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Mesmo sendo relativamente novo, o virus Zika descoberto em 1947 foi
protagonista de diversos surtos, dentre eles o do Brasil (2015) com grande
impacto onde foi identificado, causando microcefalia e desordens neurologicas
gue chamaram a atencado para a sua patogenia. Drogas antirretrovirais como o
atazanavir, que sao inibidores de protease, possuem atividade contra o virus
Zika, entretanto, pouco se sabe sobre sua acdo em neuroblastos infectados ou
ndo, e se sdo capazes de modificar vias imunolégicas que culminem em
inflamagé&o. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do atazanavir na
viabilidade e na producdo de radicais livres e na producdo de citocinas por
linhagens de neuroblastos infectados pelo virus Zika. A melhor compreensao
desses efeitos podera contribuir para acrescentar novas medidas terapéuticas
para diminuir a morbidade da infeccdo pelo virus Zika. Para o estudo utilizou-se
duas titulacbes (MOI 0,1 e 1) da isolado do virus Zika PE/243, duas
concentracfes do medicamento atazanavir (1 e 3 uM) e neuroblastos SK-N-BE
(2). Para avaliar a viabilidade celular utilizou-se o método de reducdo do MTT
por espectofotometria e por citometria de fluxo avaliou-se a expressdo da
caspase-3 por teste antigeno-anticorpo, a morte celular por anexina/iodeto de
propidio por citometria de fluxo, a producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio pelas sondas DCF-DA e DAF-2DA, respectivamente, e a dosagem
das citocinas IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 e FNT por Kit CBA/BD. Nossos
dados mostraram que: 1) a infec¢éo pelo o virus Zika reduziu a viabilidade dos
neuroblastos e 1 UM de atazanavir reverteu parcialmente essa toxicidade 2) a
infeccdo com 1 MOI do virus Zika causou a morte por necrose e aumentou a
expressdo de caspase-3, no entanto, a incubacdo dos neuroblastos com 1 uM
de atazanavir reduziu essa expressdo; 3) tanto a inibicdo quanto a indugéo da
via do NF-«xB afetaram a viabilidade dos neuroblastos, na presenca ou auséncia
da infeccdo; 4) a inibicdo da autofagia causou a reducdo da viabilidade dos
neuroblastos, sendo esta mais evidente na presenca da infec¢éo; 5) a infeccao
pelo virus Zika inibiu a producdo de EROs pelos neuroblastos, mas esta foi
parcialmente revertida pelo atazanavir; 6) na presenca da infeccédo 0,1 MOI do
virus reduziu a producdo de ERNs e mesmo o atazanavir ndo foi capaz de
reverter essa reducédo; 7) na presenca de 1 MOI do virus, houve aumento na
producéo de IL-1, FNT e mais expressiva de IL-6 e IL-8, enquanto houve reducéo
de IL-12p70; 8) o inibidor da producdo de ERNs diminuiu acentuadamente a
viabilidade da célula, ja indutores das EROs também reduziram a viabilidade dos
neuroblastos. No conjunto, os resultados sugerem que o atazanavir na
concentracdo 1 uM pode ser um medicamento promissor para proteger o
neuroblasto na infeccdo pelo virus Zika, contribuindo para diminuir o risco de
microcefalia pela diminui¢cdo do risco de morte dos neuroblastos na vigéncia da
infeccdo em gestantes. Entretanto, os é preciso dar continuidade aos estudos
para verificar se a acao protetora do Atazanavir nos neuroblastos que
observamos in vitro vai persistir em mulheres gestantes infectadas pelo virus
Zika, e se o tratamento poderia prevenir as malformacoes fetais.
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Even though it is relatively new, the Zika virus discovered in 1947 was the
protagonist of several outbreaks, among them, the one in Brazil (2015) with great
impact, causing microcephaly and neurological disorders that drew attention to
its pathogenesis. Antiretroviral drugs such as atazanavir, which are protease
inhibitors, have activity against the Zika virus, however, little is known about their
action on infected neuroblasts, and whether they are able to modify immune
pathways that culminate in inflammation. The objective of this work was to
evaluate the influence of atazanavir on viability and production of free radicals
and cytokines by neuroblast in vitro. A better understanding of these effects may
contribute to the addition of novel therapeutic to reduce the morbidity of Zika virus
infection. Two titrations (MOI 0.1 and 1) of the Zika virus isolate PE/243 were
used, two concentrations of the drug atazanavir (1 and 3 uM) and neuroblasts
SK-N-BE (2). To evaluate cell viability, the MTT reduction method was used by
spectrophotometry and by flow cytometry, the expression of caspase-3 was
evaluated by antigen-antibody test, cell death by annexin/propidium iodide by
flow cytometry, the production of reactive oxygen and nitrogen species by the
probes DCF-DA and DAF-2DA, respectively, and cytokines IL-1, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12p70 and TNF were evaluated by CBA/BD Kit. Our data showed that: 1)
infection by the Zika virus reduced the viability of neuroblasts and 1 uM atazanavir
partially reversed this toxicity 2) infection with MOI 1 of the Zika virus caused
death by necrosis and increased expression of caspase-3, however, incubation
of neuroblasts with 1 uM atazanavir reduced this expression; 3) both inhibition
and induction of the NF-kB pathway affected the viability of neuroblasts, in the
presence or absence of the infection; 4) the inhibition of autophagy caused a
reduction in the viability of neuroblasts, the latter being more evident in the
presence of the infection; 5) infection by the Zika virus inhibited the production of
ROS by neuroblasts, but this was partially reversed by atazanavir; 6) in the
presence of the infection 0.1 MOI of the virus reduced the production of RNS and
even atazanavir was not able to reverse this reduction; 7) in the presence of 1
MOI of the virus, there was an increase in the production of IL-1, TNF and more
expressive of IL-6 and IL-8, while there was a reduction in IL-12p70; 8) the
inhibitor of the production of RNS markedly decreased the viability of the cell,
while ROS inductors also reduced the viability of neuroblasts. Taken together,

the results suggest that atazanavir at a concentration of 1 uM may be a promising
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drug in Zika virus infection to protect neuroblasts, contributing to reduce the risk
of microcephaly by decreasing the risk of death of neuroblasts during infection in
pregnant women. However, it is required the continuity of studies to verify
whether the protective action of atazanavir on neuroblasts observed in vitro would
persist in pregnant women infected with the Zika virus and in the prevention of

fetal malformations.
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1.1 Histérico, epidemiologia e vetor

O virus Zika foi descrito pela primeira vez no ano de 1947, em Uganda,
detectado em macacos Rhesus encontrados em uma floresta chamada Zika, de
onde originou-se o nome do virus (Dick, Kitchen & Haddow 1952). O motivo do
estudo em tal floresta foi devido a alta incidéncia de imunidade a febre amarela
em macacos da regido. Testes de neutralizagcdo mostraram que o virus Zika ndo
tinha relacdo com o virus da febre amarela, dengue, tampouco com virus de
encefalomielite de camundongos (Dick, Kitchen & Haddow 1952; WHO 2017).

Em 1948, o virus também foi isolado do mosquito Aedes africanus (Dick
1952). Em 1952 observou-se que alguns pacientes apresentavam anticorpos
contra o virus Zika, que foram isoladas de macacos e mosquitos, chamando a
atencao para a possibilidade de infecgcdo em humanos (Smithburn 1952). Porém,
durante uma epidemia de ictericia em 1954, Machamara avaliou trés pacientes
africanos do sexo masculino, e observou que dois apresentavam danos no
figado, e todos os trés pacientes estavam infectados com o virus Zika, sendo
gue o autor considerou a doenca causada pelo virus Zika como de gravidade
moderada.

Em 2007 houve propagacéo do virus pela Africa e Asia, ocasionando um
grande surto da infec¢céo pelo virus Zika nas ilhas de Yap. Em 2013-2014 houve
alguns surtos em outras ilhas do pacifico como Polinésia Francesa, llhas da
Pascoa e llhas Cook. Em 2015 houve um grande surto no Brasil, com
aparecimento de casos de microcefalia quando a infec¢ao ocorria na gestante e
sindrome de Guillain-Barré associados ao quadro clinico da infec¢éo pelo virus
Zika. Em 2016 a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou a doenca como
uma emergéncia de saude publica internacional (WHO 2017).

O surto no Brasil alertou para fato de que a infec¢ao pelo virus Zika era
um problema de saude publica internacional, visto a grande area do pais e
possibilidades de propagacao. No Brasil, além de ja ter endemicamente Dengue
e Chikungunya, ambos transmitidos pelo mesmo vetor, propagou-se o virus Zika
também. Os casos de microcefalia descritos no Brasil indicaram a gravidade da
doenca (Brasil 2016). Em 2018, 6.371 provaveis casos de doenca pelo virus Zika
foram notificados no pais, os quais 2.616 foram confirmados. A regido Sudeste



e Nordeste apresentaram o maior nimero de casos, seguidos do Centro-Oeste
e Norte do pais (Brasil 2018).

O vetor mais importante € o Aedes aegypti por possuir uma ampla
distribuicdo geografica em locais tropicais e subtropicais, sua predominancia &
no Brasil e sudeste da Asia, mesmo assim ainda é encontrado em regiées dos
EUA e da Europa (Kraemer et al. 2015). A fémea do mosquito € responsavel por
diversas doencas, como Dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela, mostrando
0 enorme impacto na saude publica que o mosquito pode causar. Os mosquitos
localizam o hospedeiro através de diversos sensores, como calor, COz2, odores
do corpo, dentre outros. A forma larvéria e de pupa acontece na agua, podendo

ficar dormentes por meses (Mathews, 2019).

1.2 Virus

O virus Zika pertence a familia Flaviviridae, sendo esta familia de virus
também responsavel por outros agentes de relevancia clinica, como Dengue e
Febre Amarela. O virus pode ser transmitido por vetores, que sdo mosquitos do
género Aedes, transfusdo sanguinea ou por contato sexual (Nunes, Carlini,
Marinowic et al. 2016).

O virus Zika é um virus de ARN fita simples positiva (+), contendo 10.794
kilobases, possui também uma fase de leitura que sera clivada por proteases
das células do hospedeiro originando a proteina C que se encontra no capsideo.
A glicoproteina E esta envolvida na formacdo da particula viral, além disso,
possui 7 proteinas ndo estruturais, classificadas como NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5 (Kuno & Chang 2007).

A proteina NS1 esta relacionada com a replicacdo e infeccao, ela se
associa a lipideos e forma homodimeros na porcao intracelular. A interacao
dessa proteina com 0s constituintes do sistema imunitario inato ou adaptativo
estd associada aos mecanismos de evasdo do patégeno, assim como com sua
patogénese, esse processo acontece pela secrecdo da particula lipoprotéica
hexamérica (SNS1). Essa particula pode ligar-se ao complexo C4/C4b e inibir a
ativacdo da via classica do complemento. Esses dados foram observados nos
virus Dengue e Oeste do Nilo. Entretanto, pelo fato do virus Zika ser um

Flavivirus e possuir estruturas semelhantes, foi sugerido que a NS1 tenha



mecanismos semelhantes no virus Zika (Avirutnan et al. 2010, Amorim et al.
2014, Shi & Gao 2017). Ha algumas diferencas entre a proteina NS1 do virus
Zika quando comparada com a de outros Flavivirus. Entre elas, a diferenca no
potencial eletrostatico, e € sugerido que essas caracteristicas que diferenciam o
virus Zika de outros Flavivirus possam ter relagdo com 0 seu tropismo por
neurénios e com a facilidade que o virus tem de atravessar a barreira hemato-
encefélica (Akey et al. 2014).

O virus Zika é extremamente dependente da protease e helicase
NS2B/NS3, j& que ele usa este complexo para processamento de poliproteinas.
Alguns autores sugerem que este possa ser um bom alvo para drogas,
aproveitando-se dessa intima dependéncia pelo virus do complexo enziméatico
(Tian et al. 2016, Shi & Gao 2017).

A proteina NS5 € a maior proteina presente no virus, sua funcéo esta
relacionada com a replicacdo gendmica. Ela permite estabilidade do virus e
evasao do sistema imunitario do hospedeiro. Interessantemente, essa proteina
pode agir como um antagonista da resposta por interferons do hospedeiro
(Kumar et al. 2016). Essa proteina também foi sugerida como um possivel alvo
para eliminar o virus, desde que haja cuidados especificos para que ao atuar
sobre a N-metiltransferase a droga também néo acabe influenciando as ARN N-

metiltransferases do hospedeiro (Zhang et al. 2016).

1.3 Imunidade

A resposta inata contra virus em geral, segue o padrao classico de defesa
antiviral pelos interferons do tipo 1, que sao produzidos por células infectadas,
ou até mesmo por células dendriticas. Os receptores semelhantes a Toll (TLRS)
endossomais reconhecem 0s ARNs e ADNSs virais, e apds esse reconhecimento
desencadeiam a ativacao de receptores citoplasmaticos que irdo estimular a
producdo de fatores de transcricdo de interferons, levando a producdo dos
mesmos (Yan & Chen 2012; Dixit & Kagan 2013). Outro mecanismo da resposta
imunitaria inata contra virus é pelas células citotoxicas naturais (Natural Killer -
NK). Alguns virus utilizam como mecanismo de escape das células T citoliticas
(CTL) a menor expressado do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)

de classe 1. O reconhecimento da molécula do complexo principal de



histocompatibildiade (MHC) da classe 1 alterada pela expressao da particula
viral é que permite que as células NK sejam liberadas de seu estado normal de
inibicdo, levando a morte da célula infectada. Na falta do MHC, o mecanismo
citotoxico permanece inibido, ndo matando a célula infectada pelo virus (Rouse
& Sehrawat 2010; Yan & Chen 2012; Dixit & Kagan 2013).

J& a resposta imunitaria adaptativa € mediada por anticorpos e linfocitos
T citotoxicos (CTL). Os anticorpos irdo impedir a ligacdo do virus na célula do
hospedeiro. A ligacdo do anticorpo acontece com os antigenos do capsideo viral
ou com o envelope viral. Essa ligagdo impede a infeccdo da célula, bem como a
disseminacgéo viral (Rouse & Sehrawat 2010; Yan & Chen 2012).

A resposta mediada por CTLs ocorre pelo processamento de peptideos
virais pela via de processamento do Complexo Principal de Histocompatibilidade
do tipo 1 ou pela fagocitose de células infectadas, mas que culminard na
apresentacado por moléculas de MHC de classe 1 aos linfocitos TCD8+. Os
linfécitos TCD4+ auxiliares orquestram essa resposta pela secrecao de citocinas
que permitirdo a completa maturacdo dos linfécitos TCD8+ em linféticos T
citoliticos (CTL) (Yan & Chen 2012). O prolongado efeito dos CTLs na resposta
antiviral pode desencadear processos inflamatorios prolongados que lesaréo os
tecidos, levando a imunopatologia do processo (Rouse & Sehrawat 2010).

J& a resposta imunitaria especifica ao virus Zika parece ocorrer pelo
desencadeamento de resposta pelos linfocitos TCD4+ e TCD8+ para as
proteinas do envelope (glicoproteina E) e NS2A. Foi observado também que a
resposta pelos linfécitos TCD8+ sdo imprescindiveis no clearence viral nos
tecidos nervosos, observada por experimentos que mostraram que
camundongos C57/BL6 nocautes para essas ceélulas (LTCD8+) apresentaram
uma infeccdo mais agressiva pelo virus Zika (Elong Ngono et al. 2017).
Entretanto, o excesso de resposta pelas células TCD8+ pode também estar
associada com a destruicao dos tecidos neurais na infec¢ao pelo virus Zika, pois
o linfécito mata o neurénio infectado pelo virus.

Outro fator que pode interferir na resposta imunitaria, € a infec¢ao prévia
pelo virus Dengue. Foi descrito que ha reacdo cruzada nas respostas de
linfécitos T, podendo ser um processo imunopatolégico ou protetor, embora este
mecanismo ainda ndo esteja bem esclarecido. O que ira determinar

imunopatologia ou protecédo nas respostas por linfocitos T serd o grau de reacao
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cruzada, numero de linfécitos T funcionais, carga viral e sequéncia das infecctes
(Grifoni et al. 2017; Slon Campos, Mongkolsapaya & Screaton 2018).

O virus Zika também pode infectar células do sistema imunitario, como o
monocito. Dessa forma, o virus pode chegar a locais considerados
imunologicamente privilegiados, como a placenta e a barreira hemato-encefalica,
foi também observado que ele pode infectar mondcitos CD14+ e CD16+, sendo
gue o mondcito passaria atuar entdo como um cavalo de Troia (Michimayr et al.
2017). O mondcito acaba atuando como um disseminador da infeccédo. Foi
observado que alguns Flavivirus, como o Dengue, utilizam o mecanismo de
fagocitose de células apoptéticas para este fim. Este mecanismo utiliza duas
proteinas (TIM e TAM) pertencentes a familias de receptores transmembrana
envolvidas no englobamento fagocitico dependente de fosfatidilserina (Meertens
et al. 2012).

1.4 Patogenia

A infeccao pelo virus Zika geralmente é assintomatica, e na maioria dos
casos sintomaticos, apresenta sintomas brandos, como febre baixa ou ausente,
exantema, prurido, hiperemia conjuntival sem secrecao ou prurido e poliartralgia.
Entretanto, acometimentos neuroldgicos como a sindrome de Guillain-Barré e
mielite aguda foram observados em pacientes jovens e adultos (Hamel et al.
2015, Mécharles et al. 2016).

Comprometimento neuronal foi demostrado em seres humanos pelo
acompanhamento ultrassonografico do cérebro de um feto, cuja mae foi
infectada pelo virus Zika na décima primeira semana de gestacdo, e mostrou
uma grande diminuicdo do perimetro cefalico do feto, que passou do percentil 47
para o percentil 24 num periodo de 4 semanas, entre a décima sexta e a vigésima
semana de gestacdo. O exame microscépico post-mortem obtido desse feto
mostrou abundante quantidade de neurdnios apoptéticos na area do cortex
parietal (Driggers et al. 2016), sugerindo um papel para a apoptose no
desenvolvimento da microcefalia. Entretanto, os mecanismos fisiopatogénicos
gue determinam essa imensa destruicédo tecidual do sistema nervoso néo estao

ainda esclarecidos.



O acometimento cerebral ocasionado pelo virus Zika também foi
observado ao infectar fetos de camundongos, comparando o tamanho do cértex
cerebral de camundongos infectados com os néo infectados, os autores
observaram que o coértex do grupo infectado estava significantemente menor do
que o do grupo controle, mostrando o tropismo do virus para este determinado
tecido e para células neurais ainda em desenvolvimento (Nguyen et al. 2016).
Interessantemente, ap0s a entrada do virus pela barreira hemato-encefalica,
notou-se que astrocitos e a retina também estavam infectados pelo virus Zika,
guando observado em camundongos (Van Den Pol et al. 2017).

Os neurdnios j& desenvolvidos possuem uma certa resisténcia ao virus;
experimentacdes in vitro mostraram que o virus Zika possui tropismo para 0s
neurénios ainda em desenvolvimento, entretanto, apesar de certa resisténcia,
iISSo ndo impede totalmente a infecgdo de neurdnios desenvolvidos,
corroborando com as caracteristicas clinicas apresentadas, pois embora a
maioria dos pacientes é assintomatica, podem ocorrer formas mais graves com
comprometimento neurolégico, como a mielite e a sindrome de Guillain-Barré
(Hughes et al. 2016, Gorshkov et al. 2019).

Em humanos, foi observado que o virus Zika utiliza, como mecanismo de
escape da resposta imune, a proteina NS5 para antagonizar a resposta protetora
pelo interferon do tipo 1, levando a quebra do STAT2 que é uma molécula
sinalizadora para receptores associados a essas respostas (Miner & Diamond
2017). O virus persiste em alguns fluidos corporais por meses, sendo que no
sémen pbde ser observado até 6 meses apds o0 aparente clearance viral (Baud
et al. 2017, Huits et al. 2017).

1.5 Citocinas

As citocinas pertencem a um grande grupo de proteinas que s&o
secretadas ou permanecem ligadas a membrana celular, agem como
mediadores na comunicag¢do entre as células e possuem muitas estruturas e
funcBes, dentre elas, regular e coordenar as atividades do sistema imunitario. As
células do sistema imunitario secretam muitas citocinas e também expressam
seus receptores especificos que irdo sinalizar para as diversas fun¢des dessas

proteinas (Ramani et al. 2015). As células do sistema nervoso central e periférico



também séo capazes de produzir citocinas e seus receptores e essas citocinas
sdo muito importantes na neuromodulagdo (Szelényi, 2001). As citocinas
contribuem para diversas funcées no sistema nervoso central, como reparo
tecidual e atividade sinaptica (Pugazhenthi et al. 2013) e podem modular acéo,
diferenciacéo e sobrevida de células neuronais (Szelényi, 2001). A comunicagao
entre o sistema nervoso e o sistema imune é bidirecional e muitas das moléculas
utilizadas nessa comunicacao séo as citocinas. E as citocinas podem atuar de
modo autdcrine, paracrine ou endocrina (Szelényi, 2001).

O fator de necrose tumoral (FNT) medeia a resposta inflamatéria aguda a
microrganismos infecciosos. Ele é produzido por macréfagos, células
dendriticas, microglia e outros tipos celulares. Seus efeitos pro-inflamatorios
estdo caracterizados pela adeséo entre leucocitos e células endoteliais, inducao
do oxido nitrico sintase, e funciona como uma citocina de fase aguda, sendo uma
das primeiras a induzir efeitos de cascata em boa parte das infec¢gbes (Wong et
al. 2011). O FNT-a esta aumentado em pacientes infectados com o virus Zika,
sendo provavelmente devido ao processo agudo da infeccdo. Foi também
observado que em um paciente infectado com virus Zika que desenvolveu
fibrilacdo atrial, que os niveis séricos dessa citocina estavam aumentados em
comparacdo com outros pacientes infectados com virus Zika, mas que nao
apresentavam fibrilacéo atrial (Abdalla et al. 2018).

