FIGURE 3 | EVs released from THP-1 macrophages during T. cruzi infection.
(A) NTA analysis showing particles/mL EVs released by cells from 1 to 72h
after infection by TCT as described in Methods. *p < 0.01, *p < 0.001. (B)
Number of intracellular parasites in macrophages at the indicated times as
detected by Giemsa staining. The number of intracellular parasites was
determined by microscopic examination in 20 fields and at least 200 cells were
counted in triplicate samples. The number of intracellular parasites per each
cell are shown in the bars with median with range of the triplicates.

after 1 and 6 h of treatment with EV-THP-1linf and after 6 h of
treatment with EV-THP-1. Only T. cruzi infection induced the
gene expression of TNF-a at 24 h.

Signal transduction through cytokine receptor-binding occurs
via the JAK/STAT pathway signaling. We observed the gene
expression of STAT1 and STAT3 in the macrophages stimulated
with the different EVs. STAT1 and STAT3 gene expression
increased only in response to T. cruzi infection (Figure 7).
Stimulation with the different EVs reduced the gene expression
of STAT3 at 1 and 6 h (Figure 7).

EVs Released by Infected Macrophages
Have Distinct Contents and Parasite

Proteins

We performed mass spectrometry-based proteomic analysis
(LC-MS/MS) to determine the content of the EVs purified
from uninfected (EV-THP-1) and infected macrophages (EV-
THP-1 inf). A total of 123 proteins were found in THP-
1-EVs and 89 were found in EV-THP-1 inf, from a total
of 154 proteins in both samples (Figure8A). Using FunRich
(version 3.1.3), we compared the list of identified proteins to
previously published EV data in the Exocarta database (www.
exocarta.org) and found that the majority of the proteins had
been previously observed to be present in EVs from different
sources (Figure 8B). T. cruzi-infected host-cell derived EV's carry
proteins from the parasite, as previously described (Ramirez
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FIGURE 4 | NF-«B translocation assay using CHO reporter cells transfected with TLR2 or TLR4. Fow cytometry of CD25 expression in CHO cells expressing TLR2 or
TLR4 and stimulated with EVs derived from infected or non-infected macrophages or with EVs released by the parasite. Fluorescence was analyzed 24 h after
stimulation with EVs on a flow cytometer (FACS) (FACScan BD). Bars represent the percentages of positive cells. Data are representative of two independent

et al, 2017). We also looked for T. cruzi proteins in EV-
THP-1 inf. We found 6 proteins (ie, HSP60, tryparedoxin
peroxidase, trans-sialidase Group II, flagellar calcium-binding
protein, surface protein TolT and paraflagellar rod protein
2) (Supplementary Table 1). We also compared the levels of
abundance of the 58 common proteins by calculating their
fold change. The abundance of 20 proteins increased and 38
decreased after infection with T. cruzi (Supplementary Table 2).
Most of the proteins found in EV-THP-1 and EV-THP-1 inf

are involved in binding, immunological and metabolic processes
based on GO term annotations (Figure8C). Moreover, the
majority of the proteins in EV-THP-1 and EV-THP-1 inf were
localized in exosomes (Figure 8D). Noteworthy, there was a
higher percentage of proteins with catalytic activity in EV-THP-
1 inf, particularly enzymes such as trans-sialidase (Figure 8E).
It is possible that some of these proteins from T. cruzi were
not directly associated with the EVs obtained from infected
macrophages and were released in the culture supernatant of
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FIGURE 5 | Invasion of TLR2- and TLR4-transfected CHO/CD14 cells with
trypomastigotes in the presence or absence of trypomastigotes cutture
supernatant and EVs isolated from the T cruzi' Y strain. Macrophages were
preincubated with EVs for 30 min at 37°C in RPMI medium without FCS. Cells
were washed with PBS (3x) and Lymphoprep (1 x) and then infected with
trypomastigotes at a 1:10 ratio (host cell:parasite) for 2 h at 37°C. Cells were
then washed (3x) with PBS to remove non-adherent parasites and incubated
in RPMI medium with 10% FCS for 24 h at 37°C. Cells were fixed with 100%
methanol. Then, the cells were stained with 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI). The number of infected cells was estimated using an inverted Nikon
fluorescence microscope. “p < 0.01.

the infected cells concomitantly with EV-THP-1 inf production.
Furthermore, although unlike, the presence of remaining
proteins from the parasites used to infected cells cannot be
fully excluded.

