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RESUMO

A Dengue € uma doenca viral sistémica, transmitida por mosquitos, que afeta
anualmente cerca de 100 milhdes de pessoas em todo o mundo. Causada por quatro
sorotipos do virus da Dengue (DENV), suas manifestacdes clinicas podem variar de
assintomaticas a formas que podem levar a 6bito. Curiosamente, 0s pacientes com
Dengue apresentam uma resposta exacerbada das células secretoras de anticorpos
(ASCs) no sangue cerca de sete dias apos o inicio dos sintomas. A frequéncia dessas
ASCs induzidas pelo DENV representa mais de 50% de todas as células B circulantes
no sangue. Essa quantificacdo € maior que aquelas encontradas em outras infeccoes
virais, contextos de imunizacdo e até mesmo em pacientes com neoplasias de ASCs.
Além disso, a magnitude dessa resposta transitoria se correlaciona com a gravidade da
doenca. Entdo, como a infeccdo pelo DENV induz essa resposta enorme? Para
responder a essa pergunta, combinamos abordagens in vitro e in silico. Células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) obtidas de individuos saudaveis foram
cultivadas in vitro durante sete dias na presenca do DENV ou mitdgenos. Apos a
estimulacdo pelo DENV, as células B presentes nas PBMCs foram capazes de se
diferenciarem em ASCs, tanto fenotipicamente quanto funcionalmente, em magnitude
similar aquelas estimuladas com mitdégenos. Essa diferenciacdo demonstrou ser
dependente da presenca de outras células contidas nas PBMCs, assim como do contato
célula-célula. Embora ambos os estimulos tenham sido capazes de induzir a
diferenciacdo de ASCs, eles diferiram metabolicamente e transcricionalmente. PBMCs
estimuladas pelo DENV apresentaram um maior consumo de triptofano, associado a
maior expressdo de IDO1 e IDO2 e maior sintese de quinurenina, bem como maiores
expressoes de IL-10, BAFF e SYK. Ainda, as concentracfes de quinurenina foram
positivamente correlacionadas com a enumeragcao de ASCs nessas culturas. Dados de
transcriptoma publicos de pacientes com Dengue também suportam esses achados.
Outros flavivirus, como o virus Zika e a cepa vacinal da Febre Amarela ndao foram
capazes de induzir a mesma magnitude de diferenciacao das células B em ASCs in vitro.
Tao pouco apresentaram correlagdo entre a enumeracdo de ASCs e a sintese de
quinurenina. Por fim, através da construcdo de uma hipotética via de diferenciacao de
células B em ASCs durante infeccédo pelo DENV, através da combinacédo de dados da
literatura e transcriptomas publicos, demonstramos que moléculas relacionadas a via do
STAT3 (IL-10, IL-6, IRF4 e BLIMP1) estdo mais expressas nos pacientes infectados e
moléculas que respondem aos sinais de calcio (Calcineurina, NFATC1, DOK3 e GRB2)
estdo menos expressas nos pacientes infectados. Esses dados proporcionam um melhor
entendimento da resposta de células B durante a infe¢cdo pelo DENV, particularmente
sobre como o metabolismo e a sinalizacdo das células B estdo conectados nesse
processo.

Palavras-chave: célula B, Dengue, células secretoras de anticorpos, plasmablastos,
diferenciacdo de células B, metabolismo do triptofano, quinurenina, sinalizacdo de
células B
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ABSTRACT

Dengue is a mosquito-borne viral disease that affects annually about 100 million
people worldwide. Caused by four Dengue virus (DENV) serotypes, it ranges from
asymptomatic to life threatening forms. Curiously, Dengue patients present an
exacerbated blood antibody-secreting cell (ASCs) response around seven days after the
symptoms onset. The frequency of those DENV-induced ASCs represents more than
50% of all circulating blood B cells. This is greater than found in others viral infections,
immunization contexts and even in ASCs related-leukemia patients. Moreover, the
magnitude of that transitory response correlates with the disease severity. So, how does
the DENV infection induce this enormous response? In order to answer this question we
have combined in vitro and in silico approaches. Peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) obtained from healthy individuals were cultured in vitro during seven days in the
presence of DENV or mitogens. Upon the DENV stimulation, PBMC-contained B cells
were able to differentiate phenotypically and functionally into ASCs, both phenotypically
and functionally, in a similar magnitude than mitogen-stimulated cells. This differentiation
was demonstrated to be dependent of the presence of the remaining PBMCs, as well as
of the cell-cell contact. Although both stimuli were able to induce the ASCs differentiation,
they differed metabolically and transcriptionally. DENV-stimulated PBMCs showed higher
tryptophan consumption, associated with higher IDO1 and IDO2 expression and higher
kynurenine synthesis, as well as higher IL-10, BAFF and SYK expressions compared to
mitogen-exposed counterparts. Additionally, the kynurenine concentrations were
positively correlated with the ASCs-enumeration in those cultures. Public transcriptome
data supports these findings as well. Other flaviviruses, such as Zika virus and the
attenuated vaccine Yellow Fever were not able to induce the same magnitude of ASCs
differentiation in vitro. Hence, they did not present a correlation between the number of
generated ASCs and the supernatant kynurenine levels. Based on the combination of the
literature and public transcriptome data, we have constructed a hypothetical B cell
differentiation pathway that might be occurring during DENV infection. It displays that
STAT3 pathway-related molecules (IL-10, IL-6, IRF4 and BLIMP1) are more expressed
in Dengue patients and molecules that respond to calcium signals (Calcineurin, NFATC1,
DOKS3 and GRB2) are less expressed in Dengue patients than in control. These data
provide a better understanding of the B cell response elicited by DENV infection,
particularly about how the B cell metabolism and signaling can be connected into this
process.

Keywords: B cell, Dengue, antibody-secreting cells, plasmablast, B cell differentiation,
tryptophan metabolism, kynurenine, B cell signaling
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1. INTRODUCAO
1.1. Dengue

A Dengue é uma infeccao viral sistémica, cujo agente etioldgico — o virus da
Dengue (DENV) — é transmitido aos humanos pelas fémeas dos mosquitos vetores
Aedes aegypti e Aedes albopictus (SIMMONS et al., 2012). Trata-se da arbovirose de
maior prevaléncia no mundo, com cerca de 390 milhdes de infec¢des estimadas e 96
mil casos reportados anualmente (BHATT et al., 2013; WHO, 2016).

Sua prevaléncia situa-se, sobretudo, nas faixas tropicais e subtropicais do
globo, sendo endémica em mais de 100 paises da Asia, América Latina, Pacifico e
Africa. Além disso, recentemente, foi responséavel por alguns surtos locais

nos Estados Unidos e em partes da Europa (Figura 1) (BHATT et al., 2013;
SCHAFFNER; MATHIS, 2014; TEETS et al., 2014). Nas ultimas décadas, devido ao
aumento de sua extensdo geografica, niumero de casos e gravidade da doencga, a
Dengue vem sendo reconhecida como um importante problema de saude publica,
apresentando substancial efeito social e econdmico (GUZMAN; HARRIS, 2015).

: .
£iHealthMa
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DengueMap Ausente  Improvével Provével Presente

Figura 1 — Distribuicdo global do risco de infeccdo pelo virus da Dengue no
periodo de 07/02/2019 a 07/08/2019. As éareas de risco estdo representadas pela
escala de cor que vai de azul (ausente) a vermelho (presente) e sdo determinadas por
um consenso entre as diferentes fontes, incluindo: sistemas nacionais de vigilancia,
literatura, questionarios e relatérios formais e noticias informais. Relatérios recentes
de casos locais ou importados de Dengue, recolhidos a partir de dados oficiais, artigos
de jornais e outras fontes de midia, estdo representados pelos circulos vermelhos,
tanto para casos locais (circulo pequeno), quanto para casos nacionais (circulo
grande). Retirado de: HEALTH MAP (2019).



O Brasil encontra-se entre um dos paises mais afetados pela Dengue. Em
2012, um levantamento realizado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) apontou
0 Brasil como o pais lider em niamero de casos de infeccdo pelo DENV no periodo
entre 2004 e 2010, seguido da Indonésia e do Vietham (WHO, 2012). Em 2015, a
incidéncia média de pessoas infectadas ultrapassou os valores epidémicos, chegando
a mais de 900 casos por 100 mil habitantes em estados como Acre, Goias e Sdo
Paulo. Ja nos anos seguintes, em particular a partir de 2016, esses valores cairam
drasticamente, totalizando nacionalmente apenas 265.934 casos em 2018. (Figura 2)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Em geral, isso ocorre em grandes centros urbanos,
pois a transmissdo da Dengue exibe uma periodicidade interanual, que consiste em
surtos a cada 3-5 anos, frequentemente de sorotipos alternados (BENNETT et al.,
2010). Entretanto, a razdo para uma queda tdo abrupta nos casos de Dengue em 2017

no Brasil ainda néo foi bem estabelecida (LOPES et al., 2018).
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Figura 2 — Série histérica da incidéncia de Dengue no Brasil. Fonte: SVS (2019).

