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RESUMO

O Zika virus (ZIKV) € conhecido por sua relagdo com complicagbes
neuroldgicas, entretanto, estudos recentes também indicam que o ZIKV pode
estar relacionado com o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares. Diante
do aumento do numero de relatos de casos de pacientes com complicagbes
cardiacas ap6s a infecgao por ZIKV, se faz necessario estudos experimentais
que busquem investigar esta associagcado. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos da infecgao pelo ZIKV, in vitro, in vivo e in silico no desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares. No estudo in vitro células H9c2 e A7r5 foram
infectadas com o ZIKV de origem brasileira, utilizando multiplicidade de
infecgdo (MOI) de 1; 0,1 e 0,01. As células infectadas foram observadas
diariamente em microscépio Optico para verificagdo de efeito citopatico (ECP).
A cada 24h pés-infecgdo, durante um periodo de 4 dias, os cultivos infectados
foram congelados, descongelados e aliquotados para posterior analise de
genoma viral por gPCR e titulagédo viral. Para analise da viabilidade celular foi
realizado o teste de atividade da lactato desidrogenase (LDH) e para estresse
oxidativo foi analisada a proteina carbonil e redugao de NBT. No experimento
in vivo, camundongos fémeas FVB/N (n=8), com idade de 60 dias, foram
inoculados com 1x10° UFP de ZIKV via intravenosa. Apos 4 dias de infeccao,
foi realizada coleta de sangue e tecido cardiaco para analise de troponina T,
atividade enzimatica de fatores de coagulagdo, aminopeptidases e analise de
estresse oxidativo. Foi realizada analise estatistica univariada através do teste
t e ANOVA. Ainda, correlacionamos genes listados na Zika Virus Infection
Database (ZIKAVID) aos genes ligados ao estresse oxidativo da Mouse
Genome Database (MGD) a fim de verificar associagdo entre doencas
cardiacas, estresse oxidativo e o ZIKV. As linhagens celulares apresentaram
ECP caracteristico de infecgao viral e o RNA gendmico foi detectado em todos
os periodos analisados. A linhagem H9c2 produziu uma quantidade de virus
significativamente superior a A7r5 e analisando o estresse oxidativo apos
infeccado, verifica-se que os niveis médios de conteudo carbonil foram
significativamente maiores nas linhagens celulares infectadas. Ja in vivo, nas
fémeas infectadas houve um aumento significativo de troponina T quando
comparado ao grupo controle. Ainda, observou-se um aumento significativo da



atividade de enzimas fibrinoliticas e niveis elevados das aminopeptidases.
Também, os resultados demonstraram alto indice de estresse oxidativo no
tecido cardiaco de camundongos infectados. Conclui-se que além da
suscetibilidade celular ao ZIKV, animais imunocompetentes infectados
apresentam marcador de injuria celular elevado com ativagdo de enzimas pré-
coagulantes e uma regulagdo negativa da fibrindlise, o que provavelmente
indica um estado pré- trombodtico nesses animais, evidenciando uma
associagao entre o virus e complicagdes cardiacas

ABSTRACT

The Zika virus (ZIKV) is known for its relationship with neurological
complications, however, recent studies also indicate that ZIKV may be related
to the development of cardiovascular diseases. In view of the increasing
number of case reports of patients with cardiac complications after ZIKV
infection, experimental studies are needed to investigate this association. The
aim of this study was to evaluate the effects of ZIKV infection, in vitro, in vivo
and in silico on the development of cardiovascular diseases. In the in vitro
study, H9c2 and A7r5 cells were infected with ZIKV of brazilian origin, using a
multiplicity of infection (MOI) of 1; 0.1 and 0.01. Infected cells were observed
daily under an optical microscope to verify the cytopathic effect (CPE). Every
24h post-infection, during a period of 4 days, the infected cultures were frozen,
thawed and aliquoted for subsequent analysis of the viral genome by qPCR and
viral titration. For cell viability analysis, the lactate dehydrogenase (LDH) activity
test was performed and for oxidative stress, carbonyl protein and NBT reduction
were analyzed. In the in vivo experiment, female FVB/N mice (n=8), aged 60
days, were inoculated with 1x10° PFU of ZIKV intravenously. After 4 days of
infection, blood and cardiac tissue were collected for analysis of troponin T,
enzymatic activity of clotting factors, aminopeptidases, analysis of oxidative
stress. Univariate statistical analysis was performed using the t test and
ANOVA. Furthermore, we correlated genes listed in the Zika Virus Infection
Database (ZIKAVID) with genes linked to oxidative stress from the Mouse
Genome Database (MGD) in order to verify an association between heart
disease, oxidative stress and ZIKV. The cell lines showed CPE characteristic of
viral infection and genomic RNA was detected in all analyzes periods. The H9c2
cells produced a significantly higher amount of virus than A7r5 and analyzing
the oxidative stress after infection, it appears that the average levels of carbonyl
content were significantly higher in the infected cell lines. In vivo, in infected
females, there was a significant increase in troponin T when compared to the
control group. Furthermore, there was a significant increase in the activity of
fibrinolytic enzymes and high levels of aminopeptidases. Also, the results
showed a high rate of oxidative stress in the heart tissue of infected mice. It is
concluded that in addition to cellular susceptibility to ZIKV, infected



immunocompetent animals have a high marker of cell injury with activation of
procoagulant enzymes and a negative regulation of fibrinolysis, which probably
indicates a prothrombotic state in these animals, evidencing an association
between the virus and heart complications.

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AT7r5 — Células de musculo liso aértico murino, do inglés rat aortic vascular
smooth muscle cells

AKT - Proteina cinase B, do inglés protein kinase B

ANG - Angiotensina, do inglés angiotensin

AXL - Receptor tirosina cinase, do inglés receptor tyrosine kinase
BCA - Acido bicinconinico, do inglés bicinchoninic acid

BSA - Soro albumina bovina, do inglés bovine serum albumin

CEUA - Comité de ética no uso de animais

CIBio — Comissao interna de biosseguranca

CHO - Ovario de hamster chinés, do inglés chinese hamster ovary cells
CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
CPK - Creatinofosfoquinase, do inglés creatine phosphokinase

CTRL - Controle

c¢TnT - Troponina T, do inglés froponin T

DENV - Virus da Dengue, do inglés Dengue viruses

DCV - Doencas cardiovasculares

ECA - Enzima conversora de Angiotensina, do inglés angiotensin-converting
enzyme

ECG - Eletrocardiograma
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ECP - Efeito citopatico
ERO - Espécies reativas de oxigénio, do inglés reactive oxygen species
Fxa - Fator X ativado, do inglés activated fator X

GASG6 — Gene 6 especifico para parada de crescimento, do inglés growth arrest
specific 6

GPx - Glutationa peroxidase, do inglés glutathione peroxidase
GSH - Glutationa, do inglés glutathione

H9C2 - Células de mioblastos cardiacos embrionarios de rato, do inglés rat
embryonic cardiac myoblast cells

HacaT - Queratinécitos, do inglés human epidermal keratinocytes
HPI — Horas pds-infecgao, do inglés hours post-infection

HUASMC - Células do musculo liso da artéria umbilical humana, do inglés
human umbilical artery smooth muscle cells

Huh7.5 — Células hepaticas humanas, do inglés human liver cells

IAM - Infarto agudo do miocardio

IC — Insuficiéncia cardiaca

IFNAR — Receptor interferon alfa/beta, do inglés interferon-alpha/beta receptor
INF — Interferon, do inglés interferon

MDA - Malonaldeido, do inglés malonaldehyde

MGD - Banco de dados do genoma de ratos, do inglés mouse genome
database

MOI - Multiplicidade de infeccdo, do inglés multiplicity of infection

mTOR - Alvo da rapamicina em mamiferos, do inglés mammalian target of
rapamycin

NAD - Nicotinamida adenina dinucleotideo, do inglés nicotinamide adenine
dinucleotide

NADH - Nicotinamida adenina dinucleotideo, do inglés nicotinamide adenine
dinucleotide

NBT — Nitroazul de tetrazdlio, do inglés nitro-blue tetrazolium
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NS4A - Proteina ndo estrutural 4A, do inglés non-structural protein 4A
NS4B - Proteina n&o estrutural 4B, do inglés non-structural protein 4B
PA - Pressao arterial

PFU - Unidades formadoras de placa, do inglés plaque forming units
PI3K - Fosfoinositideo 3-cinase, do inglés phosphoinositide 3-kinase
RE - Reticulo endoplasmatico

RT-PCR - Reacéao da cadeia da polimerase em tempo real, do inglés reverse-
transcriptase polymerase chain reaction

SRA - Sistema Renina-Angiotensina, do inglés renin-angiotensin system

SHYS5Y - Células de neuroblastoma humano, do inglés human neuroblastoma
cell

SOD - Superoxido dismutase, do inglés superoxide dismutase

TBA-RS - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico, do inglés thiobarbituric
acid reactive substances

TLR - Receptores tipo toll, do inglés toll-like receptor
TNF — Fator de necrose tumoral, do inglés tumor necrosis factor

VSMC - Células do musculo liso vascular, do inglés vascular smooth muscle
cells

YFV - Virus da febre amarela, do inglés yellow fever virus

ZIKAVID - Banco de dados da infecgao pelo Zika virus, do inglés Zika virus
infection database

ZIKV - Virus Zika, do inglés Zika virus
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1. INTRODUGAO

1.1 Zika virus

O Zika virus (ZIKV), como outros flavivirus, € um virus de RNA de
sentido positivo de cadeia simples contendo um genoma de 10.794 kb. Pode
ser transmitido por cinco espécies de mosquitos do género Aedes, dentre elas
0 Aedes aegypti e Aedes albopictus (Kraemer, 2015). Foi identificado pela
primeira vez em 1947 quando encontrado em macacos da espécie Macaca
mulatta, na floresta de Ziika da Uganda (Dick et al., 1952). O primeiro estudo
filogenético do ZIKV foi realizado por Lanciotti et al., (2008) apds o primeiro
surto do virus em 2007, na ilha de Yap, localizada na Micronésia. Ao realizarem
0 sequenciamento, descobriram trés linhagens diferentes de ZIKV: leste
africana, oeste africana e asiatica.

Entre 2013 e 2014, surgiram epidemias na Polinésia Francesa com uma
estimativa de 30.000 infecgbes sintomaticas (Cao-Lormeau et al. 2013; Musso
et al., 2014). Pequenos surtos ocorreram em meados de 2014 e 2015 em
paises do Pacifico Sul como Nova Caledénia, llha de Pascoa, Ilhas Salomao e
Fiji (Musso & Gubler, 2016).

O Ministério da Saude do Brasil e a Organizagcdo Pan-Americana da
Saude notificaram a primeira febre autéctone do Zika, confirmada em um
paciente da Bahia, em 2015 e o numero de infectados cresceu
exponencialmente ao longo do eixo das Américas, tomando proporgcdes
mundiais em 2016 (WHO, 2016b). No fim do mesmo ano o numero de casos

suspeitos aumentou de 440.000 para 1.300.000 e dezoito estados
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comprovaram a transmissdo do virus nas regides Norte, Nordeste, Sudeste,
Centro Oeste e Sul (Hennessey, Fischer, Staples, 2016).

