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RESUMO

A ouabaina (OUA) faz parte da familia dos esteroides cardiotbnicos e classicamente
atua como inibidor da Na*/K*-ATPase. Atualmente sua atividade imunomoduladora e
antiviral ja foi relatada em diversos estudos. O Zika virus (ZIKV) é um arbovirus capaz
de ocasionar disturbios neurolégicos, sendo que, a resposta inflamatéria desregulada
desempenha um papel importante durante a patogénese neural do virus Zika (ZIKV).
Atualmente, ndo existem vacinas ou antivirais disponiveis para tratar a doenca
causada pelo ZIKV. Dessa forma, diante das potencialidades da OUA, esse trabalho
teve como objetivo avaliar sua atividade antiviral e anti-inflamatéria contra o ZIKV,
utilizando linhagem celular de neuroblastoma humano (SH-SY5Y). Inicialmente, as
células SH-SY5Y foram tratadas com diferentes concentrag6es de OUA para avaliar
a citotoxicidade da substancia. Em seguida, ap6s 1 hora de infeccdo pelo ZIKV
(multiplicidade de infeccdo: 0.1), as células SH-SY5Y foram tratadas com OUA (18
nM) e as concentra¢des de citocinas pro-inflamatérias foram determinadas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e o titulo de ZIKV foi analisado pelo ensaio TCID50.
Também foi avaliado por ELISA a producdo das citocinas no sobrenadante de
cocultura entre células SH-SY5Y infectadas com ZIKV e macr6fagos humanos. OUA
reduziu significativamente a liberacdo de interleucina (IL)-6 induzida pelo ZIKV (em
25%), do fator de necrose tumoral (TNF)-a (em 50%) e o titulo de ZIKV (99,9%). Na
cocultura o tratamento com OUA das SH-SY5Y infectadas com ZIKV reduziu
expressivamente a producdo de IL-lbeta pela cocultura. Além disso, as vias de
sinalizacdo intracelular foram avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados
mostraram que a reducédo de IL-6 e TNF-a foi acompanhada pela supressédo de NF-
KB (em 75%), demonstrando a atividade anti-inflamatoria da OUA durante infeccéo
pelo ZIKV. Em adicdo, o tratamento com OUA foi capaz de restaurar a homeostase
da fosforilagdo de mTOR, ERK e p38, destacando o potencial desta molécula na
prevencdo de danos a neurogénese causados pelo ZIKV. Em conjunto, esses dados
evidenciam pela primeira vez a atividade anti-ZIKV e anti-inflamatdria da OUA contra
a infeccéo por ZIKV em linhagem de neuroblastoma humano. Além disso, este estudo
contribui para confirmar a efichcia de esteroides cardiotdbnicos como potenciais
agentes antivirais e imunomoduladores, tornando a OUA uma candidata promissora
contra o ZIKV.

Palavras-Chave: Arbovirus. ZIKV. Esteroides cardiotonicos. Inflamacdo. Resposta
imune.



ABSTRACT

Ouabain (OUA) is part of the cardiotonic steroid family and classically acts as an
inhibitor of Na+/K+-ATPase. Currently, its immunomodulatory and antiviral activity has
been reported in several studies. The Zika virus (ZIKV) is an arbovirus capable of
causing neurological disorders; in this context, the dysregulated inflammatory
response plays an important role during the neural pathogenesis of the Zika virus
(ZIKV). Currently, there are no vaccines or antivirals available to treat the disease
caused by ZIKV. Therefore, given the potential of OUA, this study aimed to evaluate
its antiviral and anti-inflammatory activity against ZIKV using a human neuroblastoma
cell line (SH-SY5Y). Initially, SH-SY5Y cells were treated with different concentrations
of OUA to evaluate the cytotoxicity of the substance. Then, after 1 hour of ZIKV
infection (multiplicity of infection: 0.1), SH-SY5Y cells were treated with OUA (18 nM),
and the concentrations of pro-inflammatory cytokines were determined by enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA), and the ZIKV titer was analyzed by TCID50
assay. The production of cytokines in the supernatant of the co-culture between ZIKV-
infected SH-SY5Y cells and human macrophages was also evaluated by ELISA. OUA
significantly reduced ZIKV-induced interleukin (IL)-6 release (by 25%), tumor necrosis
factor (TNF)-a (by 50%), and ZIKV titer (99.9%). In the co-culture, treatment with OUA
of ZIKV-infected SH-SY5Y cells significantly reduced IL-1B production by the co-
culture. Additionally, intracellular signaling pathways were evaluated by flow cytometry.
The results showed that the reduction of IL-6 and TNF-a was accompanied by NF-kB
suppression (by 75%), demonstrating the anti-inflammatory activity of OUA during
ZIKV infection. In addition, OUA treatment was able to restore the homeostasis of
MTOR, ERK, and p38 phosphorylation, highlighting the potential of this molecule in
preventing neurogenesis damage caused by ZIKV. Taken together, these data provide
the first evidence of the anti-ZIKV and anti-inflammatory activity of OUA against ZIKV
infection in a human neuroblastoma cell line. Moreover, this study helps confirm the
efficacy of cardiotonic steroids as potential antiviral and immunomodulatory agents,
making OUA a promising candidate against ZIKV.

Keywords: Arbovirus. ZIKV. Cardiotonic steroids. Inflammation. Immune response.
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1 INTRODUCAO

O virus Zika (ZIKV) € um flavivirus, envelopado e que apresenta genoma
formado por &cido ribonucleico (RNA) de fita Unica e senso positivo. Este virus
apresenta como principal vetor de transmissdo, os mosquitos do género Aedes, tal
qual Aedes (Stegomyia) aegypti e Aedes (Stegomyia) Albopictus, todavia também
pode ser transmitido de forma vertical, através de relacdes sexuais, transfusdes de
sangue, transplante de 6rgéos e exposicao laboratorial (Karkhah et al., 2018).

O ZIKV foi identificado pela primeira vez em 1947 na Floresta de Zika,
localizada na Uganda, contudo, apenas se tornou um virus de preocupacéao global nos
altimos anos, ap6s epidemia do virus no Brasil. Na ocasido a infeccédo pelo ZIKV foi
associada a incidéncia de deformidades congénitas em fetos, como a microcefalia,
bem como, de acometimentos do sistema nervoso em adultos, como a Sindrome de
Guillain-Barré (Musso; Ko; Baud, 2019).

Atualmente, sabe-se que a infeccéo pelo ZIKV é capaz de deflagrar a Sindrome
Congénita associada a infeccao pelo virus Zika (SCZ) em embrides e que uma das
possiveis manifestacbes desta Sindrome € a microcefalia. Além disso, ja se é
compreendido os mecanismos pelo qual o ZIKV pode comprometer o sistema nervoso
de individuos adultos, facilitando o desenvolvimento da Sindrome de Guillain-Barré
(Marban-Castro et al., 2021). Essas complica¢des derivam da capacidade do ZIKV de
infectar e induzir a apoptose de um amplo espectro de células do sistema nervoso,
como neurdnios, astrocitos, oligodendrécitos, células de Schawnn, células
progenitoras neurais e células progenitoras gliais. A acdo do virus nessas células
acaba por ocasionar também o desenvolvimento de um ambiente cerebral inflamatério
que por sua vez contribui para os efeitos deletérios do ZIKV no sistema nervoso
(Blackhurst; Funk, 2023).

Mesmo com 0s avangos na compreensdo de seus mecanismos virais, ainda
nao existem tratamentos especificos aprovados para a infec¢ao do ZIKV, além disso,
as vacinas com o desenvolvimento mais avancado, ainda estdo passando por testes
clinicos (De Sales-Neto et al., 2024). Diante dos riscos que o ZIKV apresenta para a
saude global, € imperativo a busca por tratamentos capazes de debelar sua infec¢ao
e prevenir suas complicacdes.

Neste contexto, a ouabaina (OUA) recebe destaque. A OUA é um esteroide

cardiotdnico enddégeno, encontrado no sangue de mamiferos em concentracdes
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variaveis. Assim como outros esteroides cardiotonicos, essa molécula é capaz de
interagir com a Na*/K* -ATPase e inibir sua atividade de forma dose-dependente
(Blaustein, 1993).

Além do efeito fisiologico classico da ouabaina como uma substancia inotropica
positiva, esta molécula apresenta diversas atividades biolégicas, como atividade
imunomoduladora, descrita tanto em modelos in vitro quanto in vivo (Leite et al., 2022).
Adicionalmente, ja foi elucidada a acdo antiviral da ouabaina contra 3 linhagens de
ZIKV: 0 ZIKV PE243 do Brasil (Carvalho et al., 2022), o ZIKV H/PF/2013 da Polinésia
Francesa e o ZIKV MRS da Martinica (Guo et al., 2020). Entretanto, ainda nao foram
investigados os efeitos antivirais e imunomodulatérios da ouabaina em linhagens de
células neurais infectadas com o ZIKV.

Diante do que foi exposto, o presente trabalho buscou investigar a atividade
antiviral e imunomodulatéria da ouabaina contra o ZIKV, utilizando a linhagem de
neuroblastoma humano SH-SY5Y, visando obter uma melhor compreensdo dos

mecanismos moleculares envolvidos neste processo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Ouabaina e seus efeitos imunomodulatoérios

Isolada e cristalizada por Leon-Albert Arnaud de cascas do tronco da &rvore
Acokanthera schimperi (Arnaud, 1888), ouabaina foi classificada como esteroide
cardiotdnico e por muito tempo creditada como uma molécula oriunda do metabolismo
secundario de plantas. Apresenta como estrutura molecular, um nudcleo esteroidal
ligado a um anel lactona de 5 membros e a um acucar (ramnose) como pode ser

observado na Figura 1 (Leite, 2012).

Figura 1 - Estrutura da ouabaina.

0
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Fonte: Leite, 2012. Anel de lactona de 5 membros encontra-se ligado em C17. O aglcar ramnose
encontra-se ligado em C3. O nlcleo esteroide da ouabaina é altamente oxigenado (oxigénio nas
posicdes C1, 3, 5, 11, 14 e 19). Composto altamente hidrossolluvel e pouco absorvido pelo trato

gastrointestinal.

Com base em sua estrutura, classifica-se como um esteroide cardioténico e
como outros representantes desta familia de moléculas é capaz de interagir com a
Na'/K*-ATPase e inibir sua atividade (Blaustein, 1993). Esta proteina € uma bomba,
gue € expressa na membrana plasmatica das células de diversos organismos de
forma ubiquitinosa. Atua promovendo o transporte dos ions sodio e potassio atraves
da membrana plasmatica contra os seus gradientes de concentragdo, para tal, realiza
hidrolise de ATP, em vista de fornecer a energia necessaria para ocorréncia deste
transporte ativo (Shatzmann, 1953).

Historicamente, os esteroides cardioténicos foram utilizados para tratar

insuficiéncia cardiaca congestiva devido a agdo cardiotbnica que era observada
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mediante administracdo destas moléculas (Rosen; Moran, 1963). Entretanto, o
mecanismo envolvido nesse efeito fisiologico era desconhecido. Em 1960, descobriu-
se o trocador Na*/Ca* no musculo cardiaco de mamiferos, o que permitiu postular a
hip6tese de que a inibicdo da atividade da Na*/K*-ATPase realizada pelos esteroides
cardiotdnicos ocasionava a perda do gradiente eletroquimico dos ions Na* e K*, o que
promoveria reversao do trocador Na*/Ca*, ocasionando aumento da concentracao de
ions célcio no citosol. Essa ocorréncia em células do musculo cardiaco, levaria a
elevacao da forca de contracdo cardiaca, o que explicaria os efeitos positivos da
utilizacdo dos esteroides cardiotbnicos no tratamento da insuficiéncia cardiaca
obstrutiva (Akera; Brody, 1977).

A ouabaina por muito tempo foi considerada uma molécula exégena, porém em
1991, Hamlyn e colaboradores identificaram a presenca de ouabaina endégena no
plasma de mamiferos. Futuramente, observou-se que a ouabaina era produzida pela
glandula adrenal e tinha sua liberacdo controlada pelo aumento das concentracdes
plasméticas de sodio, angiotensina Il e horménio adrenocorticotrofico (ACTH)
(Schoner, 2000). Diante da descoberta de que a ouabaina era sintetizada pelo
organismo e liberada na corrente sanguinea frente perturbacées da homeostase
controlando processos fisioldgicos, esta molécula passou a ser considerada um
horménio esteroidal (Schoner, 2002).

Mesmo que a Na'/K*-ATPase seja 0 Unico receptor estabelecido para os
esteroides cardiotbnicos e que sua inibicao leve a modificagdes no equilibrio ibnico
celular (Dvela et al., 2007), diversos estudos demonstraram que a Na*/K*-ATPase
também atua como uma importante transdutora de sinal (Fan; Xie; Tian, 2017). Tal
fato esta relacionado com uma populacéo especifica de Na*/K*-ATPase localizada em
regides da membrana celular conhecidas como calvéolas. Essas bombas calveolares
nao desempenham o papel classico de transporte ibnico pois encontram-se ligadas a
guinase Src, que mantém seu funcionamento inativo (Liang et al., 2007). Quando um
esteroide cardiotonico se liga a estas bombas, ocorrem mudangas conformacionais
que levam a ativacdo da Src com subsequente fosforilagcdo de varias tirosinas,
deflagrando vias de sinalizacdo celular que podem controlar processos como
proliferagdo e motilidade celular (Barwe et al., 2005; Liu, 2004) a expresséo de genes
(Xie; Askari, 2002) e a apoptose (Wang et al., 2003).

Dialogando com a descoberta dos efeitos modulatorios dos esteroides

cardiotonicos nao relacionados com a inibicAo da atividade da Na*/K*-ATPase,
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diferentes estudos evidenciaram atividade imunomoduladora da ouabaina, tanto em
células da imunidade inata como da imunidade adaptativa (Rodrigues-Mascarenhas
et al., 2009). Foi demonstrado que a ouabaina é capaz de inibir a proliferacdo de
linfécitos induzida por mitdgenos (fito-hemaglutinina - PHA) (Dornand et al., 1986).
Também foi observado que este efeito se repetia utilizando outros estimulos, como
éster de forbol (Brodie et al., 1995; Olej et al., 1994), anti-CD3 (Szamel et al., 1995),
ionoforo de célcio (Jensen et al., 1977) e interleucina (IL)-2 (Redondo; Lopez Rivas;
Fresno, 1986).