A transmissdo da doenca é favorecida em &reas urbanas, pois nelas o0 mosquito
Aedes aegypti (principal vetor da Dengue), para o Brasil, encontra condi¢des
extremamente favoraveis para sua proliferacdo. Dentre os fatores que podem estar
integrados na sua propagacao, destacam-se as temperaturas mais altas, impactos
ambientais nos ecossistemas, rapido crescimento demografico associado a intensa,
desordenada urbanizacao e enfraquecimento dos servicos de saude publica, além da
introducdo de novos sorotipos em areas consideradas indenes (MENDONCA,;
SOUZA; DUTRA, 2009).



Depois da picada pelo mosquito infectado e de um periodo de incubacéo de 4-
8 dias, a infeccao pelo DENV pode produzir um amplo espectro de formas da doenca.
Apesar da maioria dos casos se caracterizarem por serem assintomaticos ou
subclinicos (total auséncia de sintomas e titulacéo positiva de IgM ou IgG especificos
para proteinas do virus) (KHETARPAL; KHANNA, 2016), parte dos pacientes
desenvolvem a forma moderada ou classica da doenca. Esta forma é associada ao
surgimento de sintomas inespecificos, como febre alta e dor no corpo, e ao surgimento
de sinais caracteristicos, como a formacéo de petequias e exantemas, que duram de
5 a6 dias. Ainda, uma pequena proporcao de pacientes avanca para as formas graves
(hemorragica ou sindrome de choque) caracterizadas respectivamente por alterages
no sistema de coagulacdo, assim como problemas de carater cardiorrespiratério,
gastrointestinal, neuroldgico, entre outros, podendo levar o paciente a 6bito
(KHETARPAL; KHANNA, 2016).

A partir de 2014, o Brasil passou a utilizar uma nova classificagdo para as
formas de Dengue. Esta abordagem enfatiza que a Dengue € uma doenca Unica,
dindmica e sistémica, que pode evoluir tanto para a remissdo dos sintomas quanto
para um agravamento clinico. Por estas razfes, sd0 necessarias constantes
avaliacbes dos pacientes para que, quando quaisquer intervengdes sejam
necessarias, elas possam ser prontamente efetivadas, evitando 6bitos (MINISTERIO
DA SAUDE, 2016). Nessa nova classificacdo, o estadiamento da doenca baseia-se
em dados de anamnese e exame fisico, e subdivide os pacientes em quatro
categorias:

- Grupo A, com auséncia de sinais de alarme (Quadro 1) e auséncia de comorbidades,
grupo de risco ou condicdes clinicas especiais;

- Grupo B, com auséncia de sinais de alarme (Quadro 1) e com presenca de
sangramento espontaneo de pele (petéquias) ou induzido (prova do lago positiva) e/ou
presenca de condi¢des clinicas especiais e/ou risco social ou comorbidade;

- Grupo C, presenca de algum sinal de alarme (Quadro 1);

- Grupo D, presenca de sinais de choque, sangramento grave ou disfuncédo grave de
6rgéos (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).



Quadro 1 - Sinais de alarme derivados da infeccéo pelo virus da Dengue
(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

- Dor abdominal intensa (referida ou a palpacao) e continua

- Vomitos persistentes

- Acumulo de liquidos (ascite, derrame pleural, derrame pericardico)
- Hipotenséao postural e/ou lipotimia

- Hepatomegalia maior do que 2 cm abaixo do rebordo costal

- Sangramento de mucosa

- Letargia e/ou irritabilidade

- Aumento progressivo do hematécrito

Visto que os sintomas da Dengue sao similares aos de outras doencas febris,
a disponibilidade de testes diagnosticos especificos € extremamente importante para
confirmacédo da doenca em casos suspeitos. Varias técnicas tém sido aplicadas para
diagndstico laboratorial da infeccdo por DENV. Essas técnicas incluem: deteccédo do
virus (cultura de célula, imunofluorescéncia), deteccdo do acido nucléico viral
(transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase — RT-PCR),
deteccdo do antigeno viral ndo estrutural 1 (NS1; ensaio imuno-enzimatico — ELISA e
ensaio imunocromatografico — ‘teste rapido’), e deteccdo de anticorpos anti-DENV
(inibicdo da hemaglutinacéao, teste de fixacdo do complemento, teste de neutralizacéo
e ELISA) (GUZMAN; HARRIS, 2015). Entretanto, dada a cinética varidvel de cada
marcador da doenca, ndo ha disponivel um teste Unico que possa ser utilizado para
diagnosticar definitivamente infeccdes pelo DENV em todas as fases da infeccao
(MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). O desempenho de testes diagndsticos
para a confirmagdo de Dengue tem sido avaliado em diferentes estudos (AHMED;
BROOR, 2014; FERRAZ et al., 2013; TONTULAWAT et al., 2011). Testes moleculares
e sorologicos foram comparados avaliando a exatidao e a capacidade de diagnostico
precoce da infec¢éo por DENV, objetivando determinar a porcentagem de contribuicéo
gue cada teste pode adicionar ao diagndstico final (AHMED; BROOR, 2014; FERRAZ
et al., 2013; TONTULAWAT et al., 2011). No Brasil, o Ministério da Saude indica em
seu protocolo de diagndstico e manejo clinico, alguns desses meétodos para
confirmaco laboratorial de Dengue (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Normalmente,
sdo solicitados RT-PCR para deteccdo do acido nucléico viral ou ensaio

imunocromatografico — ‘teste rapido’ — para NS1 até o quinto dia do inicio dos



sintomas. Ja a partir do sexto dia, € solicitada sorologia pelo método ELISA para
deteccdo de imunoglobulinas anti-DENV (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Se
positivos, o caso é confirmado. Se negativos, uma nova amostra de sangue € ou
deveria ser coletada para posterior realizacdo de analise soroldgica.

Por ndo possuir nenhum tratamento especifico, a base do seu manejo esta no
gerenciamento dos fluidos, com monitoragdo cuidadosa dos 6rgdos e correcdo de
distarbios metabdlicos. Niveis baixos de calcio no sangue (hipocalcemia) s&o
encontrados durante a infeccdo pelo DENV, podendo ser ainda mais pronunciados
nas formas mais graves da doenca. Além disso, o calcio também tem sido implicado
na imunopatogénese da Dengue. No entanto, as implicacdes clinicas precisas dessas
interagcbes ainda nao estdo claramente definidas (SHIVANTHAN; RAJAPAKSE,
2014). Ainda, quando ndo controlado, o aumento da permeabilidade vascular pode
levar a perda de um grande volume de sangue, resultando em choque hipovolémico
e até mesmo morte. Por tal razdo, o monitoramento diario do hematécrito e do numero
de plaquetas faz-se necessario por pelo menos 2-3 dias durante o periodo de febre.
A reducdo do namero de plaquetas é acompanhada da reducéo sérica de serotonina
(envolvida na agregacdo plaquetaria), podendo atuar conjuntamente como
marcadores prognosticos do agravamento da doenca (CUI et al., 2016). O precursor
da serotonina, o triptofano, também se encontra reduzido durante a infec¢@o pelo
DENV, sendo essa reducéo ainda mais proeminente nas formas graves da doenca
(BECERRA et al., 2009a). Além disso, pacientes com Dengue também apresentam
maior atividade das enzimas Indoleamina 2,3-Dioxigenase 1 e 2 responsaveis por
catabolizar o triptofano em quinurenina (BECERRA et al., 2009a), sugerindo que este

metabolismo possui um papel na patogénese da Dengue.

1.2. Ovirus da Dengue (DENV)

O DENV possui quatro sorotipos, identificados como DENV-1 a 4 (GUBLER et
al., 1979). Embora geneticamente diversos, eles compartilham certa identidade entre
seus aminodcidos (cerca de 60-75%) (SIMMONS et al., 2016). Porém, ainda que
todos os sorotipos possuam capacidade similar de infeccdo, suas variagdes genéticas
sdo importantes determinantes da viruléncia e potencial de epidemia (COLOGNA,;
ARMSTRONG; RICO-HESSE, 2005). Assim como outros virus da familia Flavivirus,

o0 DENV apresenta morfologia esférica, com 40-50 nm de didmetro, contendo um



genoma de RNA fita simples, senso positivo, envolto por um nucleocapsideo
icosaédrico. Este nucleocapsideo € circundado por uma membrana lipoprotéica,
contendo proteinas do envelope e membrana ou pré-membrana — dependendo da
maturidade do virus (Figura 3A e 3B) (GUZMAN et al., 2010; KUHN et al., 2002).