Pesquisadores acreditavam que o virus teria chegado ao Brasil durante
a Copa do Mundo de Futebol de 2014, embora paises do Pacifico ndo tenham
participado da competicdo. Contudo, estudos filogenéticos apontam que o virus
pode ter sido introduzido no pais, no mesmo ano, durante o periodo que sediou
o Campeonato Mundial de Canoagem com a participacao de paises com
grande circulagédo do ZIKV (Polinésia Francesa, llhas Caledbnia, Ilhas Cook e
llhas de Pascoa) (Musso, 2015).

Acredita-se que o potencial de disseminagao do virus no Brasil ocorra
devido aos seus vetores, que sdo amplamente distribuidos pelo pais: A.
aegypti e A. albopictus. O A. aegypti circula principalmente nas regides Norte,
Nordeste e Leste Central (Coelho, 2012), ja o A. albopictus encontra-se com
maior frequéncia em regides subtropicais, principalmente no Sul do Brasil
(Carvalho, Lourenco-de-Oliveira, Braga, 2014).

Os sintomas causados pelo Zika sdo semelhantes a outras infeccdes
causadas por arbovirus, como dengue e chikungunya (Paix&o et al., 2016). Em
humanos, as manifestagdes clinicas sdo brandas e incluem dor de cabeca,
febre baixa, dores leves musculares, nas articulagbes, olhos e exantema
maculopapular (Roos, 2016). O virus pode estar presente nos fluidos corporais
como sangue, urina, sémen (transmissdo sexual), saliva, liquido amnidtico e
leite materno (Foy et al., 2011; Musso & Gubler, 2016; MacDonald & Holden,
2018). Embora 80% das pessoas infectadas nao desenvolvam tais sintomas, a
associagdo entre a infeccdo pelo ZIKV durante a gestacdo e microcefalia
congénita foi alvo de preocupagédo de saude publica nas Américas Central e
Sul (Oliveira et al., 2016; MacDonald & Holden, 2018).

A partir de setembro de 2015, relatos do aumento do numero de
criangas nascidas com microcefalia em areas afetadas por ZIKV comecaram a
surgir. No Brasil, mais de 4.590 nascidos vivos com esta malformacao
congénita foram notificados ao Ministério da Saude (Ministério da Saude,

2020). No estado de Pernambuco, somente no més de novembro de 2015
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foram 141 casos suspeitos e depois inumeros casos foram registrados nos
estados da Paraiba e Rio Grande do Norte (Oliveira & Vasconcelos, 2016).

O Instituto Evandro Chagas ao isolar o ZIKV do cérebro de um recém-
nascido que veio a obito detectou o virus no licor, cérebro, coragado, pulméo,
figado, rim e baco (Kindhauser et al., 2016). O estudo de Oliveira e
colaboradores identificou o ZIKV no liquido amniético de duas gestantes do
estado da Paraiba que tinham histérico de doengas exantematicas,
posteriormente seus fetos foram diagnosticados com microcefalia por
ultrassonografia fetal (Oliveira et al., 2016).

Além das doengas congénitas, a infeccdo pelo virus pode ocasionar
depdsito de calcio no cérebro, ma formacgao das estruturas cerebrais, excesso
de liquido nas cavidades, desenvolvimento ocular anormal entre outros
problemas (Oliveira et al., 2016). Estudos em animais (Cugola et al., 2016) e
em células progenitoras neurais e organoides cerebrais (Miner et al., 2016),
mostraram o potencial infectivo do ZIKV em tecidos neurais e apresentam
possiveis mecanismos patogénicos, seja por via da resposta inflamatéria ou
por apoptose. Ainda quanto a patogénese, algumas células primarias ou
linhagens celulares imortalizadas foram descritas como suscetiveis ao ZIKV
(Barr et al., 2016). Entre elas destacam-se a maior capacidade de replicacao
do virus em células da pele (Hammel et al., 2015) e células epiteliais
pulmonares (Frumence et al., 2016).

Em camundongos da linhagem A129, nocauteados para receptor IFN-a /
B, quando infectados com o ZIKV, o RNA viral pode ser encontrado no cérebro,
nos ovarios, no bago e no figado (Dowall et al., 2016). Um estudo avaliou a
capacidade de replicagdo do ZIKV em queratindcitos (HaCaT), neuronais
(N29.1 e SHSYSY), pulmonares, renais e linhagens celulares bem
estabelecidas como 293T (rim embrionario humano), CHO (ovario de hamster
chinés), Vero (células de rim de macaco verde africano), A549 (linhagem
tumoral de pulméo), HepG2C3A (linhagem tumoral hepatica), Huh7.5 (linhagem
hepatocleluar humana) e COS7 (fibroblastos derivados de rim de macaco).
Todas as linhagens celulares investigadas, exceto células CHO, se mostraram

suscetiveis a replicacéo e liberagdo do ZIKV (Himmelsbach & Hildt, 2018). El
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Costa e colaboradores verificaram que o virus almeja tipos celulares
fundamentais como macréfagos, fibroblastos, trofoblastos, bem como células
estromais mesenquimais (El Costa et al., 2016).

Mesmo sendo considerado um virus neurotropico e embora linhagens
celulares cardiacas sejam pouco estudadas, pesquisadores apontaram uma
possivel relagao entre a infecgao pelo ZIKV e complicagbes cardiacas. Logo, a
microcefalia € apenas a “ponta do iceberg” dentre uma série de complicacdes

que podem estar associadas a infec¢ao (Glenn, 2017).

1.2 Doencgas cardiovasculares e infecgao pelo Zika virus

Segundo a OMS, a cada ano, mais pessoas morrem por doengas
cardiovasculares (DCV) do que por outra causa. Os O6bitos sdo decorrentes
principalmente de acidentes vasculares cerebrais e doencgas isquémicas do
coragao. Ainda, 75% dessas mortes ocorrem em paises subdesenvolvidos de
baixa e média renda. Nas Américas, as DCV sé&o a principal causa de morte,
levando a obito 2 milhdes de individuos por ano (OPAS, 2021).

No Brasil, as DCV sé&o as principais causas de 6bito, a estimativa € que
até 2040 o aumento dessas doencgas seja de até 250%. Segundo o Ministério
da Saude, em torno de 300 mil pessoas sofrem de infarto agudo do miocardio
(IAM) por ano e, dentre estas, 30% vao a obito. Durante o ano de 2021, cerca
de 230 mil brasileiros morreram em decorréncia das DCV, um aumento de
6,8% em relagdo ao ano de 2020 (Guedes, 2021).

No Rio Grande do Sul, nas ultimas décadas, o aumento da expectativa
de vida, consequentemente o envelhecimento da populacdo associado a
crescente prevaléncia dos fatores de riscos cardiovasculares, como a
hipertensdo e o diabetes, sdo os principais responsaveis pelo impacto
crescente das doengas cardiovasculares. Desde 2019, doengas do aparelho
circulatério sdo a segunda maior causa de internagdes hospitalares da
populagao gaucha e, mesmo em 2020, ano auge da pandemia pela COVID-19,
as internacdes por doengas do aparelho circulatério foram maiores do que as

por doencas infecciosas e doengas do aparelho respiratorio, sendo
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responsaveis por 21,9% dos o6bitos no Rio Grande do Sul no ano de 2020

(Relatdrio Anual de Gestao —SES/RS-2020).

Este cenario pode vir a ser ainda mais preocupante devido as evidéncias

que apontam para o desenvolvimento de problemas cardiacos relacionados

com a infecgdo pelo ZIKV. A Tabela 1 apresenta uma relagdo dos estudos

publicados que relatam uma possivel associagao entre a infecgao pelo ZIKV e

o desenvolvimento de DCV.

Autor

Tipo do
estudo

Pais / Ano

Resumo

Xiao-Feng
Li et al.

Estudo
experimental

China,
2016

Inoculagéo viral em Macacos rhesus,
avaliagao da resposta imune e infecgao
em diferentes o6rgdos. O ZIKV foi
detectado no coragdo desses animais
no 5° dia de infeccdo por PCR em
tempo real (RT-PCR).

Aletti et al.

Relato de caso

Francga,
2016

Um paciente de 45 anos relatou
sintomas de febre, mialgia, cefaleia,
diarreia e dor toracica. Diagnostico de
miocardite e dilatagdo cardiaca apds 10
dias com base na andlise de
eletrocardiograma (ECG), troponina |
elevada e atividade da enzima
creatinofosfoquinase (CPK)
aumentada. ZIKV detectado por RT-
PCR.

Carta et al.

Estudo
observacional
prospectivo

Venezuela,
2017

Nove pacientes infectados com ZIKV
submetidos a exames laboratoriais,
ECG, ecocardiograma e ressonancia
magnética. As complicagbes cardiacas
mais frequentes foram arritmia cardiaca
(presente  em oito pacientes) e
insuficiéncia cardiaca (presente em
seis pacientes).

Angelidou
et al.

Relato de caso

Estados
Unidos,
2017

Mulher gravida infectada no primeiro
trimestre de gravidez. Confirmagédo de
microcefalia fetal. Os testes de RT-
PCR para ZIKV no feto foram
negativos, mas IgM positivo para
flavivirus. O ecocardiograma poés-natal
revelou sindrome de hipoplasia
miocardica esquerda com atresia mitral
e aodrtica, aorta gravemente hipoplasica
e insuficiéncia tricispide moderada,
que foram corrigidas cirurgicamente
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aos 10 dias de vida. Cinco meses
depois, diagndstico de estenose de
veia pulmonar.

Di
Cavalcanti
et al.

Estudo
observacional
retrospectivo

Brasil, 2017

103

O relatério descreve os achados
ecocardiograficos de 103 bebés com
sindrome de ZIKV congénita. A
tomografia, o ecocardiograma e o0s
exames sorolégicos mostraram que 14
eram portadores de cardiopatia
congénita, 9 apresentavam defeito no
septo ventricular e 5 no septo atrial.

Waggoner
et al.

Relato de caso

Estados
Unidos,
2017

Mulher de 45 anos com sintomas de
febre, dores nas articulagdes, erupgdes
cutdneas e dores no peito. ZIKV
detectado por teste soroldgico positivo
para IgM. Um paciente com prolapso
da valvula mitral relatou histéria familiar
de doencga cardiovascular. Com niveis
normais de troponina | e CPK-MB; os
achados clinicos revelaram pericardite
aguda.

Abdalla et
al.

Relato de caso

Brasil, 2017

Homem de 49 anos, sem historia de
doencas cardiovasculares,
hospitalizado com  sintomas de
erupgdes cutaneas, dores de cabecga e
no corpo, febre e hipertensdo. ZIKV
detectado em amostras de saliva por
RT-PCR. ECG e radiografia de térax
normais, porém, apos ressonancia
magnética, foi diagnosticado
microangiopatia supratentorial bilateral.

Marques et
al.

Estudo
prospectivo
observacional

Venezuela,
2018

Todos os pacientes infectados com
ZIKV  desenvolveram insuficiéncia
cardiaca. Destes, quatro j& haviam
contraido dengue, porém, apdés a
infeccdo pelo ZIKV, foram detectadas
novas  arritmias. Ecocardiograma,
angiografia coronariana e ressonancia
magnética cardiaca detectaram
insuficiéncia  cardiaca em  cinco
pacientes, fibrilagdo atrial em dois
pacientes e taquicardia ventricular em
um paciente.

Orofino et
al.