No entanto, apesar do efeito inibitério sobre a proliferacao linfocitaria, as células
estimuladas com PHA e tratadas com ouabaina expressavam CD69, molécula
relacionada ao processo de ativacao celular (Aussel et al., 1996; Pires et al., 1997),
indicando que elas eram responsivas aos estimulos, porém ndo conseguiam
prosseguir no ciclo celular. Esse efeito ocorria, em parte, pela inibicdo da expressao
de CD25 e/ou liberacéo de IL-2 (Dornand et al., 1986; Olej et al., 1994; Szamel et al.,
1995).

Apesar do seu efeito antiproliferativo, foi demonstrado que a ouabaina néo
interfere no efeito citotoxico de células NK (natural killer) (De Moraes et al., 1989) e
células LAK (lymphokine-activated killer) (Olej et al., 1994). Além disso, evidenciou-se
também que a ouabaina modula negativamente a maturacdo de linfécitos B (De
Moraes et al., 1989).

A ouabaina também atua em timdcitos de coelho inibindo a proliferacéo celular
(Szamel; Schneider; Resch, 1981), induzido a expressao de CD69, através do influxo
de calcio (Rodrigues-Mascarenhas et al., 2003), inibindo a ativacdo da MAPK p38 e
reduzindo os niveis do fator nuclear de ativacdo de células T cl (Rodrigues-
Mascarenhas et al.,, 2009). Ademais, estudos apontam que a ouabaina atua
sinergicamente com glicocorticoides para induzir atrofia timica (Rodrigues-
Mascarenhas; Dos Santos; Rumjanek, 2006).

Em mondcitos humanos, a ouabaina regula negativamente a expresséo de
mCD14, uma molécula de superficie envolvida na resposta contra bactérias Gram-
negativas, por meio da ativacéo do receptor do fator de crescimento epidérmico e da
MAPK p38 (Valente et al., 2009). Além disso, mondcitos tratados com ouabaina
apresentam niveis elevados de CD69, HLA-DR, CD86 e CD80, marcadores de
ativacao celular, além de aumentar a capacidade fagocitica dessas células (Teixeira;

Rumjanek, 2014).
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O efeito da ouabaina sobre a producéo de citocinas depende do estado de
ativacao celular. Na auséncia de estimulos, a ouabaina pode induzir a producédo das
citocinas pro-infamatorias IL-1p e TNF-a e diminuir a produgéo de IL-6 em mondcitos
(Foey; Crawford; Hall, 1997). No entanto, quando estes s&o estimulados com
lipopolissacarideo (LPS), o tratamento com ouabaina reduz os niveis dessas trés
citocinas (Matsumori et al., 1997).

Nosso grupo vem demonstrando que ouabaina, e outros esteroides
cardiotonicos (p.ex., marinobufagina) (Carvalho et al., 2019), apresentam efeito anti-
inflamato6rio em diversos modelos, com reducdo da migracdo de células para o sitio
inflamado, modulacéo de fatores de transcricdo e diminuicdo da sintese de citocinas
pré-inflamatérias (Cavalcante-Silva et al., 2017)

De Vasconcelos e colaboradores (2011) demonstraram que o tratamento com
a ouabaina reduz o edema de pata induzido por zimosan, carragenina, prostaglandina
E2, bradicinina e pelo composto 48/80. Em conjunto a isso, a ouabaina reduz a
resposta inflamatéria desencadeada pela infeccdo causada por Leishmania
amazonensis em camundongos (Jacob et al., 2013) e também modula negativamente
0s processos alérgico e inflamatério nos pulmdes, reduzindo a migracéo eosinofilica,
a producdo de citocinas do perfil Th2 e atenuando a presenca de muco nos
bronquiolos (Galvao et al., 2017; Galvao et al., 2022). Adicionalmente, nosso grupo
demonstrou que a ouabaina reduz a permeabilidade vascular e os niveis de IL-1B3 e
TNF-a, efeito associado a redugao da translocagéo do fator nuclear kB (NF-kB) para
0 nucleo celular (Leite et al., 2015), além de reduzir a fosforilagdo da MAPK p38 em
neutroéfilos estimulados por zymosan, potencialmente interferindo no processo de
migracdo destas células (Cavalcante-Silva et al.,, 2021). Em acordo com estas
descobertas, outros grupos também demonstraram o efeito inibitério da ouabaina na
migracao de neutrofilos in vivo e in vitro (Olej et al., 1994; Ray; Samanta, 1997; Ward,;
Becker, 1970).

Diante do que foi exposto, percebe-se que a ouabaina apresenta, de forma bem
descrita, atividade imunomodulatéria em diversos modelos, sendo capaz de inibir a
proliferacdo linfocitaria, migracdo de leucocitos para o sitio inflamado, reduzir a
producdo de citocinas e mediadores da inflamacdo e modular vias celulares
associadas a resposta inflamatoéria, como a sinalizagcdo do NF-kB (Leite et al., 2022;

Cavalcante-Silva et al., 2017)
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2.2 Atividade antiviral da ouabaina

Além da capacidade imunomoduladora da ouabaina e de outros esteroides
cardiotonicos, a atividade antiviral dessas moléculas vem sendo descrita para diversos
virus, tanto de RNA quanto de DNA, através de mecanismos de ac¢do distintos que
interferem em diferentes fases do ciclo de replicacdo do viral (Amarelle; Leucona,
2018).

A ouabaina demonstrou inibir in vitro a replicacdo do citomegalovirus humano
(HCMV), um virus de DNA amplamente distribuido na populacdo mundial que
desempenha perigo para pacientes imunossuprimidos e recém-nascidos podendo
desempenhar graves complicacdes neurologicas. Na ocasido, a ouabaina ndo apenas
inibiu a sintese de proteinas virais como reduziu a ativac¢ao do fator de transcricdo NF-
KB (Kapoor et al., 2012), o que ressalta o efeito duplo desta molécula, que é capaz de
atuar como uma molécula antiviral e apresentar atividade imunomoduladora.

Outro estudo utilizando o virus de DNA herpes simplex virus (HSV) demonstrou
gue o tratamento com ouabaina de células Vero infectadas reduziu a expressao de
genes associados com a replicagédo do HSV (Dodson et al., 2007).

No que tange o efeito da ouabaina contra virus de RNA, j& foi demonstrado que
a ouabaina em concentracfes nanomolares, é capaz de inibir a replicacdo dos virus
da influenza (IAV) HIN1 e H3N3 e o mecanismo pelo qual essa molécula exerce seu
efeito antiviral possivelmente relaciona-se com a Na*/K*-ATPase (Amarelle et al.,
2019; Mi et al., 2010). Isso dialoga com estudo de Hoffmann (2008) que demonstrou
gue o aumento das concentracdes de ions sédio no meio intracelular prejudica o
processo de replicacdo do virus da Influenza, como o tratamento com a ouabaina é
capaz de elevar os niveis citoplasmaticos de ions sodio, isso explicaria sua atividade
antiviral posteriormente descrita para este virus. Corroborando com a importancia da
Na*/K*-ATPase na replicacdo do virus da Influenza, estudo de Mi et al., (2010)
mostrou que células nocautes para a subunidade B1 desta bomba, apresentavam
menor replicacéo do virus da Influenza.

Contribuindo para os efeitos antivirais da ouabaina, foi demonstrado que o
tratamento com ouabaina, em baixas concentracbes, foi capaz de reduzir a
internalizacdo celular de virus da familia coronavirus (CoV) (Islam et al., 2020).
Adicionalmente, foi demonstrado que a ouabaina apresenta atividade antiviral contra

0 coronavirus da gastroenterite (TGEV) de forma dependente da sinalizacdo PI3K —
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PDK1, reduzindo também os niveis da citocina pro-inflamatoria IL-6 previamente
aumentados pela infeccdo por esse coronavirus (Yang, 2018).

Outros virus pelo qual a agéo antiviral da ouabaina foi também observada séo:
o virus Ebola (Dowall et al., 2016; Garcia-Dorival et al., 2014), o virus causador da
Chikungunya (CHIKV) (Ashbrook et al., 2016) e do virus da encefalite japonesa (Guo
et al., 2020).

Em adicao a isso, nosso grupo demonstrou efeito antiviral da ouabaina contra
0 ZIKV, estabelecendo também através de ensaios in silico possiveis alvos
moleculares em que a ouabaina apresenta afinidade de ligacdo, a exemplo das
proteinas virais NS5 e NS3 (Carvalho et al., 2022), que como ja demonstrado sao
essenciais para replicagéo do ZIKV.

Diante do que foi exposto, percebe-se que a ouabaina é uma molécula com
potencial de ser utilizada como antiviral, sendo necessario avaliar sua atividade contra
0S mais variados tipos virais. Seu mecanismo de atuacdo possivelmente envolve a
Na*/K*-ATPase (Figura 3), contudo vias de atuacdo alternativas ndo podem ser
descartadas e devem ser investigadas. Nesse contexto, o ZIKV torna-se um candidato
valido para ser avaliado o efeito antiviral da ouabaina, principalmente em células

neurais, por motivos que serdo melhor explorados posteriormente.
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Figura 2 — Atividade antiviral da ouabaina

00
e
HO. |
5 HO.
HOL A~ HO\\I .
SPeOL
OH

OH

.

Na‘'/K'-ATPase .

P

Mudangas Transdugao
idnicas de sinal

\ Replicagdo \/

viral

Célula

0

Q) % @

i ® L g~

HCMV CoV 1AV CHIKV

,
¥

%

Fonte: Adaptado de De Sales-Neto e colaboradores (2024). O efeito antiviral da ouabaina esta
relacionado com o seu receptor a Na*/K*-ATPase. Esta ligagdo pode resultar em alteracdes nas
concentracdes intracelulares de sodio e/ou também desencadear uma transdugéo de sinal. Ambos os
mecanismos estdo envolvidos na capacidade da molécula em bloquear a replica¢do viral. HCMV:
citomegalovirus humano; CoV: Coronavirus; IAV: Virus da Influenza; CHIKV: virus da Chikungunya.

2.3 ZIKV: da descoberta ao surto

O ZIKV é um flavivirus transmitido principalmente através da picada de
mosquitos do género Aedes competentes (Alissa; Alsuwat; Alzahrani, 2024), porém
também pode haver transmissao através de relagbes sexuais, transfusdo sanguinea,
transplante de orgaos e de forma vertical, ou seja, da mae para o feto durante a
gravidez (Masmejan et al., 2020). E o virus causador da febre Zika, porém é capaz de
deflagrar outras comorbidades como a sindrome de Guillain-Barré (GBS) em adultos
e a sindrome congénita do Zika (SCZ) em fetos (Pierson; Diamond, 2018).

Foi isolado pela primeira vez em 1947 de macacos rhesus febris, na floresta de
Zika, localizada em Entebbe, na Uganda (Dick; Haddow, 1952). Apés sua

identificagcdo, foram registrados menos de 20 ocorréncias de humanos infectados e
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todas restritas a regido onde o virus foi inicialmente foi isolado (Faye et al., 2014).

Todavia, em 2007, na regido da Micronésia, mais especificamente na ilha Yap,
houve um surto de infecgbes pelo ZIKV, nesta ocasido, aproximadamente 3\4 da
populacdo da ilha se infectou com o virus, apresentando apenas sintomas leves, como
febre, dores nas juntas, manchas na pele e conjuntivite (Duffy et al., 2009).

Posteriormente, houve outro surto de ZIKV, desta vez na Polinésia Francesa,
entre outubro de 2013 e marco de 2014 (Cao-Lormeau et al., 2013), foi durante este
surto que se relatou pela primeira vez casos de GBS concomitantes a infec¢ao pelo
ZIKV e questionou-se a respeito das possiveis complicacfes que uma infeccdo com
sintomas comumente brandos poderia ocasionar (Oehler et al., 2014).

O maior surto de ZIKV da historia ocorreu em 2015 no Brasil, com posterior
disseminacgdo do virus para outros paises da regido (Fauci; Morens, 2016). Em 2017,
0 ZIKV ja circulava em 52 paises das Américas, com mais de 22 mil casos confirmados
e 580 mil suspeitas (Pierson; Diamond, 2018). Durante este surto foi visualizado um
maior niumero de bebés nascidos com deformidades congénitas, principalmente
relacionadas ao desenvolvimento neural, como a microcefalia, o que acabou por
estabelecer a relacao entre a infeccao pelo ZIKV de mulheres gravidas e o nhascimento
de bebés com deformidades congénitas, ressaltando a capacidade deste virus de ser
transmitido de forma transversal (Johansson et al., 2016). Juntamente a iSso, 0S casos
de GBS também se exacerbaram durante este periodo, expressando mais uma vez a
relacdo entre esta sindrome e a infeccao pelo ZIKV (Capasso et al., 2019). Diante
destes agravamentos e de sua dissemina¢do no mundo, a infeccao pelo ZIKV deixou
de ser uma ocorréncia local com pouco impacto, cuja infeccdo ocasionava sintomas
brandos, para um problema de preocupacéo global que necessitava ser compreendido
e manejado, visando o bem-estar da humanidade (de Oliveira et al., 2017). Hoje,
casos de ZIKV ja foram reportados em mais de 80 paises, com maior expressividade
em regides tropicais e subtropicais onde 0s mosquitos vetores encontram-se
presentes (Agarwal; Chaurasia, 2021).

Apesar da potencialidade do ZIKV em comprometer a saude global, até o
momento, ndo existem tratamentos especificos aprovados ou vacinas desenvolvidas
disponiveis para prevenir ou debelar a infeccdo causada pelo virus e as doencas
associadas a mesma (Haddad et al., 2024). Dessa forma, é essencial compreender
0S mecanismos virais exercidos pelo ZIKV que permitem sua proliferacdo no

organismo, bem como as respostas imunolégicas que sao deflagradas mediante
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infeccdo, uma vez que entender como o ZIKV tem sucesso proliferativo e exerce sua
patogenicidade é essencial no desenvolvimento de estratégias para prevenir e tratar

as doencgas causadas por este virus.