A)

VIRUS IMATURO VIRUS MADURO

C
Lipideos de ©
membrana

Figura 3 — Representacdo esquematica e estrutural da particula do virus da
Dengue, madura e imatura. A- Representacdo esquematica da particula viral do
DENV, imatura (esquerda) e madura (direita). B- Representacéo estrutural em 3D da
superficie da particula do DENV, imatura (esquerda) e madura (direita). E: proteina
do envelope; prM: proteina precursora da proteina M (pré-membrana); M: proteina de
membrana; C: proteina C (core ou capsideo). Modificado de HEINZ; STIASNY (2017).

Seu genoma, presente no interior do nucleocapsideo, possui aproximadamente
11 Kb de comprimento e uma Unica fase de leitura aberta (ORF, do inglés open
reading frame) que expressa uma poliproteina de aproximadamente 370 kDa. Apos
clivagens nesta poliproteina, trés proteinas estruturais do DENV s&o originadas (core
ou capsideo [C], que compde o nucleocapsideo; membrana [M], que € um fragmento
proteolitico de sua percursora, a pré-membrana [prM]; e envelope [E], envolvida na
interacdo das particulas virais com receptores celulares). Da mesma forma, também
sdo originadas sete proteinas ndo estruturais (NS, do inglés non structural): NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Com ajuda das proteinas hospedeiras, elas
remodelam a organizacéo interna da célula, replicam o RNA viral e ajudam o virus a
escapar do sistema imunolégico (Figura 4) (EL SAHILI; LESCAR, 2017; GUZMAN;
HARRIS, 2015; KUHN et al., 2002).
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Figura 4 — Representacao do genoma do virus da Dengue e de sua organizacao.
C: proteina C (core ou capsideo); E: proteina do envelope; prM: proteina precursora
da proteina M (pré-membrana); M: proteina de membrana;NS: proteinas nao
estruturais, do inglés non structural.

1.3. Infeccao pelo DENV

O ciclo do DENV em humanos se inicia com a inoculacao de particulas virais
através da picada do mosquito infectado. Apds serem introduzidas na derme do
hospedeiro, ocorre a invasdo das células alvo (principalmente macréfagos e células
dendriticas, incluindo as células de Langherans residentes na pele) e o inicio do ciclo
de replicagcdo viral, didaticamente separado em: adsor¢do, penetracao,
desnudamento, traducéo, replicagcdo, montagem, e brotamento das particulas virais
(Figura 5) (RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

A entrada do virus na célula hospedeira envolve a endocitose mediada por
diversos receptores celulares aos quais se ligam as proteinas do envelope viral
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). Entre estes receptores, temos: a

7



Molécula de adesao intercelular ndo integrina especifica das células dendriticas (DC-
SIGN; do inglés Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing
Non-integrin), a proteina regulada pela glicose-78 (GRP78; do inglés glucose-
regulating protein 78), o receptor de manose, moléculas associadas a CD14, entre
outros. Além disso, a infeccdo parece depender da interacdo com receptores
auxiliares como o heparan sulfato e outros glicosaminoglicanos (RODENHUIS-
ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). Seja qual for a molécula envolvida, uma vez que
a ligacéo entre o virus e um receptor da célula do hospedeiro ocorre, as particulas
virais sdo internalizadas através da formacao de vesiculas endociticas recobertas por
clatrina. De 14, elas trafegam para o compartimento pré-lisossomal endocitico, onde,
com a maturacdo desse compartimento ocorre a acidificagcdo do pH em seu interior.
Essa reducédo no pH lisossomal permite uma mudanca conformacional nas proteinas
estruturais virais, induzindo a fuséo entre o envoltério viral e a membrana da célula
hospedeira para liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma. Em consequéncia, o
RNA ¢é desnudado, ficando disponivel para replicacdo viral e associacao ao reticulo
endoplasmatico rugoso (RER), onde ocorre a traducdo da poliproteina viral. A
associacdo do complexo de replicacdo as membranas do RER é mantida
principalmente através das interacdes envolvendo as proteinas ndo estruturais do
virus (Figura 5) (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).

Assim como a replicacéo e traducdo, a montagem dos virions também ocorre
em associacdo com as membranas intracelulares. Inicialmente multiplas copias de C
interagem com uma Unica copia de RNA gendmico no citoplasma, para formar o
nucleocapsideo. Em seguida, as particulas adquirem o envelope a partir do
brotamento para o limen do RER em um processo rapido e coordenado (Figura 5)
(RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010; SCREATON et al., 2015). As
proteinas E e prM séo sintetizadas simultaneamente e permanecem integradas as
membranas do RER através de ancoras transmembranais da regido C-terminal. No
limen do RER, os virions formado aqui séo particulas imaturas de superficie irregular,
e projecbes formadas pelos heterotrimeros de prM-E. Nessas projecdes, as trés
subunidades de prM recobrem os peptideos de fusédo localizados no topo das
subunidades de E (Figuras 3 e 5) (SCREATON et al., 2015).
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Figura 5 — Ciclo de vida do virus da Dengue. Modificado de PIERSON (2002).

Ap6és a completa montagem, essas particulas sdo transportadas
individualmente até o complexo de Golgi através de vesiculas. A maturacdo das
particulas virais ocorre em duas etapas. Primeiramente, a reducédo do pH induz uma
mudanca conformacional irreversivel nas proteinas prM e E. Em seguida, uma
protease residente no complexo de Golgi, furina, cliva o peptideo pr, liberando M. Essa
clivagem gera uma desorganizagdo do heterotrimero e permite a reorganizacao de E
em homodimeros, os quais formam a superficie esférica e regular das particulas virais
maduras (Figuras 3 e 5) (SCREATON et al., 2015). Finalmente, os virions maduros
percorrem a via secretora do Golgi, acumulam-se no compartimento endossomal e
séo liberados da célula por exocitose, podendo infectar novas células (Figura 5)
(SCREATON et al., 2015).

Em razdo da forma de inoculacdo, o DENV tende a infectar primeiramente
células de origem monocitica, como células dendriticas e macréfagos, assim como
fibroblastos. Em seguida, essas ceélulas monociticas infectadas migram para os

linfonodos drenantes, facilitando a disseminacéo viral e tornando a infec¢ao sistémica.
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Essa segunda série replicativa amplifica a progénie viral e origina o estado virémico,
no qual o virus espalha-se pela corrente sanguinea e linfatica através da infec¢édo de
células mononucleares e, finalmente, por diversos 6rgdos (JESSIE et al., 2004;
MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

Apesar de células dendriticas, mondcitos e macréfagos desempenharem o
papel principal na infecgéo e replicagdo do DENV, estudos tém demonstrado outras
células sanguineas, como as células T e B, também sdo permissivas ao virus durante
a infeccdo (CORREA et al., 2015; SILVEIRA et al., 2018; YAM-PUC et al., 2015).
Recentemente, foi sugerido que células B podem ser infectadas in vivo (SILVEIRA et
al., 2018; YAM-PUC et al., 2015) ou in vitro (CORREA et al., 2015). No entanto, as
particulas virais liberadas destas células B in vitro ndo se mostram funcionais
(CORREA et al., 2015).