Estudo
transversal

Brasil, 2018

120

Infecgdo por ZIKV confirmada por RT-
PCR em amostra de sangue de mées,
no liquido amnidtico durante a gravidez
ou em amostras de urina apos o
nascimento. Das 120  criangas
nascidas, 97 tiveram PCR positivo para
ZIKV, 84 tiveram microcefalia e 25
tiveram exposicdo vertical. Os exames
ecocardiograficos mostraram que 48
tinham problemas cardiacos.
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Homem de 61 anos com historia de
doenca renal cronica, hipertensdo e
cardiopatia isquémica. Ele apresentou
febre, dores no corpo, erupgdes
cuténeas, calafrios e rigidez ha trés
dias. O ZIKV foi detectado por RT-PCR
no soro e na urina. A radiografia de
térax mostrava cardiomegalia, o ECG
1 mostrava fibrilacdo atrial e o
ecocardiograma mostrava hipocinesia
com dilatagdo das camaras cardiacas.
Elevagdo da troponina | também foi
observada. Na autdépsia, varias
anomalias cardiacas foram detectadas,
com detecgdo de ZIKV no figado, bago
e coragao.

Rajahram Malésia,
ot al. Relato de caso 2019

Depois de analisar os niveis de dimero
D em 172 pacientes infectados com
Zika e Chikungunya, 31 foram
confirmados com ZIKV por PCR. O
Ramacciotti | Estudo Brasil. 2019 | 31 dimero D apresentou niveis elevados
et al. transversal ’ em 19,4% dos pacientes infectados
com ZIKV. Dois individuos infectados
com ZIKV desenvolveram trombose
venosa profunda.

Infeccao por ZIKV confirmada em
amostra de sangue das maes. Das 71
criangas nascidas, todas com
Estudo microcefalia, 7 apresentaram
Arrais et al. Brasil, 2021 | 71 cardiopatia leve apresentando
transversal ) =

hipertensédo pulmonar leve, forame oval
patente, persisténcia do pequeno canal
arterial, pequeno defeito do septo atrial
e estenose pulmonar leve.
De todos os pacientes 13 eram
positivos para ZIKV e 2 destes
Brasil, 2021 | 21 possuiam microcefalia. Os pacientes
apresentaram variacdo da frequéncia
cardiaca apds exposi¢ao ao virus.

Estudo

Herry et al. prospectivo

Tabela 1- Artigos que relatam / avaliam a associagdo entre o Zika virus e doencgas
cardiovasculares.

Além dos defeitos congénitos relacionados ao ZIKV, as complicagdes
cardiovasculares mais prevalentes relatadas nos estudos clinicos sao arritmia,
insuficiéncia cardiaca e elevagao do dimero D. Além de outros sintomas, os
pacientes apresentaram crise hipertensiva, cardiomiopatia dilatada,

cardiomegalia, pericardite, hipocinesia global e pré-eclampsia (Tabela 2).
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Manifestagoes clinicas N°. de casos Autores

Dor no peito 2 Aletti, 2017
Waggoner, 2017

Arritmias 15 Abdalla, 2018
Carta, 2017
Marques, 2018
Rajahram, 2019

Cardiomiopatia dilatada 2 Rajahram, 2019
Aletti, 2017
Insuficiéncia cardiaca 13 Carta, 2017

Marques, 2018
Rajahram, 2019

Elevacgao dimero-D 6 Ramacciotti, 2019

Derrame pericardico (leve ou grave) 2 Waggoner, 2017
Marques, 2018

Outros (crise hipertensiva, miocardite, 5 Abdalla, 2018
cardiomegalia, sobrecarga de liquidos, pericardite, Aletti, 2017
hipocinesia global e pré-eclampsia) Marques, 2018

Rajahram, 2019
Waggoner, 2017

Tabela 2 - Potenciais complicagbes cardiovasculares da infecgao pelo zika virus. FOP (forame
oval persistente); PCA (persisténcia do canal arterial); DSV (defeito do septo ventricular.); DSA
(defeito do septo atrial).

Embora os achados de Di Cavalcanti (2017), Angelidou (2018) e
Orofino (2018) sugiram uma alta prevaléncia de cardiopatias congénitas em
pessoas infectadas pelo ZIKV, pouca atengdo tem sido dada ao sistema
cardiovascular em adultos infectados.

Considerando os graves danos que outros flavivirus, como dengue e
febre amarela podem causar ao tecido cardiaco, em 2016 Krittanawong, Zhang
e Sun publicaram uma carta ao editor langando alerta de subdiagndstico para
possiveis complicagdes cardiacas decorrentes da infeccdo pelo ZIKV e
chamaram a atencéo a escassez de estudos a respeito dessa possivel relacao.
No mesmo ano, Joob e Wiwanitkit (2016) levantaram a hipétese de que, devido
ao tamanho reduzido do ZIKV (40nm), ele infectaria o tecido cardiaco com mais
facilidade.

As complicagdes cardiacas de diferentes infec¢des virais por arbovirus

apresentam semelhancas. Apesar da grande variedade de apresentacao
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clinica inicial da cardiomiopatia inflamatéria secundaria a infecgao viral, a
miocardite pode se manifestar com frequentes arritmias e insuficiéncia
cardiaca, sintomas prevalentes nos estudos realizados. A miocardite viral
geralmente progride em dois estagios, embora o mecanismo fisiopatoldgico
exato em humanos ainda n&o seja totalmente compreendido. Primeiramente, a
infeccdo causa dano direto ao miocardio por necrose dos cardiomiécitos,
associada a isquemia e disfuncdo endotelial; posteriormente, as respostas
imunes do hospedeiro levam a um aumento na producdo de citocinas pro-
inflamatadrias (IL-1 e 2), fator de necrose tumoral (TNF) e interferons (INF). Os
danos podem evoluir para o desenvolvimento de tecido fibrético, devido a
deposi¢cao de colageno, dilatacdo miocardica e insuficiéncia cardiaca (IC)
(Salgado et al., 2010; Tisoncik et al., 2012; Navinan et al., 2015).

O numero de artigos cientificos que associam o ZIKV as doengas
cardiovasculares é escasso. Logo, pesquisas mais aprofundadas sobre essa
associacdo sao necessarias, bem como avangos na compreensao da
fisiopatologia do ZIKV, vias de sinalizagdo e diagndstico precoce, além do

tratamento direcionado.

2. JUSTIFICATIVA

Estudos recentes apontam para uma possivel associagao entre o ZIKV e
DCV, ja que os pacientes apods serem infectados apresentaram complicagdes
como arritmias, insuficiéncia cardiaca e miocardite. Entretanto, até o momento,
sdo poucos os trabalhos que tenham focado na fisiopatologia do ZIKV e sua
relacdo com o surgimento de DCV, demonstrando uma escassez de
informacgdes sobre o tropismo viral as células cardiacas e quais danos o ZIKV
pode ocasionar ao sistema cardiovascular. Diante disto, sdo necessarios
experimentos in vitro e in vivo que investiguem o desenvolvimento de DCV

ap6s a infeccao pelo ZIKV.

3. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo geral

Avaliar a suscetibilidade de cardiomioblastos murinos da linhagem H9c2
e de células de musculo liso adrtico murino da linhagem A7r5, bem como,
analisar as respostas cardiovasculares frente a infeccdo pelo ZIKV-BR em

camundongos imunocompetentes.

3.2 Objetivos especificos

® Analisar a carga viral e cinética de proliferagdo do virus ZIKV-BR nas
linhagens celulares H9c2 e A7r5;
Detectar o virus nas linhagens infectadas com marcador PKH26;

® \Verificar a atividade da lactato desidrogenase nas linhagens infectadas;

® Analisar o estresse oxidativo nas linhagens celulares apds infecgao pelo
ZIKV;

® Quantificar a carga viral em camundongos imunocompetentes (FVB/N)
inoculados com ZIKV-BR;

® \Verificar a expressao de troponina T nos animais infectados;

® \Verificar as atividades enzimaticas protrombdticas e fribrinoliticas nos
animais infectados;

® Analisar estresse oxidativo em camundongos imunocompetentes apés
infecgao pelo ZIKV;

® Analisar in silico a correlagdo entre a infeccdo pelo ZIKV e doencgas

cardiovasculares, e infecgéo pelo ZIKV e estresse oxidativo.
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O Zika virus (ZIKV) foi identificado em 1947 em macacos do género
Rhesus na floresta de Zika na Uganda [1]. O virus inicialmente era endémico
da Africa e Asia, porém comecou a aparecer com maior incidéncia na América
Latina. Dentre os paises da América do Sul, o Brasil foi o que teve maior
concentracao de infecgdes, sendo considerado o pais com a primeira epidemia
significativa de ZIKV atingindo cerca de 1,5 milhdo de pessoas [2].

O ZIKV é considerado um virus neurotropico e esta associado a
complicagbes como  microcefalia, Sindrome de Guillain-Barré e
meningoencefalite [3,4]. As manifestagdes clinicas do ZIKV séo neuroldgicas e
congénitas, porém pesquisadores apontam uma possivel relagdo entre a
infeccao pelo ZIKV e o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (DCV).
No entanto, desde a década de 70 sabe-se que os flavivirus podem ocasionar
danos ao miocardio, provocando o desenvolvimento de miocardite [4-6].
Estudos de caso apontam que o ZIKV também pode ocasionar complicagdes
cardiacas como arritmias, insuficiéncia cardiaca, fibrilagdo, miocardite, impacto
hemodinamico entre outras manifestagdes clinicas [7-11].

Embora haja um grande numero de relatos de pacientes com
complicagbes cardiacas apdés a contaminagao por ZIKV, poucas pesquisas
experimentais buscam investigar esta relagdo. Desta forma, este estudo teve
como objetivo analisar as respostas cardiovasculares, particularmente frente a
infeccado pelo ZIKV brasileiro (ZIKV-BR) em camundongos imunocompetentes,
como também analisar a suscetibilidade e permissividade de cardiomioblastos
murinos da linhagem H9c2 e células de musculo liso adrtico murino da

linhagem A7r5 na infecgao pelo ZIKV.

MATERIAIS E METODOS

Células

HO9c2 é uma linhagem de células de mioblastos cardiacos embrionarios
de rato (ATCC:CRL-1446). A7r5 (ATCC:CRL-1444) é uma linhagem de células
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do musculo liso vascular (VSMC), obtidas da aorta toracica de rato. Vero-E6
(ATCC:CRL-1586) sao células renais de macaco verde africano. As células
foram cultivadas rotineiramente em meio DMEM high glucose contendo 2 mM
de L-glutamina e 1,5 g/L de bicarbonato de sddio e suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco) e penicilina/estreptomicina (Gibco) a 37°C em uma
atmosfera de 5% de CO?

Virus

A cepa ZIKV 17SM foi isolada em 2016, na cidade de Sao Paulo, Brasil,
de um paciente (no dia 4 apdés os primeiros sintomas de Zika). A cepa foi
propagada em Vero-E6 e os estoques virais foram armazenados a -80°C até o
uso. Os experimentos envolvendo virus infecciosos foram aprovados pela
Comisséo Interna de Biosseguranga (CIBio) e conduzidos no laboratério de
Biossegurancga nivel 2 do Centro de Cardiologia Experimental do Instituto de
Cardiologia do Rio Grande do Sul (Brasil).

Infecgao das linhagens celulares com ZIKV

As células foram semeadas em placas de 24 pocos e infectadas pelo
ZIKV em diferentes multiplicidades de infeccdo (MOI) de 1, 0,1 e 0,001 em
meio sem soro por 1h a 37°C. Em seguida, adicionou-se DMEM fresco e as
células foram incubadas em diferentes tempos (24h,48h,72h e 96h) a 37°C. As
placas foram congeladas a -80°C e o sobrenadante foi utilizado para analise de

carga viral, titulo viral, atividade da lactato desidrogenase e estresse oxidativo.