O FNT esta associado com a excitabilidade neuronal; foi observado em
culturas de neurénios hipocampais que a citocina aumenta a corrente de calcio
nas células, e 0 aumento dessa citocina no cérebro também esta associado ao
aumento de convulsées (Galic, 2012).

Os neurbnios expressam receptores para o FNT, mas ndo estd bem
esclarecido se eles produzem a citocina (Szelényi, 2001), também n&o esta
esclarecido o papel do virus Zika na producdo do FNT pelas células cerebrais.

A IL-1B é outra citocina inflamatéria e exerce um papel tanto na ativacao
da inflamacao quanto na coagulagéo, sendo que seus niveis estdo aumentados
em pacientes com a sindrome do choque do Dengue, e foi observado que a
sua presenca induz a fibrindlise, podendo piorar o progndéstico em pacientes
com infeccéo pelo virus Dengue (Suharti et al. 2002). Foi questionado se, por
também ser uma infec¢cdo causada por um Flavivirus, os niveis dessa citocina

estariam aumentados na presenca da infeccdo pelo virus Zika.
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Interessantemente, observou-se que 0s seus niveis estavam relacionados
positivamente com a carga viral em pacientes infectados pelo virus Zika
(Terzian et al. 2017). Seus niveis elevados também estdo associados a falha e
disfuncdo de 6rgaos em infeccbes graves (Bozza et al. 2007).

IL-1, regula a secrecéo de glutamato, importante neurotransmissor. Além
disso, a IL-13 pode atuar como um potente regulador do gene transportador de
serotonina (Zhu et al, 2006). E também observada uma dicotomia na acéo da
citocina dependendo de sua concentracdo, visto que, em dosagens baixas
liberadas no curso de uma infec¢céo, estdo associadas com letargia, enquanto
altos niveis estdo associados com o aumento da excitabilidade neuronal (Galic,
2012). A IL-1B é produzida pelos neurbnios, que também apresentam receptores
para essa citocina (Szelényi, 2001).

Outra importante citocina envolvida em respostas inflamatorias é a IL-6,
que pode ter efeito tanto local quanto sistémico. Sua a¢éo no figado ira induzir a
producdo de mediadores inflamatorios, estimulando a producdo de neutrofilos,
além de uma mudanca para o ramo Thl7 dos linfécitos T CD4+ (Tanaka,
Narazaki & Kishimoto 2016). Assim como a IL-1B3, a IL-6 também tem papel na
ativacao da inflamacao e da coagulacao. Foi observado em pacientes, que 0s
seus niveis estdo aumentados na fase aguda da infeccdo pelo virus Zika,
permanecendo relativamente alta ainda na fase de recuperacao (Tappe et al.
2016). A IL-6 pode ser secretada por células do sistema imune e por células
que nao pertencem a este sistema, como 0s neurdnios e astrocitos (Mars et al,
1998). Os neurbnios tanto produzem a citocina como também apresentam
receptores para essa citocina (Szelényi, 2001). Tem sido mostrado que a IL-6
atua como um fator neurotréfico, é importante na diferenciacdo dos
oligodendrdcitos e na regeneracao de nervos periféricos (Rothaug, 2016).

Existem duas vias de ativacdo da célula pela IL-6; uma via que ocorre
pela ligacdo da IL-6 diretamente ao seu receptor na superficie da célula, que &
chamada sinalizacdo classica e pela a trans-sinaliza¢do, que é mediada pela
ligacdo do receptor solavel da IL-6 (IL-6rs) que se liga a propria IL-6 e esse
conjunto medeia a ligacdo a molécula gp130 na superficie da célula, e induz a
sinalizacao celular, sendo que a maioria das células expressam a gp130. O
receptor da IL-6 é cortado pela molécula ADAM 10 e 17 e eliminado como

receptor soluvel. A ativacdo da célula pela trans-sinalizacdo esta associada
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com neurodegeneracéo, e a via classica esta relacionada com a regeneracao
do tecido neuronal (Rothaug, 2016).

A acdo da IL-8 esta principalmente envolvida na quimiotaxia de
neutrofilos. A producédo da IL-8 pode ser induzida tanto pelo FNT-a quanto pela
IL-1B em células endoteliais, células do sistema imunitario e células epiteliais.
(Wong et al. 2011). O seu papel na infeccao pelo virus Zika esta associado a
sua producao excessiva, associada as duas citocinas inflamatérias FNT-a e IL-
1B, determinando desordens neuroldgicas nos pacientes (Beaver et al. 2018).
Ela também tem sido considerada um marcador de mal progndéstico, e também,
esta extremamente elevada em gravidas cujos fetos apresentavam alguma
anormalidade decorrente da infeccéo pelo virus Zika (Kam et al. 2017).

A IL-8 pode também ser produzida por neurdnios e astrécitos, quando
h& um estimulo pro-inflamatério, particularmente pelo FNT e IL-1, por aumento
das concentracfes citosolicas de Ca2*, ou pela resposta ao Fas ligante. Suas
concentracbes aumentam consideravelmente no cérebro, sendo inclusive
frequentemente presente em gliomas (Brat et al, 2005).

A IL-12 é outra citocina que compde o ramo de citocinas pro-inflamatérias,
sua acao estimula a producéo de INF-y, e aumenta a citotoxicidade pelas células
NK e linfocitos T citoliticos, promovendo também a diferenciacdo para o ramo
Thl. Sua composicédo é de um heterodimero com as subunidades, 35 kD (p35)
e 40 kD (p40) (Beadling & Slifka 2006). Ela sera produzida em resposta a ligacéo
ao TLR ou outros receptores de reconhecimento de padréo, estes induzidos por
estimulos como acido lipoteicoico, lipopolissacéride (LPS) e infec¢des virais
(Podlaski et al. 1992).

A IL-12 possui uma importancia central na resposta a patdogenos
intracelulares, foi mostrado em camundongos que a deficiéncia desta citocina ou
de seu receptor leva a uma resposta imunitaria mediada por células deficiente e
uma maior susceptibilidade a infeccdes (Gee et al. 2009). Foi observado em
pacientes infectados pelo virus Zika, que os niveis séricos desta citocina ndo
tiveram alteracdes significativas na fase aguda e na convalescente (Tappe et al.
2016). Entretanto, observou-se sua presenca em microglias infectadas pelo virus
Zika, indicando neuroinflamacao (Lum et al. 2017). Foi observado em um estudo
conduzido por Hikawa e cols (2004) que os neurbnios podem controlar a

resposta imune mediada por células pela secre¢éo de IL-12.
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A IL-10 atua como um regulador da resposta imunitaria, ela inibe
macréfagos ativados e células dendriticas, mantendo o controle da resposta
imune inata e mediada por células. A ligacdo ao receptor da IL-10 ativa a via da
STAT3, em consequéncia da associacdo das Janus quinases (JAK1 e TYK2).
Foi observado tanto em camundongos quanto em humanos que mutacgdes no
gene da IL-10, que n&o ativam corretamente o STAT3, causam diversas
patologias autoinflamatorias, infiltracdo e dano tecidual (Schmetterer & Pickl
2017). Ela pode inibir também a atividade de citocinas inflamatdrias como o FNT-
a, IL-1B e IL-8. Sua atividade na infeccdo pelo virus Zika foi observada em
pacientes que apresentaram niveis elevados dessa citocina na fase febril da
doenca, semelhante ao que é observado na infec¢cdo por Dengue. Entretanto,
também tem sido sugerido que altos niveis dessa citocina na infec¢ao pelo virus
Zika esta associada a auséncia de desordens neurologicas (Tappe et al. 2016;
Terzian et al. 2017; Kam et al. 2017; Beaver et al. 2018).

Os neurbnios produzem e apresentam receptores para a IL-10. Esta
citocina é também encontrada em astrécitos, microglias e oligodendrdcitos, sua
principal fungdo quando encontra-se em torno dos neurénios € a protecao contra
a neurodegeneracao, causada por niveis altos de glutamato, ou por excesso de
inflamagéo (Zhou et al, 2009). Ela pode agir pela via do NF-xB modulando a

resposta da célula e evitando a apoptose.

1.6 Viado NF-xB

O fator de transcricdo NF-kB desempenha um papel fundamental na
ativacdo de linfocitos, inflamacédo e sobrevivéncia de células. Ele pode ser
ativado por varios fatores, entre eles, por diversas citocinas ou por receptores
semelhantes ao Toll (TLRs) e possui papel crucial nas respostas imunitarias,
tanto inata quanto adaptativa. Todas as proteinas da via do NF-kB possuem um
dominio comum chamado de dominio de homologia Rel, que € o dominio de
ligacdo ao ADN. Para que este fator de transcricdo possa ativar a expressao de
genes no ADN, ele precisa ligar-se ao ADN, no local que contém um dominio de
ativacdo, que se liga ao Rel (Napetschnig & Wu 2013). Das 5 proteinas que
compdem o NF-xB, 3 possuem os dominios Rel e dominios de ativagao, séo elas
p65/RelA, RelB, e c-Rel. As outras duas proteinas NF-kB1/p50 e NF-kB2/p52,
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possuem o dominio Rel, mas sem o dominio de ativagcdo. A p50 ao ligar-se com
0 RelA ou o c-rel, forma heterodimeros ativos, considerados canénicos. Eles
localizam-se no citoplasma ligados a um inibidor do NF-«kB, o IxBa. Essa via s6
sera ativada através de receptores de sinalizacdo, os quais, direcionardo a
resposta induzida para a inflamacao ou ativacéo de linfocitos (Perkins 2007).

Ao ocorrer a sinalizacdo, a ubiquitina ligase E3 ir4 adicionar a proteina
NEMO ou IKKy uma cadeia de ubiquitina. A NEMO pertence a um complexo
enzimatico chamado cinase IkB ou IKK, este complexo possui duas subunidades
IKKa e IKKB, ambas com o potencial de serem cinases ativas. Ao ser
poliubiqutinada, a 1kBa, sera degradada no proteassoma e entdo o NF-xB sera
liberado para entrar no nucleo (Mitchell, Vargas & Hoffmann 2016).

O FNT possui diversos receptores, denominados TRAFs, e estes podem
ativar a via canonica do NF-«B.

A via de sinalizacdo do NF-xB, possui também outra via de ativagao,
denominado ndo candnico. A p52 em conjunto com o RelB ao serem ativados,
participam da formacdo de o6rgdos linfoides e também da sobrevivéncia de
linfécitos B imaturos. Os receptores envolvidos na ativacdo dessa segunda via
sdo o LTBR (receptor de linfotoxina B) e o BAFFR (Receptor BAFF), isso ira ativar
o complexo enzimético IKK, levando a ubiquitinacdo e degradacédo do dimero
NF-kB-RelB, liberando sua forma ativa (Perkins 2007; Mitchell, Vargas &
Hoffmann 2016).

A acao do virus Zika nessa via, foi sugerida em um estudo envolvendo
células humanas (mondcitos) e de camundongos. Observou-se que o
reconhecimento do genoma viral ativou o complexo IKK, levando a ubiquitinacdo
e clivagem do complexo NF-kB e IkBa, ativando assim o NF-kB e levando a
producdo da pro-IL-1B. A proteina viral NS5 se ligou ao NLRP3, ativando o
inflamassoma, e posteriormente clivou a pro-IL-1(, levando a secreg¢éao de IL-

1B, induzindo assim a inflamag¢éo no hospedeiro (Wang et al. 2018).

1.7 Radicais de Oxigénio

Os radicais de oxigénio sao naturalmente produzidos pelo organismo, seja
pelo metabolismo das mitocondrias, ou pelos macrofagos e neutréfilos e

convertem o oxigénio em espécies reativas de oxigénio (EROs), esse sistema é
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ativado pela enzima chamada fagécito oxidase, e esta enzima pode ser ativada
pelos TLRs, IFN-y e outros estimulos, e ela reduz o oxigénio em EROs (Cruvinel
et al. 2010). Esta enzima também pode agir como uma bomba de elétrons,
gerando um movimento de ions para o vacuolo fagocitico, pela criacdo de um
gradiente eletroquimico na membrana do vacuolo, de forma que o pH sera
aumentado e ativard enzimas como a elastase (Murray & Wynn 2011).

Foi observado que o Aedes aegypti ao se alimentar ativa uma resposta
oxidante no seu intestino, similar ao EROs. Foi mostrado que essa resposta no
mosquito foi benéfica para o virus Dengue, aumentando sua prevaléncia,
entretanto, foi neutra para o virus Zika (Oliveira et al. 2017). O estresse oxidativo
€ importante também na patogenia determinada pela infeccdo pelo virus Zika.
Foi observado em camundongos que o estresse oxidativo leva a leséo testicular,
e pode ser amenizado pelo tratamento dos animais com Ebselen, que é uma
droga antioxidante (Simanjuntak et al. 2018). Tem sido observado que o aumento
do peroxido de hidrogénio determinada por infeccao viral pode levar a morte
celular por mecanismo independente das caspases (Figura 1).
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Figura 1: Atividade viral na célula e principio de oxiptose. Fonte: Kesavardhana & Kanneganti
(2018).

Pela sua intima relacdo com a inflamacao e dano celular, acreditava-se
que as EROs ndo teriam uma relacdo positiva com o0 crescimento e
desenvolvimento neuronal (Oswald et al. 2018). Entretanto, observou-se que as
EROs estavam associadas com a ativacéo da via de sinalizacdo JNK/AP-1, que
esta relacionada a funcédo neuronal (Milton & Sweeney, 2012). Foi observado
qgue o H202 é necessario para a inducao de fatores de crescimento dos terminais
sinapticos (Oswald et al. 2018). Entdo, sugere-se que as EROs agem como

mensageiros secundarios na regulacdo do desenvolvimento neuronal.

1.8 Oxido Nitrico

Pela acédo da enzima 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), os macrofagos
podem produzir espécies reativas de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO). Essa

enzima ira catalisar a conversao de arginina em citrulina, sendo assim, o gas NO
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sera liberado. O NO pode ser combinado ao anion superéxido, dentro dos
fagolisossomas, formando peroxinitritos para entdo eliminar os microrganismos
(Murray & Wynn 2011).

Algumas mutacdes na porcédo Fc dos anticorpos foram estudadas para
avaliar uma possivel melhoria na resposta excessiva no Dengue e Zika.
Interessantemente, observou-se que uma mutacdo na por¢do Fc da IgG ira
suprimir a resposta exagerada de anticorpos, porém, ir4 diminuir as respostas
pelo NO, gerando assim uma resposta ineficiente aos virus (Munjal et al. 2017).

Em niveis fisioldgicos, a producdo de NO ¢é importante para o
desenvolvimento, maturacao neuronal e plasticidade (Tricoire & Vitalis, 2012). O
NO ira ativar a guanilil ciclase, responsavel pela conversdo do GTP em cGMP,
consequentemente a ativacdo da proteina cinase G, isso ira ativar diversos
subfatores que em consequéncia da ativacdo da via NO/cGMP ira induzir o
desenvolvimento neuronal, modulagéo singptica, memoria e aprendizado (Gallo
& ladecola, 2011). Entretanto, o aumento exacerbado do NO desencadeara
estresse celular, levando a inflamacao e consequentemente eventual perda da

célula.

1.9 Antirretrovirais

O uso de antirretrovirais como o atazanavir (ATZ) marcaram a mudanca
na infecgao pelo VIH, considerada uma das doencas mais devastadoras da
década de 80/90, que até entdo era conhecida como uma patogenia de morte
certa (Braun et al. 2014). O ATZ é um inibidor de protease do VIH. Inibindo
seletivamente o processamento especifico pelo virus das proteinas virais Gag-
Pol nas células infectadas, impedindo em consequéncia, a formacéo de virus
maturos e a infe¢cdo de novas células (Piliero, 2004).

O virus Zika mostrou-se susceptivel a droga ribavirina, usada no
tratamento para Hepatite C, sugerindo que drogas que inibem as ARN

polimerases virais podem ter potencial para impedir a proliferacdo do virus e
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inibir consequentemente a infec¢do, porém, drogas como a ribavirina ndo podem
ser usadas por gestantes (Kamiyama et al. 2017).

O possivel uso de antirretrovirais ja utilizados no mercado como o ATZ,
poderia facilitar o tratamento contra a infeccao pelo virus Zika, pois sdo drogas
ja utilizadas em mulheres gestantes (Hirschel et al. 2017). Ademais, ja foi
observado que essas drogas modulam a via do NFxB (Alves et al. 2015),
podendo potencialmente modificar a evolucao da infecgéo pelo virus Zika (Figura
2).

Foi observado que a combinacdo medicamentosa lopinavir/ritonavir pode
inibir a interacdo das proteases do virus Zika NS2B-NS3, sendo assim, o
atazanavir que também é um inibidor de protease com atividades semelhantes
ao lopinavir pode ter efeitos similares (Yuan et al. 2017). A combinacao
lopinavir/ritonavir estd associada a inducéo de resisténcia a insulina, enquanto o

atazanavir ndo apresentou este efeito (Noor etal. 2006).
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Figura 2: Efeito sugerido dos antirretrovirais no virus Zika e na atividade inflamatéria. Adaptado
de Wang et al. 2018; Alves et al. 2015; Yuan et al. 2017.
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1.10 Morte Celular Neuronal

A apoptose € um tipo de morte celular programada, acontecendo
naturalmente no organismo. Nao ha extravasamento do conteudo intracelular,
ocorrera reducdo de tamanho, condensac¢édo do cromossomo e fragmentacédo do
ADN (Toné et al. 2007). Ocorrem sinais que induzem a atividade apoptética na
célula, sejam eles intrinsecos ou extrinsecos. Alguns dos estimulos internos séo
caracterizados pela ativacao da p53 e aumento de fatores apoptoticos advindos
da classe da Bcl-2 (Roos & Kaina, 2006). O estimulo externo pode acontecer por
meio de células do sistema imunitario que induzem a apoptose, como a interacao
Fas/FasL. Seja pela via intrinseca ou extrinseca, ocorrerdA mudancas ha
permeabilidade mitocondrial, isso liberara fatores apoptéticos, como o citocromo
C, que ir4 induzir a ativacdo das caspases, como por exemplo a caspase-3,
tendo como papel a clivagem de diversos tipos de substratos proteicos (Tiwari et
al. 2011).

A necrose é outro tipo de morte celular, em que diferentemente da
apoptose, h4 aumento do tamanho da célula e extravasamento do conteudo
celular. Os estimulos que induzem uma necrose podem ser diversos, sendo eles:
agentes infecciosos, hipdxia, radiacao e ativacao do complexo RIP1-RIP3-MLKL
(Caccamo et al. 2017; Adigun et al. 2020). Diferentemente do que ocorre na
apoptose, a necrose € caracterizada por ativagcdo do sistema imunitario e
inducéo de fatores inflamatérios, podendo levar a uma perda extensiva do tecido
acometido.

A morte celular em neurdnios € um fendémeno relativamente natural e esta
associada com a neurogénese, desde que a morte de neurbnios seja
acompanhada pela formacao e maturacéo de novos neurdnios, e que essa morte
nao esteja relacionada com processos patolégicos (Chi et al. 2018). Os
neurdnios sdo células caracteristicamente resistentes ao estresse e fatores que
induzam apoptose; quanto mais maduros estejam 0s neurdnios mais resistentes
serdo. Interessantemente, em um experimento realizado em ratos os autores
observaram que quanto mais maduro fosse o0 neurbnio melhor seria a

recuperacdo de uma axotomia (Snider et al. 1992; Kole et al. 2013).
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JUSTIFICATIVA
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O surto de infeccao pelo virus Zika no Brasil foi alarmante, com muitos
casos de microcefalia ocasionados pela infeccao pelo virus Zika em gestantes
(Brasil 2016). O Zika € um virus relativamente novo (descoberto em 1947) e
apesar de ter sido descrito como uma infeccdo de gravidade moderada, pode
apresentar formas graves, como a microcefalia. O virus possui tropismo por
neurdnios, principalmente os que ainda estdo em formacgdo, porém, isso ndo
descarta o0 risco de infeccdo em neurdnios maduros, consequentemente
necessitamos de investigacdes de possiveis novas drogas para o0 seu controle.
A investigacdo de medicamento com potencial antiviral e que ja é utilizado no
tratamento para outros virus ARN, como o atazanavir, e que ja € utilizado na
pratica clinica em mulheres gestantes, poderia favorecer principalmente as
mulheres gravidas, ja que essa droga nao oferece risco a saude da crianca.

A provavel interferéncia do virus Zika nas vias inflamatdrias intracelulares,
pode modificar as vias de ativa¢ao, levando ao excesso de resposta inflamatoria,
consequentemente estressando as células, e interferindo no processo de
replicacdo viral. A investigacdo da atuacdo do virus Zika e do atazanavir em
neuroblastos poderia elucidar as vias de lesdo da célula ocasionada pela
infeccdo e se o atazanavir poderia ter alguma acao protetora neuronal, 0 que
poderia prevenir casos de microcefalia ocasionados pelo virus Zika.