1.4. Respostaimune ao DENV

A resposta imune a infeccédo pelo DENV é constituida tanto por mecanismos
da imunidade inata como adaptativa. Quanto a resposta imune inata, ela é a primeira
linha de defesa contra a infec¢é@o pelo DENV. Sua ativacéo € decorrente da producéo
de interferons (IFNs) tipo I, alfa e beta, pelas células infectadas (GOMES et al., 2010;
HO et al., 2005). A producdo dessas citocinas € provocada pela deteccdo de
estruturas conhecidas como padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPs,
do inglés Pathogen-associated molecular patterns). Neste caso, RNAs do DENV de
fita dupla ou simples que aumentam de concentracdo apds os primeiros ciclos de
replicacdo viral sdo reconhecidos por sensores especificos do hospedeiro,
denominados receptores de reconhecimento de padrdao (PPRs, do inglés Pattern
Recognition Receptors) (KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011). Varios PRRs estdo
envolvidos na detecgdo do DENV, entre eles a RNA helicase | induzida pelo &cido
retinoico (RIG-I, do inglés Retinoic Acid Inducible Gene 1), o fator 5 de diferenciagéo
do mieloma (MDA5, do inglés Melanoma Differentiation-Associated protein 5)
(NASIRUDEEN et al., 2011; NG; KATO; FUJITA, 2012), e os receptores do tipo Toll
(TLR, do inglés Toll like receptors), principalmente TLR3 e TLR7 (LIANG et al., 2011;
TSAl et al., 2009). Os TLRs 3 e 7 estao localizados nas vesiculas citoplasmaticas, tais
como endossomo e RER, sendo que TLR3 detecta RNA de fita dupla (dsRNA, do
inglés Double-Stranded RNA), enquanto TLR7 reconhece RNA de fita simples
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(ssRNA, do inglés single stranded RNA). J& RIG-I e MDAS foram identificados como
receptores citoplasmaticos de dsRNA (KELSALL et al., 2002). Apés a detecgdo destes
PAMPs pelos PRRs, a célula ativa mdltiplas vias de sinalizacdo que induzem a
translocacdo nuclear de uma série de fatores de transcricdo, como o fator nuclear
kappa B (NFk-B, do ingles Nuclear Factor kappa B) e os fatores reguladores de
interferons (IRF, do inglés Interferon regulatory factors) 3 e 7, a coordenar programas
antivirais via indugdo de IFN-I (DEJNIRATTISAI et al., 2008). Essa resposta
desencadeia a transcricdo de muitos genes que influenciam a sintese proteica,
regulacdo da apoptose e proliferacao celular. Isso acarreta em uma maior maturacéo
das células dendriticas (DC, do inglés Dendritic cells), citotoxicidade das células NK
(natural killers) e diferenciacdo dos linfécitos T citotoxicos (CD8+), proporcionando,
assim, uma ligacdo importante entre respostas imunes inata e adaptativa
(KUTUBUDDIN et al., 1991).

Quanto a resposta imune adaptativa, o processo de apresentacdo de antigenos
do DENV é fundamental para sua plena ativacdo. As DCs séo consideradas as células
apresentadoras de antigenos as mais eficientes (BANCHEREAU; LEBECQUE; LIU,
2000; BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; GUERY; ADORINI, 1995; ROTHOEFT et
al., 2006). Logo ap0s a infeccdo pelo DENV, as DCs, infectadas ou néo, sédo ativadas
e migram aos linfonodos para posterior apresentacdo de antigenos (KELSALL et al.,
2002). Nesses locais, antigenos virais previamente processados e complexados as
suas moléculas de HLA de classe | e Il sdo apresentados principalmente a linfocitos
T CD8+ e T CD4+ respectivamente (DEJNIRATTISAI et al., 2008; KUTUBUDDIN et
al.,, 1991). Enquanto as células T CD8+ ativadas produzem INF-gama e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés Tumor necrosis fator alpha) e sdo responsaveis
pela lise de células infectadas via degranulacdo de granzimas e perforinas
(DEJNIRATTISAI et al., 2008), as células T CD4+ ativadas produzem citocinas pro
(IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-21) e anti-inflamatorias (IL-10 e IL-13) e auxiliam na
ativacao de linfocitos T CD8+ (APPANNA et al., 2007; DEJNIRATTISAI et al., 2008;
SIMMONS et al., 2005), e de linfocitos B CD19+ (HO et al., 2001; UBOL; HALSTEAD,
2010).

Quanto a importancia da resposta humoral, proveniente das células B, destaca-
se o fato que os anticorpos produzidos podem controlar a infecc&o viral bloqueando a
interacdo do virus com a célula hospedeira, em um processo chamado neutralizacao

(WAHALA; DE SILVA, 2011). Durante a infec¢do primaria, os principais alvos dos
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anticorpos séo as proteinas estruturais E, prM e C, além da proteina NS3 (ROTHMAN,
2011). No entanto, essa resposta humoral acaba ndo sendo efetiva, pois ela
apresenta sua maior magnitude no soro normalmente ap6s o declinio da viremia
(Figura 6) (GUZMAN et al., 2010).
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Figura 6 — Carga viral e resposta humoral detectadas apo6s infec¢cdo com o virus
da Dengue. Modificado de GUZMAN et al. (2010).

Em geral, estes anticorpos até reagem cruzadamente contra diferentes
sorotipos do DENV, mas neutralizam preferencialmente particulas virais do sorotipo
envolvido na infeccdo primaria. No entanto, recentemente foi demonstrado que
diferentes epitopos de E podem induzir anticorpos neutralizantes (nAbs, do inglés
neutralizing antibodyes) contra os 4 sorotipos. Dentre os alvos destes nAbs estéo
epitopos lineares e conformacionais dos dominios EDI, EDII e EDIII (DEJNIRATTISAI
et al., 2015), além da cadeia principal do loop de fusédo da E, cadeias conservadas de
glicano e sitio de ligacdo de prM durante a maturacéo viral (DEIJNIRATTISAI et al.,
2015).

Acredita-se que essa protecdo sorotipo-especifica € devido a producéo de
nAbs e da ativacdo de células T de memdria especifica para DENV, conferindo
imunidade contra este mesmo sorotipo por longo periodo. Contudo, se infectado por
um sorotipo viral diferente, alguns daqueles anticorpos pré-existentes reagiriam contra
0 novo sorotipo, formando imunocomplexos. Normalmente, estes anticorpos possuem
baixa capacidade de neutralizacdo para um sorotipo diferente. Assim, esses
imunocomplexos acabam sendo internalizados por macréfagos através de receptores
Fc e escapam do endossomo para o citoplasma. Tendo acesso a maquinaria de
replicacdo da célula do hospedeiro, ha um posterior aumento da carga viral. Este

processo, conhecido como Intensificacdo da infec¢do viral dependente de anticorpo
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(ADE, do inglés Antibody-dependent Enhancement), permite que um maior nimero
de células sejam infectadas, particularmente no inicio da infec¢do, e esta associado
ao risco de desenvolvimento de Dengue grave em infec¢ges secundarias (MATHEW
et al.,, 2011; MIDGLEY et al.,, 2011; ROTHMAN, 2011; SARIOL; NOGUEIRA;
VASILAKIS, 2018). A ocorréncia de ADE durante uma infeccao secundaria pelo DENV
ja foi documentada in vitro (PUERTA-GUARDO et al.,, 2010), em camundongos
(ZELLWEGER et al., 2014), em primatas nao humanos (BORGES et al., 2019) e em
humanos (GUZMAN; ALVAREZ; HALSTEAD, 2013). Ainda, em razdo das
semelhancas estruturais e da co-circulacdo endémica com o virus Zika (ZIKV), a
ocorréncia de ADE entre essas duas infec¢des ja foi muito debatida. Se por um lado,
a ocorréncia de ADE em infecgdes pelo virus Zika (ZIKV) por imunidade preexistente
ao DENV pode ser induzida in vitro (HALSTEAD; PORTERFIELD; O'ROURKE, 1980)
e em camundongos imunodeficientes (BARDINA et al., 2017), por outro, ndo ha
evidéncias para apoiar a ocorréncia ADE em primatas ndo humanos (PANTOJA et al.,
2017) ou em humanos (TERZIAN et al., 2017).

O conhecimento dos aspectos celulares envolvidos na resposta humoral vem
ganhando cada vez mais importancia, principalmente através de estudos focados em
plasmablastos. Isso porque plasmablastos representam uma populacdo de células
secretoras de anticorpos (ASCs, do inglés antibody secreting cells), detectaveis no
sangue periférico e geradas ap0s um estimulo antigénico, sendo este derivado de
infeccdo ou vacinacdo (CARTER et al, 2017). Avaliacbes do numero de
plasmablastos tém sido amplamente utilizadas para descrever a magnitude ou
espectro da resposta imune celular e humoral ap6s vacinagdo (ELLEBEDY et al.,
2016; HE et al.,, 2011). A quantificacdo dessas células pode fornecer dados
importantes relativos a especificidade do anticorpo produzido, seu isotipo e o tempo
da resposta dos plasmablastos (CARTER et al., 2017). Com relac&o a resposta celular
gue suporta a producdo de anticorpos durante a Dengue, ela € extremamente alta e
especifica. Pacientes infectados pelo DENV apresentam um grande aumento na
frequéncia de plasmablastos na circulacdo, com pico detectado em cerca de sete dias
ap6s o desenvolvimento dos sintomas. Ja foi demonstrado que a grande maioria
destes plasmablastos é especifica a epitopos do envelope viral (GARCIA-BATES et
al., 2013; WRAMMERT et al., 2012). Além disso, pacientes que apresentam Dengue
grave tém uma maior magnitude de resposta de plasmablastos especificos que os

pacientes com Dengue moderada (THAI et al., 2011). Curiosamente, a quantidade de
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plasmablastos oriundos desta resposta equivale a mais de 50% de todas as células B
circulantes no sangue. Essa representatividade é muito maior que a observada
durante respostas imunes induzidas contra outros flavivirus (vacina da febre amarela)
ou outros virus (gripe), as quais ndo atingem 10% de média (WRAMMERT et al.,
2012).