Analise por RT-PCR

As amostras foram submetidas a extracdo de RNA total com TRIzol
(Ambion), seguindo as orienta¢cdes do fabricante. O RNA total extraido foi
submetido a transcricdo reversa com primers especificos para Zika virus

utiizando High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
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Biosistems™). Os primers e sondas especificos para ZIKV sdo previamente

descritos na literatura [12].

Titulagao viral

O ensaio de placa foi usado para determinar a concentragdo do ZIKV.
Seis placas de seis pogos foram semeadas com 10° células Vero-E6/pogo e
incubadas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO? por 1 hora. Apds a
adsorgao do virus, o inoculo foi removido e DMEM suplementado com agarose
de baixo ponto de fusdo (1%) e penicilina/estreptomicina foi adicionado. As
placas foram incubadas a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO? por 5 dias.
Apos a incubacdo, as células foram fixadas com formaldeido a 3,7% a
temperatura ambiente durante a noite. Posteriormente, as placas foram
coradas com cristal violeta a 0,4%. As placas visiveis foram contadas e a

concentracao viral calculada em unidades formadoras de placa (PFU)/ml.

Marcacgao de particulas virais de ZIKV com PKH26

O corante PKH26 foi dissolvido em 2 ml de Diluente C (Sigma)
imediatamente antes da marcacdo. Em um eppendorf foram adicionados um
volume de suspensédo de ZIKV mais dois volumes de PKH26 misturados por
pipetagem [13]. Apds 1 minuto a marcagao do virus foi parada ao adicionar trés
volumes de DMEM com soro. Para infeccéo foi utilizado MOI 1 de ZIKV com
titulo 1x10” e as linhagens celulares foram plaqueadas em placas de 24 pogos,
a quantidade por pogo foi de 3x10° células. As células foram infectadas e
incubadas por 1h a 37°C em um termostato iumido a 5% de CO? apds o
periodo de adsorcdo o sobrenadante foi retirado e se adicionou 500 uL de
DMEM com soro. As amostras foram fixadas apds 24h, removendo o DMEM e
acrescentando 200 uL de paraformaldeido a 4%, também foi acrescentado
PBS com triton para permeabilizagdo. As amostras foram mantidas a 4°C
durante 24h. Apdés remocado do paraformaldeido foi adicionado o corante

Hoechst, sendo este incubado por 2 minutos em um agitador. O excesso de
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corante foi removido por lavagem com PBS. As amostras foram semeadas em
laminulas (dentro do pogo) e depois invertidas sobre uma ladmina para
posteriormente serem visualizadas pela digitalizacdo confocal a laser Olympus

FluoView 1000 microscopio.

Atividade da lactato desidrogenase

A atividade de LDH dos sobrenadantes infectados de linhagens celulares
(MOI 1) por diferentes periodos de tempo (24, 48, 72 e 96h), foi medida
conforme o determinado pelo kit Sigma Aldrich (Catalogo No-MAKO066) no qual
0 LDH reduz o NAD a NADH e é detectado especificamente por ensaio
colorimétrico em microplaca. A absorbancia inicial foi medida a 450 nm (A450)

inicial.

Reducao de tetrazoélio nitroazul

As células foram incubadas com tetrazolio nitroazul (NBT) 0,1% (1 mg /
ml) a 37 C° / 5% CO? durante 1 h. O NBT foi removido e as células foram
lavadas com PBS e depois com 70% de metanol seguido de resfriamento
rapido com 100% de metanol resfriado. KOH 2 M e DMSO foram usados para
dissolver os cristais. A absorvancia foi medida a 620 nm no leitor de microplaca

Synergy H1.

Oxidagao proteica

A concentracdo de carbonilas foi determinada conforme o método de
Levine et al., (1994) [14]. Resumidamente, as amostras foram homogeneizadas
em 1 mL de tampao Tris-HCI 1 M contendo EDTA 50 mM, fluoreto de
fenilmetano sulfonil 100 mM (PMSF) e 100 mM Benzamidina. O homogenato
foi centrifugado a 11.000 g por 15 min a 4 °C. Os sobrenadantes (500 L)
foram misturados com 10% (p/v) de sulfato de estreptomicina por 15 min para

remogao dos acidos nucleicos. Apds nova centrifugacdo, os sobrenadantes
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foram misturados com 500 mL de TCA a 20% por 15 minutos adicionais. Os
sobrenadantes foram descartados e os precipitados foram dissolvidos em 500
WL de 2,4-dinitrofenil-hidrazina 10 mM (DNPH) em HCI 2 M. As amostras foram
incubadas por 1 h a temperatura ambiente, as proteinas foram precipitadas
com acido tricloroacético (TCA) a 20%, apos, os sedimentos foram lavados trés
vezes com 1 mL de etanol. Os pellets foram dissolvidos em uréia 6 M e a
absorbancia foi medida a 370 nm usando espectrofotdmetro. A concentragao
de carbonila foi mensurada através do coeficiente de absorcdo molar para

alifaticos e expressa em nmol carbonil / mg de proteina.

Analise in silico da infecgao por ZIKV e correlagao com estresse

oxidativo

O banco de dados Mouse Genome Database (MGD;

http://www.informatics.jax.org) foi usado como fonte de genes envolvidos com o

estresse oxidativo [15]. Um total de 682 genes relacionados ao estresse
oxidativo foram extraidos da categoria “genes relacionados ao estresse
oxidativo” para Rattus norvergicus com a categorizagdo ontologica especifica
de cada grupo de genes.

O Zika Virus Infection Database (ZIKAVID), um banco de dados que
contém todos os genes diferencialmente expressos identificados apds a
infeccdo por ZIKV em artigos publicados em niveis de mRNA e proteina em
diferentes hospedeiros [16], foi usado como fonte de genes relacionados a

infeccao por ZIKV. O ZIKAVID esta disponivel em https://zikavid.org e contém

16.984 entradas de medi¢ao de expresséo génica de um total de 7.348 genes.
A lista de genes do ZIKAVID foi comparada com os genes do estresse
oxidativo do MGD para verificar as atribuicdes correspondentes e
consequentemente categorizar os genes diferencialmente expressos na

infeccdo pelo ZIKV ao estresse oxidativo.
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Analise in silico da infeccdo por ZIKV e correlagdio com o

desenvolvimento de doengas cardiovasculares

O MalaCards é um banco de dados sobre doengas humanas e contém
uma lista de doencgas especializadas e gerais, incluindo doencgas raras e
genéticas. Também apresenta conexdes entre doengas habilitadas no banco
de dados GeneCards, realizando um compilado completo de informagdes sobre
cada patologia. Assim como na analise de estresse oxidativo, a lista de genes
do ZIKAVID foi comparada aos genes de doencgas cardiovasculares presentes

na base de dados do MalaCards.

Animais

Camundongos fémeas FVB/N com dez semanas de idade foram obtidos
do Centro de Cardiologia Experimental (Instituto de Cardiologia do Rio Grande
do Sul, Brasil). Eles foram alojados sob condi¢des de 12h de luz, 12h de escuro
a uma temperatura constante de 22 £ 2°C com livre acesso a ragao comercial e
agua. Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com o
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e foram
aprovados pelos Comités de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Cardiologia do Rio Grande do Sul (6705/19).

Infecgao intraperitoneal de camundongos por ZIKV e coleta de

amostras

Camundongos fémeas (n=8), com 80 dias de idade, foram inoculadas
com 10° PFU de ZIKV-BR via intraperitoneal no volume final de 100 pL. Os
animais do grupo controle (n=8) foram inoculados com 100 yL de DMEM sem
soro via intraperitoneal. Apés 96 horas de infecgao (hpi) foi realizada a coleta
de sangue e posteriormente os animais foram eutanasiados para coleta do
tecido cardiaco e tecido esplénico, estes foram armazenados a -80°C para

analises posteriores.

30



Analise por RT-PCR e isolamento viral

Foram realizados ensaios de RT-PCR em tempo real e isolamento viral
em triplicata. Amostras de sangue, bago e coragao de trés camundongos foram
utilizadas para deteccéo e quantificacdo do ZIKV 24 horas pds-infeccéo. Para o
isolamento viral, bago e coragcdo foram macerados com pistilo em DMEM sem
soro. O conteudo macerado foi clarificado e semeado em células Vero-E6 e
estas foram incubadas a 37°C em atmosfera de CO? para adsorgéo do virus
durante 1h. O inéculo foi retirado e se adicionou 3 mL de DMEM sem soro.
Apods 96h a placa foi congelada e 24h depois foi descongelada para coleta do
sobrenadante e realizagao da 22 passagem. Apds cinco passagens, o protocolo

de titulagao viral foi realizado para detectar a presenca do ZIKV.

Quantificagao de troponina T (cTnT)

A veia submandibular foi usada para coleta de sangue (96 horas apds a
infeccado) para quantificagdo da troponina T cardiaca (cTnT) no analisador de

imuensaio Elecsys 2010 (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Analise da atividade das enzimas protrombdticas e fibrinoliticas no

tecido cardiaco

Os coragdes foram dissecados, reduzidos a pequenas partes
(aproximadamente 1mm) e lavados em solugao Ringer. Posteriormente foram
homogeneizados em tamp&o RIPA na auséncia de inibidores de protease e
usando um homogeneizador tipo Ultra Turrax. Posteriormente as amostras
foram centrifugadas 12000 rpm/4°C e o sobrenadante foi recolhido. A dosagem
de proteina total foi feita através do método do acido bicinconinico (BCA). Para
aceleracao do desenvolvimento da coloragdo, realizou-se o protocolo de
incubacao em temperatura ambiente por duas horas, 37°C por 30 minutos e
600°C por 30 minutos. Apds incubagao, foram resfriados a temperatura
ambiente e 58 absorbancias lidas imediatamente. A curva padrao foi feita com

albumina bovina (BSA), solugéo padrédo incluida no kit. Em cada ensaio foi
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utilizado a mesma quantidade de proteina de todas as amostras (30 ug),
utilizando substratos cromogénicos ou fluorogénicos especificos para cada
enzima (trombina, plasmina, vasopressina, calicreina, fator X ativado (FXa) e
aminopeptidases).

No ensaio de atividade FIX cromogénica, o primeiro estagio consiste em
misturar o plasma de teste com FXla, FVIII, trombina (Flla), protrombina (FIl),
FX, fosfolipidios e calcio, o que leva a ativacdo de FX dependente de FIX
(FXa). Durante o segundo estagio, um inibidor de enzima fora do alvo (n&o
FXa) e um substrato cromogénico especifico para o FXa s&o adicionados, e os
niveis de atividade do FXa sdo quantificados pela monitoragcéo da clivagem do
substrato do peptideo cromogénico. A cinética de cada uma das reagdes foi
acompanhada através da liberagdo de p-nitroanilina (a 405 nm) ou -
naftilamina (360 nm /460 nm) utilizando um espectrofotdmetro de microplacas
de 96 pocgos. Os resultados foram expressos em termos de velocidade
enzimatica (mOD/min) normalizados pela quantidade de proteina presente em

cada poco.

Analise do contetdo de sulfidrila e carbonila

O teor de sulfidrila no homogenato de tecido cardiaco (contendo ~0,3
mg de proteina) foi determinado conforme descrito por Aksenov e Markesbery
[17]. A diferenga entre as amostras tratadas com 2,4-dinitrofenilhidrazina e
tratadas com HCI (branco) foi usada para calcular o teor de carbonilas
determinado a 370 nm. Os dados obtidos foram calculados usando o
coeficiente de absorgéo milimolar da hidrazina (€370 nm = 21,000000.M-1.cm-

1), e os resultados foram expressos em nmol carbonil/mg de proteina.