2.4 O ZIKV e sua funcionalidade estrutural

Para compreender de forma holistica o ZIKV e suas interacbes com o
hospedeiro, é necessario visualizar suas partes formadoras e compreender as suas
funcBes. Sabe-se que o ZIKV é um pequeno virus de RNA de fita Unica e envelopado,
capaz de adentrar as células hospedeiras através de endocitose mediada por
receptores (Mirza et al., 2022). A particula viral € composta por 3 proteinas estruturais,
7 proteinas nédo estruturais e pelo seu genoma que consiste em RNA ribossomal, que
é traduzido em uma Unica poliproteina na qual € clivada para originar as distintas
proteinas virais, como pode ser observado na Figura 1 (Sirohi; Kuhn, 2017). As
proteinas envelope (E), membrana (M) e capsular (C) sdo as proteinas estruturais do
virus. As proteinas E e M interagem entre si formando um heterodimero que se
encontra ancorado na membrana lipidica do virus através de uma estrutura de hélice
transmembrana que por sua vez tem conexdo com a proteina C no envelope lipidico
(Perera et al., 2023). No ZIKV imaturo, ao invés da proteina M, encontra-se presente
sua proteina precursora, a proteina pré-membrana (prM). As proteinas prM\M e E
passam por diversas modificagcdes conformacionais durante o ciclo de vida do ZIKV,
apresentando-se de formas distintas no virus maduro, imaturo e durante sua fuséo a

membrana plasmatica das células (Feng et al., 2024).
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Figura 3 — Estrutura do ZIKV e seu genoma
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Fonte: Adaptado de Feng (2024)

A proteina estrutural E é uma proteina de membrana que confere estrutura,
permite a adeséo viral e a penetracdo do ZIKV nas células hospedeiras. Esta proteina
se liga a receptores presentes na superficie das células permitindo a adesao viral.
Uma vez que o virus esteja aderido, a proteina E mediara a fusdo entre o virus e a
célula hospedeira com a consequente transferéncia do material genético viral para
essas células, tal processo ocorre através de sequencias de alteracBes estruturais
gue em ultima instancia possibilitam a entrada viral (Hu et al., 2021).

A proteina estrutural prM participa da montagem, liberagdo e maturacéo viral,
além de contribuir com a infectividade do ZIKV. Mediante replicacéo viral, a proteina
prM recém-formada, interage com a proteina E, originando a particula viral imatura. A
proteina prM protege a proteina E de mudancas conformacionais irreversiveis
induzidas pelo ambiente acido do complexo de Golgi, impedindo a fusdo prematura
das particulas virais com a membrana celular da célula hospedeira (Mulgaonkar et al.,
2022). Além disso, prM também é necessaria para o correto dobramento da proteina
E e para a estruturacdo das particulas virais. Durante o translado das particulas virais
imaturas através do ambiente acido do complexo de golgi, a proteina prM sofre

mudancas conformacionais que possibilitam a acdo da protease furina, essa por sua
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vez cliva prM em duas proteinas, a proteina M e a proteina precursora, que embora
separadas permanecem aderidas a estrutura viral. Quando as particulas virais séo
liberadas no meio extracelular, a mudanca para um ambiente com o pH neutro faz
com que a proteina precursora se dissocie da estrutura do virus, contudo a proteina
M permanece aderida a particula viral, 0 que completa seu processo de maturacao
(Dai et al., 2016). A proteina M compreende uma porcao significativa da membrana
externa da particula viral e est4 envolvida em diversas interagées entre o ZIKV e as
células hospedeiras (Feng et al., 2024).

A proteina estrutural C é necessaria para 0 processo de montagem e
empacotamento das particulas virais. Esta proteina é capaz de interagir com 0 RNA
do genoma viral e recrutar particulas celulares para encapsular este genoma. A
proteina C madura também atua regulando o processo de replicacao viral e é capaz
de alterar o ambiente intracelular das células hospedeiras em prol da replicacdo do
ZIKV (Zhang et al., 2021).

As proteinas ndo estruturais, denominadas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 e o RNA ribossomal contendo os genes virais, sdo englobados pelas
proteinas estruturais, formando assim o virion do ZIKV. O RNA ribossomal viral € o
material genético primario do ZIKV e depende das proteinas ndo estruturais para ser
replicado (Surya; Honey; Torres, 2024).

A proteina NS1 esta envolvida em mudltiplos estagios do ciclo de infec¢do do
ZIKV, a exemplo da replicacao viral e da formacgé&o de vesiculas, além de interagir com
diversas proteinas do hospedeiro envolvidas com o processamento de RNA,
regulacédo da expressdo génica e homeostase celular. Além disso, essa proteina ndo
estrutural também esté relacionada com a capacidade do ZIKV em evadir do processo
de monitoramento do sistema imunolégico e é conhecida por contribuir com o avanco
da doenca causada pelo ZIKV ao alterar o glicocalix endotelial e as conexdes
intercelulares das células hospedeiras, levando a producdo de citocinas pro-
inflamatorias e de autoanticorpos (Perera et al., 2023). A proteina NS3 atua
juntamente com a proteina NS2B, necessitando que estejam conectadas para
exercerem sua funcéo de forma efetiva, NS3-NS2B sao proteases e sao essenciais
para a proliferacéo viral uma vez que clivam a poliproteina viral originando as diversas
proteinas estruturais e ndo estruturais do ZIKV (Hilgenfeld; Lei; Zhang, 2018). A
proteina NS5 é a maior e mais conservada proteina do ZIKV, consiste em um dominio

estrutural N-terminal que atua como uma metiltransferase e um dominio estrutural C-
24



terminal que atua como uma RNA-polimerase dependente de RNA, sendo essencial
para a replicacdo do RNA viral (Wang et al., 2018). Além disso, essa proteina também
€ responsavel por interferir negativamente na sinalizacdo do interferon ao inibir a
fosforilacdo de STAT1 e degradar STAT2 (Xie; Zeng, 2021). Por fim, NS2A, NS4A e
NS4B estéo relacionadas com a patogenicidade do ZIKV em humanos e interferem
nas respostas imunologicas ao virus, contudo suas estruturas ainda nao foram
definidas (Feng et al., 2024).

Dessa forma, para fins de compreensdo, entende-se que as proteinas
estruturais do ZIKV sdo essenciais para conferir a forma das particulas virais,
orquestrar o processo de maturacao e liberacdo do virus, proteger o material genético
do virus, identificar receptores das células hospedeiras permitindo adesédo e
internalizacao viral, além de dar suporte para o processo de replicagdo viral, enquanto
as proteinas nao estruturais sdo essenciais para replicacdo do RNA viral,
processamento do produto obtido pela tradu¢do do RNA viral, além de interagir com
diversas proteinas do hospedeiro, controlando processos de evasao viral e modulando
respostas inflamatorias e portanto estdo associadas com a viruléncia e a

patogenicidade do ZIKV.

2.5 Ciclo de replicacdo do ZIKV e a resposta antiviral do hospedeiro

O ciclo replicativo do ZIKV se inicia durante o repasto sanguineo de mosquitos
Aedes competentes que apresentem particulas de ZIKV viaveis em seu trato
gastrointestinal. Mediante picada, ocorre inoculacédo do virus diretamente na derme
do individuo, juntamente com o fluido salivar do mosquito (Martina; Koraka; Osterhaus,
2009). Entdo, os virus inoculados se ligam as células alvo através de diversas
estruturas, como a molécula de adesao intercelular 3 especifica de células dendriticas
(DC-SIGN) e proteinas receptoras de fosfatidilserina, como o receptor de tirosina
cinase 3 (TYRO3) e o receptor de tirosina cinase AXL, de forma que a interagéo do
ZIKV com essas estruturas € essencial para o processo de adeséo e replicacao viral
nas ceélulas hospedeiras (De Sales-Neto et al., 2024). Dentre os diversos receptores
celulares que interagem com o ZIKV, o receptor AXL recebe destaque por estar
associado a susceptibilidade de fibroblastos a infec¢éo pelo ZIKV (Hamel et al., 2015).
Este receptor € bem expresso em celulas da glia e em células do cértex humano em

desenvolvimento, o que pode explicar o tropismo que o ZIKV apresenta para estes
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tipos celulares (Mwaliko et al., 2021). O ZIKV interage com o receptor AXL através da
proteina do gene 6 especifico de crescimento (Gas6) que apresenta afinidade por
fosfatidilserina, que encontra-se presente na membrana viral do ZIKV. Dessa forma,
quando a proteina Gas6 que se encontra interagindo com o ZIKV encontra um
receptor AXL e se liga a ele, uma interacéo indireta ocorre entre AXL e ZIKV, o que
facilita o processo de internalizacao viral (Meertens et al., 2017).

Uma vez que a particula do ZIKV é internalizada na célula, o RNA viral é
liberado, dando inicio ao processo de traducdo das proteinas virais, que resulta em
uma unica poliproteina que € formada pelas proteinas estruturais C, prM/M e E bem
como pelas proteinas ndo estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5
(Pielnaa et al., 2020). A poliproteina do ZIKV é clivada por proteases do hospedeiro e
pela protease viral NS3, que atua em conjunto com o co-fator NS2b para formar o
complexo proteolitico ativo NS2b3 (Sha et al., 2018). As proteinas nao estruturais do
ZIKV encontram-se colocalizada em vesiculas derivadas da membrana do reticulo
endoplasmatico, formando o complexo de replicacao viral. Dentro desses complexos
de replicacdo, a proteina NS3 desempenha fungéo de helicase e a proteina NS5
funcdo de RNA polimerase dependente de RNA, juntas estas proteinas orguestram o
processo de replicacdo do genoma viral (Neufeuldt et al.,, 2018). As proteinas
estruturais do ZIKV em conjunto com diversas proteinas nao estruturais, passam pelo
processo de montagem viral na membrana do reticulo endoplasmatico e entdo as
novas particulas virais formadas saem da célula, completando o ciclo infeccioso
(Sherman; Gack 2019).

Durante infec¢des virais, fagocitos profissionais como células dendriticas
(DCs), neutrdfilos, mondcitos e macrofagos sédo capazes de detectar a presenca viral
e montar respostas imunoldgicas antivirais que contribuem com a eliminacdo do
patdbgeno em questdo (Sekaran et al., 2022).

Para detectar a incidéncia de um virus no organismo, as células do sistema
imune inato reconhecem lipideos, sequéncias de acidos nucleico e carboidratos que
comumente compdem a estrutura de diversos virus e geralmente sdo essenciais para
sua viruléncia e sobrevivéncia. Essas moléculas oriundas de patdégenos que séo
reconhecidas pelo sistema imune inato sdo chamadas de padrbes moleculares
associados a patdégenos (PAMPs). Alem das PAMPs, as células do sistema imune
inato também reconhecem padrbes moleculares associados a danos (DAMPS) que

costumam ser liberados pelas células durante a infecgéo viral. As PAMPs e as DAMPs
26



sao reconhecidas através de receptores de reconhecimento de padrdo (PRR). Sao os
PRRs que permitem que células do sistema imune inato reconhecam a presenca viral
no organismo. Um dos principais PRRs envolvidos no reconhecimento viral sdo os
receptores do tipo Toll (TLRs) (Sekaran et al., 2022).

Os TLRs séao receptores de reconhecimento de padrdo capazes de se ligar a
uma grande variedade de moléculas oriundas de patdgenos e moléculas endégenas
associadas ao dano celular (Aluri; Cooper; Schuettpelz, 2021). Esses receptores séo
proteinas transmembranas do tipo 1 formados por 3 dominios: o dominio de
reconhecimento de ligantes rico em repeticdes de leucina, o dominio transmembrana,
e o dominio de homologia do receptor Toll/IL-1 (Gay et al., 2014). Se tratando do
reconhecimento do ZIKV e montagem da resposta antiviral, os TRLs mais envolvidos
sdo TRL3 (Dang et al., 2016), TLR7 (Santos et al., 2023) e TRL8 (Garcia JR et al.,
2023). TRL3 reconhece RNA de fita dupla (dsRNA) viral, enquanto TRL7 e TRLS8
reconhecem RNA de fita Unica (ssRNA) (Kawasaki; Kawai, 2014).

Mediante reconhecimento de dsRNA, TLR3 € ativado e interage com o fator
indutor de interferon relacionado ao dominio Toll/IL-1 (TRIF), ativando o mesmo. Uma
vez ativo TRIF se liga ao fator associado ao receptor do fator de necrose tumoral
(TRAF) 3 e a quinase 1 ligada ao receptor do fator de necrose tumoral (TBK1) o que
leva a ativacdo dos fatores reguladores de Interferon (IRF) 3 e 7, que entdo se
translocam para o nucleo celular e regulam positivamente a producao de citocinas pro-
inflamatdrias (Oshiumi et al., 2003). TRIF ativo também interage com TRAF6 que
entdo fosforila o fator nuclear kB (NF-kB) e modulando positivamente a via das
proteinas quinase ativadas por mitdgenos (MAPKs) (Sato et al., 2003). NF-kB
fosforilado adentra o nucleo celular e induz a expressédo de genes relacionados com
a inflamagéo. Além disso, MAPKs fosforiladas ativam diversos substratos, como
fatores de transcricdo que assim como NF-kB, ao serem ativos migram para o nucleo
celular e induzem a expresséo de genes também relacionados com a inflamagé&o (Kim;
Choi, 2010). Os produtos obtidos da expressao destes genes, incluem quimiocinas,
MHC, co-estimuladores e citocinas pro-inflamatérias (Medzhitov, 2001) como
Interleucina (IL)-1pB, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF) -a e interferons (IFN) do tipo
1 (Da silva et al., 2019).

JATRL7 e TRL8 ao reconhecerem ssRNA no endossomo, se ativam e recrutam
a molécula da resposta priméaria de diferenciacdo mieloide 88 (MyD88) que entdo

interage com as quinases associadas ao receptor de interleucina 1 (IRAK) 1 e 2,
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formando um complexo que interage com TRAF6 levando a ativacdo de NF-kB e IRF7
0 que resulta na producdo de moléculas associada a inflamacéo, especialmente IFN
do tipo 1 (Mogensen et al., 1999)

Os IFN do tipo 1 produzidos mediante ativacédo dos TRLs, como descrito acima,
sdo as principais citocinas envolvidas na resposta antiviral. Quando IFN-a e IFN-B
interagem com o receptor de IFN-a/B (IFNAR) que se encontra presente na superficie
das células, mecanismos celulares sdo ativados culminando com a inibicdo da
replicagéo viral (Da silva et al., 2019).