A presenca destas células no sangue periférico em frequéncia superior a 1%
ou 2% das células B circulantes é rara. Valores equivalentes a 20% ou mais sugerem
leucemia plasmocitaria ou mieloma, possuindo mal prognostico ambas as doencas
(KOSMO; GALE, 1987). Relatos de casos demonstram que infec¢coes pelo DENV
induzem uma frequéncia de plasmablastos tdo elevadas que assemelham-se a
leucemia plasmocitaria (J.M.; W.W., 2003; THAI et al., 2011). Embora isso seja visto
em cerca de 64% a 73% dos pacientes infectados por DENV (THAI et al., 2011,
WRAMMERT et al., 2012), como a infec¢do pelo DENV é capaz de induzir uma
resposta tao alta de plasmablastos?

A diferenciacdo de células B em ASCs é complexa, sendo mediada por sinais
extrinsecos as células, como contatos com co-receptores de ceélulas circundantes e
alteracdes no microambiente (citocinas e quimiocinas), quanto sinais intrinsecos,
através de uma coordenada regulacdo da expressao génica a niveis epigenéticos,
transcricionais e pdés-transcricionais (BARWICK et al., 2016; COFFRE; KORALOV,
2017; NERA et al.,, 2006). No que diz respeito aos sinais extrinsecos, ASCs sao
geradas como resultado de interacdes cognatas entre células B antigeno-especificas,
T CD4+ e DCs em resposta a antigenos (MOENS; TANGYE, 2014). Essas interacdes
podem levar as células B a se tornarem, rapidamente, plasmablastos (ASCs
circulantes e de vida curta), os quais promovem uma onda inicial de protecéao contra
0 patégeno invasor (NUTT et al., 2015). Podem ainda, levar a formacéo de centros
germinativos (GC, do inglés Germinal Centers), estruturas especializadas dos
foliculos de tecidos linfoides secundarios, onde ocorrem as reaces de mudanca de
classe de imunoglobulina (CSR, do inglés class-switch recombination) e hipermutacéo
somatica (SHM, do inglés Somatic Hypermutation) das regides variaveis das
imunoglobulinas (Ig) (DE SILVA; KLEIN, 2015). Essas células B do GC podem, entao,
dar origem as ASCs (plasmablastos de vida curta e/ou plasmécitos de vida longa) ou
células B de memoaria (NUTT et al., 2015). Esses eventos de diferenciacdo sdo, em
partes, regulados pelas células T helper foliculares (Tfh, do inglés Follicular helper),

distinto subtipo de células T CD4+ caracterizadas pela expressdao do fator
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transcricional de linfoma de células B n°6 (Bcl-6, do inglés B-Cell Lymphoma 6), dos
marcadores de membrana como o receptor de quimiocina C-X-C tipo 5 (CXCR5, do
inglés C-X-C chemokine receptor type 5), a proteina de morte celular programada 1
(PD-1, do inglés Programmed cell death protein 1), o co-estimulador de células T
indutivel (ICOS, do inglés Inducible T-cell COStimulator) e o ligante CD40 (CD40L),
e da producédo de varias citocinas, como IL-4, IL-10 e IL-21 (CROTTY, 2011; DE
SILVA; KLEIN, 2015; MA et al., 2012). Células Tfh localizam-se nos foliculos e GC,
onde interagem com células B e medeiam sua maturacdo em células B de memoria
ou diferenciacdo em ASCs (CROTTY, 2011; MA et al., 2012). As citocinas exibem
considerada redundancia em suas fungoes (FIETTA; COSTA; DELSANTE, 2014). Ao
interagirem com receptores de membrana especificos, elas iniciam vias de transducéo
de sinais que séo criticas para diversos espectros de fungdes, como inducdo da
resposta imune, proliferacdo, diferenciacdo celular e apoptose (FIETTA; COSTA;
DELSANTE, 2014). A contribuicdo chave das citocinas durante a diferenciacao das
células B em ASCs baseia-se na habilidade dessas moléculas em modular a
expressao de diversos fatores de transcricdo, de modo que eles regulem a secrecao
de anticorpos pelas células B ativadas (MOENS; TANGYE, 2014). O efeito das
citocinas na diferenciacdo das células B é evidenciado ndo apenas pela magnitude da
resposta de anticorpos, mas também pela qualidade, em termos de isotipo, de Ig
induzida (BRIERE et al., 1994; PUNNONEN et al., 1993). Além das citocinas
secretadas pelas Tfh, outras também ja tiveram suas participacdes descritas nesse
processo, como IL-2, IL-5, IL-6, IL-12, IL-13, IL-15, IFNs, TNF-a, o fator de ativagéo
das células B (BAFF, do inglés B-cell activating fator) e o ligante indutor de proliferacdo
A (APRIL, do inglés A proliferation-inducing ligand) (Figura 7) (MOENS; TANGYE,
2014).
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Célula secretora de
anticorpos

Célula B Naive

Figura 7 — Inducdo da diferenciacdo de células B em células secretoras de
anticorpos. Modificado de MOENS; TANGYE (2014).

Infeccdes pelo DENV sabidamente induzem uma alta ativagao resposta imune
mediante a producdo de uma “tempestade” de citocinas (SRIKIATKHACHORN;
MATHEW; ROTHMAN, 2017). Entretanto, se essa € a principal razdo pela alta
frequéncia de plasmablastos vista durante a doenca, ainda néo foi bem estabelecido.
De qualquer forma, € inegavel que ela contribui para a diferenciacéo. Inclusive,
recentemente, foi demonstrado que mondécitos CD14+ CD16+ auxiliam no
desenvolvimento da resposta humoral contra o virus da Dengue através da inducdo
de plasmablastos in vitro via expressao de BAFF/APRIL e IL-10 (KWISSA et al., 2014).

No que diz respeito aos sinais intrinsecos, a diferenciacdo das células B em
ASCs requer mudancas coordenadas na expresséo de centenas de genes (SHI et al.,
2015). Estas mudancas resultam, dentre outras coisas, em grandes alteracdes
estruturais nos componentes do RER, permitindo o aumento da producéo e do tipo de
Ig associada a membrana celular (caracteristica das células B) para a forma secretada
(caracteristica das ASCs) (SHAFFER et al., 2004). Este processo de regulacdo génica
€ mediado tanto por alteracfes epigenéticas, como modificacdes de histonas e
metilacbes do DNA (BARWICK et al., 2016; KULIS et al., 2015; ZAN; CASALI, 2015),
guanto por alteracdes transcricionais (NUTT et al.,, 2015) e pds transcricionais
(COFFRE; KORALOV, 2017; ZAN; CASALI, 2015), coordenadas por fatores de
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transcricdo e RNAs ndo codificadores respectivamente. Quanto a regulacéo
epigenética, ja foi demonstrado que para o processo de diferenciacdo de células B em
ASCs € necessaria uma intensa perda na metilacéo de regides especificas do genoma
associadas a fatores transcricionais das ASCs ou regides promotoras dos mesmos.
Entre essas regides, € possivel citar loci proximos aos genes do fator regulador de
interferon 4 (IRF4, do inglés Interferon regulatory factor 4), da proteina indutora da
maturacdo induzida de linfécitos B n°1 (BLIMP1, do inglés B lymphocyte-induced
maturation protein-1) e da proteina de ligacdo X-box 1 (Xbpl, do inglés X-box binding
protein 1) (BARWICK et al., 2016; KULIS et al., 2015). Esse processo de demetilacéo
€ acompanhado de modificagBes em histonas, principalmente acetila¢des, tornando
essas histonas ativas e suas cromatinas acessiveis para a maquinaria de transcricao
(BARWICK et al., 2016; ZAN; CASALI, 2015). Em outras palavras, a combinacao
desses dois processos permite uma maior expressao de genes essenciais para a
diferenciacdo dessas células.