Foi observado que o atazanavir apresenta efeito contra o virus Zika (Yuan
et al. 2017), entretanto, pouco se sabe por quais mecanismos 0 virus Zika
poderia exercer a toxicidade observada para os neuroblastos e se o atazanavir
poderia proteger contra a lesdo neuronal ocasionada pelo virus. A elucidacéo
destes fatores pode contribuir para esclarecer os mecanismos de lesédo neuronal
pelo virus Zika e a se ha indicios que o atazanavir poderia contribuir para diminuir

a leséo por esse Flavivirus.
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e Geral

O objetivo do presente projeto é avaliar os mecanismos de lesdo neuronal
pelo virus Zika e a influéncia do medicamento atazanavir nas vias inflamatorias
em neuroblastos humanos de linhagem imortalizada infectados ou ndo pelo virus
Zika.

e Especifico

1. Esclarecer os mecanismos de toxicidade neuronal pelo virus Zika
e se o atazanavir modifica a viabilidade de neuroblastos durante a
infecgdo com o virus Zika.

2. Avaliar a influéncia da infec¢gdo com o virus Zika na producédo de
radicais de oxigénio e nitrogénio e verificar se o tratamento das
células com atazanavir modifica essa resposta.

3. Avaliar a influéncia da infeccdo com o virus Zika na producédo de
das citocinas inflamatérias pelos neuroblastos e verificar se o

tratamento das células com atazanavir modifica essa resposta.
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MATERIAIS E METODOS
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4.1 Delineamento Experimental

Cultivo de células Vero e Tradugdo Cultivo de células SK-N-BE
infecgdo com Zika (2)

Divisdo em 4 grupos
(controle, infectado,
infectado e tratado e
tratado) e tratamento das
células com o Atazanavir

Utilizagdo de kits Microscopia Avaliagdo da Espécies reativas de Avaliagdo da
(CBA Human eletrénica de viabilidade por oxigénio e nitrogénio por morte celular por
inflammatory Kit transmissao MTT sondas (DAF-DA e DCF- kit de Anexina/pl
BD) para citometria (MET) DA) em citometria de e caspase-3
de fluxo fluxo

L | ]

Anélise de dados / resultados

4.2 Neuroblasto SK-N-BE (2)

A célula de linhagem de neuroblastoma SK-N-BE (2), foi coletada em 1972
de uma biopsia de medula O0ssea de uma crianga com neuroblastoma
disseminado apOs repetidas sessGes de radioterapia e quimioterapia. A
morfologia das células varia, sendo algumas com longos processos e outras com
formatos epitelioides (Figura 3).

Os neuroblastos foram cultivados em uma mistura de dois meios,
seguindo a propor¢cdo de 1:1, Eagle’s Minimum Modified Medium (EMEM)
(ATCC) + DMEM F12 (ATCC) e suplementados com 10% de soro fetal bovino.
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Figura 3: Neuroblastos SK-N-BE (2), & esquerda aumento de 20x, & direita aumento de 40x.
Cultura a fresco. Fotos capturadas pelo microscépio Nikon Eclipse Ts2.

4.3 Células Vero

Células Vero sdo comumente utilizadas em ensaios virais para a titulacdo
devido a sua alta susceptibilidade a diversas cepas virais. E uma célula aderente
e com formato epitelial. Foi iniciado seu cultivo em células de Rim de um Macaco

Verde Africano pelos pesquisados Yasumura e Kawakita em Chiba, Japéo.

4.4 Células C6/36

Linhagem celular originaria de mosquito Aedes albopictus, provenientes
do banco de materiais biolégicos da René Rachou - FIOCRUZ, MG, gentilmente
cedidos pelo pesquisador Dr. Alexandre Vieira Machado. As células foram
mantidas em cultivo, e foram utilizadas quando alcangou a confluéncia de 70-
80% para replicacao viral por 6 dias. O meio de cultura utilizado para crescimento
dessas células foi o Leibovitz’s L-15 Medium (Gibco), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Gibco) e 10 ml de penicilina/estreptomicina (Gibco), com
pH 7,6, em estufa a 28°C.

4.5 Virus Zika

O isolado do virus (ZIKV PE 243) utilizado, foi doada pelo pesquisador
Dr. Alexandre Vieira Machado, do Instituto René Rachou-FIOCRUZ- MG. A

multiplicacdo do virus foi feita nas células C6/36, por 6 dias. A cultura foi
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centrifugada e do sobrenadante foram feitas aliquotas de 100 ul, que foram
congeladas em freezer -80°. Duas dessas aliquotas foram tituladas.

4.6 Cultivo de células e preparo para a titulagao

As células C6/36 foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) (Sigma, St.Louis, MO, USA), suplementadas com 10% de soro
fetal bovino (Gibco), 1% de gentamicina (Gibco), 1% de aminoacidos néao-
essenciais (Sigma), 1% de NCTC-109 (Sigma) e 1% de bicarbonato de sodio,
mantidas em estufa a 37°C com 5% de COo..

As células C6/36 foram cultivadas até que o frasco de cultura estivesse
preenchido com uma monocamada de células de em torno 95%, apds isso, as
células entdo foram infectadas pelo virus Zika. (Contreras & Arumugaswami
2016).

4.7 Titulagcéao Viral

Foi realizada uma adaptacdo do protocolo descrito por Baer & Kehn-Hall
(2014). Foram utilizadas células C6/36 para manter o cultivo do virus Zika. Para
a titulacao foram utililizadas células Vero. Foram realizadas duas passagens do
virus Zika em células Vero para entéo realizar a titulacdo. Para a titulacéo, foram
utilizadas placas de 6 pogos (KASVI), em cada poco foram distribuidas 1,5 x 10°
de células Vero, que estavam em condi¢Bes descritas no item 4.5, em seguida
levadas para a estufa a 37 °C e deixadas para aderéncia por 24 horas. Em
seguida, diluicdes seriadas do virus foram preparadas em meio DMEM (Sigma),
em triplicatas de 200 pL. Apds retirar as células da estufa a 37°C com 5% de
COg, foi retirado o meio e acrescentado 200 L das diluigdes seriadas do virus
Zika e incubados por mais 1 hora em estufa 37°C com 5% de CO:2 e agitadas
levemente de 15 em 15 minutos. Apds isso, foi acrescentado o meio semissélido
(CMC — Carboximetilcelulose a 1,5% + DMEM [Sigma]) e entdo a placa foi
incubada por 6 dias em estufa 37°C com 5% de CO2. Apos esse periodo, 0 meio
semissalido foi retirado da placa e acrescentado o fixador (formaldeido a 10%
[Sigma]) por 1 hora. Apos a fixacao, foi feita a coloragédo com cristal de violeta
1% por 15 min. Em seguida as placas foram lavadas em agua e permitido a
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secagem em estufa. Apos secar, as placas presentes na confluéncia das células
Vero formadas pela agéo viral (Figura 4) foram contadas para determinar a

titulacao viral conforme o calculo:
Titulo =P x F x 10 x (PFU/mL)
P: Média do nimero de placas obtido na diluicho em que se contou as placas

F: Fator de corregao para expressar o titulo de PFU/mL (1000 uL / volume do

indculo).

10: Diluicdo em que as placas foram contadas.

aylre 4

wEn &\N

Figura 4: Placa de titulagdo. Cada poco representa uma diluicdo do virus Zika, cada ponto em
vermelho observado no pogo representa uma formacéo de placa viral que € representada no
célculo do topico 4.7.

4.8 Infeccao dos neuroblastos

Para a infecgdo dos neuroblastos, foram separadas placas de 24 pocos
estéreis, e cada em cada poco foi colocado 1 x 10° de células (SK-N-BE (2))
junto com o meio caracteristico da célula descrito no item 4.5, em seguida as
células foram infectadas com o virus Zika, com MOI (multiplicidade de infeccao)
de 0.1 e 1, para entdo dar inicio aos experimentos. O MOI é o indice que indica
0 numero de virions colocado por cada célula. Entdo, o MOI de 1 indica que foi
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colocado 1 virion para cada célula presente na determinada amostra, mas néao

necessariamente indica que somente 1 virion ira infectar uma célula.

4.9 Microscopia eletronica de transmissao

Foram separados 1 x 10’ neuroblastos para a microscopia de
transmissao, seguiram os mesmos procedimentos de cultivo e infeccéo descritos
acima, sendo utilizado apenas 1 de MOI. Apés adsorcao do virus por 1 hora, as
células ficaram expostas ao total de 3 horas ao virus, entdo foram retiradas da
garrafa de cultura e centrifugadas a 700 rpm por 5 minutos para obtencao do
pellet para a microscopia. A amostra foi fixada com fixador Karnovisky (2%
glutaraldeido, 2% paraformaldeido, 3% sacarose, 5mM de CaCl2 em solucdo
tampao cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2) por 24 horas e em seguida, lavada 2x
com tampdao cacodilato de sodio 0,1 M pH 7,2 (15 minutos cada etapa). No
momento da pos-fixagdo a amostra passou uma hora em tubo de 1,5 mL com
tetroxido de oOsmio + ferricianeto de potassio, na concentracdo 1:1.
Posteriormente, o material foi lavado com &gua destilada, por duas vezes e apds
iISSO seguiu a etapa de desidratacdo com gradientes de acetona (30%, 50%,
70%, 90%, 100%, 100%), por 8 minutos em cada uma das etapas. A etapa
subsequente € a de infiltracdo gradual de resina Spurr, substituindo a acetona
na propor¢cao seguindo respectivamente, 2:1 (6 horas ou overnight), 1:1 (6
horas), 1:2 (6 horas ou overnight) e resina pura por até 6 horas. No momento de
emblocar o material, foi preciso deixa-lo em resina pura, em tubo de 1,5 mL, na
estufa a 65°C por 48 horas. Por fim, realizou-se os cortes semifinos, com 5 uym
de espessura e cora-se 0 material com azul de toluidina para escolha das regides
de interesse. Depois de cortes ultrafinos de 50 nm, com ultramicrétomo EM UC7
(Leica, Alemanha) colocou-se sobre telas de cobre de 300 mesh, os quais foram
contrastados com acetato de uranila a 3% por 10 minutos. O Material foi
observado em microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) em microscépio
Jeol 1011 (Jeol, Japdao).

4.10 Determinacao de oxido nitrico

Foram incubados 1 x 10° neuroblastos por poco em placa de 96 pocos,

infectadas ou ndo com o virus Zika (MOI 0,1 e 1). As células foram tratadas ou

27



nao com atazanavir na concentragédo de 1 e 3 pM (Yuan et al. 2017), como
controle positivo foi utilizado 10 ng/ml de lipopolissacéaride (LPS). As células
foram incubadas por 24 horas em camara Umida a 37°C em 5% de CO? Em
seguida foram incubados por 30 minutos com a sonda de 2-diacetato
diaminoflurosceina  (DAF-2DA), sendo clivados e formando 3,4-
diaminoflurosceina (DAF-2). O DAF-2 é retido na célula e reage com o NO na
presenca de oxigénio, gerando triazolodiaminoflurosceina (DAF-2T), um
composto altamente fluorescente. A analise foi realizada no citdmetro de fluxo
BD LRS FORTESSA, e o refinamento dos dados obtidos por software FlowJo,
seguido de andlise estatistica pelo software Graphpad Prism 8 (GraphPad
Software — San Diego, EUA).

4.11 Avaliacao da producéo de peroxido de hidrogénio

Foram incubados 1 x 10° neuroblastos por po¢co em placa de 96 pocos,
infectadas ou ndo com o virus Zika (MOI 0,1 e 1). As células foram tratadas ou
nao com atazanavir na concentracdo de 1 e 3 pM (Yuan et al. 2017), com
controle positivo utilizando 20 nM Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA). As
células foram incubadas por 24 horas em camara umida a 37°C em 5% de CO:
e, em seguida, foram incubadas por 1 hora com a sonda 2'-
7’diclorodihidrofluoesceina diacetato (DCF-DA, que é permeavel a membrana
celular e ndo fluorescente), para avaliagdo da producdo de perdxido de
hidrogénio por citometria de fluxo. Na presenca de ROS, este composto €
oxidado no interior da célula e produz um composto fluorescente, 2’-7’-
diclorofluoresceina (DCF), que permanece intracelular (Eruslanov & Kusmartsev
2010). A andlise foi realizada no citobmetro de fluxo BD LRS FORTESSA, e o
refinamento dos dados obtidos por software FlowJo, seguido de analise
estatistica pelo software Graphpad Prism 8 (GraphPad Software — San Diego,
EUA).

4.12 Determinacao das citocinas
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As citocinas foram determinadas por citometria de fluxo no sobrenadante
das culturas de neuroblastos e quantificadas, utilizando kit comercializado.
Foram quantificadas as citocinas: IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, FNT e IL-12p70.

Para avaliar o efeito do tratamento com o atazanavir na producéao de
citocinas pelos neuroblastos, foram incubadas 1 x10° células por pogo, por 24h,
em placa de 24 pocgos, estéreis. Foram retirados 50 pl do sobrenadante das
culturas e foram quantificadas as concentra¢des da IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, FNT
e IL-12p70 por citometria de fluxo, conforme instru¢cées do fabricante. Foi
utilizado o kit comercial “Human Inflammatory Cytokines Kit BD Cytometric Bead
Array (CBA)”. Os experimentos e a leitura foram feitos uma vez em duplicata
para cada ponto apds homogeneizacdo das amostras. As amostras foram lidas
no citbmetro de fluxo BD LRS FORTESSA, e analisadas pelo software FCAP
Array v3.0 para Windows.

4.13 Deteccéo de proteinas Caspase-3

A deteccdo e a quantificacdo das proteinas Caspase-3 (Sigma) foram
determinadas por reacdo antigeno-anticorpo marcado com fluorocromo e com
deteccao por citometria de fluxo. Para isto, as células foram primeiro aderidas e
infectadas como descrito pelo item 4.5, seguido pelo tratamento com o
atazanavir. Apés estas etapas, as células foram fixadas com paraformaldeido
1% (Sigma), blogueadas com albumina bovina (Sigma) e permeabilizadas com
Tween, apos estas etapas, em cada poco foi adicionado 1pL do anticorpo
primario, diluido em 200uL de solucdo de 1% de BSA em STF, pH 7,2, por 24
horas a 6°C. Passado este periodo, as células foram novamente lavadas duas
vezes com STF por 5 minutos, para remoc¢do do excesso de anticorpo primario,
seguido de nova incubacdo com a solucao de 0,2% de triton X-100 em STF por
15 minutos em temperatura ambiente. Apds este procedimento, as células foram
lavadas duas vezes com STF por 5 minutos, e entdo encubadas com 0,2uL do
anticorpo secundario marcado com fluorocromo FITC, diluido em solucéo de 1%
de BSA em STF, incubados por 2 horas ao abrigo da luz, em camara umida a
37°C e 5% de CO?. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com STF,
e foi adicionado 200puL da solugcdo STF/BSA, seguido de homogeneizacao para
soltar as células aderentes do fundo da placa, e realizada a leitura foi feita em
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citometria de fluxo. A andlise foi realizada pelo citbmetro de fluxo BD LRS
FORTESSA, e o refinamento dos dados obtidos por software FlowJo, seguido
de andlise estatistica pelo software Graphpad Prism 8 (GraphPad Software —
San Diego, EUA).

4.14 Avaliagcdo da morte dos neuroblastos por anexina/iodeto de

propidio

Foi realizado o teste de avaliacdo da morte celular por apoptose/necrose
pelos marcados anexina e iodeto de propidio, por citometria de fluxo. Os
neuroblastos foram incubados por 24 horas, infectados ou ndo com o virus Zika
(MOI 0,1 e 1) e tratados ou ndo com as duas concentragdes do atazanavir (1 e
3 UM).

Para isto, foram incubadas 1 x 10° células por poco em placa estéril de 96
pocos de fundo chato, com meio DMEM (Sigma) sem o acréscimo de soro fetal
bovino, em camara Umida por 2 horas, para adeséo das células ao fundo da
placa. Passado o tempo de adesdo, o sobrenadante foi desprezado para
remocao das células ndo aderidas.

Passado o tempo de tratamento, o sobrenadante e as células foram
transferidas para tubo cbnico de 1,5mL e centrifugadas a 700 RPM por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi suspenso em 100uL
de STF a 37°C e ambientado por 5 minutos. Apoés isto, foi acrescentado em cada
tubo 2uL do marcador iodeto de propidio, seguido de incubac¢éo por 15 minutos
a temperatura ambiente. Apos este tempo, foi acrescentado 400uL de STF e
analisado em citémetro de fluxo.

A populacao de células foi dividida entre células vivas e células mortas,
dependendo da intensidade de fluorescéncia apresentada. O experimento foi
realizado em trés triplicatas, e a viabilidade celular foi calculada pela frequéncia
de células em cada grupo. As amostras foram analisadas em citdbmetro de fluxo
BD LRS FORTESSA, e o refinamento dos dados obtidos por software FlowJo,
seguido de analise estatistica pelo software Graphpad Prism 8 (GraphPad
Software — San Diego, EUA).
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4.15 Avaliacao da viabilidade por MTT

Para determinar a viabilidade dos neuroblastos, foi realizado o teste de
citotoxicidade por reducéo do tetrazolio (MTT), onde as células foram incubadas
por 24 horas. Para avaliar o efeito protetor do atazanavir (1 e 3 uM), 0 mesmo
teste também foi realizado em neuroblastos infectados pelo Zika Virus com MOI
0,1 e MOI 1, com tempo de adsorcdo de 1 hora. Para verificar se as EROs e
ERNs e a via do NF-kB e a autofagia seriam importantes na viabilidade dos

neuroblastos, alguns grupos foram incubados por 3 horas com inibidores e

estimulos.

APDC Inibidor de ERNs
Diapocinina Inibidor de EROs
PP242 Indutor de autofagia
Pepstatina Inibidor da autofagia
JSH-23 Inibidor da p65
PMA Indutor do NFkB
LPS Indutor de inflamacédo
Zymosan A Indutor de inflamacéo

4.16 Analise Estatistica

Os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism para Windows
(GraphPad Software — San Diego, USA). Para avaliar a normalidade da amostra
foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. De acordo com a normalidade ou
ndo das amostras foi utilizado teste paramétrico ou ndo paramétrico,
respectivamente. Quando avaliados quatro grupos o teste utilizado foi ANOVA
seguido de teste de Tukey para comparagdo mdultipla entre os grupos, para
amostras com distribuicdo normal. O teste de Kruskal-Wallis seguido pelo
método de comparacdo multipla de Dunn foi utilizado quando a distribuicdo das
amostras ndo era normal. Para comparacao entre dois grupos, foi utilizado o
teste t quando a distribuicdo das amostras foi normal, ou o teste de Mann-

Whitney quando a distribuicdo ndo foi normal. A comparacado entre as variaveis
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foi considerada estatisticamente significante quando a diferenga probabilistica
de ocorréncia devida ao acaso foi menor do que 5% (p < 0,05).
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RESULTADOS
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5.0 Aspectos morfoldégicos por microscopia eletrébnica de
transmisséo

Para assegurar que o virus estava infectando a célula, as células apos a
infeccdo foram preparadas conforme descrito no item (4.9) e analisadas no
microscopio Jeol JEM-1011.

Observamos intensa presenca do virus no citoplasma do neuroblasto
(Figura 5 e 6). Também observamos que a presenca do virus induziu necrose no
neuroblasto (Figura 7).

B

Figura 5: Avaliagdo da presenga da infec¢do pelo virus Zika em neuroblastos. Observa-se presenga do virus no
citoplasma da célula. Setas brancas: Virus Zika.
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Figura 6: Avaliacdo da presenca da infeccdo pelo virus Zika em neuroblastos. Observa-se
presenca do virus no citoplasma da célula. Setas brancas: Virus Zika, N: Nucleo, C: Citoplasma.
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Figura 7: Avaliacdo da infecgdo do virus Zika no neuroblasto. Observamos a presenca de
necrose no neuroblasto, perda de continuidade do citoplasma, indicando aumento da
permeabilidade, vacuolizacdo do nucleo e necrose.

5.1 Avaliagéo da viabilidade dos neuroblastos pelo teste do
MTT

Para verificar o efeito direto do virus Zika e se o atazanavir poderia ter um
efeito protetor na viabilidade dos neuroblastos, foi realizado o ensaio do MTT
apos incubacdo das células por 24 horas, utilizando o virus nas propor¢des de
MOI 0,1 e 1 e o atazanavir na concentracdo de 1 e 3 pM. Observamos que o
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virus Zika reduziu a viabilidade das células em ambas as propor¢ées utilizadas
(p=0,0006, ANOVA seguido do método de comparacéo de Tukey) (Figura 8).

150+

1004 % '
g
|_ i
|_
=

50 -
0 I | | | |
Meio MOI 1 MOI 0,1
24 h

Figura 8: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1 e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por
24h, pelo teste do MTT e lida em espectrofotdmetro. Houve redugéo da viabilidade em ambas as
propor¢des do virus (p=0,0006, ANOVA seguido do método de comparacédo de Tukey). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.