Niveis de glutationa (GSH)

Os niveis de GSH foram medidos de acordo com o método descrito por

Browne e Armstrong (1998) [18]. A absorbancia foi medida a 420 nm em um
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leitor de microplacas usando glutationa reduzida como padrao externo (0,001-1

mM). Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

Niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS)

As concentragdes de malonaldeido (MDA) foram medidas utilizando o
método de Yagi (1998) [19]. A fluorescéncia da fase organica foi lida a 515 e
553 nm como comprimentos de onda de excitacdo e emissao, respectivamente.
Uma curva de calibracdo foi realizada com 1,1,3,3-tetrametoxipropano e
submetido ao mesmo tratamento que o sobrenadante. Os niveis de MDA foram

calculados como nanomoles de MDA por mg de proteina.

Niveis de glutationa peroxidase (GPx)

O ensaio de glutationa peroxidase (GPx) foi realizado de acordo com
Wendel (1981) [20] usando terc-butil-hidroperéxido como substrato. A atividade

especifica foi calculada como U por miligrama de proteina.

Determinacgao da superéoxido dismutase (SOD)

As amostras do tecido cardiaco foram homogeneizadas em PBS a pH
6,5 na propor¢gdo de 1:10 (mg/ml) em um homogeneizador Politron e
centrifugadas (9.700xg, 20 min, 4°C). A atividade da superoxido dismutase
(SOD) foi medida pela capacidade desta enzima de inibir a auto oxidagdo do
pirogalol. A concentragdo de enzima que inibiu a reagdo em 50% (IC50) foi
definida como uma unidade de SOD, expressa como unidade de atividade de

SOD por mg de proteina total (unidades SOD/por mg de proteina) [21].

Analise estatistica
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Os dados sao apresentados como média + desvio padrdo, e as
diferencgas significativas foram analisadas usando ANOVA de uma via seguida
de um teste t ndo pareado com correcdo de Bonferroni para comparagdes
multiplas. Valores de p de 0,05 foram considerados significativos. As analises
estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism v.6 (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS

As linhagens celulares apresentaram caracteristicas citopaticas de
infeccao viral (Fig. 01), sendo possivel observar um rearranjo celular, com
alteragdo morfolégica minima, apresentando vacuolizagdo e formacgédo de
sincicios. A analise molecular indica que os cultivos celulares foram suscetiveis
ao ZIKV, levando a infecgao produtiva e liberagdo da progénie viral infecciosa
(Fig. 02A). Analisando o processo de formacgao de particulas infectantes virais,
verificou-se que a linhagem H9c2 produziu uma quantidade de virus
significativamente superior a A7r5, na qual, mesmo sendo detectado o RNA
gendmico viral, ndo foi possivel verificar um aumento significativo de titulo viral
ao longo do tempo (Fig. 02B). Assim, esses resultados demonstram que
células H9c2 sao susceptiveis e permissivas a infecgao pelo ZIKV e que este é
capaz de se multiplicar de forma eficiente nessas células atingindo titulos
satisfatorios. A adsorgédo e internalizagdo do virus pelas células infectadas
foram confirmadas pelo marcador fluorescente PKH26 (Fig.03). Ainda, foi
observada perda da integridade celular (Fig. 04), sem qualquer alteragdo no
ensaio de reducdo do MTT (Fig. 05).
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citopatico (ECP) de ZIKV (MOI 1) nas diferentes linhagens celulares ap6s 72 horas. Controle
negativo células H9c2 e A7r5 40x; ECP padrao de ZIKV nas células H9¢c2 e A7r5 40x.
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Figura 02: Suscetibilidade e permissividade a infec¢ao pelo ZIKV nas linhagens celulares H9c2
e A7r5. A) Quantificagdo de carga viral de ZIKV em H9c2 e A7r5. B) Quantificagdo de particulas
infecciosas de ZIKV através do ensaio de placa em células infectadas com MOI 1 * p<0,01.
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Figura 03: Imagens confocais representativas de particulas virais de ZIKV positivas para
PKH26 nas linhagens celulares H9c2 e A7r5.
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Figura 04: Atividade da lactato desidrogenase apds infecgéo pelo ZIKV nas linhagens celulares
H9c2 (A) e A7r5 (B). A linha indica o valor do controle e os dados representam a média +
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desvio padrao das amostras experimentais em triplicata. A analise estatistica foi por ANOVA de
uma via, os valores considerados significativos foram de p<0,05.
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Figura 05: Viabilidade celular das linhagens celulares A7r5 e H9c2 apds 24h, 48h, 72h e 96
horas de infecgao pelo ZIKV. Ensaio de MTT com dados expressos como % de viabilidade
celular e apresentados como média + desvio padrao.

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) é um fendmeno
comum em infecgdes virais e tem como finalidade conter a infeccdo. Assim,
analisamos o estresse oxidativo celular avaliando os niveis do biomarcador de
oxidagao proteica (proteina carbonila) nas células infectadas. A infec¢ao pelo
ZIKV resultou em um aumento significativo do conteudo carbonil nas linhagens
celulares (Fig.06A) e exibiram metabolismo oxidativo funcional através da
fotorreducédo do NBT (Fig.06B). Logo, podemos inferir que a infecgao pelo ZIKV
em ceélulas das linhagens H9c2 e A7r5 é capaz de culminar com maior

producao de ERO e consequente estresse oxidativo.
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Figura 06: Estresse oxidativo celular. A) Conteudo da proteina carbonil nas linhagens celulares
H9c2 e A7r5. Os valores sao expressos como média + desvio padrdo e apresentados como
nanomoles de carbonil/mg de proteina. B) Ensaio de reducédo de NBT como indice de produgao
de anion superdxido. A analise estatistica foi por ANOVA de duas vias onde os valores
significativos observados foram de p<0,05.

No estudo in vivo, coletamos e analisamos sangue, bago e coragao de
camundongos FVB/N, 24 horas apds inoculagdo com 10° PFU de ZIKV.
Analisado por RT-PCR, apenas o tecido esplénico das fémeas infectadas foi
positivo e apresentou carga viral de 1.12 x 10° + 1.04 x 10° (média+desvio) logo
copies/mL respectivamente (Fig.07). Para o isolamento viral, células Vero-E6
foram incubadas com o homogenato de bago ou coragdo e observadas
diariamente até o aparecimento do ECP. Ap6és uma semana de incubagao,
reconhecemos pequenos focos de células arredondadas e refrativas
destacando-se da monocamada (Fig.08A). Estas placas de cultura foram
expostas a ciclos de congelamento-descongelamento e seus sobrenadantes
foram acrescentados as culturas de novas células Vero-E6. Esse procedimento
foi repetido quatro vezes consecutivas. Ao utilizarmos este método direto de
diagnostico virolégico, por ensaio de formacdo de placa, detectamos a
formacgéo de particulas infectantes virais tanto no coragdo (5x10? PFU) quanto
no bago (2x10" PFU) (Fig.08B).
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Figure 07: Deteccédo de genoma viral no tecido esplénico de camundongos imunocompetentes
apos 24 horas de inoculagdo com 10 5 PFU de ZIKV. Os dados apresentados tiveram média +
desvio padréo de 1.12 x 10° £ 1.04 x 10° log+o cOpias/mL.
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Figura 08: Isolamento viral do ZIKV no tecido esplénico e cardiaco de animais
imunocompetentes. A) Células Vero-E6 em contato com o homogenato de bago e coragao
observa-se pequenos focos de células arredondadas e refrativas destacando-se da
monocamada das amostras ZIKV em comparagdo com o controle. B) Detecgéo de titulo viral
através do ensaio de formagao de placa, evidenciando a formagéo de particulas infectantes
virais no tecido esplénico (2x10" PFU) e cardiaco (5x10° PFU).
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Os niveis séricos de cTnT 96 hpi foram significativamente maiores nos
animais infectados, indicando possivelmente a ocorréncia de injuria miocardica
apos a infecgao pelo ZIKV (Fig.09). Ao analisar as enzimas pré-coagulantes e
fibrinoliticas, constatou-se que o FXa e consequentemente a trombina estavam
significativamente elevados no grupo de fémeas infectadas (Fig.10A, Fig.10B).
Por outro lado, a presencga do virus ZIKV nas fémeas levou a uma diminuigao
da enzima plasmina responsavel pela degradacdo da fibrina (Fig.10C),
indicando um desequilibrio entre fatores pro-coagulantes e pré-fibrinoliticos,

levando a um estado pro-trombatico.
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Figura 09: Niveis de troponina T no soro de animais imunocompetentes controle e infectados
com o ZIKV. Os dados estao representados como média + erro padrdo. A analise estatistica foi
por Test t de duas vias onde os valores significativos observados foram de p>0,05.
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Figura 10: Niveis de enzimas pro-coagulantes e fibrinoliticas no tecido cardiaco de animais
imunocompetentes durante a infeccdo pelo ZIKV. Seus niveis foram determinados com base
em sua atividade sobre substratos cromogénicos especificos. A) Fator Xa. B) Trombina. C)
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Plasmina. Os dados estao apresentados como média + desvio padrdo. Andlise estatistica
através do Teste t com valores significativos de p<0,05.

Ao observar as alteragcbes nos mecanismos de coagulacdo, apos
infeccdo pelo ZIKV, os niveis de calicreina no tecido cardiaco foram
analisados, apresentando-se reduzidos no grupo ZIKV quando comparados
com o grupo controle (Fig.11). Ja as aminopeptidases, responsaveis pela
conversao de angiotensina Il em vasopressina, tiveram sua atividade
aumentada na presenca do virus (Fig.12B, Fig.12C). A aminopeptidase capaz
de degradar a vasopressina € a cistina-aminopeptidase (CAP) (Fig. 12A), que
apresentou niveis de atividade enzimatica significativamente baixos no tecido
cardiaco dos animais infectados. Tais achados podem evidenciar um estado

hipertensivo nestes animais apoés infeccao pelo ZIKV.
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Figura 11: Atividade de calicreina no tecido cardiaco de animais imunocompetentes controle e
infectados com ZIKV. Os dados estdo representados por média + desvio padrdao e analise
estatistica feita através de Teste t com valores significativos de p<0,05.
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Figura 12: Atividade das aminopeptidases no tecido cardiaco de animais imunocompetentes
controle e infectados pelo ZIKV. A) CAP; B) APB; C) GLU-AP. Os dados estédo representados
em média + desvio padrdo e anadlise estatistica feita através de Teste f com valores
significativos de p<0,05.

Assim como nos resultados in vitro, os animais também apresentaram
indices significativos de estresse oxidativo apds a infecgao pelo ZIKV. Houve
correlacao entre a atividade da GPx e SOD e seus niveis nos tecidos cardiacos
infectados (Fig.13 A,B) apresentaram uma diferenga estatistica significativa em
relagcdo ao grupo controle (p<0,05), bem como uma diminuigdo nos niveis de
glutationa (Fig.13 C). A infeccédo pelo ZIKV aumentou a formagédo de
grupamentos carbonila (Fig.13D), alterando o conteudo de grupamentos
sulfidrila (Fig.13E). A infeccdo nao elevou o dano lipidico basal, visto que nao
houve diferenga estatistica nos niveis de TBA entre o grupo controle e
infectado (Fig.13F).
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Figure 13: Estresse oxidativo no tecido cardiaco de animais imunocompetentes apés infecgao
pelo ZIKV. A) Atividade da GPx; B) Atividade da SOD; C) Niveis de GSH; D) Carbonila; E)
Sulfidrila; F) Niveis de TBA. Resultados expressos em nmol/mg proteina e U/mg proteina,
representados em média * desvio padréo. Anadlise estatistica por Teste f com valores
significativos de **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001.