Desregulacdes epigenéticas podem resultar em resposta aberrante humoral a
antigenos exdégenos ou proprios, além de contribuirem diretamente com a
linfomagénese de células B na maioria dos tumores (ZAN; CASALI, 2015). Colpitts et
al. (2011) demonstraram, que a proteina C interage diretamente com histonas que
compdem o nucleossomo durante infec¢des pelo DENV em células hepéticas. Essa
interacdo ndo impede a ligacdo das histonas com o DNA, mas pode atrapalhar a
maquinaria genética das células hospedeiras em favor da replicacéo viral e do ciclo
de vida viral. Além disso, os niveis de proteinas de histona aumentaram
dramaticamente durante a infeccéo pelo DENV, possivelmente como um mecanismo
compensatorio desta interacéo. Por fim, a presenca do virus alterou a fosforilacao da
histona H2 de maneira tempo dependente, sendo esta, associada a recrutar proteinas
envolvidas no reparo do DNA (COLPITTS et al., 2011). Entretanto, esse estudo nao
avalia se a interagdo com a proteina C com nucleossomos ocorre de maneira
inespecifica ou possui regides alvo definidas. Além disso, ndo se sabe ainda se essa
interacdo do capsideo visa intencionalmente modular a expressdo génica da célula
hospedeira. Em relacédo a desregulagdes no perfil de metilagéo, outras infec¢des virais
demonstraram serem capazes de influenciar o perfil de metilacdo da célula hospedeira
e, com isso, influenciar o desfecho clinico da doenca (HE et al., 2015; NAKAYAMA-
HOSOYA et al., 2015). J4 no contexto de infec¢cdes pelo DENV, foi demonstrado por

Gomes, A. V. et al. (2016) que pacientes infectados tém maior demetilacdo na regiao
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promotora de TNF-a, com aumento na expressao de transcritos dessa citocina em
relacdo a individuos néo infectados, Segundo o estudo, a modulacdo epigenética
induzida pelo DENV pode contribuir diretamente com a gravidade da doenga uma vez
gue elevados niveis de TNF-a contribuem para o acometimento de inflamacao aguda
e aumento na permeabilidade vascular em células endoteliais. Dessa forma, ndo seria
impossivel pensar que alteracdes epigenéticas induzidas pelo DENV possam
colaborar com a alta quantidade de plasmablastos vista durante a infeccao.

Quanto as alteracfes transcricionais presentes na diferenciacéo de células B
em ASCs, estas se concentram principalmente na ativacéo e supressao especifica de
fatores de transcricdo. O aumento na expressao de fatores que suportam o programa
transcricional das ASCs, como IRF4, BLIMP1 e Xbpl, resultante das modificacdes
epigenéticas e dos estimulos vistos anteriormente, suprime a expressao de fatores de
transcricdo que mantém o fenétipo de célula B, como o ja citado BCL6, e os fatores
proteina box-pareada 5 (Pax5, do inglés Paired box protein 5), o Dominio BTB e
Homologo CNC 2 (Bach2, do inglés BTB Domain And CNC Homolog 2) e o fator de
transcricéo indutor de melandcitos (MITF, do inglés Melanocyte Inducing Transcription

Factor) e permitem que a célula se diferencie (Figura 8) (NUTT et al., 2015).

LINFOCITO B ATIVADO CELULA SECRETORA DE ANTICORPO

Bach2 IRF 4| Bach2
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Figura 8 — Rede de fatores de transcricdo em células B e em células secretoras
de anticorpos. Em células B, Bach2, Bcl6, MITF e Pax5 reprimem os fatores de
transcricdo de células secretora de anticorpos (esquerda). Blimp-1, IRF4 e XBP-1
promovem a diferenciacdo em células secretoras de anticorpos suprimindo a
expressdo de fatores de transcricdo que mantém o fendtipo de célula B (direita).
Caixas vermelhas indicam genes ativos/expressos. Caixas cinzas indicam genes nao
ativos/pouco ou nada expressos. Linhas terminando em tracos e linhas terminando
em setas indicam efetiva repressdo e ativagdo génica, respectivamente. Tracos
pontilhados representam desfechos bioldgicos. Ig: imunoglobulina. Modificado de
IGARASHI; OCHIAI; MUTO (2007).
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Uma vez que as células B sdo positivamente selecionadas no GC, elas passam
gradativamente a mudar o seu transcriptoma de célula B para ASCs (NERA,
KYLANIEMI; LASSILA, 2015). A diminui¢éo na expressao do fator transcricional célula
B especifico, Pax5, parece ser um dos eventos iniciais desse processo (KALLIES et
al., 2007; NERA; KYLANIEMI; LASSILA, 2015). Esse fator é responsavel por suprimir
a expressao de genes de linhagens ndo-B e promover a expressao de genes
especificos das células B, como genes codificantes de diversos componentes chaves
do BCR e de sua via de sinalizacdo, bem como outros importantes fatores de
transcricdo, como Bach2, IRF8 e IRF4 (PRIDANS et al., 2008; SCHEBESTA et al.,
2007). O IRF4 parece funcionar de maneira dose-dependente (OCHIAI et al., 2013;
SCIAMMAS et al., 2006, 2011). Baixos niveis de sua expressao destinam as células
B a permanecerem nos GCs e tornarem-se células de memoria ativando a expressao
de Bcl6 (OCHIAI et al., 2013; SCIAMMAS et al., 2011). J& niveis elevados do IRF4
estdo intimamente relacionados com a diferenciagdo em ASCs, por represséo de Bcl6
e ativacao de BLIMP1 (SCIAMMAS et al., 2006). Quanto ao Bcl6, ele € expresso em
células B dos GCs e € necessario para a formacdo do mesmo, além de bloquear a
diferenciacdo em ASCs e manter o fenotipo das células B por suprimir a expressao de
BLIMP1 (TUNYAPLIN et al., 2004), que é considerado o regulador méximo da
diferenciacdo em ASCs, além de um importante repressor de Bach2 (ALINIKULA et
al., 2011; IGARASHI et al., 2014). Quanto ao Pax5, ele também suprime a expressao
de XBP-1, o qual é responsavel por regular genes envolvidos na via de resposta a
proteinas mal desenoveladas (UPR, do inglés Unfolded Protein Response), como
resposta celular ao acimulo dessas no limen do RER (REIMOLD et al., 1996). Essa
via é essencial para a manutencédo da alta secrecdo de Ilg em ASCs (BENHAMRON
et al., 2015).

Infeccdes pelo DENV demonstraram alterar o perfil de transcricdo de diversos
genes (DE KRUIF et al., 2008; DEVIGNOT et al., 2010; KWISSA et al., 2014; POPPER
et al., 2012; SIMMONS et al., 2007). Embora o aumento na expressao dos genes que
codificam Blimp-1, IRF4 e Xbp-1 seja esperado — uma vez que infec¢oes pelo DENV
aumentam no numero de ASCs — nenhum desses estudos possuia como objetivo a
comparacao entre o perfil de transcricdo dos fatores acima citados em infeccdes pelo
DENV e infec¢des por outros virus. Desta forma, apenas com esses dados, nédo é

possivel afirmar que a alta resposta de plasmablastos vista nas infeccées pelo DENV
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€ decorrente apenas de uma maior expressao desses genes, ou quais vias poderiam
estar levando a uma expressdo exacerbada dos mesmos.

Por fim, para que possam exercer sua funcao efetora, apds ativacao, as células
B dao inicio a um intenso processo de reprogramacao celular e citoplasmaticas que
dardo suporte a futura secrecdo de anticorpos. Essas mudancas, por sua vez,
demandam uma grande producdo de biomoléculas, incluindo proteinas, lipidios e
nucleotideos, bem como um alto consumo energético, nos quais diversas vias
metabolicas estdo crucialmente envolvidas (CARO-MALDONADO et al.,, 2014,
WATERS et al., 2018). A sinalizacéo intracelular ndo apenas regula a entrada do ciclo
celular e a fungdo efetora, mas também governa quais vias metabdlicas sao utilizadas
pela célula (JELLUSOVA; RICKERT, 2017). Diversas moléculas que participam da
ativacao e diferenciacdo das células B, como a fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K, do
inglés Phosphoinositide 3-kinase), o alvo da rapamicina em mamiferos (mMTOR, do
inglés mammalian target of rapamycin) e o proto-oncogene c-Myc sdo capazes de
modular o seu metabolismo (JELLUSOVA; RICKERT, 2017). Uma das vias
metabolicas mais estudadas até 0 momento durante a ativacédo das células B € a via
glicolitica. A estimulacdo de células B naive com anti-IgM, lipopolissacarideos
bacterianos (LPS, do inglés lipopolysaccharide), IL4, anti-CD40 e BAFF leva ao
aumento da captacao e utilizacado de glicose (JELLUSOVA; RICKERT, 2017). Em
camundongos, a geracdo de anticorpos apO0s a imunizacdo pode ser revogada
fornecendo 2-desoxiglucose (2DG) ou dicloroacetato (DCA) na agua potavel (CARO-
MALDONADO et al., 2014). Ambos 2DG e DCA inibem as principais enzimas da via
glicolitica: hexoquinase e piruvato desidrogenase quinase, respectivamente,
sugerindo que a glicélise € necessaria para uma resposta imune humoral eficaz. Da
mesma forma, camundongos com uma delecdo especifica nas células B do
transportador de glicose Glutl tém menos células B e mostram geragéo de anticorpos
prejudicada apds uma imunizacdo com um antigeno dependente de células T (CARO-
MALDONADO et al., 2014). Ainda, um estudo recente demonstrou que o metabolismo
lipidico também € importante para a diferenciacdo em ASCs (DUFORT et al., 2014).
inibicdo da enzima que promove a lipogénese, a ATP citrato liase (ACLY, do inglés
ATP citrate synthase) em células B estimuladas por LPS leva a uma menor
proliferacéo, sobrevivéncia e a reducdo de varios marcadores da diferenciacdo em
ASCs, incluindo a expanséo do RER e das expressfes de CD138 e BLIMP1 (DUFORT