IFNAR é composto de duas subunidades (IFNAR1 e IFNAR2), quando IFNs do
tipo 1 se ligam a subunidade IFNAR1, ocorre recrutamento e ativacdo de Janus
quinase 1 (JAK1) e tirosina quinase 2 (TYK2). Estas quinases ao serem ativas
promovem fosforilagdo e dimerizacéo do transdutor de sinal e ativador de transcrigéo
(STAT) 1 e 2 (Mogensen et al., 1999). O dimero formado interage com IRF-9 formando
um complexo chamado de fator 3 de genes estimulados por interferons (ISGF3).
ISGF3 migra para o nucleo celular e ativa a transcricao de genes induzidos por IFNs
do tipo 1 através do elemento de resposta estimulado por IFN (ISRE) (Samuel, 2001).
A expressao destes genes origina produtos que irdo deflagrar a resposta antiviral e
exercer atividade protetiva contra a infec¢éo causada pelo ZIKV.

Contudo, o ZIKV apresenta alguns mecanismos de evasao as respostas
imunes, que permitem sua replicacdo nas células hospedeira e culminam com a
progressao da infec¢do (Bowen et al., 2017). Como exemplo, a proteina NS1 do ZIKV
€ capaz de modular negativamente a via do NF-kB em células dendriticas
plasmocitoides, inibindo a expressao de genes de IFN do tipo 1 (Giraldo; Gonzalez-
Orozco; Rajsbaum, 2023)

Os mecanismos envolvidos na montagem da reposta antiviral inata acima
descritos, encontram-se representados na Figura 2 que foi adaptada do trabalho de

De Sales-Neto e colaboradores (2024).
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Figura 4 — Resposta antiviral inata mediante infeccéo pelo ZIKV
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Fonte: Adaptado de De Sales-Neto (2024). Apos a entrada do ZIKV na célula, nos endossomos, 0 RNA
viral interage com TLR3 na forma de dsRNA e com TLR7 e TLR8 na forma de ssRNA. Quando o TLR3
interage com o dsRNA, ocorre uma mudanc¢a conformacional nesse receptor, ativando o TRIF. O TRIF
ativo interage com TRAF3 e TBK1, induzindo a ativagédo de IRF3 e IRF7, que entdo translocam para o
nacleo da célula e regulam positivamente a expressédo de genes relacionados a inflamacéo. O TRIF
ativo também pode interagir diretamente com TRAF6, induzindo a fosforilagdo de NF-kB. O NF-«kB
fosforilado migra para o nicleo e induz a expressdo de genes relacionados a inflamac&do. Enquanto
isso, TLR7 e TLR8, ao interagirem com o ssRNA viral, tornam-se ativados e recrutam o adaptador de
sinalizacao intracelular MyD88, que interage com IRAK1, IRAK2 e IRAK4, formando um complexo que
se liga ao TRAF6, ativando-o. O TRAF6 ativado leva a fosforilagdo de NF-kB e IRF7, induzindo a
producédo de moléculas associadas a inflamacéo. IFN-a e IFN- interagem com IFNAR1, ativando JAK1
e TYK2. Essas quinases induzem a fosforilagéo de STAT1 e STAT2, formando um dimero. Esse dimero
se associa a IRF9, formando o complexo ISGF3. O ISGF3 migra para o nucleo e induz a expresséo de
ISGs através de ISRE. Os produtos desses genes exercem atividade protetora contra a infeccéo pelo

ZIKV. Como mecanismos de evaséo, o ZIKV pode inibir a fosforilacdo de NF-kB através da NS1.

As MAPKs sdo proteinas quinases que possuem sua expressao e ativacao
moduladas por estimulos externos como fatores de crescimento, glutamato,

horménios, estresse celular e patégenos, a exemplo de virus (Origlia et al., 2009).
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Essas proteinas sdo amplamente expressas em células neuronais e ndo neuronais e
controlam processos como diferenciacao, proliferacéo e sobrevivéncia celular (Corréa
et al., 2012).

As MAPKs consistem em trés quinases de serina/treonina e suas isoformas:
ERK 1-8, JNK 1-3 e p38 a/B/y/d. As cascatas de sinalizagcdo das MAPKs levam a
ativacado de fatores de transcricdo que promovem a expressao de genes alvo (Kim;
Choi, 2015).

A MAPK p38 é essencial no processo de diferenciacdo de células neurais
imaturas. A ativacdo desta proteina é necessaria para formacdo de neuritos e
sobrevivéncia de células neuronais nos estagios finais de seu processo diferenciacao,
uma vez que o fator de crescimento nervoso ao ativar p38 previne a morte celular
(Aouadi et al., 2006). Além disso, a ativacdo de p38 modula positivamente as
respostas inflamatorias e encontra-se diretamente associada com a replicacdo viral,
de forma que moléculas moduladoras desta quinase vem demonstrando atividade
antiviral em modelos in vitro (Quintana et al., 2020).

Ja as ERK 1/2 sdo proteinas quinase efetoras de cascatas de sinalizacao
envolvidas com a progresséao do ciclo celular. A desregulacao destas proteinas esta
relacionada com diversas condi¢cdes patolégicas. Sabe-se que infec¢des virais sao
capazes de manipular a sinalizacdo das ERK, promovendo internalizacdo viral,
desregulando o ciclo celular, sequestrando a maquinaria celular em detrimento da
replicacdo viral e prevenindo a apoptose das células infectadas, contribuindo assim
com a progressao da infeccao (Sun et al., 2015).

Também modulada mediante infeccbes virais, o alvo da rapamicina em
mamiferos (IMTOR) é uma quinase de serina/treonina que também regula o
crescimento e a proliferagdo celular mediante estimulos ambientais (Hall, 2008).
Estudos demonstraram que a infeccdo pelo ZIKV de células tronco neurais leva a
inibicdo da sinalizacdo do mTOR, induzindo apoptose celular e promovendo a
diferenciacdo imatura dessas ceélulas (Rothan et al., 2019).

O mTOR atua em conjunto com outras duas proteinas: fosfatidilinositol 3-
guinase (PI3K) e a proteina quinase B (AKT), na via da PI3K-Akt-mTOR, de forma que
a ativacao de PI3K leva a ativagdo de Akt que conseguinte ativa mTOR (Liang et al.,
2016). Akt é a proteina central desta via, sendo essencial para o desenvolvimento
cerebral e a plasticidade sinaptica (Franke, 2008). MutacGes em Akt que a tornam nao

funcional demonstram ocasionar microcefalia em humanos (Mirzaa et al., 2013)
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enquanto mutacdes que ocasionam ativacado constitutiva desta quinase levam a
megaloencefalia (Neilist et al., 2015).

Por fim, a tirosina-quinase Src regula vias de crescimento, divisdo, migracao e
sobrevivéncia celular (Roskoski, 2015). Esta quinase encontra-se associada a
membrana plasmatica e atua como transdutora de sinais oriundos de receptores de
membrana, a exemplo da Na*/K*-ATPase (Liang et al., 2007). Esta proteina, mediante
ativagdo, fosforila diversas moléculas intracelulares, como P13K e sua atividade
encontra-se associada a replicacdo de diversos virus que regulam a atividade desta
proteina afim de terem sucesso replicativo. Como exemplo o poliomavirus e o herpes-
virus conhecidamente regulam a ativacéo de Src, de formas distintas, para facilitar o
processo de replicacdo viral. Enquanto o poliomavirus promove ativacdo da
sinalizacdo do Src, induzindo transformacao oncogéncia das células infectadas o que
facilita a producéo de suas proteinas virais, o herpes-virus reduz a sinalizacéo de Src
para escapar do processo de imunovigilancia (Dunant; Ballmer-Hofer, 1997).

Diante do que foi exposto, percebe-se que mediante reconhecimento do ZIKV
por receptores celulares, modificacdes intracelulares sao induzidas que permitem a
montagem da resposta antiviral e inflamatéria do organismo que tem como intuito
debelar a propagacéo viral. Por outro lado, o ZIKV é capaz de modular a ativacédo de
proteinas intracelulares, a exemplo das MAPKs, promovendo mudancas celulares que

facilitam o processo de replicagao viral e permitem a progressao da infeccao.

2.6 Manifestacg®es clinicas do ZIKV

A maioria das infeccbes causadas pelo ZIKV sdo assintomaticas
(aproximadamente 80%) (Faria et al., 2016). Uma parcela de 20% dos infectados
apresentara sintomas, que comumente se assemelham aos de outras arboviroses,
como a dengue. Estes sintomas séo: febre, erupcdo cutanea, atralgias e conjuntivite
gue duram em média de uma a duas semanas (Agumadu; Ramphul 2018).

Embora os sintomas comumente sejam brandos, a infeccéo pelo ZIKV pode
apresentar complicacbes graves, a exemplo da Sindrome de Guillain-Barré (Cao-
Lormenau et al., 2016) e da Sindrome congénita do ZIKV (SCZ) que se refere
deformidades congénitas associadas a transmissao materno-fetal do ZIKV (Marques
et al., 2019).

Uma das manifestacdes da SCZ € a microcefalia, que é induzida pelo ZIKV
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devido a sua capacidade de inibir o processo de neurogénese ao infectar células
precursoras neurais, deflagrando processos como apoptose e autofagia (Ahmad et al.,
2018; Yoon et al., 2017). Uma das explicacdes para isso é o fato de que as proteinas
do ZIKV NS4A e NS4B inibem a sinalizagdo Akt-mTOR, que é essencial para o
processo de desenvolvimento neural. A inibicdo dessa via leva ao comprometimento
da proliferacdo celular e induz a apoptose de células tronco neurais fetais, o que
explica o prejuizo a neurogénese visualizado na SCZ (Figura 5) (Liang et al., 2016).

Além do efeito citopatico exercido pelo ZIKV em células nervosas, a infeccado
pelo virus deflagra a producdo de mediadores pro-inflamatorios, a exemplo das
citocinas IL-1B, TNF-a e IL-6, das quimiocinas CXCL-8 e MCP-1 e espécies reativas
de nitrogénio. Estes mediadores estabelecem a neuroinflamacao (Figura 5) (Diop et
al., 2018; Lum et al., 2017).

Embora o processo inflamatorio iniciado pela infeccdo do ZIKV seja parte da
resposta antiviral do organismo e essencial para debelar a infeccdo do patégeno, a
nivel de tecido nervoso, pode trazer efeitos deletérios permanentes (Lima et al., 2019).
Células tronco neurais expostas a niveis elevados de citocinas proé-inflamatorias
possuem processos de diferenciacdo e proliferacdo celular desregulados que
contribuem com o surgimento da microcefalia. Em adi¢do, bloquear a producéo de
citocinas proé-inflamatérias traz beneficios para o processo de neurogénese outrora
prejudicado pelo ZIKV (Wang et al., 2018)

Tendo em vista os efeitos imunomodulatérios e antivirais ja descritos para a
ouabaina, essa molécula apresenta grande potencial de ser utilizada contra a infec¢ao
causada pelo ZIKV. Com isso, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade
imunomoduladora e antiviral da ouabaina em células de linhagem de neuroblastoma
humano infectadas com ZIKV e elucidar os mecanismos pelo qual estes efeitos
ocorrem. Os dados aqui obtidos podem ajudar a estabelecer a ouabaina como um
potencial agente terapéutico no tratamento da infec¢do causada pelo ZIKV, além de

ajudar a compreender 0 seu mecanismo de atuacao.
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Figura 5 — As consequéncias da infeccéo pelo ZIKV de tecido neural imaturo
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Fonte: Adaptado de De Sales-Neto et al., 2024. A infecg&o pelo ZIKV no tecido neural fetal prejudica a
neurogénese tanto por induzir a producédo de mediadores pré-inflamatérios quanto por agéo direta em

células progenitoras neurais, levando a apoptose e autofagia das mesmas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade imunomoduladora e antiviral da ouabaina em células de

linhagem de neuroblastoma humano infectadas com zika virus.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar a toxicidade da ouabaina em células SH-SY5Y através do ensaio
de citotoxicidade pelo método MTT;

Avaliar se a ouabaina interfere na replicacao do ZIKV em células SH-SY5Y;
Determinar o efeito da ouabaina na producao das citocinas IL-18, IL-6, IL-10 e
TNF-a pelas células SH-SY5Y infectadas com o ZIKV.

Avaliar se o tratamento com ouabaina das SH-SY5Y infectadas com o ZIKV
modificara o perfil de producgéo das citocinas IL-18, IL-6 e IL-10, quando essas
células estiverem em cocultura com macréfagos humanos.

Avaliar o efeito da ouabaina nos niveis de fosforilacdo das proteinas
intracelulares: ERK, p38, Src, NF-kB, AKT e m-TOR das SH-SY5Y infectada
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao da substancia teste

A ouabaina foi comprada da Sigma-Aldrich. As diluicbes foram preparadas de

acordo com as concentragfes necessarias para cada ensaio.

4.2 Linhagens celulares

Para a realizacdo dos experimentos foi utilizada a linhagem de neuroblastoma
humano SH-SY5Y. As células SH-SY5Y foram cultivadas em DMEM/Ham’s F-12
(Inlab Diagnéstica) contendo piruvato de sédio (1 Mm), penicilina (100 U/ml),
estreptomicina (0,1 g/ml), I-glutamina (2 mM) e suplementado com 10% de SBF
(Gibco).

A linhagem de células Vero também foi utilizada para obtencéo do titulo viral
de distintas amostras contendo ZIKV, através do método TCID50 que sera descrito
posteriormente.

Além das linhagens, foram utilizados macrofagos humanos diferenciados de
mondcitos isolados de células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) de
acordo com protocolo descrito posteriormente.

4.3 Virus

A cepa do ZIKV que foi utilizada foi cedida pelo Prof. Dr. Lindomar José Pena.
Esta cepa foi isolada a partir do sangue de um paciente com doenca exantematica no
Estado de Pernambuco e ¢é denominada ZIKV/H.sapiens/Brazil/lPE243/2015
(GenBank: KX197192.1), encontrando-se disponivel no Departamento de Virologia da
Fiocruz/PE.

As particulas virais do ZIKVPE243 foram propagadas em células Vero durante
5 dias. Apds esse tempo, 0s sobrenadantes das culturas de células Vero infectadas
foram recuperados e os titulos virais destes sobrenadantes foram obtidos através do
método TCIDso. Estes sobrenadantes foram entdo armazenados em freezer -80 °C
para posterior utilizac&o.