Interessantemente, o atazanavir teve efeito protetor na concentracdo de
1 uM, porém, mostrou efeito toxico na concentracédo de 3 uM (p<0,0001, ANOVA

seguido do método de comparagédo de Tukey) (Figura 9).
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Figura 9: Influéncia do atazanavir (1 e 3 uM) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h,
avaliada pelo teste do MTT e lida em espectrofotémetro. Na concentracdo de 1 uM o atazanavir
aumentou a viabilidade dos neuroblastos. Entretanto, observou-se efeito tdxico na concentragdo
de 3 uM (p<0,0001, ANOVA seguido do método de comparacéo de Tukey). Os dados estao
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Quando os neuroblastos foram incubados com o virus Zika (0,1 MOI) junto
com o medicamento atazanavir (1 e 3 uM), observamos recuperagéo parcial da
depressao da viabilidade celular ocasionada pelo virus Zika isoladamente, tanto
para 1 e 3 uM do atazanavir (p<0,0001, ANOVA seguido do método de

comparacao de Tukey) (Figuras 10 A e B). Entretanto, quando foi avaliado
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utilizando 1 MOI do virus Zika, o atazanavir foi incapaz de reverter a toxicidade
causada pelo virus (Figuras 10 C e D),
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Figura 10: Influéncia do tratamento com o atazanavir (1 e 3 pM) sobre a viabilidade dos
neuroblastos incubados com o virus Zika (MOI 0,1 e 1) em cultura por 24h, pelo teste do MTT,
lida em espectrofotbmetro. Houve recuperacao parcial da viabilidade pelo tratamento com 1 e
com 3 pM do atazanavir. O atazanavir ndo recuperou a viabilidade para a concentra¢éo de 1 MOI
do virus. Em A; p<0,0001, ANOVA seguido do teste de Tukey (Zika+atz > Zika); Em B: p=0,0037,
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. (p=0,021, Zika+atz > Zika- Mann-Whitney). Em C: O
Virus Zika e o atazanavir foram téxicos para os neuroblastos; Em D: Atazanavir ndo alterou a
viabilidade dos neuroblastos incubados com o virus Zika>. Os dados estéo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em sintese, o virus Zika foi capaz de reduzir a viabilidade das células nos
dois MOI. O atazanavir protegeu a célula na concentracdo 1 uM e foi téxico na
concentragdo 3 pM. O atazanavir 1 pM melhorou a viabilidade da célula na

presenca do virus Zika em ambas as MOI.

5.2 Avaliacdo da morte celular por anexina/iodeto de propidio

Para melhor esclarecer o tipo de morte neuronal determinada pelo virus
Zika e a influéncia do atazanavir dependendo do tipo de morte celular por
apoptose ou necrose foi avaliada a expresséo de anexina e iodeto de propidio
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nos neuroblastos, A expresséo de anexina pelos neuroblastos foi realizada por
citometria de fluxo, utilizando kit de Anexina/lodeto de propidio (BD) para a
deteccao do tipo de morte celular que poderia estar acontecendo, apos 24 horas
de incubacdo com o virus Zika com MOI 0,1 e 1, e também do medicamento na
concentracdo de 1 e 3 pM. N&o observamos diferencga estatistica na expresséao
de anexina, que avalia a morte por apoptose, em neuroblastos quando incubados
com 0,1 ou 1 MOI do virus Zika (Figura 11). Indicando, portanto, que a morte
celular dos neuroblastos determinada pelo virus ndo ocorre preferencialmente
por indugéao de apoptose.

3=

Apoptose (%)

0 1 1
O N N
& N\ o
A\ P \
24 h

Figura 11: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1 e 1) na apoptose dos neuroblastos em cultura por
24h. A determinacéo foi realizada por Kit de Anexina/lodeto de propidio e lida em citometria de
fluxo. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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O atazanavir também n&o modificou a porcentagem de células que

estavam morrendo por apoptose. Ndo observamos diferenca estatistica entre os
grupos (Figura 12).
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Figura 12: Influéncia do atazanavir (1 e 3 uM) na apoptose dos neuroblastos em cultura por 24h.
A determinacéo foi realizada por Kit de Anexina/lodeto de propidio e lida em citometria de fluxo.

N&o houve diferenca estatistica entre 0s grupos. Os dados estéo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Entretanto, quando foram incubados com os neuroblastos o virus Zika (0,1
MOI) e o atazanavir simultaneamente, observamos que houve redugéo da morte
celular por apoptose dos neuroblastos para 0,1 MOI do virus Zika (p=0,0122,
teste t), como também em comparacdo com o grupo Meio (p=0,0215, teste t)
(Figura 13). Porém, esse efeito ndo foi observado quando uma maior proporgéo
do virus (1 MOI) foi utilizada em cultura (Figura 14).
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Figura 13: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1) e do atazanavir (1 e 3 uM) na apoptose dos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por Kit de Anexina/lodeto de
propidio e lida em citometria de fluxo. O atazanavir reduziu a morte celular no grupo MOI 0,1 +
ATZ 1 quando comparado com o grupo MOI 0,1 e Meio (p=0,0122, teste t) (p=0,0215, teste t),
respectivamente. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.
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Figura 14: Influéncia do virus Zika (MOI 1) e do atazanavir (1 e 3 uM) na apoptose dos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por Kit de Anexina/lodeto de
propidio e lida em citometria de fluxo. Ndo houve diferenca significativa. Os dados estao
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

O marcador nuclear iodeto de propidio € utilizado para distinguir se a
morte celular foi por apoptose ou por necrose. O iodeto de propidio insere-se no
ADN se a membrana celular estiver permeavel, ou seja, o0 reagente ndo penetra
na célula cuja membrana celular esté intacta, portanto, sua presenca no nucleo
indica que houve perda da permeabilidade celular. Observamos aumento da
expressao de iodeto de propidio quando foi utilizado 1 MOI do virus Zika,
sugerindo que a morte dos neuroblastos para uma concentracdo maior do virus
deve estar ocorrendo preferencialmente por necrose celular (p<0,0128, ANOVA

seguido do método de comparacao Tukey) (Figura 15).
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Figura 15: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1 e 1) na necrose dos neuroblastos em cultura por 24h.
A determinacéo foi realizada por Kit de Anexina/lodeto de propidio e lida em citometria de fluxo.
Observamos aumento da expressao de iodeto de propidio no grupo MOI 1 (p<0,0128, ANOVA
seguido do método de comparacdo de Tukey). Os dados estédo representados como medianas,

quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Quando avaliamos a influéncia do atazanavir na expressao de iodeto de

propidio, ndo observamos diferenca estatistica entre os grupos (Figura 16).
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Figura 16: Influéncia do atazanavir (1 e 3 uM) na necrose dos neuroblastos em cultura por 24h.
A determinacéo foi realizada por Kit de Anexina/lodeto de propidio e lida em citometria de fluxo.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estéo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Ao avaliarmos se na presenca do atazanavir o virus Zika na propor¢ao de
0,1 MOI influenciaria a expressédo do iodeto de propidio, observamos que, o
grupo MOI 0,1 + ATZ 3 apresentou maior expressao do iodeto de propidio do
gue quando comparado com todos 0s outros grupos [com O grupo Meio
(p<0,0001, ANOVA seguido do método de comparacdo de Tukey), ATZ 1
(p<0,0212, ANOVA seguido do método de comparacdo de Tukey), ATZ 3
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(p<0,0082, ANOVA seguido do método de comparagdo de Tukey) e MOI 0,1
(p<0,0140, ANOVA seguido do método de comparacéo de Tukey)] (Figura 17).
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Figura 17: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1) do atazanavir (1 e 3 uM) na necrose dos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por Kit de Anexina/lodeto de
propidio e lida em citometria de fluxo. Observamos maior expressao de iodeto de propidio no
grupo MOI 0,1 + ATZ 3 quando comparados com o MOI 0,1 (p<0,0140), ATZ 3 (p<0,0082), ATZ
1 (p<0,0212) e Meio (p<0,0001, ANOVA seguido do método de comparacao de Tukey). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.

Quando a expressédo do iodeto de propidio foi testada na presenca de 1
MOI do virus Zika, observamos que a sua associagcdo com o medicamento
atazanavir na concentragcdo de 1 pM aumentou a expressdo de iodeto de
propidio quando comparado com o grupo nao infectado e nao tratado (Meio)
(p<0,0249, ANOVA seguido do método de comparacdo de Tukey).
Interessantemente, quando usado na concentracdo de 3 pM do Atazanavir,

houve diminuicdo da expressdo do marcador quando comparado com 0 grupo
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MOI 1 e MOI 1 + ATZ 1 (p<0,0067, ANOVA seguido do método de comparacao
de Tukey) (Figura 18).
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Figura 18: Influéncia do atazanavir (1 e 3 uM) na necrose dos neuroblastos em cultura por 24h
na presencga de 1 MOI do virus ZIKA. A determina¢éo foi realizada por Kit de Anexina/lodeto de
propidio e lida em citometria de fluxo. Observamos aumento da expressao de iodeto de propidio
ao comparar o grupo Meio com o0 MOI 1 + ATZ 1 (p<0,0249, ANOVA seguido do método de
comparacéo de Tukey), interessantemente na maior propor¢édo do medicamento observamos
reducdo na expressdo do marcador (p<0,0067, ANOVA seguido do método de comparacéo de
Tukey). Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores
minimos e maximos.

Em sintese, o atazanavir 1 uM reduziu a quantidade do marcador de
apoptose nas células na presenca do virus Zika na MOI 0,1. J& para o marcador
iodeto de propidio, observamos aumento do marcador na presenca do
atazanavir 3 uM e do virus 0,1, entretanto, houve menor deteccédo do marcador

guando a proporcéao do virus foi 1.

5.4 Avaliagdo da expressdo de Caspase-3
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Para verificar o efeito do virus Zika e do atazanavir na producdo de
Caspase-3 pelos neuroblastos, foi utilizada reagdo antigeno-anticorpo para a
deteccdo da molécula, apos incubacéo por 24 horas com 0,1 e 1 MOI do virus
Zika, com o0s neuroblastos tratados ou ndo com o0 medicamento, nas
concentracdes de 1 e 3 UM, sendo a leitura realizado por citometria de fluxo.

O aumento da caspase-3 indica que houve dano na célula, e com a
ativacdo da caspase-3 diversos substratos celulares serdo clivados como a
polimerase poli (ADP-Ribose), responsavel pelo reparo de ADN, e culminando
no apoptose celular.

Observamos que na maior proporg¢éo do virus Zika por neuroblasto (grupo
MOI 1) houve maior porcentagem de células expressando a caspase-3 do que
no grupo com menor propor¢ao do virus (grupo MOI 0,1) (p=0,0154, ANOVA
seguido do método de comparagéo de Tukey) (Figura 19).
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Figura 19: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1 e 1) na ativa¢gdo da caspase-3 nos neuroblastos em
cultura por 24h. A determinacao foi realizada por reagdo antigeno-anticorpo e lida em citometria
de fluxo. Houve aumento de caspase-3 no grupo MOI 1 quando comparado com o grupo MOI
0,1 (p=0,0154, ANOVA seguido do método de comparagdo de Tukey). Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Um dado interessante foi a reducao da caspase-3 quando o0s neuroblastos
foram tratados por 1uM do atazanavir (grupo ATZ 1), quando comparado com 0s
neuroblastos néo tratados (grupo Meio) (p=0,0250, ANOVA seguido do método
de comparacao de Tukey) (Figura 20).
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Figura 20: Influéncia do atazanavir (1 e 3 pM) na ativacdo da caspase-3 nos neuroblastos em
cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por rea¢éo antigeno-anticorpo e lida em citometria
de fluxo. O atazanavir na concentracdo de 1 uM reduziu a caspase-3 quando comparado com o
grupo Meio (p=0,0250, ANOVA seguido do método de comparacdo de Tukey). Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Entretanto, quando o atazanavir (1 e 3 uM) foi acrescentado as culturas
dos neuroblastos junto com 0,1 MOI do virus ZIKA (grupo MOI 0,1), ndo

observamos diferenca estatistica entre os grupos (Figura 21).
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Figura 21: Influéncia do atazanavir (1 e 3 uM) na ativagcdo da caspase-3 dos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca do virus Zika (MOI 0,1). A determinacgé&o foi realizada por reacdo
antigeno-anticorpo e lida em citometria de fluxo. Nao houve diferencga significativa. Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.

Resultado semelhante foi observado quando avaliamos na presenca de

uma propor¢do maior do virus (grupo MOI 1) em associacdo com ambas as
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proporcdes do medicamento. Nao houve diferenca estatistica na expressao de

caspase-3 entre os grupos (Figura 22).
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Figura 22: Influéncia do atazanavir (1 e 3 M) ativacdo da caspase-3 nos neuroblastos em cultura
por 24h na presenca de 1 MOI do virus Zika. A determinacéo foi realizada por reacao antigeno-
anticorpo e lida em citometria de fluxo. Ndo houve diferenga significativa. Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Resumindo, a caspase-3 foi encontrada em maior quantidade na

presenca do virus 0,1 e em menor quantidade na presenca do atazanavir 1 yM.

5.5 Avaliacdo da influéncia da via do NF-xB na viabilidade dos

neuroblastos

Para melhor compreenséo de quais 0s mecanismos de citotoxidade para
0S neuroblastos determinados pelo virus Zika e a influéncia do atazanavir nesse
processo, a viabilidade dos neuroblastos foram estudadas pelo teste do MTT na
presenca do inibidor da via do NFkB JSH-23. Para avaliar essa via do NF-kB, os
neuroblastos foram incubadas com o indutor da via (PMA) e com o inibidor (JSH-

23) por 3 horas, e posteriormente incubadas por 24 horas na presenca ou
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auséncia do virus Zika e na presenca ou auséncia do atazanavir e a viabilidade

foi avaliada pelo ensaio do MTT, e lida em espectrofotdmetro.

Observamos que na presenca do indutor do NF-xB a viabilidade dos

neuroblastos foi reduzida em todos os grupos (p<0,0001, ANOVA seguido do

meétodo de comparacédo de Tukey) (Figura 23).
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Figura 23: Influéncia do indutor do NF-kB (PMA), na presenca ou ndo do virus Zika (MOI 0,1 e
1), na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinagé&o foi realizada pelo teste
do MTT e lida em espectrofotbmetro. Houve reducéo da viabilidade na presenc¢a do indutor na
presenca ou ndo do virus Zika em ambas as proporg¢8es do virus (p<0,0001, ANOVA seguido do
método de comparacdo de Tukey). Os dados estdo representados como medianas, quartis

superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Interessantemente, também na presenca do inibidor da via do NF-«B

houve reducéo da viabilidade dos neuroblastos, mas houve um efeito protetor da
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viabilidade dos neuroblastos quando a inibigio com o JSH-23 ocorreu na
presenca da propor¢do de 1 MOI do virus Zika (p<0,0001, ANOVA seguido do

método de comparacédo de Tukey) (Figura 24).
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Figura 24: Influéncia do inibidor do NF-kB (JSH-23) na presenca ou ndo do virus Zika (MOI 0,1
e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por MTT e
lida em espectrofotdbmetro. Houve reducgéo da viabilidade na presenca do indutor na presenga ou
ndo do virus Zika em ambas as propor¢cfes (p<0,0001, ANOVA seguido do método de
comparacdo de Tukey). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

Em sintese, tanto o inibidor quanto o indutor reduziram a viabilidade das

células.

5.6 Avaliacdo da influéncia da autofagia na viabilidade dos

neuroblastos

Para avaliar se a autofagia seria importante, as células foram incubadas
com o indutor (PP242) e com o inibidor (Pepstatina) por 3 horas, e
posteriormente incubadas para encerrar o ciclo de 24 horas, a viabilidade foi
avaliada pelo ensaio do MTT e lida em espectrofotémetro.

J& para a autofagia, ndo observamos diferenca na viabilidade quando o
indutor foi administrado isolado na célula, também notamos uma reducédo da
viabilidade quando administrado o indutor da autofagia com o virus na proporgao
1 (p<0,0001, ANOVA seguido do método de comparacao de Tukey) (Figura 25).
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Figura 25: Influéncia do indutor da autofagia (PP242) na presenca ou nao do virus Zika (MOI 0,1
e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacao foi realizada por MTT e
lida em espectrofotbmetro. A presenca do indutor de autofagia reduziu a viabilidade da célula na
presenca do virus Zika na propor¢cdo MOI 0,1 (p<0,0001, ANOVA seguido do método de
comparacdo de Tukey), interessantemente, observamos que na propor¢do 1 do virus a sua
associa¢do com o indutor auxiliou na viabilidade da célula (p<0,0001, ANOVA seguido do método
de comparacéo de Tukey). Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

Quando administrado o inibidor da autofagia, ndo observamos diferenca
significativa quando foi administrado isolado, entretanto, observamos reducgéo da
viabilidade quando o inibidor esteve associado ao virus em ambas as proporcdes
(p<0,0001, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacédo de Dunn) (Figura
26).
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Figura 26: Influéncia do inibidor da autofagia (Pepstatina) na presenga ou nédo do virus Zika (MOI
0,1 e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por
MTT e lida em espectrofotdmetro. Observamos reducdo da viabilidade dos neuroblastos em
ambas as proporcdes do virus Zika quando associados ao inibidor (p<0,0001, Kruskal-Wallis
seguido do método de comparacgdo de Dunn), entretanto, para a propor¢éo 1 do virus Zika, ndo
observamos diferenca entre este grupo e sua associacdo com o inibidor. Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Resumindo, ndo houve diferenca na viabilidade na presenca do indutor e
inibidor isoladamente com a célula, entretanto, o virus reduziu a viabilidade em

ambas as proporc¢des para o inibidor e na proporc¢éo 0,1 para o indutor.
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5.7 Avaliacao da influéncia das ERNs na viabilidade dos

neuroblastos

Para verificar o papel das espécies reativas de nitrogénio na viabilidade
dos neuroblastos na presenca do virus Zika, as células foram incubadas por 3
horas com o inibidor da producéo de espécies reativas de nitrogénio o APDC, e
com o LPS que promove o estimulo da inflamag&o. Observamos que a inibicdo
das ERNs foi significantemente toxica para a ceélula (p<0,0001, Kruskal-Wallis

seguido do método de comparacédo de Dunn) (Figura 27).
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Figura 27: Influéncia do inibidor de ERNs (APDC) na presenca ou ndo do virus Zika (MOI 0,1 e
1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacgéo foi realizada pelo teste
do MTT e lida em espectrofotbmetro. Houve reduc¢do drastica da viabilidade na presenc¢a do
inibidor (p<0,0001, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacao de Dunn). Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Entretanto, quando usamos na cultura o LPS para estimular a producéo
das espécies reativas de nitrogénio, observamos também reducéo da viabilidade
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dos neuroblastos, tanto isoladamente, quanto associado ao virus Zika em ambas
as proporc¢odes (p<0,0001, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacgéo de
Dunn) (Figura 28).
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Figura 28: Influéncia do indutor de ERNs (LPS) na presenca ou ndo do virus Zika (MOI 0,1 e 1)
na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por MTT e lida
em espectrofotdbmetro. Observa-se reduc¢do da viabilidade na presenca do indutor de inflamagéo
tanto isolado quanto associado ao virus Zika (p<0,0001, Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

Em sintese, a inibicdo das ERNSs foi extremamente toxica para a célula, o
seu indutor também reduziu a viabilidade, porém, de forma menos expressiva

gue o inibidor.

5.8 Avaliacdo da influéncia das EROs na viabilidade dos

neuroblastos

Para verificar o papel da presenca de espécies reativas de oxigénio na
viabilidade dos neuroblastos, o teste do MTT foi realizado na presenca do inibidor
de producédo de EROS a diapocinina e apés estimulo para producdo de EROs
com 0 Zymosan, ap0s incubacdo dos neuroblastos por 24 horas com ou sem
MOI 0,1 e 1, na presenca ou auséncia do inibidor ou do estimulo. Observamos
qgue a virus na proporcéo 0,1 MOI reduziu a viabilidade dos neuroblastos, e na
presenca do inibidor da producdo do EROs, nao foi capaz de reverter a inibicao
da viabilidade dos neuroblastos (p=0,0007, Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacao de Dunn) (Figura 29). O mesmo ocorrendo quando 1 MOI do virus

Zika foi testado.
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Figura 29: Influéncia do inibidor de EROs (Diapocinina) na presenca ou nao do virus Zika (MOI
0,1 e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinagéo da viabilidade dos
neuroblastos foi realizada por teste do MTT e lida em espectrofotdmetro. Houve reducédo da
viabilidade quando associado o inibidor com o virus Zika em ambas as proporcées (p<0,0001,
Kruskal-Wallis seguido do método de comparacéo de Dunn). Os dados estdo representados
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Menor viabilidade dos neuroblastos também foi observada quando um
estimulo para producdo de EROS feita com 0 Zymosan. Quando o estimulo foi
acrescentado a cultura, observamos também reducdo da viabilidade dos
neuroblastos, tanto isolado, quanto associado ao virus Zika em ambas as
propor¢cdes (p<0,0001 ANOVA seguido do método de comparacdo de Tukey)

(Figura 30).
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Figura 30: Influéncia do indutor de EROs (Zymosan) na presenc¢a ou ndo do virus Zika (MOI 0,1
e 1) na viabilidade dos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacao foi realizada pelo teste
do MTT e lida em espectrofotbmetro. Observamos reducao da viabilidade celular ae pelo indutor
isoladamente e também quando associado ao virus Zika em ambas as propor¢des (p<0,0001,
ANOVA seguido do método de comparacgédo de Tukey).

Resumindo, houve reducédo da viabilidade na presenca do indutor de

EROs, o que néo foi observado para o inibidor.

5.9 Avaliacéo da producéo de EROs pelos neuroblastos
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Os neuroblastos podem produzir radicais de oxigénio que tém funcdes
criticas na diferenciacédo, proliferacéo e apoptose celular. Para verificar o efeito
do virus Zika e do atazanavir na producdo de EROs nos neuroblastos, foi
realizado citometria de fluxo utilizando sondas especificas para a deteccao das
espécies reativas de oxigénio, apés incubacéo por 24 horas com MOI 0,1 e 1 do
virus Zika, e também na presenca ou auséncia do atazanavir, ha proporgcéo de
1 e 3 uM. Observamos que a virus na proporcédo 0,1 MOI reduziu a concentracao
de EROs produzida pelos neuroblastos (p=0,0007, Kruskal-Wallis seguido do

método de comparacdo de Dunn) (Figura 31).
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Figura 31: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1 e 1) na producdo de EROs pelos neuroblastos em
cultura por 24h. A determinacgédo foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. Houve
reducdo estatisticamente significante da produ¢do de EROs quando o virus foi utilizado para a
proporcao de MOI 0,1 (p=0,0007, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacédo de Dunn).
Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos
€ maximos.