DISCUSSION

Macrophages and other mononuclear cells are the host’s first
line of defense to combat infection of intracellular parasites,
such as T. cruzi. The release of EVs by T. cruzi promotes the
activation of murine macrophages (Nogueira et al., 2015). Here,
we demonstrate that EVs derived from macrophages infected
with T. cruzi also modulate the activation of other human THP-
1 macrophages to maintain the inflammatory response in the
course of infection.

The recognition and response to pathogenic organisms by the
immune system is essential for infection control. The expression
of TLRs is critical for the response during the early stages of
infection for the activation of the immune response. A large
number of pathogens express ligands for different TLRs. T.
cruzi trypomastigote-derived mucin-like glycoproteins (tGPI-
mucins) are strong proinflammatory molecules and agonists for
the TLR2-TLR6 heterodimer (Campos et al., 2001). T. cruzi

also express other glycoconjugates such as GIPLs, which activate
TLR4 (Almeida et al., 2000; Oliveira et al., 2004).

In recent years, there has been a growing number of
studies showing the capacity of EVs to modulate the immune
response, especially in the relationship between parasite and host
(Campos et al., 2010; Marcilla et al., 2014). Different strains
of T. cruzi have been shown to release EVs and promote
the activation of macrophages via TLR2 (Nogueira et al,
2015). EVs isolated from macrophages infected with intracellular
pathogens (Mycobacterium bovis BCG and M. tuberculosis)
induce a TLR/MyD88-dependent proinflammatory response in
naive macrophages (Bhatnagar et al., 2007). In this work, we
observed that EVs derived from T. cruzi-infected THP-1 human
macrophages were able to induce the translocation of NF-kB to
the nucleus by interacting with TLR2. EVs released by uninfected
THP-1 cells also activated the cells via TLR2. However, the
amount of EVs produced by the infected cells was 10-fold
higher than that produced by the uninfected cells, showing
that the amount of EVs is the prime factor for activation.
In addition, uninfected macrophages produce EVs when there
is tissue damage, which leads to the activation of these cells
or dendritic cells and results in the secretion of TNF-a and
other inflammatory mediators through the activation of the p38
MAPK pathway and NF-kB (Thomas and Salter, 2010). Damage-
associated molecular pattern molecules (DAMPs) could also be
related to the mechanism of action of the EVs described herein.
Among the DAMPs, we found heat shock proteins, hyaluronic
acid, B-defensin 3 and HMGBI, which are recognized by TLR2
(Scheibner et al.,, 2006; Funderburg et al., 2007; Curtin et al.,
2009).

Internalization and phagocytosis by phagocytic cells such as
macrophages are crucial processes for initiation of the killing of
intracellular pathogens. T. cruzi can invade different mammalian
cell types (Yoshida, 2006). It has been demonstrated that
metacyclic trypomastigotes can invade cells in a Ca’*-dependent
manner by exocytosis and the recruitment of host lysosomes to
the plasma membrane (Tardieux et al, 1994; Rodriguez et al,
1995). Another mechanism for T. cruzi entry in cells independent
of lysosome recruitment has been described to occur through
the activation of PI3K (Woolsey et al., 2003). Here we observed
that macrophages infected with T. cruzi, as evaluated by SEM,
showed an increase in the number of EVs budding from the
plasma membrane after the 24-h culture period. This increase
was also confirmed by NTA. The release of EVs can be regulated
by changes in intracellular calcium levels. When cells were treated
with calcium ionophore (A23187), an increase in the release of
EVs was found (Savina et al., 2003). T. cruzi infection increases
the Ca?* concentration in macrophages (Wilkowsky et al., 1996).
Additionally, activated cells release a greater number of particles
than non-activated cells (Théry et al,, 2009). Thus, the increased
release of EVs by infected macrophages is related to an increase
in intracellular calcium after T. cruzi infection and macrophage
activation. The size range of the EVs isolated herein (50—
200 nm) corroborates that described in the literature (Raposo
and Stoorvogel, 2013; Wang et al., 2015; Hui et al,, 2018). EVs
can further enhance the parasite’s ability to invade the host cells
through TLR2 signaling. We observed an increase in the number
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represent the mean of the triplicates, and the dispersion denotes the standard deviation subtracted to THP-1 macrophages maintained in medium. Data are
representative of two independent experiments. Statistical analysis with ANOVA, compared to the respective control; *p < 0.05; *p < 0.01; **p < 0.001.