4.4 Determinacdo das concentracdes ndo toxicas de ouabaina através de anélise
mitocondrial por MTT

A viabilidade celular foi determinada através do método de MTT (brometo de 3-
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metil-[4-5dimetiltiazol-2-il] -2,5 difeniltetrazdlio) descrito por Mosmann (1983). Esse
método baseia-se na capacidade das enzimas mitocondriais (desidrogenases) de
células viaveis transformarem o sal de tetrazélio (MTT), de cor amarela, no seu
derivado formazan azul (cor violeta). Dessa maneira, quanto maior a intensidade da
cor violeta, mais células metabolizaram o MTT em cristais de formazan e assim, maior
a viabilidade celular. Para a realizacao deste ensaio, as células da linhagem SH-SY5Y
foram cultivadas em placas de 96 pocos na concentracédo de 4x10* células/poco. As
células foram mantidas overnight a 37 °C e posteriormente tratadas com diferentes
concentragdes de ouabaina (1, 5, 10, 50, 100 nM e 0.5, 1.5, 10, 50, 100 e 500 uyM). A
afericdo da viabilidade foi feita nos tempos de tratamento de 24, 48 e 72 horas, para
tal, o meio de cultivo foi removido e meio novo com o acréscimo de 1 mg/ml de MTT
foi adicionado a cada pog¢o. Em seguida, a microplaca foi incubada durante quatro
horas a 37 °C. Apoés este tempo, 0 sobrenadante foi removido e foram acrescentados
100 pl de DMSO para solubilizagao dos cristais de formazan formados. A viabilidade
celular foi quantificada pela medida da densidade Optica no comprimento de onda de
570 nm, determinada por um leitor de placas. A partir da analise dos dados no
GraphPad Prism, foram calculados a CC50 e a CC20, ou seja, a concentracédo do
composto que reduziu 50% e 20%, respectivamente, a viabilidade celular. O valor da
CC20 e suas diluicbes foram utilizadas no ensaio antiviral a ser descrito

posteriormente.

4.5 Ensaio antiviral

Para avaliar o efeito antiviral da ouabaina, células SH-SY5Y foram previamente
semeadas na concentracdo de 2.5x10* células\poco em placas de 48 pocos e
mantidas overnight para adesao celular. Em seguida, o ZIKV foi acrescentado em uma
multiplicidade de infec¢do (MOI) de 0.1 por 1 hora a 37 °C. Apos o tempo de infec¢éo,
0 sobrenadante contendo as particulas virais foi aspirado e as células lavadas com
PBS para retirar as particulas virais ndo internalizadas, em seguida, foi iniciado o
tratamento com ouabaina em concentracdes referentes a 1, 1/2, 1/4 e 1/8 da CCzo. As
células foram entdo incubadas a 37 °C em 5% de CO2 por 72 horas. Os controles
incluiram o grupo MOCK (apenas células), o grupo de células infectadas, mas nao
tratadas e um grupo que foi infectado e tratado com uma droga previamente

identificada como um potente inibidor de ZIKV, o analogo de nucleosideo 6-
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metilmercaptopurinaribosidica (6MMPr) (Carvalho et al., 2017). Ao fim do tempo de
tratamento o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -80 °C para posteriormente
ser utilizado em ensaio de titulo viral por TCIDso visando avaliar a quantidade de virus

presente nestes sobrenadantes e se o tratamento com ouabaina alterou 0 mesmo.

4.6 Titulacao viral por TCIDso

As células Vero foram cultivadas em placas de 96 pocos na densidade de 1x10*
células/poc¢o a 37 °C em uma incubadora de CO:2 a 5% um dia antes da titulagdo. Os
sobrenadantes oriundos dos ensaios antivirais foram diluidos em série, 10 vezes (10
1'a 10% em DMEM. Os sobrenadantes diluidos foram entdo adicionados as células,
que foram incubadas por 5 dias a 37 °C e 5% de COz2. O efeito citopatico (positivo ou
negativo) foi avaliado em microscépio Optico invertido, a partir do qual obteve-se o
titulo viral, utilizando o método TCIDso, como descrito por Reed e Muench em 1938.
Os resultados foram expressos como logio TCIDso/mL, que se refere ao log de 10 da
dose viral necessaria para infectar 50% das células cultivadas (TCIDso). Esse método
nao revela a quantidade de unidades virais totais em uma dada amostra, mas sim qual
a dose ou diluicdo dessa amostra que é capaz de ocasionar efeito citopatico em 50%
das células utilizadas no ensaio. Dessa forma, € um método que contabiliza a
guantidade de virus infectante, ou seja, a quantidade de particulas virais presentes na
amostra que efetivamente estdo infectando e se replicando nas células, induzindo

como consequéncia, efeitos citopéaticos observaveis.

4.7 Tratamento da SH-SY5Y infectada com ZIKV

As células SH-SY5Y foram cultivadas em placas de cultivo celular na
concentracdo celular ideal para cada experimento, em meio de cultivo DMEM/F12
acrescido de 10% soro bovino fetal e 1% Estreptomicina/Penicilina e mantidas
overnight (12 horas) em estufa de cultivo celular com atmosfera umidificada de 5%
CO2 e 95% de ar a 37°C. Em seguida, o meio foi aspirado e as particulas de ZIKV
previamente diluidas em meio de cultivo foram inoculadas nos pogos, em uma
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0.1. O virus permaneceu em contato com as
células por uma hora. Apos esse tempo, o meio foi aspirado e foram feitas lavagens
sucessivas com PBS para retirada de particulas virais ndo internalizadas pelas

células, concluindo assim o processo de infeccdo. Por fim, os grupos foram
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estabelecidos, sendo a ouabaina acrescentada na concentracéo ideal obtida a partir

dos ensaios antivirais.

4.8 Selecao de participantes

De acordo com projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do
Centro de Ciéncias Médicas da UFPB, de CAAE numero 74320323.2.0000.8069, para
realizar o processo de isolamento de mondcitos do sangue periférico de humano,
individuos saudaveis que estudam na Universidade Federal da Paraiba (n=20) foram
convidados a participar do estudo. ApOGs 0 aceite e a assinatura do Termo de
consentimento livre esclarecido (TCLE) (ANEXO I) um volume de 20mL de sangue
periférico foi coletado de acordo com protocolo descrito adiante. Os critérios de
inclusdo foram os seguintes: ter entre 18 e 60 anos; ser estudante da Universidade
Federal da Paraiba; assinar o TCLE. Ja os critérios de exclusdo foram: estar com
doenca infecciosa ativa; possuir doencgas autoimunes; ser fumante.; ser gestante ou
lactante; ter feito uso de medicacdo anti-inflamatoria, alcool ou drogas ilicitas nas

Gltimas 24h; nao assinar o TCLE.

4.9 Isolamento de macrofagos humanos

Previamente ao isolamento de macréfagos humanos, sangue periférico foi
coletado de doadores saudaveis, de qualquer tipo sanguineo. A coleta foi feita por
profissionais treinados. Inicialmente, as células mononucleares de sangue periférico
(PBMCs) foram isoladas do sangue coletado utilizando o método de gradiente por
Ficoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Em seguida, os mondcitos foram isolados
das PBMCs ao permitir sua adeséo em placas de cultivo celular tratadas, na presenca
de meio de cultivo sem soro, por duas horas. Apés o tempo de adeséo, o meio foi
aspirado e foram feitas lavagens sucessivas com PBS, para selecionar apenas os
monaocitos aderidos. Os mondcitos foram diferenciados em macréfagos ao serem
mantidos em meio de cultivo RPMI acrescido de 20 ng/mL de M-CSF (Preprotech) e
10% de soro bovino fetal inativado em uma atmosfera umidificada de 5% de CO2 e
95% de ar a 37°C durante 7 dias (Schulz et al., 2019). ApGs esse tempo, as células
foram observadas em microscéopio O6tico invertido, para avaliar o processo de
diferenciacdo. Em seguida, os macréfagos foram recuperados e utilizados para o

estabelecimento da cocultura.
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4.10 Estabelecimento da cocultura

ApOs o processo de diferenciacdo dos mondcitos em macrofagos, infecgéo das
SH-SY5Y com o ZIKV e tratamento com a ouabaina, a cocultura foi realizada. Para
tal, ambos tipos celulares foram soltos de suas superficies de crescimento e
contabilizados utilizando microscopia éptica em conjunto com camara de Neubauer e
coloragdo com azul de tripan. Apos determinagdo das concentracdes de SH-SY5Y e
macroéfagos, a cocultura foi estabelecida, semeando 1,5 x 10° células por poco de SH-
SY5Y e 5 x 10° células por poco de macréfagos humanos em placas de 24 pocos
tratadas para crescimento de células aderentes. Os grupos estabelecidos foram:
macrofagos, macrofagos com SH-SY5Y, macréfagos com SH-SY5Y tratadas com
ouabaina, macréfagos com SH-SY5Y infectadas com ZIKV e macréfagos com SH-
SY5Y infectadas com ZIKV e tratadas com ouabaina. Apés 24 horas, 0s

sobrenadantes dessas coculturas foram recuperados para dosagem de citocinas.

4.11 Ensaios imunoenzimaticos para dosagem de citocinas

Para quantificacdo das citocinas foi utilizado o ensaio de imunoabsorgéo
enzimatica ELISA sanduiche. As citocinas IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-a foram
guantificadas no sobrenadante das culturas de SH-SY5Y infectadas com ZIKV e
tratadas com ouabaina, nos tempos de 24, 48 e 72 horas. Ja nos sobrenadantes da
cocultura, foram quantificadas pelo mesmo método as citocinas IL-6, IL-10 e IL-1B. O
ELISA sanduiche foi realizado de acordo com o protocolo especificado no Kit do
fabricante (BIOSCIENCE, Inc. Science Center Drive, San Diego, CA-USA). A leitura
das placas foi realizada em leitor de placa no comprimento de ondas de 450 nm.

4.12 Analise de proteinas intracelulares envolvidas no mecanismo de acdo da
ouabaina

As SH-SY5Y previamente infectadas com ZIKV e tratadas com ouabaina
durante 72 horas foram coletadas e tiveram sua concentracdo ajustada de acordo com
as necessidades experimentais. A forma fosforilada das proteinas SRC, ERK, p38,
AKT, mTOR e NF-kB dos diferentes grupos de SH-SY5Y foram marcadas
separadamente com 0s seus anticorpos especificos, conforme as instrucdes de cada

fabricante. Por fim, as células foram lavadas e suspensas em PBS para leitura em
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citometro de fluxo, a fim de determinar a taxa de ativacdo dessas proteinas

intracelulares.

4.13 Anélises estatisticas

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + erro padréo da
meédia (EPM) e analisados empregando-se a analise de variancia (ANOVA) one-way,
seguido de pés-teste de Tukey. As diferencas entre as médias foram consideradas
significantes quando os valores de p< 0,05. Os dados foram analisados utilizando o
programa GraphPad Prism versao 9 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, US).
Os dados de citometria de fluxo também foram analisados utilizando o software
FlowJo versao 10 (FlowJo LLC,Ashland, OR, US)
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5 RESULTADOS
5.1 Determinacéao da toxicidade da ouabaina em células SH-SY5Y

Através do método de reducdo do MTT, é possivel determinar as
concentracdes de ouabaina que reduzem a viabilidade celular das células SH-SY5Y.
Os ensaios demonstraram que até concentracfes de 10 nM a ouabaina nao reduziu
a viabilidade das SH-SY5Y em nenhum dos tempos de tratamento (24, 48 e 72 horas;
Figura 6 A, C e E respectivamente). As concentracdes responsaveis por reduzir a
viabilidade celular em 20% (CC20) e em 50% (CCso) no tempo de tratamento de 72
horas (tempo maximo de tratamento para os ensaios posteriores) foram de 18,27 nM
e 46,13 nM respectivamente. Dessa forma, a concentracdo maxima escolhida para a
realizacdo dos ensaios posteriores foi de 18 nM, uma aproximacéo da CCzo, uma vez
que faz referéncia a toxicidade méxima tolerdvel para visualizar efeitos nao
relacionados a morte celular (Carvalho et al., 2017). Por outro lado, concentracdes
mais altas de ouabaina (50 nM — 500 uM) reduziram expressivamente a viabilidade
celular. Ademais, as concentracdes de ouabaina que ndo reduziram a viabilidade
celular (1 nM — 10 nM) ndo aumentaram a morte celular induzida pela infec¢do do
ZIKV (Figura 6 B, D e F), portanto, o tratamento com ouabaina ndo atua de forma

sinérgica com a infeccao do ZIKV para inducédo da morte celular.
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Figura 6 - Viabilidade de células SH-SY5Y tratadas com ouabaina
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Células SH-SY5Y néao infectadas foram tratadas com ouabaina (1 nM — 500 yM) nos tempos de 24
horas (A) 48 horas (C) e 72 horas (E). As concentracBes de ouabaina que ndo reduziram a viabilidade
celular (1-10 nM) foram também utilizadas em células infectadas com ZIKV (MOI:0.1) nos tempos de
24 (B), 48 (D) e 72 horas (F). Graficos demonstram a viabilidade celular (%) nas diferentes
concentracdes de ouabaina; OUA= ouabaina; CCzo = concentragdo que reduz a viabilidade celular em
20%, CCso= concentracdo que reduz a viabilidade celular em 50%, ZIKV = Células SH-SY5Y infectadas
com ZIKV (MOI:0.1); ****: diferengas significativas em relagéo ao grupo controle (p<0.5); os resultados
estdo representados como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes, 0s
dados foram tratados por analise de varidncia unidirecional (ANOVA) seguida de pés-teste de Tukey
utilizando o GraphPad Prism®.versao 9.

5.2 Efeito antiviral da ouabaina em células SH-SY5Y infectadas com ZIKV.

A partir da CC20 da ouabaina no tempo de 72 horas (18.24 nM) escolheu-se a
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concentracdo de 18 nM e diluicdes da mesma (9, 4.5 e 2.24 nM) para tratamento das
células SH-SY5Y infectadas com ZIKV a fim de determinar se a ouabaina afetaria a
propagacédo viral nessas células. Como demonstrado na Figura 7, a ouabaina foi
capaz de reduzir significativamente o titulo viral guando comparado ao grupo controle.
Essa reducao foi observada em todas as concentracdes testadas (2.25, 4.5, 9 e 18
nM). A maior concentracdo (18 nM) reduziu o titulo viral em 7 logio em comparacéo ao
grupo controle, o que é maior do que a reduc¢do alcancada com o controle positivo, o
6MMPr na concentracao de 60.5 pM (de Carvalho et al., 2017). Adicionalmente, esses
dados corroboram com trabalho anterior de nosso grupo, que demonstrou a reducao

do titulo do ZIKV pela ouabaina em células Vero (Carvalho et al., 2022).