Na anadlise de genes relacionados ao estresse oxidativo, dos 682 genes
encontrados no MGD, 206 foram identificados no ZIKAVID (Fig.14A) mostrando
forte correlagcdo da infeccdo do ZIKV com o desequilibrio oxidativo no
hospedeiro, corroborando com os dados encontrados nos experimentos in vitro
e in vivo. As rotas metabdlicas afetadas por esses genes (Fig.14B) sdo em
grande parte relacionadas a “resposta ao estresse oxidativo”. Em relagdo a
correlagdo entre doencas cardiovasculares e infeccdo pelo ZIKV, verifica-se
que a maioria dos genes estao relacionados a acidente vascular isquémico,
doenca cerebrovascular, hipertensao pulmonar e cardiomiopatia hipertrofica.
Cerca de 390 genes (51%) relacionados com doengas cardiovasculares foram
encontrados no ZIKAVID, mostrando forte correlagdo entre a infecgdo pelo

ZIKV e o surgimento de patologias no sistema cardiovascular (Fig.15).
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Figura 14: A) Diagrama de Venn mostrando a correlagdo entre os genes de estresse oxidativo
de ambas as bases de dados. B) Lista de genes encontrados para estresse oxidativo na base
de dados ZIKAVID.
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relacionados com doengas cardiovasculares encontrados no ZIKAVID, mostrando correlagao

entre a infecgao pelo ZIKV e o surgimento de patologias no sistema cardiovascular.
DISCUSSAO

Evidéncias clinicas, biolégicas e morfolégicas de arritmias, impacto
hemodinamico, insuficiéncia cardiaca, fibrilagdo e miocardite, entre outras
manifestagdes clinicas em pacientes infectados pelo ZIKV, foram relatadas na
literatura [8-11]. Tais achados lancam um alerta ao subdiagndstico para
possiveis complicagdes cardiacas decorrentes da infeccdo pelo ZIKV a
exemplo de outros flavivirus como da dengue (DENV) e da febre amarela
(YFV).

Sabe-se que distintas linhagens celulares sdo suscetiveis a infecgéo
pelo ZIKV [22], porém, s6 recentemente a suscetibilidade e permissividade de

células cardiacas se tornaram alvo de estudos. Sob essa perspectiva,
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avaliamos a suscetibilidade da linhagem celular mioblastica de embrido de rato
(H9c2) e da derivada de musculo liso adértico também murino (A7r5) ao ZIKV.

O estudo de Ambrocio et al. (2015) demonstrou que células H9c2 foram
sucetiveis e permissiveis ao virus da dengue [23]. Da mesma forma, em nosso
estudo houve detecgcado de genoma viral e aumento do titulo viral durante as 96
horas pés-infeccdo. Ainda, Rossi et al. (2020) investigaram a infecgéo do ZIKV
em células estromais mesenquimais cardiacas humanas, extraidas de fetos em
idade embrionaria [24]. Observaram que as células foram suscetiveis ao virus,
porém houve uma redugdo viral significativa em 96 horas poés-infecgéo,
enquanto que em nosso estudo, houve aumento do titulo viral nas células da
linhagem H9c2 ja nas primeiras 48h.

Um dos mecanismos envolvidos na infecgdo do ZIKV em células H9c2
pode estar relacionado com a endocitose receptor-mediada através da ativagao
do receptor Gas6-AXL complexo tirosina cinase, induzindo a trimerizagao
irreversivel da proteina E, resultando na fusdo do virus com as membranas
celulares. O AXL é expresso no tecido cardiaco e tem um papel conspicuo na
fisiologia cardiovascular. Pesquisa realizada por Battle et al., (2014) concluiram
que a expressao miocardica e a concentragdo sérica de AXL estdo elevadas
em pacientes com insuficéncia cardiaca [29]. Além disso, o AXL periférico se
correlaciona com pardmetros associados a progressao da doencga. Estudos
indicam que a via GAS6-AXL exerce efeitos antiapoptdticos e antiinflamatérios
[27,28], Ainda, Wu et al., (2017) verificaram que a sinalizacdo GAS6-AXL tem
acao protetora contra a isquemia miocardica, portanto conforme a lesdo no
cardiomiocito maior o recrutamento de GASG6/AXL [30]. Tal expressao
diferencial poderia estar relacionada com o tropismo cardiaco do ZIKV?

O estudo de Li et al., (2019) aponta que, ao serem estimuladas com
LPS, as células H9c2 apresentam um aumento na expressdao de AXL via
sinalizagdo com o GAS6, mostrando um efeito protetor apds inflamagéao [31].
Silva-Filho et al., (2021) afirmam que o GAS6 pode agir como uma porta de
entrada do ZIKV e que esta associado com a patogénese da sindrome
congénita [32]. Logo, a permissividade das células H9c2 a infecgao pelo ZIKV

se daria pela expressao de AXL via GAS6 apds a infecgdo. Tais achados
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evidenciam o potencial da linhagem H9c2 para estudos sobre a fisiopatologia
cardiaca durante a infecgao por flavivirus.

A expressao de GAS6 e AXL também ocorre nas células musculares
lisas [33,34]. Assim, as células da linhagem A7r5 se mostraram suscetiveis ao
virus, mas menos permissiveis quando comparadas a linhagem celular H9c2,
pois mesmo com a deteccdo do genoma viral nas primeiras 48 horas pos-
infeccdo, houve uma redugdo gradual na quantidade de particulas infectantes
virais. Arias-Arias et al. 2018 investigaram a producdo de virus e a aptidao
replicativa de células do musculo liso da artéria umbilical humana (HUASMC) a
infeccao pelo DENV e também observaram baixa permissividade [35].

Este processo pode ocorrer devido a problemas na montagem ou na
maturacao dos virions nas células infectadas. Apds a endocitose receptor-
mediada e a promocao da fusdo entre as proteinas do envelope do virus e a
membrana endossémica, O RNA é langado no citoplasma, seguido pela
montagem da particula viral. A replicacdo do genoma do ZIKV acontece nos
complexos de replicacdo associados a membrana do reticulo endoplasmatico.
Para a tradugdo (RNAm) das proteinas virais, o ZIKV utiliza a maquinaria da
célula do hospedeiro (complexo de Golgi) para produzir uma unica poliproteina
viral que entdo clivada pela serina protease do virus (NS2B-NS3) e pela
protease da célula hospedeira em peptideos individuais. Quando incorporados
em virions, essas particulas sdo transportadas para a membrana plasmatica
(via secretora), passando por maturagao ao longo do caminho e saem da célula
por exocitose (MOHD ROPIDI et al., 2020).

Neste contexto, quando avaliamos a suscetibilidade e permissividade
das células A7r5, observamos que o genoma viral foi detectado em altas
cargas. Durante os periodos avaliados, as células foram liberando as copias de
genoma para o meio extracelular. Porém, o processo de maturagcdo das
particulas virais ndo ocorreu conforme se esperava. Este fenbmeno também
aconteceu na infeccdo por DENV e pode ser a causa do baixo titulo viral de
ZIKV nas células da linhagem A7r5, mostrando um problema de morfogénese

viral nestas células [36].
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A lesao celular pelo ZIKV foi determinada pela avaliagao quantitativa da
redugao de MTT, bem como pela liberagdo de LDH. No teste da atividade da
enzima lactato desidrogenase, as linhagens celulares apresentaram altas taxas
de liberagdo desta enzima no periodo de infecgcao pelo ZIKV, mostrando que
estas células sofreram dano estrutural, mas n&o funcional (MTT).

Nossos resultados demonstram o papel da infeccdgo do ZIKV na
formagdao de ROS em cardiomioblastos e células do musculo liso adrtico
murino. As varias etapas do ciclo de replicacao viral interferem na homeostase
do metabolismo celular, desencadeando estresse nas células hospedeiras.
Estudos mostram que a infecgdo pelo ZIKV desencadeia estresse no ER
(reticulo endoplasmatico) do coértex cerebral de fetos infectados, em células-
tronco neurais e em astrocitos humanos [36,37].

Os animais infectados com ZIKV apresentaram marcador de injuria
celular miocardica elevado (troponina T). Estes resultados s&o similares aos
encontrados por Bai ef al. 2020, que avaliaram o comprometimento cardiaco
apos infecgao pelo ZIKV em camundongos imunodeficientes, detectando altas
taxas de troponina T apés a infeccéo [38]. Os autores afirmam que o ZIKV nao
foi capaz de aumentar os indices de troponina T em camundongos wild type,
ao contrario do que foi observado nos camundongos imunocompetentes
utilizados em nosso estudo apos 96 horas da infecgao.

O FXa é uma serina protease envolvida no processo de conversao de
fibrinogénio soluvel em fibrina insoluvel que termina na produgcédo de um
coagulo. Além disso, o FXa desempenha um papel vital na sequéncia
enzimatica que culmina na produgédo do trombo. Verificamos uma ativagao de
enzimas pré-coagulantes em coragdes infectados e uma regulagado negativa da
fibrindlise, indicando um estado pro-trombdético. Além disso, serinoproteinases
como o FXa e a trombina s&o capazes de ativar os receptores PAR nas células
cardiacas, desencadeando e amplificando a inflamagcdo e a sinalizacdo da
coagulagdo. A regulacao negativa de calicreina também indica uma redugao na
atividade da quinina, uma vez que esta é a principal enzima capaz de liberar
bradicinina. Assim, ha uma evidéncia de regulagdo negativa do sistema

vasodilatador das cininas durante a infeccdo pelo ZIKV. Estes dados
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corroboram com o estudo de Rammaciotti et al. 2019 que observou 0 aumento
de dimero-D e a disfungédo da cascata de coagulagao apds infecgao por ZIKV
[39], e também com o estudo de Abdalla et al. 2017 que verificou aumento de
presséao arterial e protrombina em individuos infectados [40].

Até o momento, o mecanismo por tras desse desequilibrio nos
aspectos da coagulagao e vasodilatagao, apos infecgédo pelo ZIKV, ainda nao
estdo bem elucidados, mas sabe-se que outros flavivirus, como DENV e YFV
amarela, causam alteragbes nos fatores de coagulagdo originando
sangramentos e trombose venosa, como também disfungdo vasodilatadora
[39,45].

Nos resultados in vitro e in vivo encontramos aumento de estresse e
producdo de ERO. A desordem metabdlica oriunda do estresse oxidativo
ocasionado por infecgdes virais, principalmente com flavivirus, tem ganhado
atengcdo nos ultimos anos [46]. Foi demonstrado que alguns virus da familia
Flaviviridae, como o Virus da Hepatite C, possuem a maior parte da sua
estrutura proteica voltada para a indugdo de estresse oxidativo [46]. Outros
estudos apontam que o ZIKV pode causar inumeros danos ao hospedeiro
através da ativagdo de vias metabdlicas oxidativas, o que justificaria os
possiveis danos teciduais apos a infecgao [46] ou até mesmo a inducéo de
autofagia em células progenitoras infectadas [47].