et al., 2014). Entretanto, pouco ainda se sabe sobre as relagdes entre os diferentes
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metabolismos e como estes suportam e ou, até mesmo, regulam a maturacao,
ativacao e diferenciacdo das células B (CARO-MALDONADO et al., 2014; WATERS
et al., 2018).

Mediante tantos possiveis fatores, nos questionamos quais vias de sinalizacao
celular podem ser ativadas para gerarem tantas ASCs durante esta infeccao viral?
Nossa hipotese é que a infeccdo pelo DENV altere de forma desproporcional a
expressao génica e potencialmente de proteinas das células B, propiciando uma maior
diferenciacao delas em plasmablastos. Assim, no intuito de melhor entender quais vias
estdo participando desse processo de diferenciacdo, avaliamos dados publicos de
transcriptoma obtidos do sangue total de pacientes infectados ou nédo pelo DENV, bem
como o0 metabolismo e a expressdao génica de culturas celulares infectadas pelo
mesmo. Ainda, avaliamos também a expressao génica de células B (CD19+) isoladas
de pacientes com Dengue. A elucidacéo sobre quais vias de sinalizacédo de células B
sdo ativadas durante esta infeccdo viral trard uma fundamental contribuicdo para

melhor entendimento da resposta de plasmablastos induzida pelo DENV.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Elucidar as vias de sinalizacdo e moléculas-chave participantes da massiva
diferenciacao de células B em secretoras de anticorpos que ocorre durante a infeccéo

pelo virus da Dengue.

2.2. Objetivos especificos

» Identificar moléculas potencialmente correlacionadas com a massiva diferenciacéo
de células B em secretoras de anticorpos vista em Dengue através da literatura e
de andlises de text-data mining.

* Isolar células CD19+ a partir do PBMCs de pacientes infectados pelo DENV e de
individuos saudaveis, para analise de sua expressao génica.

» Avaliar a capacidade de geracdo de células secretoras de anticorpos in vitro
mediante co-cultura de mondcitos (CD14+) infectados com DENV e linfécitos B
(CD19+).

» Auvaliar a capacidade de geracao de células secretoras de anticorpos, em PBMCs
ou linfécitos B (CD19+) isolados, mediante estimulo com mitégenos ou infectadas
por DENV in vitro.

* Avaliar se fatores secretados por PBMCs depletadas de células CD19+ e
estimuladas com mitégenos ou infectadas por DENV séo capazes de induzir a
geracdo de células secretoras de anticorpos através da cultura de seu
sobrenadante com linfécitos B (CD19+).

* Quantificar as concentrag6es de triptofano e de seus respectivos metabdlitos nos
sobrenadantes de culturas de células B (CD19+) ou PBMCs isoladas de individuos
saudaveis e infectadas in vitro com DENV ou outros flavivirus ou tratadas com
mitdégenos por cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de massas.

* Quantificar a expressao dos genes PRDM1, PAX5, BCL6, IRF4, SYK, IL10,
STAT3, NFATC1, TNFSF13B, IDO1, IDO2 e FOSL1 por PCR quantitativa (QPCR;
Real Time PCR) a partir de RNA extraido de: 1) Células B (CD19+) isoladas do
sangue periférico de individuos saudaveis e de pacientes infectados pelo DENV,
II) PBMCs isoladas de individuos saudaveis e infectadas in vitro com DENV ou
tratadas com mitdgenos.

» Correlacionar esses achados com dados publicos de transcriptoma obtidos do

sangue total de pacientes infectados ou néo pelo DENV.
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3.

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Figura 9 — Delineamentos experimentais utilizados neste projeto.
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4, CASUISTICA E METODOS

4.1. Mineragédo de dados textuais (Text data minig)

Com o objetivo de encontrar novos alvos potencialmente relacionados com a
diferenciacdo de ASCs ocorrendo em Dengue, nés realizamos uma mineracdo de
dados textuais in silico utilizando a plataforma Watson for Drug Discovery (WDD) da
IBM, em parceria com o laboratério do Professor Helder Takashi Imoto Nakaya (FCF-
USP), especializado em bioinforméatica. Esta ferramenta de inteligéncia artificial capaz
de determinar a presenca de associa¢des entre palavras através de um levantamento
de dados da literatura e de patentes. Para tal, realizamos buscas contendo diferentes
combinac¢des das seguintes palavras-chave: “Dengue”, “hemorragic Dengue fever”, “b
cell”, “NFKB”, “ERK1", “ERK2", “GCN5”, “NFATC1", “NFATC2", “IRF4", “PRDM1",
“XBP1", “SYK”, “LYN", “MTOR", “PPP3CA", “STAT3", “P38", “IL6", “IL10", “calcium”,
“ORAIL", “DOK3” e “plasma cell myeloma”. Foi determinado que o intervalo de busca
incluiria apenas literaturas publicadas nos 10 Ultimos anos e que a confianca seria

superior a 60% em todas as buscas.

4.2. Andlise de dados publicos de transcriptoma

Dados de transcriptoma gerados a partir de RNA total extraido do sangue total
de 9 individuos saudaveis, 18 com Dengue moderada (DF) e 10 com Dengue
hemorragica (DHF), captados no Hospital Siriraj, em Bangkok (Tailandia), foram
utilizados para complementar as analises de genes e vias possivelmente envolvidas
neste processo de geracdo de plasmablastos, vistos durante a infecgdo por DENV.
Esses dados foram obtidos por Kwissa et al. (2014), através da plataforma de analise
Human U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix), contendo 7258 genes, e encontram-se
disponiveis na ferramenta Gene Expression Omnibus (GEO) do NCBI (Series:
GSE51808) para uso livre.

Os perfis de expressao de grupos de genes foram avaliados por Heatmaps,
realizados pelos doutorandos Didgenes Ribeiro de Lima e Patricia Gonzales no
laboratério do Professor Helder Nakaya (FCF-USP), através da funcdo heatmap.2 do
pacote gplots - Various R programming tools for plotting data. Eventuais avaliagcbes

funcionais dos agrupamentos génicos gerados nos heatmaps foram realizadas por
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noés através do banco de dados GO Molecular Function 2017 da plataforma online
Enrichr.

A selecédo dos 10 genes mais diferentemente expressos (para mais ou para
menos) entre os individuos controle e os pacientes infectados, e entre os pacientes
com DF e DHF, foi realizada atraves do sistema GEOZ2R
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r) disponivel na plataforma NCBI-GEO. Essa
ferramenta gerou automaticamente os 250 genes com maior diferenca de expresséo
entre as amostras selecionadas. A ontologia desses genes foi avaliada com
plataforma online Enrichr, através do banco de dados GO Biological Process 2017.
Para a construcao das redes de interacdo génica entre esses e 0s alvos iniciais do
nosso trabalho utilizamos a plataforma online GeneMANIA (http://genemania.org/).

Além disso, os dados brutos de expressdo dos 7258 genes disponiveis no
NCBI-GEO foram utilizados para a analise da expressao génica individual quando

julgado necessario.

4.3. Amostras

Cerca de 8-10mL de sangue periférico foram coletados de individuos
saudaveis. Estes individuos eram oriundos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sao Paulo (Sado Paulo — SP) ou do Instituto Carlos Chagas —
Fiocruz/PR (Curitiba — PR) e foram convidados a participar do estudo por mim mesma.
Somente aqueles que aceitaram o convite, e aprovaram e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecimento (TCLE), tiveram suas amostras de sangue
coletadas. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios
Eticos de adotados pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, vide Item
9 deste documento). Os tubos de coleta de sangue continham heparina como
anticoagulante.