Figura 7 - Efeito da ouabaina no titulo viral do ZIKV
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Apb6s 1 h de infecgdo com ZIKV PE243 (MOI: 0.1), as células SH-SY5Y foram tratadas com OUA (18
nM) e ap6és 72 h, o sobrenadante foi coletado e titulado por TCIDso. Os resultados foram expressos
como média £+ SEM de trés experimentos independentes e analisados utilizando o GraphPad Prism®
10.1.2, por meio de andlise de variancia unidirecional seguida pelo teste de Tukey. **** p < 0,05
comparados com o grupo controle e #### p < 0,05 comparados com todos 0s outros grupos.

Com base no que foi exposto, a concentracao de 18 nM foi a escolhida para
averiguar se além do efeito antiviral visualizado, a ouabaina apresentaria acao
imunomodulatdria durante a infeccéo do ZIKV, o que estaria de acordo com os efeitos
ja descritos para esta molécula em outros trabalhos.

5.3 Atividade imunomodulatéria da ouabaina durante infeccdo pelo ZIKV de
células de neuroblastoma

Durante a infeccdo pelo ZIKV ocorre elevada producdo de citocinas pro-
inflamatorias, as quais deflagram processos inflamatérios robustos, que
desencadeiam o comprometimento neuronal (Crisanto-Lopez et al., 2023; De Sales-
Neto et al., 2024).
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Dessa forma, para investigar os efeitos da ouabaina na inflamacao
desencadeada pelo ZIKV, células SH-SY5Y infectadas com ZIKV foram tratadas com
18 nM de ouabaina. Em seguida a producé&o das citocinas pré-inflamatérias I1L-1p3, IL-
6 e TNF-a, bem como da citocina anti-inflamatéria IL-10, foram determinadas nos
tempos de 24, 48 e 72 horas.

Observou-se que a infeccdo do ZIKV em células SH-SY5Y promoveu um
aumento significativo da producéao e liberagéo das citocinas IL-6 (Figura 8B) e TNF-a
(Figura 8D) de forma dependente de tempo, com a concentracdo maxima dessas
citocinas no sobrenadante visualizada no tempo de 72 horas. Todavia, a infeccao pelo
ZIKV das SH-SY5Y nao levou a um aumento da producéo e liberacdo das citocinas
IL-10 e IL-1P (Figura 8 C e A respectivamente).

Apés 48 horas de tratamento, a ouabaina reduziu apenas a producéo de IL-6
(reducéo de 83%), previamente induzida pelo ZIKV, como demonstrado na Figura 8B.
Contudo, apos 72 horas de tratamento, a ouabaina reduziu de forma significativa tanto
a producdao de IL-6 (reducao de 25%), quanto a producéo de TNF-a (Reducao de 50%)
como demonstrado na Figura 8B e 8D. Dessa forma, o tempo de 72 horas foi escolhido
como tempo de tratamento e como tempo poés-infeccdo para o0s experimentos

seguintes.
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Figura 8 - Efeito da ouabaina na producéo de citocinas pelas células SH-SY5Y infectadas com ZIKV
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Concentracdo de citocinas (pg/mL) pelo tempo de tratamento (24, 48 e 72 horas) na concentracédo de
ouabaina de 18 nanomolar; Controle = Grupo contendo células SH-SY5Y nao tratadas e nao infectadas;
ZIKV = Grupo contendo células SH-SY5Y infectadas com ZIKV (MOI: 0.1) e ndo tratadas; OUA = Grupo
contendo células SH-SY5Y néo infectadas com ZIKV e tratadas com ouabaina (18 nM); ZIKV + OUA =
Grupo infectado com ZIKV(MOI: 0.1) e tratado com ouabaina (18 nM); A = Dosagem da citocina IL-1p;
B = dosagem da citocina IL-6; C= dosagem da citocina IL-10; D = dosagem da citocina TNF-q; **** =
diferencas significativas em relacdo ao grupo controle (p<0.5); #### = diferencas significativas em
relacdo ao grupo ZIKV (p<0.5); Os valores foram apresentados como média * e.p.m. e analisados por
andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de pos- teste de Tukey.
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5.4 Perfil de producéo de citocinas na cocultura de macréfagos humanos com
células de neuroblastoma infectadas com ZIKV e tratadas com ouabaina

Considerando que as células SH-SY5Y infectadas com ZIKV apresentam uma
maior producéo de citocinas inflamatoria, como ja& demonstrado, buscou-se avaliar
qual seria o perfil de producdo de citocinas na cocultura dessas células com
macrofagos humanos. Além disso, foi investigado se o tratamento com ouabaina das
SH-SY5Y infectadas com ZIKV, previamente ao estabelecimento da cocultura, iria
interferir nessa producéao.

Foi avaliado a producéo das citocinas IL-10, IL-18 e IL-6, apds 24 horas de
cocultura das células SH-SY5Y com macrofagos humanos, nas diversas condi¢cdes
experimentais ja descritas. Observou-se que a cocultura de macréfagos humanos com
células SH-SY5Y infectadas com ZIKV apresentou uma producao significativamente
maior de IL-6 (Figura 9A), IL-10 (Figura 9B) e IL-1B (Figura 9C) do que a producédo
visualizada na cocultura com as SH-SY5Y nao infectadas. Considerando que na
cultura individual das SH-SY5Y infectadas ndo foi possivel detectar quantidades
significativas de IL-1B, percebe-se entdo que foi a interacdo dessas células com
macréfagos humanos que deflagrou a producgéo dessa citocina.

Nesse trabalho, o tratamento com ouabaina (18 nM) de células de
neuroblastoma infectadas com ZIKV, previamente ao estabelecimento da cocultura
com macrofagos humanos, levou a uma reducéo significativa na producao de IL-18
pela cocultura (Figura 9C), que retomou a niveis proximos aos encontrados na
cocultura com células de neuroblastoma néo infectadas.

Por fim, o tratamento prévio com ouabaina de células de neuroblastoma
infectadas com ZIKV néo foi capaz de modular a producédo de IL-10 e IL-6 quando

essas celulas foram colocadas em cocultura com macrofagos humanos.

46



Figura 9 — Dosagem de citocinas no sobrenadante da cocultura (SH-SY5Y + macrofagos humanos)
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Concentracéo de citocinas (pg/mL) dosadas nos sobrenadantes das coculturas; Mac = Grupo contendo
apenas macrofagos humanos; Mac+SH = Grupo contendo células SH-SY5Y néo infectadas e nao
tratadas em conjunto com macréfagos; MAC+SHOua = Grupo contendo células SH-SY5Y néo
infectadas com ZIKV e tratadas com ouabaina (18 nM) + macréfagos humanos; Mac + SHZika = células
SH-SY5Y infectadas com ZIKV(MOI: 0.1) e ndo tratadas com ouabaina; ; Mac + SHZikaOua = células
SH-SY5Y infectadas com ZIKV (MOI: 0.1) e tratadas com ouabaina (18 nM); A = Dosagem da citocina
IL-6; B = dosagem da citocina IL-10; C= dosagem da citocina IL-183; **** = diferencas significativas em
relacdo ao grupo Mac+SHZika (p<0.5); Os valores foram apresentados como média + e.p.m. e
analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de pos- teste de Tukey.

5.5 Efeito da ouabaina nos niveis de fosforilacdo de proteinas intracelulares de
células SH-SY5Y durante infec¢do com o ZIKV

Para determinar quais proteinas intracelulares envolvidas no processo de
infeccdo do ZIKV sdo passiveis de serem moduladas pelo tratamento com ouabaina,
os niveis de fosforilacdo das proteinas NF-kB, mTOR, ERK, p38, SRC e AKT nas
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células SH-SY5Y infectadas com o ZIKV e tratadas com ouabaina, foram
determinados através de citometria de fluxo.

Em relacdo ao NF-kB, o processo de infeccao pelo ZIKV das SH-SY5Y (grupo
ZIKV) levou a um aumento de 44% na ativacdo do NF-kB quando comparado ao
controle (Figura 10B), contudo, o tratamento com ouabaina (grupo ZIKV + QOUA)
demonstrou suprimir a ativacédo induzida pelo ZIKV do NF-kB, reduzindo a ativacéo
dessa proteina em 75% quando comparada a do grupo ZIKV (Figura 10B).

Os dados também demonstraram que a infeccdo pelo ZIKV de células de
neuroblastoma humano (SH-SY5Y) reduziu a fosforilagdo da proteina mTOR para
niveis menores do que o visualizado no grupo controle (Figura 10C). Todavia, o
tratamento com ouabaina das células infectadas, promoveu um aumento na
fosforilagdo de mTOR que foi para nivel acima do basal (Figura 10C) o que € um
indicativo da capacidade dessa molécula em restaurar a sinalizacdo do mTOR, outrora
prejudicado pela infeccdo do ZIKV.

Em conjunto a isso, os resultados obtidos também demonstraram que a
infecgao pelo ZIKV das SH-SY5Y levou a uma reducdo de 50% na fosforilagdo da
proteina ERK em relac¢édo ao grupo controle (Figura 10D), bem como uma reducéo de
66% na fosforilacdo da proteina p38 quando comparada ao grupo controle (Figura
10E). Em ambos os casos, o0 tratamento com ouabaina foi capaz de retomar a
fosforilacdo de ERK e p38 para niveis basais (Figura 10D e 10E respectivamente),
revertendo as modificacfes na ativacdo dessas proteinas, previamente induzidas pela
infeccéo do ZIKV.

No que tange a ativacdo da proteina SRC, os dados expostos nesse trabalho
sugerem que tanto a infeccdo com o ZIKV quanto o tratamento com ouabaina (sem
estar associado a infeccdo do ZIKV) levaram a um aumento significativo na
fosforilacdo de Src, quando comparado ao controle (Figura 10F). Adicionalmente, o
tratamento com ouabaina das células infectadas com o ZIKV promoveu um aumento
ainda maior da fosforilacdo de Src quando comparada a do controle (Figura 10F),
sugerindo que a proteina Src € um alvo em comum para ambos ZIKV e ouabaina.

Por fim, a ouabaina ndo parece modular a fosforilacdo de AKT em células SH-
SY5Y (Figura 10E), portanto, os efeitos antiviral e anti-inflamatorio descritos nesse

trabalho, aparentam néo se relacionar com essa proteina.
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Figura 10 - Efeito da ouabaina nos niveis de fosforilacdo de proteinas intracelulares em células SH-
SY5Y durante infeccao pelo ZIKV
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Apos 1 hora de infec¢éo com o ZIKV PE243 (MOI: 0.1), células SH-SY5Y foram tratadas com ouabaina
(18 nM) por 72 horas. Entéo, os histogramas de fluorescéncia representativos (A) e a porcentagem de
p-NF-kB* (B), p-mTOR* (C), p-ERK* (D), p-p38* (E), p-SRC* (F), e p-AKT* (G) foram obtidos através
de citometria de fluxo. Controle = SH-SY5Y ndo infectada e sem tratamento; ZIKV = SH-SY5Y infectada
com ZIKV e sem tratamento; OUA = SH-SY5Y néo infectada e tratada com ouabaina (18 nM); ZIKV +
OUA = SH-SY5Y infectada com ZIKV e tratada com ouabaina (18 nM). Dados analisados utilizado
FlowJo® X 10.10.0. Resultados expressos como média + SEM de trés experimentos independentes e
analisados com o GraphPad Prism® versao 9, utilizando andlise de variancia unidirecional seguido de
pos-teste de Tukey. **** = p < 0.05 comparado com o grupo controle; ### =p < 0.05 comparado com o
grupo ZIKV.

6 DISCUSSAO

Por ser uma molécula com interacdo direta com a Na*/K*-ATPase levando a
inibicdo dessa bomba, estudos envolvendo a ouabaina devem considerar 0s possiveis
efeitos citotoxicos exercidos por essa molécula. Nesse contexto os dados de
citotoxicidade in vitro que foram obtidos para a ouabaina nesse trabalho encontram-
se de acordo com Kulikov et al. (2007) que avaliaram essa mesma molécula em

células SH-SY5Y, encontrando resultados de toxicidade semelhantes. A expressiva
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reducao da viabilidade celular promovida pela ouabaina nas concentracdes de 50 nM
a 500 pM, possivelmente relaciona-se com a inibicdo da Na*/K*-ATPase, como ja
demonstrado anteriormente (Pchejetski et al., 2003). Contudo, as menores
concentracbes de ouabaina testadas nesse trabalho ndo apresentaram impacto
consideravel na viabilidade das SH-SY5Y, isso indica que a interacdo da ouabaina
com a Na*/K*-ATPase, nesse contexto, ndo esta deflagrando vias de apoptose celular.
Essa possibilidade permite questionamentos a respeito de quais seriam 0sS
mecanismos celulares que estdo sendo modulados pela ouabaina nas menores
concentracdes testadas.

Essa ambiguidade da ouabaina ja foi discutida e estudada em outros trabalhos,
por exemplo, sabe-se que em células neurais a reducdo da atividade da Na*/K*-
ATPase pela ouabaina pode impactar negativamente o metabolismo dessas células e
induzir morte neuronal. Todavia, a ouabaina pode também ocasionar beneficios para
o ambiente cerebral, reduzindo a expressdo de marcadores inflamatorios e
relacionados ao estresse celular, a depender da concentracdo da molécula e do
contexto bioldgico (Kinoshita et al., 2022).

Essa caracteristica galgou a escolha das concentracbes menos toxicas da
ouabaina para 0s ensaios posteriores, visando observar atividade celular nao
relacionada com efeitos citotoxicos.

Em relacdo ao efeito antiviral da ouabaina, todas as concentracbes de
ouabaina utilizadas no ensaio antiviral promoveram reducéo do titulo viral, porém a
melhor atividade antiviral da molécula foi visualizada na concentracdo e 18 nM, motivo
pelo qual essa concentracdo foi a escolhida para avaliar os possiveis efeitos
imunomoduladores dessa molécula durante a infeccao pelo ZIKV. A capacidade da
ouabaina de interferir com a replicacéo viral ja foi descrita para diversos virus e em
uma grande amplitude de contextos biolégicos. Carvalho e colaboradores (2020)
descreveram a atividade antiviral da ouabaina contra o ZIKV em células Vero,
encontrando o melhor efeito antiviral na concentracdo de 20 nM e ao iniciar o
tratamento apos a ocorréncia da infeccédo, de forma similar ao que foi realizado no
presente trabalho. Ja foi relatado também efeito antiviral da ouabaina contra o SARS-
CoV-2 inibindo mais de 99% na replicacéo desse virus, 48 horas pos infeccéo (Cho et
al., 2020).