Observamos que o atazanavir também reduziu a producédo de EROs em
ambas as concentracbes (p=0,00013, ANOVA seguido do método de
comparacao de Tukey) (Figura 32).
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Figura 32: Influéncia do atazanavir (1 e 3 uM) na producéo de EROs pelos neuroblastos em
cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. O atazanavir
reduziu a producdo de EROs em ambas as concentra¢des (p=0,00013, ANOVA seguido do
método de comparacdo de Tukey). Os dados estdo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

No intuito de verificar se 0 atazanavir afetaria a producdo de EROs ap6s
a infeccdo dos neuroblastos pelo virus Zika, a producdo de EROs pelos
neuroblastos foi avaliada por citometria de fluxo utilizando sondas especificas
para a deteccdo das espécies reativas de oxigénio, apds incubacéo de 24 horas
dos neuroblastos na presenca ou auséncia do virus Zika para MOl 0,1 e 1 e na
e na presenca ou auséncia do atazanavir nas concentragbes de 1 e 3 pM.
Observamos que na proporc¢éo de 1 pM, o medicamento aumentou a producao
de EROs quando comparado com o grupo infectado néo tratado (p=0,0242,
Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). O mesmo foi
observado quando a propor¢cdo do medicamento foi maior (p=0,043, Kruskal-
Wallis seguido do método de comparacéo de Dunn) (Figura 33).
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Figura 33: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1) e do atazanavir (1 uM) na producédo de EROs pelos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em citometria de
fluxo. Houve aumento da producao de EROs no grupo ATZ 1 + MOI 0,1 comparado com o grupo
MOI 1 (p=0,0242, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacéo de Dunn). Houve aumento
da producéo de EROs no grupo ATZ 3 + MOI 0,1 quando comparado com o grupo MOI 0,1
(p=0,043, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Ao aumentar a propor¢do de virus, observamos que no grupo ATZ 1 +
MOI 1 a producéo de EROs foi maior que no ATZ 1 (p=0,0103, ANOVA seguido
do método de comparacdo de Tukey), porém, na proporcdo de 3 pM do
medicamento e na proporcdo de 1 do virus, ndo observamos diferenca

significativa entre os grupos (Figura 34).
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Figura 34: Influéncia do virus Zika (MOI 1) e do atazanavir (1 uM) na producédo de EROs pelos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em citometria de
fluxo. Houve aumento de producdo de EROs no grupo ATZ 1 + MOI 1 quando comparado com
0 grupo ATZ 1 (p=0,0103, ANOVA seguido do método de comparacdo de Tukey). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.
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No intuito de melhor compreender os mecanismos de regulacdo da
producdo de EROs pelos neuroblastos, foram avaliadas a producdo dessas
espécies reativas pelos neuroblastos na presenca de um estimulo para producao
de EROs pelos neuroblastos com PMA e na presenca do inibidor Diapocinina da
producdo de EROs, e avaliado apds 24 horas de incubacado, e a leitura foi
realizada em citdbmetro de fluxo. Observamos que, paradoxalmente, na presenca
do estimulo com o PMA houve menor producdo de EROs pelos neuroblastos

(p<0,0001, teste de Mann-Whitney) (Figura 35).
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Figura 35: Influéncia do estimulo (PMA) na producéo de EROs pelos neuroblastos em cultura
por 24h. A determinacao foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. Houve reducgéo da
producdo de EROs no grupo incubado com o PMA (p=0<0001, Teste de Mann-Whitney). Os

dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.

Observamos que o atazanavir na propor¢do 3 UM apresentou menor

producdo de EROs quando comparado com o grupo sem tratamento (Meio)
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(p=0,0106, Kruskal-Wallis seguido do método de compara¢édo de Dunn) (Figura
36).
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Figura 36: Influéncia do atazanavir (1 e 3 uM) na presenca de estimulo (PMA) na producéo de
EROs pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacao foi realizada por sonda e lida em
citometria de fluxo. Houve reducdo da producdo de EROs no grupo ATZ 3 + PMA quando
comparado com o0 grupo neuroblasto (p=0,0106, Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

Ja4 quando na presenca do virus, observamos que em ambas as
proporc¢des do Zika, a concentragédo de EROs foi menor quando comparada com
o0 grupo dos neuroblastos nao infectados (p<0,05, Kruskal-Wallis seguido do

meétodo de comparacdo de Dunn) (Figura 37).
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Figura 37: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1 e 1) na presenca de estimulo (PMA) na producéo de
EROs pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacao foi realizada por sonda e lida em
citometria de fluxo. Houve reducdo de producdo de EROs em todos os grupos quando
comparados com o grupo dos neuroblasto ndo infectados (meio) (p<0,05, Kruskal-Wallis seguido
do método de comparagdo de Dunn). Os dados estédo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Quando incubamos os neuroblastos com o inibidor de EROs diapocinina,
observamos que houve menor producédo de EROs pelos neuroblastos tratados
(p=0,0025, teste t) (Figura 38).
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Figura 38: Influéncia do inibidor (Diapocinina) na producdo de EROs pelos neuroblastos em
cultura por 24h. A determinagéo foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo.
Observamos menor producdo de EROs pelos neuroblastos tratados (p=0,0025, Teste t). Os
dados estao representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
mAaximos.
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A adicdo do atazanavir na cultura nao foi capaz de aumentar a producéo
de EROs pelos neuroblastos (p<0,05, ANOVA seguido do método de
comparacao de Tukey) (Figura 39).
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Figura 39: Influéncia do atazanavir (1 e 3 pM) na presenca do inibidor (Diapocinina) na producéo
de EROs pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida
em citometria de fluxo. O medicamento n&o foi capaz de aumentar a produc¢éo de EROs (p<0,05,
ANOVA seguido do método de comparacdo de Tukey). Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

O mesmo foi observado quando associado ao virus (Figura 40).
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Figura 40: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1 e 1) e inibidor (Diapocinina) na produgcéo de EROs
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em
citometria de fluxo. N&8o observamos diferenca significativa nos grupos com o virus Zika em
ambas as proporcdes. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

Em sintese, houve reducdo de EROs na presenca do virus (MOI 0,1), e
também na presenca de ambas as concentracdes do medicamento. O
medicamento (1 e 3 uM) reverteu a queda de producdo de EROs observada na
infeccdo com MOI 0,1. Tanto o inibidor quanto o estimulo reduziram a producao
de EROs.

5.10 Avaliacao da producédo de ERNs pelos neuroblastos
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No intuito de melhor estudar os fatores envolvidos na produgcao de ERNs
dos neuroblastos, as células foram incubadas por 3 horas com estimulo (LPS) e
inibidor (APDC) da producéao de espécies reativas de nitrogénio, e apos 24 horas
a leitura foi realizada em citdmetro de fluxo. Ao avaliarmos a influéncia do virus
Zika na producdo de ERNs, observamos menor producdo de ERNs no grupo
MOI 0,1 quando comparado aos neuroblastos nao infectados (grupo Meio)
(p<0,043, ANOVA seguido do método de comparacao de Tukey), sendo que a
maior producdo pelo grupo MOI 1 quando comparado ao MOI 0,1 (p<0,002,
ANOVA seguido do método de comparacao de Tukey) (Figura 41).
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Figura 41: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1 e 1) na producdo de ERNs pelos neuroblastos em
cultura por 24h. A determinagdo foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo.
Observamos menor producdo de ERNs no grupo MOI 0,1 quando comparado ao grupo meio
(p<0,043, ANOVA seguido do método de comparacao de Tukey) e maior producdo pelo grupo
MOI 1 quando comparado ao MOI 0,1 (p<0,002, ANOVA seguido do método de comparacao de
Tukey). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores
minimos e maximos.
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O atazanavir ndo foi capaz de alterar a produgcdo de ERNs pelos

neuroblastos (Figura 42).
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Figura 42: Influéncia do atazanavir (1 e 3 uM) na producé@o de ERNs dos neuroblastos em cultura
por 24h. A determinacdo foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. O atazanavir
isoladamente em ambas as concentracdes néo foi capaz de alterar a producdo de ERNs. Os
dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.

Ao associarmos o medicamento com o virus Zika (MOI 0,1), ndo
observamos diferencas significativas. O mesmo foi observado quando

aumentamos a propor¢ao do medicamento (3 uM) (Figura 43).
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Figura 43: Influéncia do virus Zika (MOI 0,1) e do atazanavir (1 uM) na producdo de ERNs pelos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em citometria de
fluxo. Observamos menor produ¢édo de ERNs no grupo MOI 0,1 quando comparado ao grupo
meio (p<0,043, ANOVA seguido do método de comparagdo de Tukey). Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

N&o observamos diferenca significativa quando aumentamos a proporgao
do virus Zika (MOI 1) para a proporcdo 1 uM do atazanavir. Também nao
observamos significAncia estatistica quando a propor¢cdo do medicamento foi
maior (3 uM) (Figura 44).
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Figura 44: Influéncia do virus Zika (MOI 1) e do atazanavir (1 pM) na producédo de ERNs pelos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em citometria de
fluxo. N&o observamos significAncia estatistica. Os dados estao representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Quando administramos o indutor de ERNs ndo observamos diferenga

estatistica entre os grupos (Figura 45).
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Figura 45: Influéncia do indutor (LPS) na produ¢do de ERNs pelos neuroblastos em cultura por
24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. N&do observamos
diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estédo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Também ndo observamos diferenca estatistica ao associar o indutor com

o medicamento (Figura 46).
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Figura 46: Influéncia do indutor (LPS) e do atazanavir (1 e 3 pM) na producéo de ERNs pelos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em citometria de
fluxo. Nao observamos diferenga estatistica entre os grupos. Os dados estdo representados
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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O virus Zika na proporcdo 0,1 MOI aumentou a producdo de ERNs na

presenca do indutor (Figura 47).
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Figura 47: Influéncia do indutor (LPS) e do virus Zika (MOI 0,1 e 1) na producédo de ERNs pelos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em citometria de
fluxo. Observamos aumento na produgdo de ERNs no grupo com o indutor e o virus na propor¢éao
0,1 MOI (p<0,0045, ANOVA seguido do método de comparacao de Tukey), entretanto, 0 mesmo
néo foi observado na maior proporcao do virus. Os dados estéo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Observamos que nao houve diferenca estatistica na producdo de ERNs

na presenca do inibidor (Figura 48).
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Figura 48: Influéncia do inibidor (APDC) na producdo de ERNs pelos neuroblastos em cultura
por 24h. A determinacao foi realizada por sonda e lida em citometria de fluxo. Ndo observamos
diferenca estatistica. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.
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Ao associar o medicamento com o inibidor, ndo observamos diferenca

estatistica na producédo de ERNs pelos neuroblastos (Figura 49).
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Figura 49: Influéncia do inibidor (APDC) e do atazanavir (1 e 3 uM) na producédo de ERNs dos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em citometria de
fluxo. Nao observamos diferenca estatistica. Os dados esté@o representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Quando associado ao virus Zika ndo observamos influéncia significativa

do inibidor na producdo de ERNs (Figura 50).
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Figura 50: Influéncia do inibidor (APDC) e do virus Zika (MOI 0,1 e 1) na producéo de ERNs
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo foi realizada por sonda e lida em
citometria de fluxo. Nao observamos significAncia estatistica. Os dados estdo representados
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em sintese, houve reducdo de ERNs na presenca do virus (MOI 0,1). O

medicamento (1 e 3 uM) néo alterou a producéao.

5.11 Influéncia da infeccao pelo virus Zika e do tratamento com

atazanavir sobre a producao de citocinas
o IL-1B

Para verificar o efeito da infeccao pelo virus Zika na producao de IL-1

pelos neuroblastos foi feita a determinacdo da citocina no sobrenadante das
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culturas apés 24 horas de incubagdo com 0,1 MOI e 1 MOI do virus Zika.
Observamos que a infec¢ao dos neuroblastos aumentou a producéo da IL-1 para
a concentracdo de 1 MOI do virus Zika (medianas: de 1,385 para 2,600;
p=0,0363, Kruskal-Wallis seguido do método de comparagcdo de Dunn) (Figura
51).
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Figura 51: Influéncia do virus Zika nas proporgdes de 0,1 e 1 MOI sobre a producéo de IL-148
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacédo da IL-1/ foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. Houve maior producéo da IL-14 na presenca do MOI 1 quando comparado ao grupo
Meio (n=5) (p=0,0363, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.
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Com o objetivo de verificar se o atazanavir (1 e 3 uM) modificaria a
concentragdo da citocina, o medicamento foi administrado nas culturas de
neuroblasto e apods 24h o sobrenadante foi utilizado para leitura através de kit

CBA em citometria de fluxo. Nao foi observado diferenca significativa (Figura 52).
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Figura 52: Influéncia do Atazanavir (1 e 3 uM) sobre a producéo de IL-1 pelos neuroblastos em
cultura por 24h. A determinacédo da IL-1 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5)
(p=0,6498, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Nao houve diferenca
estatistica. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.

Com o objetivo de verificar se o atazanavir (1 e 3 uM) modificaria a

concentracdo da citocina, o medicamento foi administrado nas culturas de
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neuroblasto e apds 24h em cultura, a determinacdo da IL-1p foi feita no
sobrenadante da cultura, utilizando kit CBA por citometria de fluxo. O atazanavir
nao modificou a producédo da IL-1B pelos neuroblastos, pois ndo foi observado

diferenca significativa entre os grupos (Figura 53).
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Figura 53: Influéncia do atazanavir (1 e 3 uM) sobre a producéo de IL-1 pelos neuroblastos em
cultura por 24h. A determinacéo da IL-1 foi feita por citometria de fluxo utilizando kit CBA. (n=5)
(p=0,6498, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Ndo houve diferenca
estatistica. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.

Entretanto, observamos que quando utilizado na concentracdo de 3 uM,

0 atazanavir foi capaz de reduzir a concentracdo de IL-1B (p=0,0421, Kruskal-
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Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn. Medianas: 3,4 e 0,59)
(Figura 54).
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Figura 54: Influéncia do ATZ 3 x MOI 0,1 sobre a producéo de IL-18 pelos neuroblastos em
cultura por 24h. A determinacéo da IL-18 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Houve
reducdo na producdo da citocina no grupo ATZ 3 + MOI 0,1 comparado com o MOI 0,1, (n=5)
(p=0,0421, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Ao aumentar a propor¢cdo de virus Zika (MOI 1), também nao foi

observado diferenca estatistica na presencga do Atazanavir 1 uM (Figura 55).
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Figura 55: Influéncia do ATZ 1 x MOI 1 sobre a producéo de IL-18 pelos neuroblastos em cultura
por 24h. A determinacgéo da IL-1p foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,2564,
Kruskal-Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Ndo houve diferencga estatistica.
Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos
€ maximos.

Ja para a concentracdo de 3 UM do atazanavir na presenca da infeccéo
pelo virus Zika utilizando o MOI 1, observou um padrao semelhante ao visto na

propor¢cdo MOI 0,1 ao comparar MOI 1 x MOI 1 + ATZ 3, porém, foi apenas uma
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tendéncia estatistica (p=0,055, teste de Mann-Whitney, medianas: 2,600 e
1,180) (Figura 56).
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Figura 56: Influéncia do ATZ 3 x MOI 1 sobre a producao de IL-18 pelos neuroblastos em cultura
por 24h. A determinacdo da IL-18 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Houve uma
tendéncia estatistica para a reducao da citocina no grupo MOI 1 + ATZ 3 comparado com o MOI
1 (n=5) (p=0,055, teste Mann-Whitney). Os dados estéo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Por se tratar de uma citocina inflamatéria, foi avaliado se a inibicdo do
ERNSs pelo APDC alteraria a produgao da IL-1B. Interessantemente, verificamos
gue a inibicdo de das espécies reativas de oxigénio, pela presenca do inibidor,
aumentou a producédo da citocina (p=0,0159, teste Mann-Whitney, medianas:
1,385 e 2,385) (Figura 57).
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Figura 57: Influéncia do APDC sobre a producéo de IL-18 pelos neuroblastos em cultura por 24h.
A determinacao da IL- 1 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Foi observado um aumento
na producéo da citocina por influéncia do APDC (n=5) (p=0,0159, teste Mann-Whitney). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.
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Para verificar se pela inibicdo das espécies reativas de oxigénio, pelo
tratamento com APDC alteraria a producéo da IL-3 pelos neuroblastos induzida
pelo-virus Zika, o inibidor foi incubado por 3 horas com os neuroblastos, em
seguida o virus foi adsorvido por 1 hora, e entdo incubados por mais 24 horas,
sendo que a IL-1B foi determinada no sobrenadante das culturas por citometria
de fluxo. Observamos que na proporgédo MOI 0,1 na presencga do inibidor APDC,
a producao da IL-B foi menor quando comparada com o grupo APDC (p=0,0171,
ANOVA seguido do teste de Tukey) (Figura 58).
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Figura 58: Influéncia do MOI 0,1 + APDC sobre a producéo de IL-1 pelos neuroblastos em cultura
por 24h. A determinag&o da IL- 1 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Foi observado um
aumento na producédo da citocina por influéncia do APDC (n=5) (p=0,0171, ANOVA seguido do
teste de Tukey), também foi observado uma diminui¢do na produ¢éo da IL-1 no grupo APDC +
MOI 0,1 quando comparado ao MOI 0,1 (p=0,0171, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os
dados estao representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
mAaximos.
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Verificamos que a inibi¢cdo da producédo de espécies reativas de nitrogénio
pelo tratamento dos neuroblastos por 3 h com diapocinina ndo modificou a
producao da IL-1B (Figura 59).
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Figura 59: Influéncia da diapocinina sobre a producéo de IL-18 pelos neuroblastos em cultura
por 24h. A determinacao da IL- 18 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Nao houve diferenga
estatistica. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.

Em sintese, houve maior producao de IL-1 na presenca do virus no MOI
1. Ainibic&o da via de ERNs por APDC aumentou a produgéo da citocina, e essa
producdo foi reduzida quando associada ao virus na proporcéo 0,1.

e TNF

Outra importante citocina inflamatéria avaliada foi o TNF.
Interessantemente, o padréo observado foi semelhante ao da IL-13. Na presenca
da infec¢do pelo virus Zika com MOI 1 houve aumento da concentracdo da
citocina quando comparado com os grupos MOI 0,1 e Meio (p<0,0001, ANOVA
seguido do teste de Tukey) (Figura 60).
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Figura 60: Influéncia do virus Zika nas proporcées de 0,1 e 1 sobre a producéo de TNF pelos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacdo do TNF foi feita por citometria de fluxo por kit
CBA. Houve aumento da producgdo da citocina no grupo MOI 1 quando comparado aos dois
outros grupos (n=5) (p<0,0001, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Para avaliar se o Atazanavir alteraria a producédo de TNF, o medicamento
foi incubado por 24 horas em ambas as concentracbes (1 e 3 pM) com o
neuroblasto e em seguida o sobrenadante foi avaliado em citometria de fluxo.

N&o observamos diferenga estatistica entre os grupos (Figura 61).
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Figura 61: Influéncia do atazanavir nas concentracdes de 1 e 3 UM sobre a producédo de TNF
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacédo da TNF foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. (n=5) (p=0,1667, ANOVA seguido do teste de Tukey). Nao houve diferenga
estatistica. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,

valores minimos e maximos.

Com o objetivo de avaliar se o atazanavir influenciaria a producéo de TNF
na presenca da infecgdo por virus Zika (MOI 0,1 e 1), foi administrado o
medicamento e ap0ds incubacédo de 24 horas a concentragdo do TNF foi avaliada
no sobrenadante por citometria de fluxo. N&o foi observado diferenca

significativa na concentracao de 1 uM x MOI 0,1 (Figura 62).
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Figura 62: Influéncia do atazanavir na concentracdo de 1 uM sobre a producédo de TNF pelos
neuroblastos em cultura por 24h na presenca de 0,1 MOI do virus Zika. A determinac¢éo da TNF
foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,7034, ANOVA seguido do teste de Tukey).
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estdo representados como medianas,

quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

O mesmo padrdo foi observado na para o medicamento (3 pM) na

propor¢cao MOI 0,1 (Figura 63).
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Figura 63: Influéncia do atazanavir na concentracdo de 3 uM sobre a producao de TNF pelos
neuroblastos incubados por 24h em cultura com 0,1 do virus Zika. A determinagdo da TNF foi
feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,4928, ANOVA seguido do teste de Tukey).
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estéo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Quando avaliado o efeito do atazanavir na concentragcdo de 1 pM na
proporcao MOI 1 de infeccéo do virus Zika, observamos efeito imunomodulador
do atazanavir O atazanavir diminuiu a concentragédo do TNF de 0,79 para 0,24
pg/mL (p=0,0020, ANOVA seguido do teste de Tukey) (Figura 64).