of infected cells when they expressed TLR2 and were incubated
with parasite-derived EVs (EV-TY). EVs from T. cruzi participate
in invasion through a mechanism independent of lysosome
recruitment. The parasite invasion is associated with activation
of PI3K (Wilkowsky et al., 2001). TLR2 activates PI3K during T.
cruzi infection, leading to Rab5 activation, which is essential for
phagosome formation (Maganto-Garcia et al., 2008). The release
of EVs by infected macrophages is related to increased parasite
replication, which was observed in macrophages infected with T.
cruzi herein.

Similarly, in mice infected with Mycobacterium bovis, an
increase in the release of plasma EVs is also related to an increase
in the bacterial load (Singh et al., 2012).

We performed proteomic analysis to compare the content of
the EVs released from uninfected THP-1 cells and THP-1 cells
infected with T. cruzi. According to the Exocarta database (www.
exocarta.org), all the proteins found in the EVs have previously
been identified in different types of cells and body fluids. The
infection changed the composition of the EVs from the host cells;
65 proteins were unique to the EV-THP-1 cells, 31 were unique to
the EV-THP-1 inf, and the expression of 58 proteins was altered
in both EVs (20 proteins increase and 38 decrease).

The EVs isolated from macrophage supernatants showed
the presence of the MHC II surface marker and the exosomal
markers CD9 and CD63. No T. cruzi antigens could be
detected by western blotting in EV-THP-1 and the presence
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of plasma membrane glycoproteins expressing a-Gal epitopes  cruzi i.e., HSP60, tryparedoxin peroxidase, trans-sialidase Group
(i.e., TcMUCII mucins or tGPI-mucins) of the parasite in the II, flagellar calcium-binding protein, surface protein TolT and
EVs of macrophages infected by T. cruzi were not identified  paraflagellar rod protein 2 (Lobo et al., 2019). These parasite
by total proteomic analysis. In this analysis only six parasite  proteins are involved in the recognition of the parasite by host
proteins were found in EVs from macrophages infected with T. cells, invasion, the adhesion of host cells, metabolism and the
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induction of the host immune response (Godsel et al., 1995;
Quanquin et al,, 1999; Mattos et al., 2014; Urményi et al., 2014;
Girard et al.,, 2018).

Previous studies of EVs derived from macrophages infected
with intracellular microorganisms, such as mycobacteria and
Leishmania, also identified proteins of these intracellular
organisms that can be carried by EVs (Giri et al., 2010; Hassani
and Olivier, 2013).

A variation in cytokine expression in macrophages stimulated
with EVs was observed by RT-qPCR. An increase in IL-1f
expression was evidenced in cells stimulated with TY and EV-
THP-linf at 6 and 24h. IL-1B is related to the resistance of
the host to infection through stimulation of the IL-1 receptor
and activation of the adapter protein MyD88, leading to the
production of NO in macrophages (Lima-Junior et al, 2013).
Thus, increased IL-1B production may be important in infection
control. In addition, immune activation through TLR2 and NF-
KB receptors by macrophages has been found to rapidly elevate
IL-1B levels (Petersen et al, 2005). Macrophages stimulated
with EV-THP-1 and EV-THP-1 inf as well as those infected
with T. cruzi displayed increased TNF-a expression. TNF-o
is a proinflammatory cytokine produced by macrophages and
lymphocytes and is important for the control of T. cruziinfection.
The production of TNF-a by macrophages when stimulated with
INF-y is associated with resistance to infection in mice (Silva
et al,, 1995). Increased IL-6 production was seen only at 6h in
response to treatment with the EV's of infected macrophages and
parasites. Interleukin-6 is a proinflammatory cytokine produced
primarily by T cells, dendritic cells and macrophages. It has been
reported that IL-6 is not required for a strong Thl response
(Moskowitz et al., 1997) and that in the presence of TGF-, IL-1B,
and IL-23 cause the differentiation of ThO lymphocytes into Th17
lymphocytes (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Zhou et al., 2007).