Além do seu efeito antiviral, a ouabaina conhecidamente é uma molécula

imunomoduladora, dessa forma, o presente trabalho buscou investigar quais 0s
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efeitos da ouabaina na producéo e secrecao de citocinas pro-inflamatoérias durante a
infeccdo do ZIKV de células de linhagem de neuroblastoma.

Dentre as citocinas estudadas, a infeccdo pelo ZIKV apenas deflagrou a
producdo das citocinas IL-6 e TNF-a em quantidades quantificaveis pelo método de
analise empregado (ELISA sanduiche). A producédo dessas citocinas ocorreu de forma
dependente de tempo, com producdo maxima no tempo de 72 horas pos-infeccéo. Tal
fato possivelmente ocorreu devido a cinética de propagacédo intracelular do ZIKV,
como descrito por Luplertlop et al. (2017), que demonstraram que em células SH-
SY5Y, o titulo do ZIKV e a expressado de seu RNA atingem o seu maximo 72 horas
apos infeccdo. Diante disso, uma maior expressao das proteinas virais pode estar
relacionada com uma resposta celular a infecgcdo mais robusta e consequentemente
maior producéo das citocinas em questao.

Em relacdo aos efeitos imunomoduladores da ouabaina, o tratamento com
ouabaina na concentracdo de 18 nM no tempo de 72 horas, modulou negativamente
a producdo de IL-6 e TNF-a previamente aumentados pela infeccdo do ZIKV.
Resultados similares foram encontrados por Yang et al. (2018), os quais
demonstraram que a ouabaina apresenta acdo anti-inflamatoria in vitro ao prevenir a
producado exacerbada da citocina pro-inflamatoria IL-6 deflagrada pelo coronavirus da
gastroenterite transmissivel.

A modulagéo na producédo dessas citocinas visualizadas nesse trabalho pode
ser benéfica para evitar possiveis efeitos deletérios induzidos pelo ZIKV, uma vez que
ja foi demonstrado que o ZIKV é capaz de aumentar a concentracdo de IL-6 e TNF-a
no microambiente cerebral de camundongos adultos susceptiveis a infeccéo
(Ifnarl™"). Esse microambiente, que também apresenta outros mediadores pro-
inflamatorios, deflagra efeitos deletérios nas células cerebrais como consequéncia da
neuroinflamacéo instaurada (Jeong et al., 2023). Isso corrobora com o desbalanco
inflamat6rio que é visualizado em recém-nascidos com microcefalia induzida pela
infeccdo do ZIKV (Vinhaes et al.,, 2020). Em conjunto a isso, 0 sérum e o liquido
cérebro-espinhal de individuos adultos infectados com ZIKV apresentam altas
concentracdes de mediadores inflamatoérios (Kam et al., 2017; Carvalho et al., 2021),
assim como no material placentario de mulheres infectadas com o ZIKV durante a
gravidez (Rabelo et al., 2020).

Diante do exposto, percebe-se que o ZIKV promove morte celular por induzir

respostas inflamatdrias locais exacerbadas que geram dano tecidual, exercendo,
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portanto, imunopatogenicidade. Tal caracteristica € uma das explicacbes para o
surgimento das principais complicacdes causadas pelo virus, como a Sindrome de
Guillain-Barré (GBS) e a Sindrome Congénita associada a infecgdo pelo virus Zika
(SCZ) (Filgueiras et al. 2021).

Portanto, a reducéo na producéo das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-q,
promovidas pela ouabaina nesse trabalho, € um indicio de que essa molécula, nos
parametros de tratamento utilizados, pode diminuir a robustez das respostas
inflamatdrias deflagradas pelo ZIKV em células com caracteristicas neuronais.
Considerando a associacao ja exposta entre inflamacdo exacerbada e complicacbes
que podem ser deflagradas pelo ZIKV, a reducdo na producdo de citocinas
inflamatoérias promovida pela ouabaina que foi visualizada, tem potencial de reduzir
os efeitos deletérios causados pelo ZIKV.

No organismo humano, a ativacdo de células da glia e de vias mediadas pelo
sistema complemento, em conjunto com a sintese de mediadores inflamatérios e o
recrutamento de leucdcitos, sdo fatores chave para a inflamagéo cerebral. Mediante
influéncia de fatores enddgenos e exégenos como traumas e infecgdes cronicas, a
ativacdo da microglia deflagra diversas vias de transducédo de sinal, incluindo as vias
do fosfoinositideo 3-quinase/ proteina quinase B (PI3K/AKT), das proteinas quinase
ativadas por mitogeno (MAPKS) e do alvo da rapamicina de mamiferos (m-TOR), que
por sua vez induzem a ativagdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB).
Como consequéncia deste processo, ocorre a producao de citocinas pré-inflamatorias
(como IL-6 e TNF-a), quimiocinas, e enzimas induziveis (como a sintase de Oxido
nitrico induzivel -INOS), que em Uultima instancia promovem a neuroinflamacao
(Bersano; Engele; Schafer, 2023).

Em células cerebrais fetais, a infeccdo pelo ZIKV induz a producdo de
mediadores tipicamente encontrados durante a neuroinflamagao, como IL-6 e TNF- a
(Lum et al., 2017). As células da linhagem SH-SY5Y, sao células de neuroblastoma
humano né&o diferenciadas que crescem rapidamente em clusters, apresentam
projecdes celulares truncadas e corpos celulares robustos e sdo comumente utilizadas
como modelo neural para investigar neurodegeneragéao e estresse oxidativo (Sahin et
al., 2021).

Nesse trabalho, 72 horas ap0s a infeccdo das SH-SY5Y pelo ZIKV, houve
aumento na concentracao das citocinas IL-6 e TNF-a no sobrenadante celular, porém

a infecgéo néo interferiu na producgao e liberagéao de IL-10 e IL-1B. Tal ocorréncia esta
52



de acordo com outros trabalhos que estudaram a resposta da linhagem SH-SY5Y
mediante infeccao pelo ZIKV. Lima e colaboradores (2019) avaliaram a producéo de
diversas citocinas pelas SH-SY5Y infectadas com o ZIKV e no mesmo tempo pos-
infeccdo (72 horas) observaram que n&o houve uma producao significativa das
citocinas IL-13 e IL-10, embora tenha-se visto producao diferencial da citocina IL-6.

Dialogando com isso, estudo utilizando células SH-SY5Y com mutacfes que
conferem alta expressdo de marcadores inflamatérios, mostrou que quando essas
células sdo cultivadas em conjunto com linhagem de micréglia humana (CHME3),
ocorre uma resposta inflamatdria mais robusta, levando a producdo aumentada de
diversos marcadores inflamatorios, a exemplo da citocina IL-18 (Fernandes et al.,
2018).

Com base nessas evidéncias, foram realizados os ensaios de cocultura, para
averiguar se a interacdo de macrofagos humanos com células SH-SY5Y infectadas
com ZIKV promoveria uma producdo de citocinas diferente daquela encontrada
apenas nas células SH-SY5Y. Além disso, buscou-se avaliar se o tratamento com
ouabaina das SH-SY5Y infectadas, previamente ao estabelecimento da cocultura,
modificaria de alguma forma essa producao. A partir dos resultados percebeu-se que
a cocultura levou a producéo de duas citocinas anteriormente ndo detectadas, IL-13 e
IL-10. Este resultado encontra-se de acordo com estudo de Jeong e colaboradores
(2023) que demonstrou que a infecgéo cerebral de camundongos adultos knockouts
para o receptor de inteferon (Ifnarl™") com o ZIKV, aumentou a expressao de IL-13
em macrofagos infiltrantes cerebrais e induziu neuroinflamac¢do mediada por essa
citocina, o que pode ter consequéncias destrutivas para os tecidos do cérebro.

O sistema imune inato € capaz de detectar infec¢Bes virais através de
receptores de reconhecimento de padrdo, a exemplo dos receptores do tipo Toll,
receptores do tipo RIG-I, Receptores do tipo NOD (NLRSs) e receptores de lectina do
tipo C. Os NLRs estdo envolvidos nha montagem de grandes complexos proteicos
conhecidos como inflamassomas que participam da resposta inata a patdégenos
(Schroder; Tschopp, 2010).

Inflamassomas séo formados por uma molécula sensora citoplasmatica, como
o receptor de reconhecimento de padrdo do tipo NOD da familia de receptores de
dominio de repeticéo rica em leucina, membro 3 (NRLP3), uma molécula adaptadora,
a exemplo da proteina semelhante a speck associada a apoptose contendo dominio

de recrutamento de caspase (ASC) e uma proteina efetora (pro-Caspase-1). NRLP3
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e ASC promovem clivagem de pro-caspase-1 gerando as subunidades ativas p22 e
p20, que entdo levam a maturacdo e secrecao de IL-1B (Martinon; Mayor; Tschopp,
2009) responsével por induzir inflamagéo, promover a resposta imune adaptativa e
facilitar o recrutamento de linfécitos para o local da infec¢ao (Shrivastava et al., 2016).

A proteina NS5 do ZIKV se liga diretamente ao NRLP3 facilitando a formacéo
do inflamassoma NRLP3 que induz a producéo e liberacéo de IL-1B. Essa citocina,
por sua vez, contribui com a resposta inflamatoria e imune do hospedeiro, sendo um
dos mecanismos pelo qual o ZIKV exerce imunopatogenicidade (Wang et al., 2018).

Nesse trabalho, o tratamento com ouabaina das células de neuroblastoma
infectadas com ZIKV, previamente ao estabelecimento da cocultura com macréfagos
humanos, promoveu uma producédo de IL-18 similar a encontrada na cocultura de
macrofagos humanos com células de neuroblastoma néo infectadas. Tal fato contribui
para estabelecer a capacidade que a ouabaina possui de atuar em células neurais
infectadas e reduzir a inflamacao mediada por macrofagos ao interagirem com essas
células. Esse efeito coloca em evidéncia o potencial dessa molécula em proteger as
células neurais infectadas com ZIKV dos efeitos deletérios da inflamag&o mediada por
IL-18 e pode ser um indicio de uma possivel modulagdo negativa da ativagao do
inflamassoma NLRP3 promovida pela ouabaina.

Em relac&o as vias intracelulares moduladas pela ouabaina durante infeccdo
pelo ZIVK, no presente trabalho a ouabaina mostrou ser capaz de suprimir a ativacao
do NF-kB promovida pela infec¢ao do ZIKV. Esse resultado concorda com a regulacéo
negativa da producdo de IL-6 e TNF-a promovida pela ouabaina que foi aqui
visualizada. Como demonstrado em modelos de neuroinflamacgéo in vitro, NF-kB
apresenta papel crucial na inducéo da producao de IL-6 e TNF-a (Yang et al., 2020).
Vistos em conjunto, sugere-se que a reducdo na fosforilagdo do NF-kB mediante
tratamento com ouabaina das células infectadas, pode em parte explicar a menor
producdo de IL-6 e TNF-a visualizada nas células infectadas com ZIKV que foram
tratadas com ouabaina, sendo um indicio do mecanismo na qual a ouabaina exerce
seus efeitos anti-inflamatorios no contexto em questéo.

Em conjunto a isso, ja foi demostrado que o alvo da Rapamicina em Mamiferos
(mTOR) atua regulando diversas fungdes fisiologicas, incluindo sobrevivéncia celular,
proliferacéo e diferenciacdo. Durante o desenvolvimento cerebral, as vias mediadas
por mTOR atuam de forma central na manutencéo da neurogénese e da pluripoténcia

das células tronco-neurais. Anormalidades na via de sinalizagdo do mTOR em células
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tronco neurais durante o desenvolvimento cerebral, resultam em comprometimento
cerebral grave (Lee, 2015), que pode ser visualizado em alguns casos de infeccao
pelo ZIKV (De Sales-Neto et al., 2024).

Como demonstrado por Liang et al. (2016), as proteinas NS4a e NS4b do ZIKV
desregulam a sinalizacdo do mTOR em células tronco neurais de fetos humanos,
inibindo a neurogénese e induzindo autofagia. Neste contexto, esse trabalho
demonstrou que a infeccdo causada pelo ZIKV de células de neuroblastoma humano
(SH-SY5Y) reduziu a fosforilagdo de mTOR, o que pode indicar prejuizos no processo
de proliferacdo dessas células. Todavia, o tratamento com ouabaina reverteu
significativamente a fosforilagdo de mTOR para nivel acima do basal (Figura 10C) o
que é um indicativo da restauracéo da sinalizagdo do mTOR outrora prejudicado pela
infecgao do ZIKV.

Além do mTOR, ja foi demostrado que a Quinase Regulada por Sinal
Extracelular (ERK) e a Quinase de Proteina Ativada por Mitégeno (MAPK): p38,
regulam processos de sobrevivéncia celular, proliferacdo e diferenciacdo. De forma
similar, os dados aqui expostos demonstram que a infec¢éo causada pelo ZIKV levou
a uma menor ativacdo dessas proteinas, indicando prejuizos ao processo de
proliferacdo das células SH-SY5Y, contudo, o tratamento com ouabaina foi capaz de
reverter a inibicdo dessas proteinas ocasionada pelo ZIKV

Diante disso, além da atividade antiviral e anti-inflamatoria da ouabaina durante
infeccdo pelo ZIKV, esses dados sugerem que essa molécula também é capaz de
regular positivamente a ativacdo de proteinas envolvidas com a proliferacdo e
diferenciacdo de células neurais, ressaltando assim o potencial da ouabaina em
modular positivamente a neurogénese durante a infeccdo do ZIKV, que
conhecidamente prejudica esse processo.