83



1.04 ' | i

0.8+

_|

TNF (pg/ml)
o
&

o
N
1

L

0.01

| T |
Meio ATZ 1 uM MOI 1 MOI1+ATZ1
24 h

Figura 64: Influéncia do atazanavir na concentracdo de 1 pM sobre a producao de TNF pelos
neuroblastos incubados em cultura por 24h com 1 MOI do virus Zika. A determinacdo da TNF foi
feita por citometria de fluxo por kit CBA. Houve reducéo na producéo da citocina por influéncia
do Atazanavir 1 uM na presenca da infeccéo na proporgdo MOI 1, observa-se também o aumento
da producdo na presenca da infeccdo quando comparado com o controle. (n=5) (p=0,0020,
ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estéo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Interessantemente, 0 mesmo padrdo imunomodulador foi observado na
concentragédo 3 pM do Atazanavir na presencga da infecgéo na propor¢cao MOI 1
(p=0,0004, ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 0,79 e 0,24) (Figura
65).
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Figura 65: Influéncia do atazanaver sobre a produgdo de TNF pelos neuroblastos em cultura por
24h na presencga de 1 MOI do virus Zika. A determinacao da TNF foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. Houve reducdo na producado da citocina por influéncia do atazanavir (3 pM) na
presenca da infec¢do na proporcdo MOI 1. Observa-se também o aumento da producdo na
presenca da infec¢cdo quando comparado com o controle. (n=5) (p=0,0004, ANOVA seguido do
teste de Tukey). Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.

Para avaliar se a inibicdo de EROs influenciaria a producdo de TNF, foi
utilizado o inibidor APDC por 3 horas, e depois as células foram incubadas por
24 horas, para entédo o sobrenadante ser utilizado para determinag&o da citocina

por citometria de fluxo. Nao foi observado diferenca estatistica (Figura 66).
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Figura 66: Influéncia do APDC sobre a produc¢édo de TNF pelos neuroblastos em cultura por 24h.
A determinacéo da TNF foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,9524, teste de
Mann-Whitney). Nao houve diferenca estatistica. Os dados estéo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Ao avaliar se a inibicdo de ERNs reduziria a producdo do TNF pelos
neuroblastos, utilizamos o inibidor diapocinina por 3 horas, e depois as células
foram incubadas por 24 horas para entdo o sobrenadante ser utilizado na
determinacao da citocina por citometria de fluxo. Nao foi observado diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 67).
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Figura 67: Influéncia da diapocinina sobre a producdo de TNF pelos neuroblastos em cultura por
24h. A determinacgdo da TNF foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,2312, teste
t). N&o houve diferenca estatistica. Os dados estdo representados como medianas, quartis

superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Observamos significancia estatistica somente quando houve associacéo

da diapocinina com a proporc¢ao MOI 1 do virus Zika (p=0,0023, ANOVA seguido
do teste de Tukey, medianas: 0,79 e 0,56) (Figura 68).
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Figura 68: Influéncia da diapocinina sobre a producdo de TNF pelos neuroblastos em cultura por
24h na presenca de 1 Moi do virus Zika. A determinag¢&o da TNF foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. Houve reducao da producéo de TNF na associacdo de diapocinina com o virus Zika
MOI 1, observa-se também aumento da producao da citocina no MOI 1 quando comparado com
0s outros grupos (n=5) (p=0,0023, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Em sintese, houve maior producdo de TNF na presenca do virus MOI 1,
0 atazanavir em ambas propor¢des reduziu a concentracdo da citocina na

presenca do virus MOI 1.

o |IL-6
Para verificar o efeito da infeccao pelo virus Zika na producao de IL-6
pelos neuroblastos foi feita a determinacdo da citocina no sobrenadante das
culturas apés 24 horas de incubacdo com 0,1 MOI e 1 MOI do virus Zika.

Observamos que ndo houve diferenca estatistica quando comparados 0s grupos
(Figura 69).
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Figura 69: Influéncia do virus Zika nas propor¢des de 0,1 e 1 MOI sobre a producéo de IL-6 pelos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacédo da IL-6 foi feita por citometria de fluxo por kit
CBA. N&o houve diferenga estatistica (n=5) (p=0,3867, ANOVA seguido do método de
comparacdo multiplas de Tukey). Os dados estdo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Para avaliar se 0 medicamento atazanavir alterou a producdo de IL-6
pelos neuroblastos, os neuroblastos foram incubados com duas concentragdes
(1 e 3 uM) da droga, e apos 24 horas os sobrenadantes das culturas foram
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avaliados para a IL-6 por kit CBA. Nao observamos diferenca estatistica na

producéo da IL-6 entre os grupos (Figura 70)
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Figura 70: Influéncia do atazanavir nas concentracbes de 1 e 3 uM sobre a producgédo de IL-6
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacdo da IL-6 foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos (n=5) (p=0,6808, Kruskal-Wallis
seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estao representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos

Quando houve o tratamento das células na concentragdo de 1 pM, na
presenca do virus Zika na propor¢do MOI 0,1, também nao foi observado

diferenca estatistica (Figura 71).
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Figura 71: Influéncia do atazanavir (1uM) sobre a producéo de IL-6 pelos neuroblastos em cultura
por 24h, na presenca de 0,1 MOI do virus Zika. A determinacéo da IL-6 foi feita por citometria de
fluxo por kit CBA. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (n=5) (p=0,3710, Kruskal-
Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Entretanto, quando a concentracdo do medicamento foi aumentada para
3 UM, observamos que o atazanavir diminuiu a produgédo da IL-6 pelos
neuroblastos. Houve diferenca estatistica entre o grupo MOI 0,1 e o grupo MOI
0,1 + ATZ 3 (p=0,0171, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacao de

Dunn) (Figura 72).
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Figura 72: Influéncia do atazanavir (3 uM) e do virus Zika (MOI 0,1) sobre a producédo de IL-6
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacédo da IL-6 foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. Houve diferenca estatistica quando comparados os grupos MOI 0,1 e MOI 0,1 + ATZ
3 (n=5) (p=0,0171, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacgao de Dunn). Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Porém, a diferenca nao foi significante quando avaliada na proporc¢ao do

1 MOI do virus Zika em ambas as concentracdes do medicamento (Figura 73 e
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74).

15000+

10000+

IL-6 (pg/ml)

5000+

Meio ATZ (1 uM) MOI 1 MOI1+ATZ 1uM
24 h

Figura 73: Influéncia do atazanavir (1 pM) sobre a producgéo de IL-6 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca de 1 Moi do virus Zika. A determinag&o da IL-6 foi feita por citometria
de fluxo por kit CBA. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (n=5) (p=0,6790, Kruskal-
Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Figura 74: Influéncia do atazanavir (3 pM) sobre a producéo de IL-6 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presencga de 1 MOI do virus Zika. A determinagédo da IL-6 foi feita por citometria
de fluxo por kit CBA. Nao houve diferenga estatistica entre os grupos (n=5) (p=0,8536, Kruskal-
Wallis seguido do método de comparacdo de Dunn). Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

No intuito de verificar a influéncia da presenca de espécies reativas de

oxigénio na producgao da IL-6, as células foram incubadas por 3 horas com o
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inibidor de EROS APDC, e entdo seguiram para o procedimento padrdo de
incubacédo de 24 horas. Na presenca do APDC, né&o foi observada diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 75).
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Figura 75: Influéncia da inibicdo de espécies reativas de oxigénio pelo APDC sobre a produgéo
de IL-6 pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinagéo da IL-12 foi feita por citometria
de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,5111, teste t). Nao houve diferenca estatistica. Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

O mesmo foi observado quando na incubacado por 3 horas foi utilizado o

inibidor da producé&o espécies reativas de nitrogénio diapocinina (Figura 76).
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Figura 76: Influéncia da Diapocinina sobre a producéo de IL-6 pelos neuroblastos em cultura por
24h. A determinacdo da IL-6 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,8586, teste
t). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

e IL-12p70

Com o objetivo de verificar o efeito da infeccdo pelo virus Zika na
producao de IL-12p70 pelos neuroblastos foi feita a determinagao da citocina no
sobrenadante das culturas apos 24 horas de incubagéo com 0,1 MOl e 1 MOI do
virus Zika. Observamos que a infec¢do dos neuroblastos diminuiu a producao da
IL-12p70 para a concentracdo de 1 MOI do virus Zika (medianas: de 0,8450 para
0,3425; p=0,0043, ANOVA seguido pelo teste de Tukey). Entretanto, embora
houvesse uma pequena diminui¢cdo da producao da IL-12 p70 quando utilizamos
0,1 MOI do virus Zika, a diferenca néo foi estatisticamente significante (Figura
77).
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Figura 77: Influéncia do virus Zika nas proporcdes de 0,1 e 1 MOI sobre a produc¢éo de IL-12p70
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo da IL-12 foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. (n=5) (p=0,0043, ANOVA seguido do teste de Tukey; Zika MOI 1 < meio). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.

No intuito de verificar se o0 atazanavir alterava a producéo de IL-12p70, os
neuroblastos foram incubados por 24 horas com duas concentracbes do
medicamento (1 e 3 uM). Nao foi observada diferenca estatistica, em ambas as

concentracfes do atazanavir (Figura 78).
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Figura 78: Influéncia do atazanavir nas concentracdes de 1 e 3 uM sobre a produgéo de IL-12p70
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo da IL-12 foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. (n=5) (p=0,21, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estéo representados
como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Para avaliar se o atazanavir influenciaria a producdo da IL-12p70 na
presenca do virus, o medicamento foi incubado por 24h em ambas as
concentracdes (1 e 3 uM) com as duas proporcdes (0,1 e 1 MOI) do virus Zika.
Ndo foi observada diferenca estatistica quando o atazanavir (1 pM) foi

acrescentado as culturas na presenca de MOI 0,1 do virus Zika (Figura 79).
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Figura 79: Influéncia do atazanavir (1 pM) sobre a producéo de IL-12p70 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenga de 0,1 MOI do virus Zika. A determinacéo da IL-12p70 foi feita por
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,1351, Kruskal-Wallis seguido do método de
comparacéo de Dunn). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos. Os dados estdo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Também néo foi observada diferenca estatistica quando administrado o
medicamento na concentracdo de 3 UM na presenca do virus com o MOI 0,1
(Figura 80).
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Figura 80: Influéncia do atazanavir (3 pM) sobre a producéo de IL-12p70 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca de 0,1 MOI do virus Zika. A determinacéo da IL-12p70 foi feita por
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,3895, ANOVA seguido do teste de Tukey). Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estédo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Quando os neuroblastos foram incubados com o 1 MOI do virus Zika,
observamos uma diminuicdo na producdo da IL-12p70. Entretanto, quando
acrescentamos o atazanavir (1 uM) a cultura, houve uma recuperacgéo parcial da
producao da citocina (p=0,05 teste t, medianas: 0,3425- 0,6150) (Figura 81).
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Figura 81: Influéncia do atazanavir (1 pM) sobre a producéo de IL-12p70 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca de 1 MOI do virus Zika. A determinagdo da IL-12p70 foi feita por
citometria de fluxo por kit CBA. Observa-se uma tendéncia ao retorno da producéo de IL-12 apés
administragdo no ATZ (n=5) (p=0,05, teste t). Os dados estéo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Entretanto, observando os resultados quando as células foram tratadas
com 3 uM do medicamento, ndo houve diferenca significativa entre os grupos

com e sem o tratamento com a droga (Figura 82).
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Figura 82: Influéncia do atazanavir (3 pM) sobre a producéo de IL-12p70 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca de 1 MOI do virus Zika. A determinagdo da IL-12p70 foi feita por
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,2164, teste t). Nao houve diferenca estatistica entre o
grupo MOI 1 e ATZ 3 + MOI 1. Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores
e inferiores, valores minimos e maximos.

No intuito de verificar se a inibicdo da producédo de espécies reativas do
oxigénio influenciaria a produgéo da IL-12p70, os neuroblastos foram incubadas

por 3 horas com o inibidor de EROs APDC, e entéo procedeu-se a incubacéo de
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24 horas. Na presenca do APDC-néo foi observada diferenca estatistica entre os
grupos (Figura 83).
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Figura 83: Influéncia do APDC sobre a producéo de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por
24h. A determinacao da IL-12 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,5134, teste
t). N&o houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Incubamos os neuroblastos com o inibidor da producdo do EROs com o
objetivo de verificar se na presenca do virus Zika, a inibicdo das espécies
reativas de oxigénio alteraria a producdo de IL-12p70 pelos neuroblastos.

Verificamos que apos a incubacdo com o APDC, utilizando o virus em ambas
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concentracdes (0,1 e 1 MOI) néo foi observado alterac6es nos niveis da IL-12
p70 (Figura 84).
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Figura 84: Influéncia do APDC sobre a producéo de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por
24h incubados com 0,1 MOI do virus Zika. A determinacado da IL-12p70 foi feita por citometria de
fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,2684, ANOVA seguido do teste de Tukey). N&o houve diferenga
estatistica. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.

Quando a inibigédo da producédo de EROs foi feita utilizando 1 MOI do virus
Zika verificamos que houve inibicdo total da producao da IL-12p70 pela inibigéo

concomitante da producdo das espécies reativas de oxigénio (p=0,0048,
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Kruskal-Wallis seguido pelo método de comparag¢do de Dunn; meio e APDC >
Zika + APDC) (Figura 85).
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Figura 85: Influéncia da inibicdo da producdo de EROs com o APDC sobre a producédo de IL-
12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h na presenca de 1 MOI do virus Zika. A
determinacdo da IL-12 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (p = 0,0048 pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo método de Dunn; meio e APDC > Zika + APDC). Os dados estéo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Com o objetivo de verificar se a inibicdo de EROs modificava o efeito do
atazanavir (1 e 3 uM) a producéo de IL-12p70, os neuroblastos foram incubados
com o APDC e tratados com o medicamento. Ndo observamos diferenca na

producao da IL-12 p70 entre os grupos (Figura 86).
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Figura 86: Influéncia da inibicdo das espécies reativas de oxigénio pela incubagdo com o APDC
sobre a producéo de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h tratados com o atazanavir
(1 uM). A determinacéo da IL-12p70 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estédo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Interessantemente na presenca do atazanavir 3 UM observamos um
aumento da producao de IL12p70 quando associado o medicamento ao inibidor
de EROs (p<0,05 teste t, medianas: 0,725 e 1,05) (Figura 87).
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Figura 87: Influéncia da inibicdo da producdo de radicais de oxigénio pelo APDC sobre a
producéo de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h tratados com 3 pM de atazanavir.
A determinacao da IL-12p70 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. Houve maior produgéo
da citocina na presenca do ATZ 3 + APDC quando comparado com o grupo ATZ 3 (n=5) (p=0,03,
teste t). Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores
minimos e maximos.
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No intuito de verificar se a inibicdo da producao de radicais de nitrogénio
influenciaria a producéo da IL-12p70, as células foram incubadas por 3 horas
com o inibidor de ERNs diapocinina, e entédo incubadas por 24 horas. Nao foi
observada diferenca estatistica na comparacéo entre as células com o meio e

com a diapocinina (Figura 88).
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Figura 88: Influéncia da inibicdo da producédo de radicais de nitrogénio pela diapocinina sobre a
producédo de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo da IL-12p70 foi
feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,5477, teste t). Nao houve diferenca estatistica
entre os grupos. Os dados estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores,
valores minimos e maximos.
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Entretanto, quando os neuroblastos foram incubados com o 0,1 MOI do
virus Zika, a inibicdo da producdo dos radicais de nitrogénio pela diapocinina
ocasionou uma inibicdo da producéo da IL-12p70 pelas neuroblastos (p=0,015
ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 0,845 e 0,51), também foi
observada diferenca entre o grupo Diapocinina e o MOI 0,1 + Diapocinina
(p=0,015 ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 0,72 e 0,51) (Figura 89).
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Figura 89: Influéncia da inibicdo da producao de espécies reativas de nitrogénio pela diapocinina
sobre a producao de IL-12p70 pelos neuroblastos em cultura por 24h com 0,1 MOI do virus Zika.
A determinacgéo da IL-12p70 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) Houve diferenca
entre o grupo Meio e o0 MOI 0,1 + Diapo (p=0,015 ANOVA seguido do teste de Tukey) e também
entre o grupo Diapocinina e 0 MOI 0,1 + Diapo (p=0,015 ANOVA seguido do teste de Tukey). Os
dados estao representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.

Em sintese, houve menor producéo de IL12p70 na presenca do virus MOI
1, o atazanavir 1 uM aumentou essa concentracdo na presenca do Zika MOI 1.
A inibicdo de ERNs na presenca do virus MOI 0,1 reduziu a concentracdo da

citocina.
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e |L-10
Para verificar o efeito da infec¢é@o pelo virus Zika na concentragdo de IL-
10 pelos neuroblastos foi feita a determinacéo da citocina no sobrenadante das
culturas apo6s 24 horas de incubacdo com 0,1 MOI e 1 MOI do virus Zika.
Observamos que a infeccdo ndo foi capaz de alterar estatisticamente a

concentracéo da citocina (Figura 90).
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Figura 90: Influéncia do virus Zika nas proporcdes de 0,1 e 1 MOI sobre a producédo de IL-10
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacdo da IL-10 foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. (n=5) (p=0,1583, Kruskal-Wallis seguido do método de comparagdo de Dunn). Nao
houve diferenca estatistica. Os dados estéo representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

Para verificar se o medicamento Atazanavir foi capaz de modificar a
producdo da IL-10, as células foram incubadas por 24 horas com ambas as

concentracdes do medicamento, 1 e 3 uM. N&o observamos diferenca estatistica

(Figura 91).
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Figura 91: Influéncia do atazanavir nas concentragfes de 1 e 3 uM sobre a produgéo de IL-10
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacéo da IL-10 foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. (n=5) (p=0,5639, ANOVA seguido do teste de Tukey). Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos. Os dados estao representados como medianas, quartis superiores e

inferiores, valores minimos e maximos.

No intuito de verificar se 0 medicamento poderia alterar a concentracao
da citocina na presenca do virus Zika (MOI 0,1), as células foram tratadas com

0 atazanavir na concentracdo de 1 uM. Nao observamos diferencas estatisticas

entre os grupos (Figura 92).
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Figura 92: Influéncia do atazanavir (1uM) sobre a producdo de IL-10 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca de 0,1 MOI do virus Zika. A determinacao da IL-10 foi feita por
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,4709, ANOVA seguido do teste de Tukey). Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estédo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Entretanto, quando aumentada a concentracdo do medicamento para 3
MM, observamos um aumento na producéo da IL-10 pelos neuroblastos tratados
com o atazanavir (MOI 0,1 e MOI 0,1 + ATZ 3) (p=0,0415, teste t) (Figura 93).
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Figura 93: Influéncia do atazanavir (3uM) sobre a producdo de IL-10 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca de 0,1 Moi do virus Zika. A determinagdo da IL-10 foi feita por
citometria de fluxo por kit CBA. Houve diferenca na comparagéo entre os grupos MOI 0,1 e MOI
0,1 + ATZ 3 (n=5) (p=0,0415, teste t). Os dados estdo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Porém, quando aumentada a proporcdo de virus para MOI 1, ndo
observamos diferencas estatisticas em ambas as concentracbes do

medicamento (Figura 94 e 95).
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Figura 94: Influéncia do atazanavir (1uM) sobre a producdo de IL-10 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca de 1 MOI do virus Zika. A determinacdo da IL-10 foi feita por
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,6963, ANOVA seguido do teste de Tukey). Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estdo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Figura 95: Influéncia do atazanavir (3uM) sobre a producdo de IL-10 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca de 1 MOI do virus Zika. A determinagéo da IL-10 foi feita por
citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,6400, ANOVA seguido do teste de Tukey). Ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estédo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Resumidamente, observamos que o atazanavir 3 pM aumentou a

producao da citocina na presenca do virus na proporcéo 0,1.

o |L-8
Para analisar a influéncia da infec¢do pelo virus Zika na producédo da
qguimiocina IL-8 pelos neuroblastos, essas células foram incubadas na presenca
ou auséncia do virus Zika, e apds adsorcao por 1 hora do virus, as células foram
incubadas por mais 24 horas, e entdo a concentragao da IL-8 foi determinada no
sobrenadante das culturas. Foi feita a determinagéo por kit CBA citometria de
fluxo. A presenca do virus ZIKA ndo modificou a producéo da citocina nas duas

propor¢des do virus Zika (MOI 0,1 e 1) utilizadas (Figura 96).
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Figura 96: Influéncia do virus Zika nas propor¢des de 0,1 e 1 MOI sobre a producao de IL-8 pelos
neuroblastos em cultura por 24h. A determinacdo da IL-8 foi feita por citometria de fluxo por kit
CBA. (n=5) (p=0,4090, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacao de Dunn). Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estédo representados como medianas, quartis
superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Para avaliar a influéncia do atazanavir na producdo de IL-8 pelos
neuroblastos, as células foram incubadas por 24 horas com o medicamento em
ambas as concentracdes (1 e 3 pM), e ap6s o periodo de incubacdo o
sobrenadante foi separado para analise em citometria de fluxo. O atazanavir ndo
modificou a producdo da IL-8 pelos neuroblastos. Ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 97).

116



10000+

80001

6000+

IL-8 (pg/ml)

40001
—1
20004 -
—1
0 L T T
Meio ATZ 1 uM ATZ 3 uM
24 h

Figura 97: Influéncia do atazanavir nas concentracbes de 1 e 3 puM sobre a producgédo de IL-8
pelos neuroblastos em cultura por 24h. A determinacdo da IL-8 foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. (n=5) (p=0,8205, Kruskal-Wallis seguido do método de comparagdo de Dunn). Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estdo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

No intuito de avaliar se o atazanavir influenciaria a producéo de IL-8 apés
a infeccdo dos neuroblastos pelo virus Zika, as células foram adsorvidas com o
virus por 1 hora, e entdo incubadas com o medicamento por 24 horas, apés isso
o sobrenadante foi coletado e a IL-8 foi determinada por kit CBA por citometria
de fluxo. N&o observamos diferenca estatistica na concentracdo do

medicamento em 1 uM (Figura 98).
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Figura 98: Influéncia do atazanavir (1 uM) na producéo de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por
24h na presenca do virus Zika (MOI 0,1). A determinacao da IL-8 foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. (n=5) (p=0,7983, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacgdo de Dunn). Nao
houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estdo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Entretanto, observamos um padréo diferente quando a concentracédo do
atazanavir foi aumentada para 3 uM, o medicamento foi capaz de reduzir
significantemente a producéo de IL-8 pelos neuroblastos na presenca do virus
Zika (p=0,0060, ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 2995 e 1353)
(Figura 99).
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Figura 99: Influéncia do atazanavir (3 pM) sobre a producéo de IL-8 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca do virus Zika (MOI 0,1). A determinacdo da IL-8 foi feita por
citometria de fluxo por kit CBA. Houve diminuicdo na producéo de IL-8 no grupo MOI 0,1 + ATZ
3 quando comparado com todos os outros grupos (n=5) (p=0,0060, ANOVA seguido do teste de
Tukey). Os dados estédo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores

minimos e maximos.