Os dados encontrados neste trabalho demonstram o desequilibrio da
homeostase em linhagens celulares cardiacas e no tecido cardiaco de
camundongos, destacando a importancia de estudos adicionais para elucidar

0s possiveis danos clinicos relacionados a infecgao pelo ZIKV.

CONCLUSAO

O ZIKV é considerado um arbovirus emergente, cuja disseminagao e
potencial epidemia sao preocupantes, principalmente pela dificuldade no
diferencial diagnostico em regides com circulagdo de outras arboviroses e a
sobrecarga de servicos de saude. Além de estar associado a sérias

complicagbes neuroldgicas, o ZIKV ¢é responsavel por comprometer o
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funcionamento de outros 6rgaos, sendo um destes o coragdo. Os estudos
cientificos até o momento buscaram associar o ZIKV a doencas
cardiovasculares e verificaram em individuos infectados a presenca de
miocardites, fibrilagdo, impacto hemodinamico e tropismo cardiaco. Mesmo
diante do notdério acometimento cardiaco, € necessario o aprofundamento de
pesquisas para uma melhor compreensao da fisiopatologia do ZIKV. Por isso,
neste estudo, foram desenvolvidos experimentos in vitro, in vivo e in silico, para
um entendimento mais amplo da infec¢ao por ZIKV no tecido cardiaco.

Além de mostrar a permissividade de células cardiacas frente o ZIKV,
os dados apresentados neste estudo mostram que camundongos saudaveis,
imunocompetentes, apresentaram niveis elevados de marcador de injuria
celular com ativagao de enzimas pré-coagulantes e uma regulagado negativa da
fibrindlise, o que provavelmente indica um estado pro-trombdtico nesses
animais, evidenciando uma associagao entre o virus e complica¢des cardiacas.
Os resultados expostos mostram que o ZIKV pode ocasionar dano cardiaco em
populagdes saudaveis, portanto € necessario maior atencdo aos sintomas

cardiovasculares na pratica clinica em casos de infec¢ao pelo ZIKV.
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PARTE Ill

5. DISCUSSAO

Estudos de caso foram relatados associando impacto hemodinamico,
arritmias, insuficiéncia cardiaca, fibrilacdo e miocardite, entre outras
manifestacdes clinicas a infeccéo por ZIKV. Mas, até este estudo, ndo se sabia
se a infeccao direta de células cardiacas pelo ZIKV poderia contribuir para tais

achados, ou se a condicdo era causada tdo somente pelos efeitos das
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respostas imunes celulares e/ou mediadores de citocinas liberados por outros
tecidos-alvo (Miner, 2017). O presente trabalho descreve a infec¢ao direta de
cardiomioblastos por ZIKV e mostra que ha danos cardiacos em animais
imunocompetentes infectados, caracterizados por niveis elevados de marcador
de injuria celular, EROs e enzimas antioxidantes, além de um estado pro-
trombdtico nesses animais.

A suscetibilidade de diferentes linhagens celulares a infecgao pelo ZIKV
ja havia sido comprovada por Himmelsbach e Hildt (2018), mostrando que o
virus foi capaz de infectar células neuronais (SHY5Y), células hepaticas
humanas (Huh7.5), queratinécitos (HacaT), dentre outros. Porém, a
suscetibilidade e permissividade de células cardiacas comegou a ser explorada
recentemente. Rossi et al. (2020) verificaram em seu estudo que em células
estromais mesenquimais derivadas de coracdo fetal humano, o ZIKV se
replicou atingindo um pico de infecgdo em 48 hp, seguido por morte celular em
72 hpi. Ainda, o ZIKV utilizou o receptor AXL para infectar as células com
sucesso. Os autores concluiram que a infecgédo e replicagdo do ZIKV tém o
potencial de induzir problemas cardiacos através da indugao de morte celular e
modulagao do fendtipo de células estromais mesenquimais cardiacas.

Neste estudo, a linhagem H9c2 (cardiomioblastos), além de apresentar
suscetibilidade ao ZIKV, se mostrou permissivel, ou seja, o virus realizou seu
ciclo de replicagao e liberou particulas virais. A carga viral do ZIKV se manteve
elevada durante as 96 horas observadas e ainda houve aumento do titulo viral
em 48 horas com liberacao de particulas infectantes. A linhagem celular H9c2 é
muito utilizada em estudos com foco em DCV, em 2015 o estudo de Ambrocio
et al., (2015) teve como objetivo verificar se as células H9c2 eram suscetiveis e
permissiveis ao DENV, sendo este o primeiro trabalho que utilizou essas
células na infeccao por flavivirus. Os resultados mostram que a linhagem H9c2
teve suscetibilidade pelo virus da dengue e que este conseguiu completar ciclo
replicativo.

Um dos supostos mecanismos que podem facilitar a entrada do virus
nas células H9c2 esta relacionado com a ativagao do receptor tirosina cinase

(AXL) via o gene-6 especifico para parada de crescimento (GASG). O GASG6 é
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uma proteina composta por um dominio Gla N-terminal e apds sofrer y-
carboxilagao neste dominio se torna capaz de interagir com os receptores da
familia TAM (Tyro3, Axl e Mer) e a fosfatidilserina. Durante a morfogénese viral,
0 ZIKV é capaz de obter do lumen do reticulo endoplasmatico (RE) lipidios de
carga negativa como a fosfatidilserina. A fosfatildiserina presente nas particulas
imaturas do ZIKV é capaz de enganar as células hospedeiras aumentando o
potencial de infecgado do ZIKV em diferentes tecidos (Liu et al., 2016; Gratton,
2019). Ainda, ela podera se ligar ao GAS6 ativando a internalizagdo fagocitica
de corpos apoptdticos que sera mediada pela clatrina, este processo levara a
perturbagdo do sistema imune e como consequéncia ocorrera a ativagdo dos
reguladores negativos de citocinas antivirais, como por exemplo, o interferon
tipo | (IFNAR) que sera regulado negativamente (Meertens, et al. 2017; Chen
2018; Hastings, et al. 2019). Ainda, a relagdo dos receptores TAM via GASG,
em células do sistema imune, podera resultar em uma inibicdo de respostas
inflamatdrias que sdo conduzidas pelos receptores Toll-like (TLR) e as vias de
sinalizagao do IFN tipo I. O ZIKV ao ser endocitado ativa os receptores TLR3
qgue sado um dos varios tipos de receptores responsaveis pelo inicio da resposta
inflamatoria apdés a infecgdo (Triantafilou et al. 2005), ainda, se sabe que
células cardiacas podem expressar TLR3 e TLR7, dois receptores
fundamentais para o reconhecimento de flavivirus.

O receptor AXL pode interferir no processo de replicacdo do ZIKV de
duas maneiras, a primeira € promovendo a ligagao e a internalizagao do virus,
e proporcionar a replicacao viral através da ativacdo do AXL para antagonizar a
via do IFN tipo | (Xie, et al. 2021). Porém, alguns estudos mostram resultados
que instigam duvidas sobre o papel do AXL na infeccéo pelo ZIKV (Govero et
al., 2016; Wells et al., 2016; Miner et al., 2016; Wang et al., 2017), como o
estudo de Hastings et al., 2017 que inocularam o virus em camundongos com
delegdo de AXL e ndo encontraram diferencgas significativas de genoma viral no
baco e cérebro dos animais infectados e controles. Ao analisar estes resultados
0 questionamento é se o ZIKV precisa do AXL no processo de infecgédo. Em
relagao a isso vale salientar que existem outros receptores utilizados pelo ZIKV

durante o processo de infeccdo, em alguns tipos celulares a delegdo do gene
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AXL ndo impediu entrada do virus, mas em outras células a auséncia de AXL
causou a inibicdo da infecgao pelo ZIKV (Brindley et al., 2011; Richard et al.,
2017). Portanto, mais do que estar relacionado com a entrada do virus o
receptor AXL pode estar envolvido também no processo replicativo viral.

O AXL além de ser expresso no tecido cardiaco tem um papel
importante na fisiologia cardiovascular, Battle et al., (2014) mostraram que a
concentracao sérica de AXL esta significativamente elevada em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, e que conforme a progressdo da doenga maior a
expressao do receptor. Além disso, De Berge et al., (2021) em seu modelo de
cardiomiopatia isquémica verificaram a alta expressao de AXL em macréfagos
cardiacos apos lesado, e niveis elevados do ligante GAS6 também foram
observados em pacientes com insuficiéncia cardiaca (Caldentey et al. 2019).
Wu et al., (2017) observaram que a sinalizagédo da via Gas6/AXL pode ser
protetora contra a isquemia miocardica, assim quanto maior a lesdo no
cardiomiocito maior sera o recrutamento de GASG6/AXL. Li et al., (2019)
verificaram que quando as células H9c2 eram estimuladas com LPS
apresentavam um aumento significativo na expressédo de AXL via a sinalizagao
de Gas6, mostrando um efeito protetor apds a inflamagao. Silva-Filho et al.,
(2021) explicam que na patogénese da sindrome congénita a porta de entrada
para o ZIKV foi o GAS6. Com base nesses estudos, a permissividade das
células H9c2 frente a infecgao pelo ZIKV poderia ocorrer pela expressdo de
AXL via GAS6 apds a infecgéao.

As células A7r5 foram suscetiveis ao virus, porém nao foram tao
permissiveis quando comparadas com a linhagem celular H9c2. O genoma
viral foi detectado no periodo observado, mas houve uma redugéo gradual na
quantidade de particulas infectantes virais, evidenciando que o ZIKV nao
conseguiu realizar seu ciclo replicativo de forma efetiva. A linhagem celular
A7r5 apresenta a via de sinalizacdo AXL/GAS6, visto que sao células
musculares lisas vasculares. Quando este tipo celular sofre com algum tipo de
estimulo, lesdo ou algo que desencadeie a produgdo de mediadores
inflamatorios, imediatamente o AXL e seus ligantes estardo relacionados no

processo de reparo. A expressao de AXL aumentou em células musculares
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lisas apds lesdo na carétida de ratos (Melaragno et al., 1998; McShane et al.,
2019). A suscetibilidade destas células (A7r5), assim como nas H9c2, pode
ocorrer também pela expressdo da via AXL/GAS6. Arias-Arias et al., (2018)
investigaram a aptidao replicativa de células musculares lisas infectadas pelo
virus da dengue (DENV), assim como neste estudo, o genoma viral foi
detectado em altas cargas durante o periodo de infec¢ao, porém o processo de
maturagao dos virions ndo ocorreu conforme esperado, visto que as cargas de
titulagdo viral foram baixas, mostrando a falta de permissividade das células ao
longo da infecgéo pelo DENV.

A morfogénese viral € o processo no qual ocorrera a montagem das
particulas virais, sendo a parte final do ciclo replicativo. As particulas virais
serdo montadas na superficie do reticulo endoplasmatico, dando origem a um
virus imaturo, ou seja, ainda nao € infeccioso (Lin et al., 2017). Este virus sera
transportado pelas redes do complexo de Golgi, estas apresentam um pH acido
propicio para que ocorra o rearranjo das proteinas presentes no envelope e a
clivagem proteolitica. ApOs esse processo as particulas serdo liberadas via
exocitose, para que ndo ocorra a montagem das particulas virais, algum
problema morfolégico ou funcional, deve estar ocorrendo com as células da
linhagem A7r5, portanto ela ndo apresentou permissividade ao ZIKV, mesmo
sendo suscetivel (Lin et al., 2017).