The cytokine expression profile observed after stimulation
with EVs released by infected cells demonstrates the modulation
of the proinflammatory conditions caused by the release of these
EVs. This cytokine expression profile also occurs in response
to EVs from Leishmania amazonensis-infected macrophages,
which promote the production of the inflammatory cytokines
IL-12, IL-1B, and TNF-a (Cronemberger-Andrade et al., 2014).
The production of TNF-o, IL-1f and IL-6 by macrophages is
associated with the M1 type phenotype. M1 macrophages are
responsible for polarizing the Th1 immune response, producing
IL-12 and maintaining a low production level of IL-10. The
main stimuli that favor the activation and polarization in Ml
macrophages are LPS and IFN-y (Mantovani et al., 2004). It
has recently been demonstrated that plasma-isolated EV's from
chronic Chagas disease patients promote increased regulation of
genes related to the proinflammatory response in macrophages
(Chowdhury etal,, 2017). In addition, the composition of the EV's
isolated from the plasma of mice and patients revealed them to
be of cardiac, lymphocyte, and macrophage origin (Chowdhury
et al.,, 2017) thus demonstrating the importance of the potential
modulation and activation of macrophages in the chronic phase
of Chagas disease.

Signal transduction through IFN-y receptors is mediated
by the phosphorylation of JAK and STATI1. The activation of

STAT1 is important for the production of a proinflammatory
response. In STAT1 knockout mice, an increase in mortality
was found due to increased numbers of parasites found in
the blood and tissues (Kulkarni et al, 2015). We did not
observe regulation by this mechanism after stimulation with the
different EVs. STAT3 phosphorylation induces transcription of
the gene encoding SOCS-3 (He et al., 2003). In macrophages
infected with M. tuberculosis, NF-kB activation was found to
be inhibited, and SOCS-3 expression was found to be induced
as a mechanism of inflammatory response evasion (Nair et al,
2011; Hillmer et al, 2016). The production of IL-10 leads
to increased expression of SOCS-3 and STAT3 in T. cruzi-
infected cardiomyocytes due to the inactivation of NF-kB and
ERK/MAPK (Hovsepian et al,, 2013). In the analysis of STAT3
expression, we observed a reduction in expression at 1 and 6h
and an increase only at 24h after T. cruzi infection. The EVs
released by infected or non-infected macrophages, as well as the
parasite-derived EVs, modulated the response of macrophages
favoring the maintenance of a proinflammatory response. It was
previously shown that T. cruzi GIPLs were not able to activate
STAT1 or STAT3 (Stahl et al, 2013). However, in that study
the authors did not evaluate tGPI-mucins, which have much
stronger proinflammatory than GIPLs (Almeida et al., 2000;
Campos et al., 2001). Therefore, we conclude that tGPI-mucins
(or TeMUCII mucins), which are present in trypomastigote-
derived EVs (Ribeiro et al, 2018), and/or other molecules
expressed on the surface of the parasite and the EVs (EV-TY)
there from -TY may be involved in the activation of these
transcription factors.

In summary, our results indicate that signaling through
EVs during T. cruzi infection is essential in host-parasite
interactions. After infection, increased amounts of EVs are
released from infected macrophages that interact with TLR2
and stimulate the translocation of NF-kB. As a result of this
interaction and activation, proinflammatory cytokines (TNF-a,
IL-6, and IL-1B) are produced and maintain the inflammatory
response generated by T. cruzi infection. In addition, human
macrophage-derived EVs carry parasite proteins, which
could be the reason for their increased ability to induce
inflammatory responses.
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VIl Simposio de Microbiologia da UFMG - Conecta SIM 2021, 2021.

Poster: “DETECCAO DE SNP rs179008 GInllLeu NO GENE tIr-7 EM CRIANCA
INFECTADA COM SARS-CoV-2 COM HEPATITE”.

. XXXI Congresso Brasileiro de Virologia & XV Encontro de Virologia do Mercosul. 2020.

Posters: “DETECTION OF rs179008 SNP IN THE TLR7 GENE IN CHILDREN
INFECTED WITH ZIKV WITH NEUROLOGICAL MANIFESTATIONS” e

‘DETECTION OF rs8177374 SNP IN THE TIRAP GENE IN CHILDREN INFECTED
WITH DENV WITH NEUROLOGICAL MANIFESTATIONS”.

. VIl Simpdsio de Microbiologia da UFMG - Conecta SIM 2020. 2020.

. 55° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical XXVI Congresso da
Sociedade Brasileira de Parasitologia Chagas Leish 2019.