Quando aumentada a proporcao do virus Zika (MOI 1) e o atazanavir foi

utilizando na concentracdo de 1 uM, ndo observamos diferenca estatistica entre

os grupos (Figura 100).
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Figura 100: Influéncia do atazanavir (1 pM) sobre a producé@o de IL-8 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca do virus Zika (MOI 1). A determinacao da IL-8 foi feita por citometria
de fluxo por kit CBA (n=5) (p=0,4626, ANOVA seguido do teste de Tukey). Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos. Os dados estao representados como medianas, quartis superiores e
inferiores, valores minimos e maximos.

O mesmo padréo de resposta foi observado para 3 uM do atazanavir. Nao
houve diferenca estatistica na concentracdo de 3 pM do atazanavir quando

associado com a propor¢éao de MOI 1 do virus Zika (Figura 101).
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Figura 101: Influéncia do atazanavir (3 pM) sobre a producé@o de IL-8 pelos neuroblastos em
cultura por 24h na presenca do virus Zika (MOI 1). A determinacao da IL-8 foi feita por citometria
de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,3698, Kruskal-Wallis seguido do método de comparacédo de
Dunn). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos. Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Para avaliar se a producao de EROs influenciou a producéo de IL-8 pelos
neuroblastos, o inibidor da producéo de espécies reativas de oxigénio APDC foi
acrescentado as culturas por 3 horas, ap6s isso as células foram entdo
incubadas por 24 horas e o sobrenadante foi coletado e a concentracdo da IL-8

foi determinada por citometria de fluxo. Nao houve diferenca estatistica entre os

grupos (Figura 102).
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Figura 102: Influéncia do APDC sobre a producéo de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 24h.
A determinacéo da IL-8 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p<0,05, teste t). Houve
aumento da producéo de IL-8 na presenca do APDC. Os dados estdo representados como
medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Ao associar o inibidor APDC na presenca do virus Zika na proporcao MOI

0,1, observamos diferenca na producao de IL-8 entre o grupo APDC e o MOI 0,1

(p=0,0361, ANOVA seguido do método de mdultiplas comparacbes de Tukey,

medianas: 4881 e 2995) (Figura 103).

122



8000-
6000 [ 1
€
> —1
2 4000
©
- T
2000-
0 T L T L
Meio APDC MOI 0,1 APDC + MOI 0,1
24 h

Figura 103: Influéncia do APDC sobre a producao de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por 24h
na presenca de 0,1 MOI do virus Zika. A determinagéo da IL-8 foi feita por citometria de fluxo por
kit CBA. Houve menor producéo de IL-8 no grupo MOI 0,1 quando comparado com o0 APDC (n=5)
(p=0,0361, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados estédo representados como medianas,
quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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Para analisar a influéncia do ERNs na producao de IL-8, ela foi inibida
através da diapocinina em uma incubacao de 3 horas, ap0s isso as células foram
incubadas por 24 horas, o sobrenadante foi retirado e analisado por citometria
de fluxo. Observamos menor expressao de IL-8 apO0s acdo da diapocinina

(p<0,05, Teste t) (Figura 104).
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Figura 104: Influéncia da diapocinina sobre a producgéo de IL-8 pelos neuroblastos em cultura
por 24h. A determinacédo da IL-8 foi feita por citometria de fluxo por kit CBA. (n=5) (p=0,55, teste
t). Menor expressdo de IL-8 no grupo com diapocinina (p<0,05, Teste t). Os dados estédo
representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.

Quando a diapocinina foi associada a infeccdo pelo virus Zika na
proporcdo MOI 0,1, observamos uma menor producdo da IL-8 pelos
neuroblastos (p=0,0043, ANOVA seguido do teste de Tukey, medianas: 3903
(meio), 2995 (MOI 0,1) e 924,5 (MOI 0,1 + Diapo)) (Figura 105).
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Figura 105: Influéncia diapocinina sobre a producédo de IL-8 pelos neuroblastos em cultura por
24h na presenca de 0,1 MOI do virus Zika. A determinacéo da IL-8 foi feita por citometria de fluxo
por kit CBA. Houve menor producédo da citocina no grupo Diapo + MOI 0,1 quando comparado
com os grupos Meio e MOI 0,1, (n=5) (p=0,0043, ANOVA seguido do teste de Tukey). Os dados
estdo representados como medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e
maximos.

Em sintese, houve menor producéo de IL-8 na presenca do atazanavir 3
UM e do virus 0,1. O APDC aumentou a producao da citocina. A diapocinina
reduziu essa producédo, e reduziu ainda mais em associa¢cdo com 0 virus na

proporc¢ao 0,1.
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DISCUSSAO
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Nossos dados mostraram que o virus infecta o neuroblasto e quando em
contato com o virus Zika houve aumento da morte dos neuroblastos em cultura.
Esses dados ajudam a explicar o desenvolvimento da microcefalia descrita no
feto de gestantes que adquiriram a infeccdo durante o surto do Zika no Brasil
(Brasil, 2018), desde que o virus Zika mata o neuroblasto. Minor e cols (2017) ja
tinham mostrado que o virus Zika tem tropismo pelos neurdnios, entretanto, sua
acao sobre os neuroblasto ndo estava ainda completamente entendida. Varias
hipéteses tinham sido aventadas, como se o dano seria diretamente nas
estruturas que participam da formacdo do cérebro e sua arquitetura, como
cartilagens, osteoclastos, astrocitos, células da glia, ou somente nos neurénios
maduros. Nossos dados evidenciaram a possibilidade de o dano ser também nos
neuroblastos precursores dos neurénios, reduzindo assim a massa encefélica e
levando em consequéncia a microcefalia. De fato, nossos dados estao de acordo
com as observacdes de Driggers e cols (2016) que mostraram por exame
microscopico post-mortem obtido de feto que apresentou uma grande diminuicao
do perimetro cefalico durante a infeccdo pelo virus Zika uma abundante
quantidade de neurbnios apoptéticos na area do cortex parietal.

Ha vérios possiveis mecanismos de morte do neuroblasto pelo virus Zika.
Nossos dados mostraram que quando utilizamos a marcacao por anexina, que
houve apoptose nos neuroblastos tanto no grupo controle quanto no grupo com
0 virus Zika. A apoptose presente no grupo com o virus também foi observada
por Souza e cols (2016), indicando que a apoptose seria um possivel mecanismo
utilizado pelo virus para induzir a morte da célula. Estudando a SK-N-BE (2),
Lee e cols. (2019) também observaram a presenca de apoptose.

A expressdo de caspase-3 é uma avaliacdo indireta da morte dos
neuroblastos por apoptose, pois 0 aumento da expressédo de caspase-3 pode
estimular os mecanismos de morte celular por apoptose na célula. Nossos dados
mostraram uma maior porcentagem de células expressando caspase-3 quando
0s neuroblastos foram incubados com 1 MOI do virus Zika, sugerindo que a
morte dos neuroblastos pode ocorrer também por esse mecanismo. Auséncia de
expressdo de caspase-3 € comumente observada em neuroblastomas,
entretanto, nossos dados mostraram que, embora numa porcentagem pequena,
0s neuroblastos SK-N-BE (2) podem expressar essa proteina (Lolascon et al.

2003). Entretanto, mesmo expressando a caspase-3, ndo observamos uma alta
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atividade apoptotica nas células. Esses dados estdo de acordo com as
observacoes de Adida e cols. (1998), que sugeriram que provavelmente este tipo
celular expressa o gene survivina, que mantém as células em um estado anti-
apoptotico. Na presenca de 1 MOI do virus Zika, houve aumento discreto da
expressao de caspase-3. Souza e cols (2016) observaram aumento na caspase-
3 utilizando 0,1 MOI do virus Zika, sugerindo que a expressao da proteina possa
ser dependente da carga viral.

Quando analisamos a morte celular por necrose pela marcacdo das
células com o iodeto de propidio, observamos que houve uma quantidade muito
maior dos neuroblastos em necrose quando incubados com maior quantidade do
virus Zika (1 MOI), do que os que foram incubadas com uma propor¢cao muito
menor de 0,1 MOI e do que os neuroblastos nao infectados. Essas observacfes
sugerem que no MOI 1, no qual havia uma maior quantidade de virions no meio,
possivelmente o estimulo foi muito maior para a célula, estimulando vias
intracelulares que determinaram a morte dos neuroblastos por necrose, que €
um fenbmeno muito mais grave pela eliminacdo do conteudo celular no
microambiente e estimulo muito maior para a resposta inflamatéria local,
resultando em dano muito maior para o individuo. Os estudos com o iodeto de
propidio confirmam as observacbes de necrose dos neuroblastos que
obsevamos ao microscopio eletrénico. Nossos dados estdo de acordo com o que
foi observado por Daniels e cols. (2019), que mostraram que 0s neurdnios podem
utilizar as vias da necrose como defesa perante uma infeccdo viral, e que o virus
ird induzir a ativacdo do gene imunorresponsivo 1 e metabdlitos de itaconato,
consequentemente inibindo a formacdo da succinato desidrogenase e
suprimindo a replicacéo viral.

Nossos dados sugerem que a morte dos neuroblastos pode ocorrer tanto
por apoptose como por necrose e que aparentemente a morte por necrose foi
relacionada com o aumento da carga viral. Entretanto, ndo pode ser excluido
gue a morte dos neuroblastos tenha ocorrido por necroptose, que € uma necrose
natural da célula ocorrendo pela via da serinal/treonina proteina quinase-3
(RIPK3), que é ativada e forma oligdbmeros que romperdo a membrana celular
(Linkermann & Green, 2014; Rashidi, Wicks & Vince, 2020)

Nossos dados mostraram que o atazanavir na concentracdo de 1 uM

diminuiu a morte neuronal quando as células foram expostas ao virus Zika. Esse
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fato é de crucial importancia, pois se caso esse mesmo efeito se repetir em
mulheres gestantes, a utilizacdo dessa droga, que ja é aprovada para utilizagdo
em gestantes, poderia diminuir o risco de desenvolvimento da microcefalia no
feto.

N&o esta esclarecido o mecanismo pelo qual o atazanavir diminuiu a
morte neuronal. Entretanto, possiveis mecanismos podem ser sugeridos. Alves
et al (2015) mostraram que o atazanavir pode influenciar a via do NFxB, que
pode modular a resposta inflamatéria e a resposta das células ao virus Zika,
como também as vias que culminam na apoptose. Foi observado também por
Chattopadhyay e cols. (2008) que o atazanavir melhorou a viabilidade celular na
concentracdo 1 pM. Esses autores observaram pelo teste do MTT, que o
atazanavir manteve a viabilidade de células endoteliais de microvasos cerebrais
humanos e que conforme a dose do medicamento foi aumentando a viabilidade
foi reduzindo.

Entretanto, a redugéo da expresséo de anexina na presenga de 0,1 MOI
do virus Zika sao contrarios aos observados por Vlahakis e cols. (2007), os
autores observaram que diversos medicamentos que sao inibidores de protease
do VIH possuem atividades pré-apoptéticas, sendo o atazanavir um deles.

E possivel que os diferentes mecanismos que observamos de morte do
neuroblasto, por necrose ou apoptose, sendo a necrose relacionado com o
aumento da carga viral, tenha influenciado o efeito do atazanavir nos
neuroblastos. E possivel que o atazanavir ndo tenha sido capaz de prevenir a
morte por necrose quando em presenca de excesso de particulas virais e na
presenca de concentracdes maiores da droga, que se mostraram téxicas para o
neuroblasto.

O aumento da necrose nos neuroblastos quando expostos ao virus Zika
na proporcao 0,1 MOI e tratados com o atazanavir (3 uM) € um aspecto
importante que tem que ser levado em consideracao, pois nessa concentracao
a droga poderia agravar as lesdes neuronais. Esses resultados sdo semelhantes
aos observados por Han e cols (2015), que também mostraram reducédo da
viabilidade causada pelo atazanavir nessa concentracdo da droga. Foi
observado que o atazanavir em uma concentracdo 30 vezes maior do que a
recomendada (30 uM) inibiu o canal de potassio cardiaco em tecido humano

clonado. Em nosso estudo, a concentragdo (3 pM) ja foi suficiente para
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apresentar efeito toxico para o neuroblasto. Entretanto, este dado pode sugerir
que o atazanavir poderia ser testado como um tratamento adjuvante para o
tratamento de neuroblastomas, com o objetivo de estimular a morte da célula
neoplasica. Pyrko e cols. (2007) observaram que o atazanavir € capaz de induzir
a morte de células de um glioma por estresse no reticulo endoplasmatico. E uma
possibilidade que a morte do neuroblasto determinada pela maior concentracao
do atazanavir que foi por nés observada nao tenha ocorrido por este mecanismo,
desde que o atazanavir diminuiu a producao de radicais de oxigénio e nitrogénio
nos neuroblastos e nossos dados mostraram que esses radicais se mostraram
essenciais para a sobrevida do neuroblastos.

Observamos que o atazanavir reduziu significativamente a expressao de
caspase-3, entretanto, ndo foi capaz de reduzir a expressdo da proteina na
presenca do virus Zika. Nzuza e cols. (2017) mostraram que 0 atazanavir
aumentou a expressao de caspase-3 em células do pancreas, enquanto n0ssos
dados mostraram uma reducéo dessa proteina no neuroblasto. Isto sugere que
o efeito do atazanavir pode ser dependente do tipo de célula estudada.

Outro mecanismo que pode levar a morte celular € um processo
inadequado de autofagia. A autofagia € um processo de reciclagem altamente
conservado nas células eucariéticas. Tem um papel importante na manutencao
e na sobrevida das células pela degradacdo de proteinas, macromoléculas, e
organelas citoplasmaticas (Parzych e Koinsky, 2014), preservando as células do
acumulo de toxinas, moléculas e organelas danificadas e permite o
desenvolvimento e diferenciacéo dos tecidos (Costas e Rubio, 2017).

Para melhor compreensao do processo de autofagia na infeccdo pelo
virus Zika, os neuroblastos incubados com o virus foram tratados com um indutor
(PP242) e com um inibidor (pepstatina) da autofagia. Observamos que o indutor
de autofagia melhorou a viabilidade dos neuroblastos quando foi administrado
junto com 1 MOI do virus Zika, enquanto que o inibidor da autofagia aumentou a
morte dos neuroblastos. Esses dados mostram a importancia da autofagia na
sobrevivéncia dos neuroblastos infectados pelo virus Zika. Estes dados sugerem
que o processo da autofagia deve ter um papel importante na preservacao da
viabilidade dos neuroblastos quando em contato com o virus Zika e reforca a
hipétese de que o processo de autofagia possa ser um dos mecanismos de

limpeza do virus pelos neuroblastos (Ojha, et al. 2019).
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De fato, tem sido sugerido que a inibicAo da autofagia € um dos
mecanismos utilizados como escape pelo virus Zika. O processo € utilizado
naturalmente pelas células como defesa antiviral, entretanto, aparentemente o
virus Zika altera a sinalizacdo da via Akt-mTOR fazendo com que a ativacdo da
autofagia seja desviada para replicacéo e propagacao viral (Gratton, et al. 2019).
O aumento da autofagia também pode aumentar a producdo de EROs, devido a
desordens mitocondriais (Nakahira et al. 2011). Entretanto, nossos dados
mostraram resultados opostos, pois, apos a infeccdo dos neuroblastos com o
virus Zika, a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) foram menores.
Uma possivel explicacao para esse fato é que essa diminui¢&o foi devida a morte
dos neuroblastos, desde que o virus Zika possui alto tropismo para células
neurais, além de importante efeito citopatico (Miner et al. 2017). A pepstatina
atua como um supressor de proteases lipidicas, inibindo as catepsinas D e E, e
consequentemente, inibindo a autofagia (Yang et al. 2013). Nossos dados
mostraram que em ambas as propor¢cdes do virus Zika na presenca da
pepstatina a viabilidade dos neuroblastos diminuiu. Esse fato pode ter ocorrido
por dois fatores: 1- Outra via de autofagia foi ativada das trés vias de ativacao;
macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas; 2- O virus
manteve sua replicacao independente da autofagia e assim reduziu a viabilidade
das células (Kaushik, Singh & Cuervo, 2010).

Foi observado em neuroblastos estimulados por trealose, que é um
indutor da autofagia, que houve redu¢édo do acumulo de proteinas neurotoxicas
(Lee et al. 2018). Além disso, inibicdo da Akt-mTOR, um importante sinalizador
da via da autofagia, € um dos mecanismos de sobrevivéncia e adaptacdo
apresentado pelo virus Zika (Gratton, et al 2019). Neuroblastos que foram
estimulados para diferenciar em neurdnios, pelo tratamento com &cido retindico,
mostraram aumento da atividade autofagica, e a diferenciacdo celular foi
acompanhada da diminuicdo do mTOR (Zeng & Zhou, 2008), e concordam com
o efeito benéfico observado em nossos estudos na presenca do indutor de
autofagia.

Outro aspecto muito importante abordado em nosso estudo foi a analise
das espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) e oxigénio (EROs) nos neuroblastos
SK-N-BE (2), a analise do efeito do virus sobre a producdo dessas espécies

reativas e a analise se sua inibicdo afetaria diretamente a viabilidade da célula.
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Um dos aspectos fundamentais da microcefalia € a morte neuronal e os radicais
de oxigénio e nitrogénio poderiam ser toxicos para 0s neuroblastos e contribuir
para a morte neuronal e para o desenvolvimento da microcefalia no feto.

Nossos dados mostraram que o virus Zika inibiu a producédo de EROs
pelos neuroblastos e o atazanavir reverteu parcialmente essa inibig&o.
Entretanto, quando foi feita a inibicdo da producéo de EROs pela diapocinina e
0 seu efeito sobre a viabilidade dos neuroblastos foi avaliado, observamos que
houve apenas inibicdo parcial da toxicidade do virus para os neuroblastos, e
somente para uma baixa concentracao do virus (0,1 MOI). Esses dados sugerem
que o virus inibiu a producdo dos radicais de oxigénio pelos neuroblastos e que
essa inibicdo diminuiu a viabilidade dos neuroblastos, e o atazanavir aumentou
parcialmente a viabilidade dos neuroblastos.

A producdo de espécies reativas de oxigénio pelas células do sistema
imunitario tem uma fung&o microbicida e pode ser tdxica para 0os microrganismos
e para o tecido local (Brieger et al. 2012). Entretanto, no tecido neuronal as
espécies reativas de oxigénio podem ter um papel fisioldgico regulando a funcéo
das células. Oswald e cols. (2018) mostraram que as EROs auxiliam o
desenvolvimento e funcdo neuronal, regulando a conectividade, a transmisséo
sinaptica e a plasticidade neuronal.

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo subprodutos de eventos
celulares e moléculas sinalizadoras para regular processos fundamentais, como
proliferacéo, diferenciacdo e morte celular. Fazem parte da defesa contra
microrganismos, entretanto, quando ocorre superproducdo, ultrapassando os
mecanismos antioxidantes, causam morte celular. O atazanavir mostrou ser
capaz de diminuir a toxicidade neuronal pelo virus Zika. Ao verificar a viabilidade
do neuroblasto na presenca do inibidor de EROs, observamos que ndo houve
modificacdo na viabilidade da célula. Entretanto, na presenca do virus e da
diapocinina houve uma reducéo da toxicidade causada pelo Zika (79,76% para
90,47%). Nossos dados sugerem que diminuicdo de EROs tem papel
importantes na toxicidade pelo virus Zika, como evidenciado pela melhora na
viabilidade pela inibicdo da producdo de EROs. Entretanto, pela inibicdo da
producdo de EROs com a diapocinina na presenca do virus a recuperagéo da
producdo de EROs foi apenas parcial, sugerindo que fontes alternativas da

producdo de EROs possam estar ocorrendo no neuroblasto. E possivel que a
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menor producdo de EROs ocorra como um mecanismo de escape do virus aos
mecanismos antivirais. E esse efeito pode ser parcialmente revertido pelo
tratamento com atazanavir.

Os EROs tém funcbes criticas na diferenciacdo, proliferacdo e
apoptose e agem como segundo mensageiro (Marengo et al, 2005). Tem sido
observado que os neuroblastos podem produzir radicais de oxigénio tanto pela
via do NADPH (Zhang e cols, 2011) quanto por produtos intermediarios durante
a sintese e catabolismo das catecolaminas (Marengo e cols, 2005). E possivel
que a protecéo parcial pela inibicdo da producdo de EROS tenha sido devida ao
fato de que o diapocinina inibe a producdo de EROs pela via da NADPH, e n&o
pelas outras vias metabodlicas do neuroblasto, podendo assim ter ocorrido
producdo desses radicais por outras vias celulares. Entretanto, a protecao
parcial da citotoxicidade para os neuroblastos pelo virus Zika pela inibicdo da
producdo de EROs sugere que os radicais de oxigénio podem também participar
dos mecanismos de toxicidade do virus para essa célula.