Nossos resultados demonstram o papel da infeccdo do ZIKV na
formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO) em cardiomioblastos murinos
e células do musculo liso aértico murino. As varias etapas do ciclo de
replicacdo viral interferem na homeostase do metabolismo celular,
desencadeando estresse nas células hospedeiras. Inumeros virus de RNA de
cadeia positiva, como o ZIKV, dependem das membranas do RE para se
replicarem, tais processos estarao envolvidos no desenvolvimento de estresse
oxidativo nestas células (Zhang et al., 2019). A relagéo entre estresse oxidativo
e a infeccao pelo ZIKV ainda ndo esta bem estabelecida, mas o estudo de
Gladwyn-Ng et al., (2018) mostrou que o ZIKV desencadeia estresse no RE no
cortex cerebral de fetos humanos pds-morte infectados, como também em

células-tronco neurais humanas infectadas. Sabe-se que o estresse do RE e o
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estresse oxidativo estdo relacionados com doencas que envolvem infecgao
viral (Chen, Burr, McGuckin, 2018).

Analisando os resultados in vivo verifica-se que o ZIKV foi detectado no
tecido esplénico de animais imunocompetentes, mas nao no tecido cardiaco e
soro, porém foram detectadas particulas infectantes virais no coracéo e baco,
através da técnica de isolamento viral, evidenciando de que por mais que nao
tenha sido detectado genoma viral pela técnica de PCR no coragéo, o ZIKV
realizou o seu ciclo replicativo com sucesso no tecido.

Além disso, os animais infectados apresentaram marcador de injuria
celular miocardica elevado (troponina T), estes achados sao similares aos
encontrados por Bai et al.,, (2020), porém vale ressaltar que seu estudo
verificou animais imunodeficientes e nos animais imunocompetentes nao
encontraram resultados significativos de troponina T (TnT) apds infecgao, ja em
nosso estudo apds 96h de infeccdo os niveis de TnT se mostraram
significativamente elevados. Em relagcdo as doencgas cardiovasculares a TnT é
um marcador de extrema importancia, aparecendo em evidéncia durante a
insuficiéncia cardiaca e infarto agudo do miocardio (IAM) (Park et al., 2017). Os
niveis de troponina aumentam diante de um processo de necrose miocardica,
onde a TnT apresenta um pico de elevagao até 48h apds o aparecimento dos
sintomas e estes podem se manter por até 10 dias (de Miranda & Lima, 2014),
mas durante a infecgdo pelo ZIKV verifica-se que os niveis de TnT podem
permanecer elevados por até 15 dias (Bai et al., 2020). Nossos resultados
indicam que o ZIKV infectou o tecido do miocardio como também ocasionou
les&do miocardica.

Durante a infecgao pelo ZIKV em humanos, verifica-se que os pacientes
apresentaram aumento de dimero D, disfungdo da cascata de coagulagao
(Ramaciotti, 2019), aumento da pressao arterial e protrombina (Abdalla, 2018),
logo buscamos investigar se animais imunocompetentes infectados com ZIKV
também apresentariam tais desfechos. O FXa desempenha um papel vital na
sequéncia enzimatica que culmina na produgao do trombo, ja que € uma serina
protease envolvida no processo de conversao do fibrogénio soluvel em fibrina

insoluvel terminando na produg¢do do coagulo. Ainda, o Fxa junto com o seu
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cofator FVa ira formar um complexo denominado protrombinase que atuara
sobre a protrombina, convertendo-a em trombina (Chapin & Hajjar, 2015; Pant,
Kopec, Luyendyk, 2018). Observou-se uma ativacdo de enzimas pro-
coagulantes nos coragdes infectados e também uma regulagdo negativa da
fibrindlise, indicando um estado pro-trombético apds infeccdo pelo ZIKV.
Durante as infecgdes virais, a ativagao do sistema de coagulagéo pode servir
como uma forma de defesa do organismo na tentativa de impedir sua
disseminagao (Subramaniam & Scharrer, 2018). Porém, essas infecgdes
podem causar lesdes teciduais e assim desequilibrar os sistemas de
coagulagao e fibrinolitico.

A regulacao negativa da calicreina encontrada nos individuos infectados
indica uma redugao na atividade da cinina ja que esta é a principal enzima
capaz de liberar bradicinina. Acredita-se que o sistema calicreina-cinina no
tecido cardiaco possa exercer um papel protetor sendo capaz de retardar o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e minizar os danos ao tecido durante
o |IAM (Hamid et al., 2020). Os estudos mostram que o sistema calicreina-
cinina pode aumentar o fluxo sanguineo, reduzir a area lesionada durante o
IAM e participar do processo de remodelagdo do ventriculo esquerdo apés a
lesdo (Magrini et al., 1987; Ruocco et al., 1995; Hamid et al., 2020). Logo, a
regulacédo negativa € uma evidéncia de que o sistema vassodilatador de cininas
durante a infecgao pelo ZIKV esta desregulado.

Além disso, observa-se um aumento significativo das aminopeptidases
APB e GLU-AP, mas uma diminuicdo de CAP em animais infectados. No
sistema de degradacdo das angiotensinas o angiotensinogénio é clivado pela
renina, originando angiotensina | (Ang-l), esta sera transformada em
angiotensina Il pela ECA, ja a angiotensina |l através das acgdes de AMP
degradara a angiotensina Ill e esta sera responsavel pela liberagdo da
vasopressina (Chappel, 2015; Bosso et al., 2020). O componente responsavel
pela degradagao da vasopressina € a CAP, que durante a infec¢do pelo ZIKV
estava diminuida, podendo indicar um quadro hipertensivo na infeccdo apoés
ZIKV. Esses dados corroboram com o estudo de Abdalla et al., (2018) que

observaram um paciente com crise hipertensiva (PA 240/120 mmHg) apds ser
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infectado pelo ZIKV, a pressao arterial permaneceu elevada mesmo apds o
inicio do tratamento (PA 238/120 mmHg). O desequilibrio das angiotensinas
também foi observado no estudo de Melo e colaboradores (2017) que
avaliaram 79 pacientes divididos em controle e infectados. A angiotensina (Ang
(1-7)) e Ang | foram reguladas positivamente apds a infeccdo, mostrando uma
tentativa de induzir autofagia das células infectadas (Melo et al., 2017).
Portanto, o Sistema Renina-Angiotensina (SRA) pode desempenhar um papel
importante na resposta imune a infeccdo pelo ZIKV. Ang (1-7) é responsavel
por ativar a via PI3K-AKT-mTOR (Giani et al., 2007), ao mesmo tempo, NS4A e
NS4B que sao proteinas nao estruturais no ZIKV, inibem a via de sinalizagao
AKT-mTOR (Liang et al., 2016). A sinalizagcao por meio do SRA (Ang (1-7))
persiste devido a infecgao viral e a modulag&o positiva de PI3K.

Até o momento, o mecanismo por tras desse desequilibrio nos aspectos
da coagulagao, vasodilatagao e hipertensao arterial, apos infecgao pelo ZIKV,
ainda nao estdo bem elucidados, mas sabe-se que outros flavivirus, como
DENV e YFV amarela, ocasionam alteragdes nos fatores de coagulagao
originando sangramentos e trombose venosa, como também disfungéo
vasodilatadora (Vasconcelos et al. 2003, Pesaro et al. 2003, Oliveira et al.
2018, Samarasekara & Munasinghe 2018, Ramacciotti et al. 2019, Yeung et al.
2020). Ainda, os dados encontrados na analise in silico apontam a forte
correlagdo entre DCV e infecgdo pelo ZIKV, pois os genes envolvidos estao
relacionados a doenga cerebrovascular, acidente vascular isquémico,
cardiomiopatia hipertrofica e hipertensdao pulmonar. Da lista de genes
presentes no banco de dados MalaCards, cerca de 390 genes relacionados
com DCVs foram encontrados no ZIKAVID, evidenciando a correlagao entre a
infeccao pelo ZIKV e o surgimento de patologias no sistema cardiovascular.

Os resultados do estudo in vivo também mostram elevado estresse
oxidativo no tecido cardiaco apés infeccao pelo ZIKV, e os dados apresentados
no experimento in silico mostram a forte correlagao da infecgdo do ZIKV com o
desequilibrio oxidativo no hospedeiro, onde as rotas metabdlicas mais afetadas
estdo relacionadas com a resposta ao estresse oxidativo. Geralmente as

infecgdes virais estimulam a producdo de EROs e inibem os niveis de enzimas
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enzimaticas (Almeida et al., 2020), porém neste estudo foi observado um
aumento significativo da SOD e GPx (enzimas antioxidantes) no tecido
cardiaco infectado, Almeida et al. (2020) verificaram baixos niveis de enzimas
antioxidantes no figado e cérebro de camundongos infectados com o ZIKV de
cepa brasileira. Porém, sabe-se que as alteracbes nos niveis de enzimas
antioxidantes podem variar conforme o tipo de célula e tempo de infecgao
(Camini et al., 2017), cabe ressaltar que até o momento o estresse oxidativo no
tecido cardiaco durante a infecgdo por ZIKV ainda nao foi explorado. Os dados
aqui apresentados mostraram o aumento nos niveis de marcadores de
estresse oxidativo e o recrutamento de enzimas antioxidantes para o sitio de
infeccdo. Portanto, estudos adicionais sao necessarios para elucidar os
possiveis danos clinicos relacionados a producao de radicais livres no tecido

cardiaco durante a infecgéo pelo ZIKV.

6. CONCLUSAO

A partir dos resultados encontrados neste trabalho podemos concluir que
células cardiacas sado suscetiveis e permissiveis a infeccdo pelo ZIKV,
principalmente na linhagem de cardiomioblatos murinos, pois neles o virus
conclui seu ciclo replicativo com liberagado de progénie viral e aumento de titulo
em 48 hpi. Além disso, a infecgdo pelo ZIKV culminou em lise celular e maior
producao de EROs em ambas as linhagens celulares.

Os animais imunocompetentes infectados apresentaram niveis elevados
de marcador de injuria celular com ativagao de enzimas pré-coagulantes e uma
regulacdo negativa da fibrindlise, indicando um estado pré-trombdtico nesses
animais. Ainda, a infeccéo pelo ZIKV no tecido cardiaco provocou producéo de
ERO e aumento nos niveis das enzimas antioxidantes, e os dados obtidos pela
analise in silico mostram a forte correlagao da infecgéo pelo ZIKV no aumento
de estresse oxidativo e no desenvolvimento de DCV. Assim, os resultados
apresentados neste estudo mostram fortes evidéncias de que, além de ser um

virus neurotrépico, o ZIKV possui tropismo pelo tecido cardiaco.
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Cabe ressaltar que este € o primeiro trabalho a evidenciar dano cardiaco
na infec¢ao por ZIKV em animais imunocompetentes, mostrando a importancia
de se investigar a patogénese do ZIKV em individuos saudaveis e a
necessidade do desenvolvimento de mais estudos para melhor compreender
os efeitos do virus no tecido cardiaco. O alerta se torna mais emergente visto
que recentemente foi langado o alerta para um novo surto global de ZIKV a

qualquer momento.

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Verificar a expressao do receptor AXL nas linhagens celulares cardiacas
e no tecido cardiaco durante a infecgdao pelo ZIKV. Posteriormente avaliar a
infecgdo do ZIKV em animais espontaneamente hipertensos e normotensos
com o objetivo de verificar se a infecgdo altera a presséo arterial sanguinea.
Ainda, pretende-se avaliar a atividade da angiotensina Il, ECA, CK-MB,

calcineurina e estresse oxidativo desses animais.
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