Poster: “ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE INATA CELULAR CONTRA ZIKA VIRUS
EM MODELO IN VITRO E IN VIVO”

. VI Simpaésio de Microbiologia da UFMG - CONECTA SIM 2019. O microbiologista no
mercado de trabalho. 2019.

Poster: “REDUCAO NO GANHO DE PESO EM CAMUNDONGOS INFECTADOS
COM DIFERENTES ISOLADOS BRASILEIROS DE ZIKA VIRUS”

. IV FAMERP-UTMB: Emerging infections in the Americas - common interests and
collaboration between Brazil and USA e Sao Paulo School of Advanced Science in
Arbovirology FAMERP. Sao José do Rio Preto 2019.

Posters: “REDUCTION ON WEIGHT GAIN IN MICE INFECTED WITH
DIFFERENTIATES BRAZILIAN ISOLATES OF ZIKA VIRUS” e

“‘STANDARDIZATION FOR DETECTION OF SINGLE NUCLEOTIDE
POLYMORPHISMS (SNPs) IN INNATE IMMUNE RESPONSE GENES THROUGH
gPCR: EVALUATION IN ZIKA VIRUS MENINGOENCEPHALITIS”

. XXIX Congresso Brasileiro de Virologia & XlII Encontro de Virologia do Mercosul.
2018.

Poster e apresentacdo oral: “MOLECULES OF INNATE IMMUNE RESPONSE
AGAINST ZIKA VIRUS”


https://na01.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Fwww.even3.com.br%2Fcbv2021&data=04%7C01%7C%7C694809c69d794c25598a08d973b0e715%7C84df9e7fe9f640afb435aaaaaaaaaaaa%7C1%7C0%7C637668025892536016%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMC4wLjAwMDAiLCJQIjoiV2luMzIiLCJBTiI6Ik1haWwiLCJXVCI6Mn0%3D%7C1000&sdata=svM2RYqBdBsuAhj82YZkxR8bSMfXzBs8wcQOIEMgcws%3D&reserved=0

9.

10.

11.

12.
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V Simpésio de Microbiologia da UFMG - Desafios Atuais no Enfrentamento de
Doencas Microbianas. 2018.

Poster: “RESPOSTA IMUNE INATA CELULAR CONTRA ZIKA VIRUS EM MODELO
MURINO”

XXVIII Congresso Brasileiro de Virologia e Xl Encontro de Virologia do Mercosul.
2017

Poster: “IN VITRO CELLULAR INNATE IMMUNE RESPONSE AGAINST ZIKA
VIRUS”.

Il FAMERP-UTMB: Emerging infections in the Americas - common interests and
collaboration between Brazil and USA e Sdo Paulo School of Advanced Science in
Arbovirology FAMERP. Sao José do Rio Preto — 2017.

Poéster: “CELLULAR IN VITRO INNATE IMMUNE RESPONSE AGAINST DENGUE
VIRUS AND ZIKA VIRUS”

IV Simpdsio de Microbiologia da UFMG — Metabolismo microbiano: Saude, Ambiente
e Biotecnologia. 2017.

Poster: “IN VITRO CELLULAR INNATE IMMUNE RESPONSE AGAINST ZIKA
VIRUS”

ORGANIZACAO DE EVENTOS
1. VII Simpésio de Microbiologia da UFMG. CONECTA SIM 2020. 2020.

2. IV Simpoésio de Microbiologia da UFMG — Metabolismo microbiano: Saude,
Ambiente e Biotecnologia. 2017.

CURSOS

1. “Capacitacdo no Uso e Manejo de Animais de Laboratério”. Central de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biomédicas e Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sédo Paulo. REBIOTERIO — CNPq.
2019.

2. Séao Paulo School of Advanced Science in Arbovirology - FAMERP - Sdo José do
Rio Preto. 2017.

OUTROS

Integrante da equipe do laboratério de Virus na Forca tarefa de enfrentamento da
pandemia de COVID-19, sob coordenacao da Pro-reitoria de Pesquisa da UFMG —
atuacao na realizagéo de testes moleculares dando suporte ao diagndéstico laboratorial
de COVID-19.



	f86c012688f1df6ca7a3a769429b68a8e9261715ba690a17c576794c6fe941d3.pdf
	f86c012688f1df6ca7a3a769429b68a8e9261715ba690a17c576794c6fe941d3.pdf
	f86c012688f1df6ca7a3a769429b68a8e9261715ba690a17c576794c6fe941d3.pdf