As espécies reativas de oxigénio sdo geradas durante o estresse
oxidativo, sendo entdo possivel que sua producao em excesso seria toxica para
0s neuroblastos. Nas células do sistema imunitario, como o macréfago, s EROs
fazem parte dos mecanismos microbicidas e de sinalizacdo, sendo que a via
principal de sua producao é por meio da NADPH oxidase (Forman & Torres,
2002). Nos neuroblastos, as espécies reativas de oxigénio tém um papel
principal no desenvolvimento celular, na polarizacdo, na regulacdo da
conectividade e na transmissao sinaptica (Suzukawa et al. 2000). Devido a sua
importancia para as funcgdes fisiolégicas do neuroblasto, sdo varios os seus
mecanismos de producéao (Harijih, et al 2014).

Interessantemente, Oswald e cols. (2018), mostraram que as EROs
auxiliam o desenvolvimento e funcdo neuronal, regulando inclusive a
conectividade, transmissdo sinaptica e plasticidade neuronal. Sua importancia
para a sobrevida dos neuroblastos explica nossas observacoes de que houve
um nivel maior de producéo nos neuroblastos. O que chama a aten¢éo no nosso
estudo € que mesmo apos a inibicdo do EROs pela diapocinina, a viabilidade
celular ndo foi reduzida, indicando que outras vias, além da NADPH oxidase,
devem ter sido utilizadas pelos neuroblastos, como a via mitocondrial, a das

cicloxigenases ou a da xantina oxidases (Harijih, et al 2014).
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As EROs séo principalmente confinadas intracelularmente, e a
perturbacdo desse equilibrio por uma infeccéo viral, como a pelo virus Zika,
aumenta a sua producao, seja por maior acumulo ou efluxo de componentes que
aumentam a concentragdo de EROs, consequentemente aumentando o estresse
oxidativo (Reshi, et al. 2014).

Diferente do observado por nds, alguns autores mostraram que o
atazanavir aumenta a producdo de EROs. E possivel que essas diferencas
sejam pelo fato de que as células estudadas foram diferentes, enquanto nos
avaliamos os neuroblastos, esses autores avaliaram as células das veias de
corddo umbilical humano e adipécitos (Capel et al. 2012; Liu et al. 2016). Nossos
dados mostraram que em neuroblastos o atazanavir isoladamente reduziu a
quantidade de EROs presente na célula. Entretanto, o tratamento com o
atazanavir aumentou a producdo de EROs quando os neuroblastos estavam
infectados com 0,1 MOI do virus Zika, em ambas as concentracdes do
medicamento, sugerindo que o atazanavir poderia estar exercendo funcao
antiviral, como € observada com outros inibidores de protease, como o
lopinavir/ritonavir (Yuan et al. 2017).

O inibidor que foi utilizado em nossos experimentos, a diapocinina, inibe
a atividade da NADPH oxidase, consequentemente inibindo uma das vias pelas
quais a célula produz EROs. Trumbull e cols (2012) mostraram que a diapocinina
apresentou efeito neuroprotetor. E possivel a modulaco parcial da producéo de
EROs pelo atazanavir possa ter participado dos mecanismos pelos quais o
atazanavir melhorou a viabilidade dos neuroblastos infectados pelo virus Zika,
desde que as espécies reativas de oxigénio podem ser toxicas para virus, e sua
acdo sobre o virus Zika pode ter diminuido seu efeito citopatico para os
neuroblastos. Entretanto, a recuperacdo parcial dessas moléculas pode ter
permitido que os EROs permanecessem em uma concentracdo tal que
pudessem exercer seu papel fisiolégico protetor das funcbes que sao
necessarias para a sobrevivéncia dos neuroblastos.

As EROs sdo geradas pela atividade metabdlica ou infec¢des, sendo
importante para as funcdes fisioloégicas das células, mas podem levar a morte
celular por oxiptose, que é independente da ativacdo da via das caspases
(Kesavardhana & Kannengati, 2018). Nossos dados mostraram que a inibicdo

de EROs n&do modificou significantemente a viabilidade do neuroblasto,
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entretanto, os radicais de oxigénio sdo importantes para o neurdnio, visto que a
inibicdo da sua producao pela diapocinina em camundongos que sdo modelos
para a doenca de Parkinson mostrou-se protetora e retardou os efeitos da
degeneracéo neuronal (Dranka, et al. 2013).

Nossos dados mostraram que 0,1 MOI do virus Zika diminuiram a
producdo das espécies reativas de nitrogénio (ERNs), e o atazanavir reverteu
essa diminuicdo. Mostraram também que o NO € imprescindivel para a
viabilidade do neuroblastos, pois sua inibicdo pelo inibidor APDC mostrou-se
devastadora para a célula, equiparando o grupo tratado com o grupo controle
positivo utilizado.

O APDC inibe a producao do NO diretamente e também pela via do NF-
kB. Esse inibidor evita a inducdo do NO sintase por inibir a translacdo do ARN
mensageiro da NOS. E também induz a apoptose em células da musculatura
lisa, mas inibe a apoptose em culturas de células HL-60 de leucemia. O APDC é
também um potente inibidor do NO pela formacdo de complexos de ferro
mononitrosil com o ADPC.

Foi observado em neurdnios que a inibicdo pelo APDC levou a uma
diminuicdo de fosfato sintases. E possivel que nos neuroblasto, que s&o células
jovens em processo de maturacao, a inibicao dessa sintase possa ter contribuido
para levar a perda da viabilidade da célula (Flavin, Jin & Daw, 2000).

O desenvolvimento neuronal e a maturacgao sinaptica sao dependentes de
oxido nitrico, e as ERNs sdo imprescindiveis para o desenvolvimento dos
neuroblastos (Gallo & ladecola, 2011). Nossos dados mostraram que na
presenca do inibidor de NO, o APDC, a viabilidade dos neuroblastos apresentou
uma queda acentuada. Entretanto, o neuroblasto ndo parece depender somente
da via do 6xido nitrico sintase (NOS), pois hossos dados mostram que mesmo
na presenca do inibidor ainda houve producdo de ERNs. Uma provavel hip6tese
para a manutencao dessa producao é o fato de que ha diferentes isoformas das
enzimas que estimulam a producao do NO a partir dos seus precursores, a NOS
e a L-arginina, sendo que a producéo do oxido nitrico pode ser induzida por suas
3 isoformas: NOS epitelial (eNOS), NOS neuronal (nNOS) e NOS induzido
(INOS). Uma possibilidade é que a nNOS continuou agindo por meio do calcio
pelo seu mecanismo calmodulina-dependente (Murad, 2008; Adams, Franco &
Estevez, 2015).
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O 6xido nitrico (NO) € um composto gasoso que tem sido mostrado ser
importante mensageiro em muitos sistemas e 6rgdos e particularmente no
sistema nervoso central (Dzoljic et al. 2015). O NO é uma potente molécula
mensageira com diversas funcdes fisioldgicas, incluindo neurotransmissao,
regulacdo do tbnus vascular e morte de micro-organismos e células tumorais
(Togashi e cols, 1997, Moncada e Higgs, 2006). Tem sido observado que essa
molécula tem varias funcbes fisioldgicas no sistema nervoso. No sistema
nervoso central o NO tem efeito citoprotetor, entretanto pode ter efeito citotoxico
na dependéncia de sua concentracdo. Em condi¢des de inflamacgao por agentes
infecciosos e em condi¢des estimuladas pelo glutamato, a producao do NO pode
aumentar rapidamente e atingir niveis muito elevados (Dzoljic et al. 2015). Ele é
necessario em niveis fisioldgicos para manter a integridade do neurénio, portanto
€ possivel que sua inibicdo tenha contribuido para diminuir a viabilidade dos
neuroblastos que observamos em nosso estudo.

Nossos dados mostrando que a viabilidade dos neuroblastos diminuiu na
presenca do inibidor da via do NFxB, o JSH-23. A via do NF-xB é fundamental
para as funcdes das células sendo que sua ativacao pode estar relacionada com
a apoptose e inducdo de inflamacéo (Liu, et al 2017). A familia de gene BAG
(BCL-2 atanogene associada) estd associada com efeitos antiapoptéticos e com
a senescéncia da célula, e sua ativacao € suprimida pelo NF-xB, levando o
neuroblasto a um estado de neurotoxicidade (Santiago, Almeida & Carrettiero,
2015), sendo esse um possivel mecanismo pelo qual quando utilizamos o
inibidor da via do NF«kB, a viabilidade dos neuroblastos diminuiu. Além disso, a
via do NF-xB também modula as vias de producao das citocinas inflamatorias,
com possivel atividade no neuroblasto.

Vérias foram as citocinas estudas no nosso trabalho, que apresentam
fungbes importantes no sistema imunitario e nas células cerebrais. Nossos
dados mostraram que a SK-N-B (2) produziu IL-18 em condig¢fes fisioldgicas, e
que 1 MOI do virus Zika aumentou a producdo dessa citocina. A IL-1p est4
presente em infeccbes e respostas inflamatdrias, porém, também pode ser
encontrada no cérebro em condicdes fisioldgicas influenciando as funcdes
neuronais (Merril & Benveniste, 1996; Yirmiya, Winocur & Goshen, 2002). Huang

e cols. (2011) observaram que em neurdnios de camundongos, niveis baixos da
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IL-1B sao suficientes para induzir a fosforilagdo da SRC, que € uma proteina-
tirosina cinase responsavel por proliferacdo, diferenciacao e motilidade da célula.
Nossos dados mostraram que a inibicdo da producdo de radicais de oxigénio
pelo APDC aumentou a producdo de IL-1B pelos neuroblastos. O estresse
causado na célula pela inibicdo das espécies reativas de nitrogénio, que sao
necesséarias para as funcdes da célula, pode ter ocasionado o aumento da
producgédo de IL-1B observado por nés. Tetsuka e cols. (1996), utilizando células
mesangiais de ratos observaram que o APDC inibiu completamente a expressao
de iNOS dependente de IL-1p. E provavel que a inibicdo da NOS estimulou uma
maior secrecao da IL-1 como uma resposta ao estresse do neuroblasto.

A infeccdo pelo virus Zika também aumentou a producdo do fator de
necrose tumoral pelos neuroblastos. O FNT € uma importante citocina
inflamatoria, ativando diversas cascatas de sinalizacBes que culminam em
processos como a viabilidade celular, expressdo de genes e homeostase. No
cérebro, o FNT pode ser produzido pela microglia, astrocitos e neurbnios
(Kinouchi et al. 1991; Park & Bowers, 2011). Observamos que naturalmente,
mesmo em pequena quantidade, existe a producédo de FNT pelas neuroblastos
SK-N-BE (2), e que na presenca de 1 MOI do virus Zika houve aumento da sua
producdo. O atazanavir reduziu 0 aumento que tinha ocorrido da producéo do
FNT ap0s exposicdo a 1 MOI do virus Zika. Alves e cols. (2015) também
observaram que o atazanavir pode ter efeito modulador sobre células do sistema
imunitario e efeito direto na reducdo do FNT pelo atazanavir foi observado no
sobrenadante de culturas de mondcitos infectados pelo SarsCoV2 por
Fintelman-Rodrigues e cols. (2020).

Nossos dados mostram uma producédo da IL-6 em niveis muito elevados
em comparacao com as outras citocinas inflamatérias, evidenciando assim sua
importancia para o neuroblasto, e tanto o atazanavir quanto os virus isolados
nao foram capazes de modificar a sua producédo. Entretanto, o atazanavir
diminuiu a producéo da IL-6 quando se encontravam na cultura 0,1 MOI do
virus ZIKA tratados com 3 puM do atazanavir. A IL-6 é imprescindivel na
formac&o e maturac&o neuronal, sendo critica na neurogénese. E uma molécula
com efeitos ambiguos, que conforme a sua forma de ativacao pode ser benéfica

ou patogénica (Erta, Quintana & Hidalgo, 2012). Como existe uma alta producao
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da IL-6 e ndo houve reducéo da viabilidade dos neuroblastos, é possivel que a
citocina tenha sido induzida nas células SK-N-BE (2) pela via cléssica,
associada com a regeneracao neuronal (Routhaug, 2016).

Nossos dados mostram que a IL-12p70 também foi produzida pelos
neuroblastos e que 1 MOI de virus Zika reduziu essa producéo, cuja diminui¢do
foi revertida posteriormente pelo atazanavir, provavelmente por uma acéo direta
sobre o virus. A IL-12p70 induz resposta a patdgenos intracelulares, e sua
producdo por fagoécitos é estimulada pela ligagdo ao TLR ou outro tipo de
receptor de reconhecimento padrao (Podlaski et al. 1992). Wood e cols. (2015)
observaram reducéo da viabilidade de neurdnios na presenca da IL-12p70, o que
nao foi observado por nos.

Nossos dados mostram gue o neuroblasto produz pequenas quantidades
da IL-10, semelhante aos observados para o FNT, IL-12p70 e IL-1B, sugerindo
gue provavelmente esse seja 0 nivel fisiologico de expressédo dessas citocinas
para o tipo celular SK-N-BE (2). A IL-10 atenua as reacdes inflamatorias e
suprime as respostas imunes (Puig et al. 2013). Foi observado que sua presenca
pode reduzir a apoptose em neurdnios (Sharma et al. 2011). Tanto o virus quanto
0 atazanavir isolados ndo modificaram a producdo dessa citocina pelos
neuroblastos.

Nossos dados mostraram altos niveis de produgcdo da IL-8 pelos
neuroblastos, assim como a IL-6. A IL-8 € um importante quimiotatico para
neutroéfilos, e seus niveis podem estar aumentados no sistema nervoso devido a
infeccbes e neoplasias malignas, porém, ela também esta associada a fatores
neurotroficos, podendo estar envolvida na sobrevida e manutencao de neur6nios
(Kossmann et al. 1997). Araudjo & Cotman (1993) observaram em culturas de
neurdnios hipocampais que a IL-8 aumentou a sobrevida dessas células em
123%, sugerindo que esta quimiocina pode apresentar um papel imprescindivel
na maturagéo e manutencgao de neuroblastos. Quando o neuroblasto esteve na
presenca de 0,1 MOI do virus Zika em conjunto com o atazanavir (3 pM) a
expressdo dessa quimiocina foi reduzida, provavelmente por uma reducéo da
viabilidade da célula observada pelas analises de viabilidade dos neuroblastos
pelo teste do MTT. Observamos que o APDC aumentou a expressao de IL-8.
Diferentemente, Mufioz e cols. (1996) ao avaliar macréfagos, notaram que a IL-

8 era inibida pelo APDC. Provavelmente a via utilizada por macréfagos €
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diferente da utilizada por neuroblastos para a producdo de IL-8. Entretanto,
nossos dados mostraram que a diapocinina reduziu a expressao da quimiocina.
Enquanto as EROs séo importantes na producao da IL-8 as ERNs a reduzem,
porém, nao inibiram a sua producédo pelos neuroblastos.

Nossos dados mostraram que o atazanavir poderia ser uma droga
promissora como tratamento para prevenir a microcefalia em fetos de mulheres
gestantes infectadas pelo virus Zika. Em comparacdo com drogas semelhantes,
0 atazanavir mostrou uma menor inibicdo na captacao de glicose, sugerindo que
sua utilizagdo como terapéutica preventiva na infec¢do pelo virus Zika, poderia
causar menos efeitos colaterais que outros antiretrovirais (Noor, et al 2006).

Avaliar se 0 medicamento atazanavir poderia ser eficaz na protecdo da
viabilidade das células é um tema de extrema importancia, visto que é um
medicamento liberado para gravidas, e que a atividade anti-viral para o virus Zika
ja foi observada para o lopinavir/ritonavir, que também séo inibidores de protease
com certas semelhancas ao atazanavir (Yuan, et al 2017). Yuan e cols. (2017)
observaram efeito antiviral do lopinavir/ritonavir, 0 que sugere que esse
medicamento poderia melhorar a viabilidade dos neuroblastos por diminuir a
carga viral. Entretanto, deve ser levado em consideracao que na dosagem de 3
UM observamos reducao da viabilidade dos neuroblastos, indicando que a dose
mais elevada foi téxica e que o tratamento teria que ser limitado a uma dose
menor, como observamos utilizando 1 pM.

Em conclusdo, nossos dados mostraram resultados promissores do
atazanavir como uma possivel droga que poderia ser utilizada com o objetivo de
diminuir o risco de morte dos neuroblastos em gestantes infectados pelo virus
Zika. E sugerem gue o medicamento deveria ser melhor avaliado para verificar
se sua acao protetora para os neuroblastos persistiria em mulheres gestantes
infectadas pelo virus Zika, e se sua utilizacdo poderia prevenir o

desenvolvimento da microcefalia no feto.
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A partir dos resultados obtidos podemos concluir que:

Nossos dados de microscopia eletrénica de transmissdo confirmam a
infeccdo dos neuroblastos pelo virus Zika.

Em nossos dados, observamos que o virus Zika, em ambas as proporcoes
diminuiu a viabilidade dos neuroblastos. Este dado sugere o que pode
ocorrer na infeccdo de gestantes, provavelmente a morte neuronal tenha
ocorrido pela destruicdo dessas células pelo virus Zika (Hughes et al.
2016);

O atazanavir na concentracdo de 1 UM mostrou-se protetor do efeito de
toxicidade causado pelo virus Zika, esse efeito na viabilidade dos
neuroblastos foi ainda mais evidente no MOI 1 do virus. Os dados sugerem
que o tratamento com atazanavir poderia ter um efeito protetor na
destruicdo neuronal causada pelo virus, que culminariam na microcefalia.
Porém, sdo dados observados in vitro, sendo assim necessérios estudos in
vivo para melhor avaliacdo do efeito protetor.

Ja para a concentracdo de 3 puM, nossos dados sugerem que ha efeito
toxico para os neuroblastos quando tratado isoladamente e acentuando o
efeito toxico quando na presenca do virus Zika. Entdo, o atazanavir nessa
concentracdo ndo é viavel para o tratamento da infec¢do devido aos seus
efeitos tdxicos nos neuroblastos. Entretanto, os dados evidenciam um
possivel tratamento adjuvante em pacientes acometidos pelo
neuroblastoma.

Nos dados apresentados no experimento de anexina/iodeto de propidio,
observamos que o atazanavir na concentracdo 1 pM reduziu a
porcentagem de células em apoptose quando associado ao virus Zika na
propor¢cao 0,1. Ja para as células em necrose, nossos dados evidenciam
que quanto maior a proporgdo do virus, maior € a presenca de necrose.

O atazanavir (3 uM) aumentou a quantidade de células com irregularidades
na permeabilidade da membrana, indicando necrose, este efeito ficou
evidente na presenca do virus Zika (MOI 0,1).

Nossos dados sugerem um possivel efeito protetor do atazanavir na

concentracdo 1 uM devido a sua capacidade de reduzir a expressao da
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caspase-3. Dessa forma, a reducdo na expressao dessa proteina pode ser
um fator protetor ndo somente na patologia causada pelo virus Zika, mas
também pelo Alzheimer, onde foi mostrado que essa caspase é uma das
responsaveis pela clivagem da proteina precursora do amiloide beta A4
(Gervais et al. 1999).

O virus Zika reduz a producdo de EROs pelos neuroblastos e o atazanavir
pode reverter parcialmente essa reducdo. Interessantemente, N0sSsos
dados mostraram que a reducdo da producdo das EROs reduziu
parcialmente a toxicidade do virus para os neuroblastos na proporcéo 0,1.
Esses dados sugerem que a via de producéo dos radicais de oxigénio pode
interferir na acdo do virus sobre os neuroblastos.

A producdo de ERNs é importante para a viabilidade dos neuroblastos,

efeito que ficou evidente quando esta producéo foi inibida.

10-Nossos dados sugerem que os neuroblastos SK-N-BE (2) possuem uma

baixa expressédo de IL-1[3, e que esta aumentou sua expressao na presenca
do virus Zika (MOI 1) e na presenca do inibidor de ERNs, sendo assim, a
reducdo na viabilidade da célula deve-se provavelmente a inibicdo na
producdo de ON e ao aumento da expressdo da citocina inflamatoria,

sugerindo estresse inflamatério.

11- Para o TNF, observamos que sua expressao pelos neuroblastos SK-N-BE

(2) é baixa, e que na presenca do virus (MOI 1) existe aumento de sua
producdo. Interessantemente, 0 atazanavir mostrou um provavel efeito
imunomodulador ou antiviral ao auxiliar na reducdo da expressao desta

citocina.

12- Observamos uma alta expressdo da IL-6 pelos neuroblastos, isso

provavelmente se da pela sua importancia na neuroprotecdo e

neuromodulacao (Rothaug et al. 2016).

13- A IL-12p70 também possui uma baixa expressdo neste neuroblasto, e o

virus (MOI 1) é capaz de reduzir essa producao.

14- Observamos também alta producdo da IL-8 pela SK-N-BE (2). Esta

guimiocina possui efeitos angiogénicos, a sua alta expressdo no

neuroblasto pode ser pela sua ainda maturagéo (Ryu et al. 2015).
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Em sintese, sugerimos que o atazanavir na concentra¢do 1 uM pode ser
um medicamento vidvel na estabilizagdo da infeccdo pelo virus Zika,
provavelmente podendo auxiliar na reducdo de casos de microcefalia, sendo
necessarios mais estudos para evidenciar essa possibilidade. As vias de
inflamacdo ERNs e EROs sdo importantes na manutencdo da célula. As
citocinas inflamatorias sdo produzidas pelo neuroblasto SK-N-BE (2), sendo a Il-

6 e a quimiocina IL-8 as de maior expressao.
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