O efeito bioldgico classico da ouabaina vem sendo atribuido a sua capacidade
de se ligar a seu unico receptor estabelecido, a Na*/K*-ATPase, uma enzima de
membrana que bombeia 3 ions Na* para o meio extracelular e 2 ions K* para o0 meio
intracelular através da hidrolise de trifosfato de adenosina (Kulikov et al., 2007; Xie
and Askari, 2002). Sabe-se que a ouabaina através de sua interagdo com a Na*/K*-
ATPase pode deflagrar cascatas de sinalizagdes intracelulares, incluindo a via da
proteina quinase nao receptora (NRTK) Src, o que induz uma multitude de efeitos
celulares (Xie; Askari, 2002). Aqui, tanto o tratamento com ouabaina quanto a infec¢éo

do ZIKV promoveram aumento na ativagcao dessa proteina e o tratamento das células
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infectadas levou a uma ativacdo ainda maior do que a visualizada na infec¢cdo e no
tratamento desvinculado da infec¢do. Tal fato € um indicativo que tanto o tratamento
com ouabaina quanto a infeccdo do ZIKV possuem como alvo em comum a Src,
induzindo a ativagdo dessa proteina.

Todavia, a ativacao de Src pela ouabaina pode estar relacionado com o efeito
antiviral visualizado nesse trabalho, uma vez que estudo de Burkard et al. (2015),
demonstrou que a atividade antiviral da ouabaina contra o coronavirus estava

associado com o aumento da fosforilagao de Src.

7 CONCLUSOES

Em suma, as descobertas expostas demonstraram pela primeira vez a
atividade antiviral e anti-inflamatoéria da ouabaina em células de linhagem neural
durante a infeccdo pelo ZIKV. Os resultados revelaram que o tratamento com
ouabaina de células SH-SY5Y infectadas com ZIKV, foi capaz de reduzir a producéo
de IL-6 e TNF-qa, outrora aumentada pela infecgao, através da supresséo da ativacéo
do NF-kB. Em conjunto a isso, o tratamento com a ouabaina também restaurou aos
niveis basais a fosforilacdo de mTOR, p38 e ERK que foi previamente modulada
negativamente pelo ZIKV, esse efeito coloca em evidéncia o potencial que esta
molécula apresenta em debelar processos inflamatérios deflagrados pelo ZIKV e
proteger células neurais de possiveis prejuizos ao processo de neurogénese (Figura
11). Na cocultura de macrofagos humanos com células de neuroblastoma infectadas
com ZIKV, observou-se aumento na producéo de IL-1B, contudo o tratamento com
ouabaina foi capaz de reduzir expressivamente esta producdo que retornou aos niveis
obtidos na cocultura com células ndo infectadas (Figura 11). Esse dado evoca a
possibilidade desta molécula modular negativamente a formacdo e ativagdo de
inflamassoma, o que contribuiria com a robustez da atividade anti-inflamatoria desta
molécula, todavia, é necessario investigar especificamente este parametro para
validagéo dessa hipotese.

Por fim, esse estudo contribui para confirmar a efetividade dos esteroides
cardiotdbnicos como potenciais antivirais e agentes imunomodulatérios, sendo a
ouabaina promissora contra o ZIKV. Corroborando com o que foi exposto, trabalho de
Carvalho et al. de 2024 (artigo no prelo) demonstrou efeito antiviral e
imunomodulatério da ouabaina em modelo in vivo de Sindrome Congénita do Zika.

Contudo, sédo necessarios mais estudos que investiguem outros marcadores celulares
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em modelos distintos de infeccao pelo ZIKV, tanto in vitro quanto in vivo, para melhor
estabelecer os mecanismos pelo qual a ouabaina exerce seus efeitos

imunomodulatérios e antiviral aqui demonstrados.

Figura 11 - Atividade antiviral e anti-inflamatéria da ouabaina contra o ZIKV
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Ouabaina inibe a producéo de IL-6 e TNF-a induzida pelo ZIKV ao suprimir o NF-kB, enquanto
restaura a homeostase da fosforilacdo de mTOR, p38 e ERK na linha celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y. O tratamento prévio com ouabaina das SH-SY5Y infectadas com ZIKV ainda é
capaz de reduzir a producao de IL-1B quando estas células estdo em cocultura com macréfagos
humanos.
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Anexo 1 -TCLE

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Participacio no estudo
(Ma) senhor{a) estd sendo convidado a participar da pesquisa intiulada “Atvidade
anti-inflamatéria da ouvabaina na cocultura de macrifagos humanos e células de linhagem de
newroblastoma humano infectadas com zika vins” coordenada por Daniel Wilson Arruda
Magalhiies. O objetivo deste estudo & avaliar a atividade anti-inflamatiria da ouabaina na cocultura
de macrifagos humanos e células de linhagem de newroblastoma humano infectadas com zika virus,
Meste projeto, as células do sen sangue, os mondcitos, serfio diferenciados em macrofigos e
utilizados para investigarmos sua interaglio com células que foram infectadas pelo zika virus e
tratadas ou ndo com a ouabaina. Caso ofa) senhon(a) aceite participar, terd que doar uma Gnica vez
uma amostra de 20mL de sanpue gue serd coletada do sen braco. O sangue serd mantido no
Laboratirio de Biologia Molecular (Labimol), no Centro de Ciéncias Meédicas da UFPB e serd
armazenado em geladeira por até & horas antes do processamento para a separacio das células
(globulos brancos) do sangue. Depois os globulos brancos serfo cultivados e os gue aderirem na
placa de cultive serio mantidos por uma semana, os que aderem na placa sfo em maioria
mondcitos, um tipe de globule branco que pode ser diferenciado in vitro em macrdfagos que é um
tipo de célula envolvido na resposia imune. Assim, seus mondcitos serfio mantidos em cultura
celular por uma semana na presenca de estimulos para que se diferenciem em macrdfagos. Os
macréfagos serfio utilizados em cocultura com células de neuroblastoma infectadas com zika virus
que foram tratadas ou ndo com ouabaina, para avaliar a aglio da ouabaina nas células infectadas e
como isso interfere na resposta inflamatoria mediada pela aclo destes macréfagos. Também
pesquisaremos se seus macrofagos sio capazes de reconhecer e remover células de neuroblastoma
infectadas pelo virus Zika e como a ouabaina ird interferir neste processo. Este processo de englobar
e remover células mortas ou infectadas é chamado de eferocitose. Quando os macréfagos englobam
células infectadas ou apoptiticas, eles podem se ativar e por isso investigaremos se os macrifagos
ativados pelas células infectadas tratadas ou ndio com ouabaina terio a producio de proteinas
chamadas citocinas moduladas (IL-1§, IL-6 e IL-10 slo as citocinas que serfo estudadas nesta
pesquisa). Citocinas sdo proteinas mensapgeiras do sistema imune, envolvidas por exemplo em
processos de inflamagio e reparo dos tecidos no nosso corpo. Também serd analisado a formacio de
inflamassoma pelos seus macréfagos ao entrarem em contato com células de newroblastoma
infectadas com zika virus, tratadas ou nfio com ouabaina, para determinar se a ouabaina & capaz de
interferir na resposta inflamatéria do macréfago. Para averiguar como a ouabaina potencialmente
modula este processo  inflamatério observado na interacio dos seus macrfagos com o
neuroblastoma infectado, serfio analisados os niveis de fosforilaglio das MAPK, (ERK, INK e p38
174
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serfio as MAPKs estudadas nesta pesquisa) dos macrifagos em contato ou ndo com as células de
neuroblastoma infectadas com o zika virus, que foram tratadas ou ndo com ouabaina. Durante o
tempo de realizacho desta pesquisa os macrofagos e o sobrenadante das culturas poderio ser
congelados e armazenados em ultrafreezer até a realizagio de todas as andlises, experimentos e
descarte. Apds a coleta do seu sangue, a parte que ndo for utilizada nos experimentos (os glébulos
vermelhos) e mesmo a parte que for utilizada nos experimentos e andlises desta pesquisa, assim
como 03 sobrenadantes de cultura, serlo descartados ao fim da pesquisa. Pama isso serfio
primeramente autoclavados (processe de estenlizagio), depos descartados em lixo bioldgico e por
fim destinado & incineraclio, conforme as normas vigentes. O(a) senhor(a) também responderd a um
questiondrio, que levard em torno de 10 minutes, no qual perguntaremos sua idade, peso, altura, se
possui alguma doenga, se faz uso de alguma medicaclo, se & fumante, se faz uso de bebidas
aleodlicas ou drogas ilicitas, se esta grivida ou amamentando.

Riscos ¢ Beneficios

Con sua participacio nesta pesguisa, ofa) senhor(a) estard expostoia) a desconforto no
momento da coleta sanguinea e possibilidade de formaclio de hematoma dolorido no local da coleta.
A coleta serd feita utilizando-se de seringa e agulha descartiveis e estéreis. Posteriormente o sangue
serd transferido para tubos fechados contendo heparina sidica (anticoagulante). A coleta serd feita
por profissionais treinados com experiéncia no protocolo de coleta sanguinea.

Além disso, a aplicagho do questiondrio pode gerar constrangimento ao se perguntar sobre
estile de vida e estado de sadde do individuo, neste ponto, o pesquisador estard comprometido em
manter o respeito ¢ a descrigio, prevenindo assim o constrangimentoe. Os pesquisadores serfio os
linicos com acesso a0s dados obtidos, mantendo-os em sigilo.

Como beneficio, vocé ird indiretamente contribuir com a descoberta de uma nova aplicagio
para molécula ouabaina, que potencialmente poderd ser utilizada no tratamento da inflamagio

aguda e crinica que & observada na infecclo pelo zika virus.

Sigilo, Anonimato e Privacidade

(s dados obtidos com esta pesquisa podem ser publicades em aulas, congressos, eventos
cientificos, palestras ou periddicos cientificos, sem a sua identificacio. Os pesquisadores se
responsabilizam pela guarda e confidencialidade dos dados, bem como a nfo exposigho
individualizada dos dados da pesquisa. Sua participacio é voluntina e vocé terd a liberdade de se

recusar a responder qualsquer questdes que lhe ocasionem constrangimento de alguma natureza.
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Autonomia

Oia) senhor(a) tem a autonomia de retirar-se da pesquisa a qualquer Mmomento ou recusar a
participagdio, e isto nio acarretard qualquer prejuizo a vocé. Durante toda a pesquisa, vocé terd
garantia de livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos a respeito do estudo e de suas
consequéncias. Se durante a pesquisa for detectado que vocd apresenta alguma condigho que evogue
necessidade de tratamento, receberd a orientagio da equipe de pesquisa, de forma a adquirir um
atendimento especializado. (Wa) senhor(a) também poderd contatar os pesquisadores em qualguer
etapa da pesquisa, por e-mail ou telefone, a partir dos contatos dos pesquisadores que constam no
final do documento.

Devolutiva dos resultados

s resultados da pesquisa poderio ser solicitados a partir de novembro de 2025, mediante
solicitagio serd enderecado um e-mail para vocé, descrevendo os resultados obtidos na pesquisa.
Ressalta-se que os dados coletados somente poderfio ser utilizados para as finalidades da presente

pesquisa, sendo que para novos objetives um novo TCLE deve ser aplicado.

Ressarcimento ¢ Indenizacio
Sua participacio ¢ voluntiria, portanto ndo poderd ser pago por participar desta pesquisa. De
forma equivalente, sua participacio na pesquisa ndo implica em gastos para vocé. Caso haja algum
dano decorrente da sua participacio na pesquisa, vocé serd indenizado, conforme determina a lei.
Mediante esclarecimento a respeito da pesquisa, caso vocé aceite fazer parte do estudo,
deverd assimar o consentimento de participaciio em todas as pipinas e no campo previsto para o seu
nome, que & impresso em duas vias, uma delas ficard em posse do pesquisador responsdvel e a outra

Via COMm VOCE.

Consentimento de Participacio

Eu concordo em parlicipar,

voluntariamente da pesquisa intitulada “Atividade anti-inflamatéria da ouabaina na cocultura de

macrofagos humanos e células de linhagem de neuroblastoma humano infectadas com zika virus™

conforme informaches contidas neste TCLE.

Local e data:

IFnpfeaaia
daliioscipica do
participanta
Assinatura do Participante da Pesguisa:
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Pesquisador {a) responsavel: Daniel Wilson Armuda Magalhdies
E-mail para contato: daniel magalhaes biotec(igmail com
Telefone para contato: (83) 981627505
Assinatura do (a) pesquisador (a) responsivel

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto por um grupo de pessoas que
estio trabalhando para garantic que seus direitos como participante sejam respeitados, sempre se
pautando pelas Resolughes 466/12 e 510/16 do Conselho MNacional de Sadde (CNS). O CEP tem a
obrigacio de avaliar se a pesquisa foi planejada e se esth sendo executada de forma ética. Caso voed
achar que a pesquisa nio estd sendo realizada da forma como vocé iImaginou ou que estd sendo
prejudicado de alguma forma, vocd pode entrar em contato com o Contato do pesquisador
responsdvel ou com o Comité de Etica do Centro de Ciéncias Médicas

Enderego:- Centro de Ciéncias Médicas, 37 andar, Sala 14, Campus I - Cidade Universitina - Bairro
Castelo Branco CEP: 58059-900 - Jodo Pessoa-PB

Telefone: (083) 3216-7308

E-mail: comitedeeticaf@cem ufph.br
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Anexo 2 — Aprovacéo CEP

UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
MEDICAS DA UNIVERSIDADE WW
FEDERAL DA PARAIBA / CCM

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Atividade anti-inflamatéria da ouabaina na cocultura de macréfagos humanos e células
de linhagem de neuroblastoma humano infectadas com zika virus

Pesquisador: DANIEL WILSON ARRUDA MAGALHAES

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 74320323.2.0000.8069

Instituicao Proponente: UFPB - Centro de Ciéncias Médicas/CCM
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.543.849

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao

JOAO PESSOA, 30 de Novembro de 2023

Assinado por:

MARCIA ADRIANA DIAS MEIRELLES MOREIRA
(Coordenador(a))
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Anexo 3 — Artigo publicado em tema correlato a dissertacéo

International Immunopharmacology
Volume 127, 25 January 2024, 111368

.

ELSEVIER

Zika virus: Antiviral immune response,
inflammation, and cardiotonic steroids as
antiviral agents

José Marreiro de Sales-Neto, Deyse Cristina Madruga Carvalho,

Daniel Wilson Arruda Magalhdes, Anna Beatriz Araujo Medeiros, Mariana Mendonca Soares,
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Anexo 4 — Artigo submetido relacionado a dissertacéo.

Ouabain presents antiviral and anti-inflammatory activity

against Zika virus in a human neural cell line
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a Laboratory of Inmunobiotechnology, Biotechnology Center, Federal University
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