Amostras de PBMCs de 5 pacientes com Dengue, foram gentilmente doadas
pelo Professor José Luiz Proenca Mddena do Laboratério de Estudos de Virus
Emergentes — Departamento de Evolugdo e Bioagentes do Instituto de Biologia da
UNICAMP (Campinas — SP). Essas amostras encontravam-se congeladas e a Dengue

havia sido confirmada por ensaios sorologicos.
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4.4. Cepas virais

Ao longo deste trabalho foram utilizadas as seguintes cepas de virus da
Dengue nos ensaios in vitro:
Virus da Dengue sorotipo 2 isolado clinico da Nova Guiné C (DENV2 NGC),
gentilmente cedida pelo Professor Luis Carlos de Souza Ferreira do Laboratorio de
Desenvolvimento de Vacinas no Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP (ICB/USP).
Virus da Dengue sorotipo 4, adaptado de laboratério (DENV4 TVP/ 360), e o isolado
clinico (DENV4 LRV13/422; n°® de acesso no Genebank KU513441) gentilmente
cedidas pela professora Claudia Nunes Duarte dos Santos do Laboratério de Virologia
Molecular do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR (Curitiba — PR).

Também foram utilizados cepas do virus Zika oriundos de isolados clinicos da
Africa e de Pernambuco/BR (ZIKV-MR766 - Dick et al., (1952) e ZIKV-PE243 - Donald
et al., (2016) respectivamente) e do virus atenuado da Febre Amarela utilizado em
vacinas (YFV/17DD), igualmente cedidos professora Claudia Nunes Duarte dos
Santos do Laboratorio de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR
(Curitiba — PR).

4.5. Processamento e obtencédo de leucécitos mononucleares

Apés a coleta de sangue, as amostras foram processadas, tendo o plasma
removido por meio de centrifugacao a 1600 x g por 10 minutos, com freio. Esse plasma
foi aliquotado em tubos de 1,5 mL, devidamente identificados, e entdo armazenados
em freezer -20° C para analises futuras. Apos a remocéao do plasma, foi adicionado
um volume de PBS 1x equivalente ao volume de plasma retirado, seguido de
homogeneizagédo. O volume total obtido foi cuidadosamente transferido a outro tubo
contendo 4mL de gradiente de Histopaque (Histopaque®-1077 — Cat. 10771 — Sigma).
O conjunto Histopaque + sangue foi centrifugado a 1600 x g por 30 minutos, com baixa
aceleracdo e sem freio, para o isolamento de leucécitos mononucleares (PBMCs; do
inglés Peripheral Blood Mononuclear Cells). O anel de PBMCs isoladas era entédo
transferido cuidadosamente para um novo tubo e submetido a trés lavagens com
solugédo de PBS 1X suplementado com 2% de FBS (PBS 1X — 2%FBS), através de

ciclos de centrifugacdo a 800 x g por 10 minutos, sem freio, com descarte de
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sobrenadante e homogeneizacdo do pellet em solucdo de lavagem. Por fim, essas
células foram contadas em camara de Newbauer a partir de diluicdo em solucéo de
Azul de Trypan e entéo utilizadas para cultura (item 4.8) ou para a obtencéo de células
B (CD19+) e/ou mondcitos (CD14+) isolados (item 4.6).

4.6. Isolamento de células B (CD19+) e mondcitos (CD14+) humanos

Apos a contagem de PBMCs de cada amostra, a densidade celular foi ajustada
para posterior incubacdo com beads conjugadas a anticorpos anti-CD19 (Miltenyi -
Cat. 130-050-301) ou a anticorpos anti-CD14 (Miltenyi - Cat. 130-050-301) para
isolamento de células B humanas ou mondcitos respectivamente. Os protocolos foram
realizados conforme as instru¢des do fabricante das beads. Uma vez isoladas, essas
células foram submetidas a cultura primaria seguindo ou (I) um modelo de
diferenciacdo em células secretoras de anticorpos baseado na co-cultura de
mondcitos infectados com DENV e linfocitos B (item 4.7) ou (ll) cultura isolada de
linfécitos B e inducdo da diferenciacdo em células secretoras de anticorpos por

mitdégenos (item 4.8).

4.7. Modelo de diferenciacdo em células secretoras de anticorpos baseado na

co-cultura de monécitos infectados com DENV e linfécitos B

Com o intuito de simular a expansédo de ASCs vista durante a infecgao pelo
DENV, nés utilizamos uma abordagem in vitro baseada na co-cultura de monécitos
(CD14+) previamente infectados com DENV e linfécitos B (Kwissa et al., 2014). Para
isso, mondcitos humanos isolados por beads anti-CD14, foram cultivados em placas
de 96 pocos contendo 5x104 células por poco, durante 2 dias, em estufa 5% CO2-
37°C, na presenca de meio RPMI suplementado com 10% de FBS (RPMI-FBS 10%)
e DENV2 (MOI:1) ou DENV4-TVP. Durante esse mesmo periodo, células B humanas
isoladas por beads conjugadas a anticorpos anti-CD19 foram mantidas em “resting”
em placas de 96 pocos contendo 2x105 células por po¢o na presenca de meio RPMI-
FBS 10% em estufa com 5% CO2 a 37°C. Apés esse periodo, os mondcitos foram
recuperados, lavados, contados e transferidos em uma proporcdo de 5:1, para a

cultura de linfdcitos B, os quais foram mantidos por 6 dias na presenca de meio RPMI-
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FBS 10% contendo 20 U/ml de IL-2 (Miltenyi cat- 130-097-743) e 50 nM CpG ODN
2006 (Invivogen cat- TLRL-2006) em estufa 5% CO2- 37°C.

4.8. Culturade PBMC ou células B humanas (CD19+) isoladas com mitégenos

para diferenciacéo das células B em secretoras de anticorpos

PBMCs ou células B humanas (CD19+) isoladas foram cultivadas em placas
de 96 ou 24 pocos (descrito em cada experimento), por 7 dias em estufa com 5% de
CO2 a 37°C, na presenca de meio RPMI-FBS 10% contendo Pokeweed mitogen
(PWM; diluido 1:100000 em RPMI-FBS 10%), Streptococcus aureaus cowan (SAC;
diluido 1:10000 em RPMI-FBS 10%), CpG ODN 2006 (diluido a 6 pg/ml de um estoque
1mg/ml em RPMI-FBS 10%) e B-mercaptoetanol (3-Me; diluido 1/1000 em RPMI-FBS
10% de um estoque 50 mM), para a diferenciacdo das células B em secretoras de
anticorpos (Crotty et al., 2004). Durante esse periodo o meio de cultura foi mantido
sem trocas, sendo apenas adicionados 50-100uL de RPMI-FBS 10% por pogo no
quinto dia. No dia 5 ou 7, essas culturas tiveram suas células recuperadas para
obtencao das fracdes de RNA (item 4.10), quantificacdo de RNA (item 4.11), sintese
de DNA complementar (item 4.12), quantificacdo da expressao génica (item 4.14),
fenotipagem por citometria de fluxo (item 4.15) e enumeracgéo de células secretoras
de anticorpos por ELISPOT (item 4.16). O sobrenadante dessas culturas foi também
recuperado e aliquotado para analise de metabolitos da via do triptofano (item 4.17)

e titulacdo viral (item 4.19).

4.9. Infeccdo de PBMC ou células B humanas (CD19+) isoladas por diferentes

flavivirus

PBMCs ou células B humanas (CD19+) isoladas foram individualmente
infectadas pelas cepas de DENV, ZIKV ou YFV descritas no item 4.4. Para a infec¢ao
as células foram recuperadas, centrifugadas, ressuspedidas em meio RPMI nao
suplementado com FBS e contadas. Apos contagem, elas foram infectadas de acordo
com o n° de unidades formadoras de foco titulado em cada lote viral, para a obtencéo
da multiplicidade de infeccdo desejada (MOI; descrito em cada experimento). Essas
células foram mantidas na presenca do virus por apenas 1 hora em estufa com 5% de
CO2 a 37°C. Em seguida, foram centrifugadas e lavadas, para serem, entdo,
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cultivadas em placas de 96 ou 24 pocos, por 7 dias, em estufa com 5% de CO2 a 37°C,
na presenca de meio RPMI-FBS 10%. Assim como no item 4.9 essas culturas tiveram
suas células recuperadas para obtencdo das fracbes de RNA (item 4.10),
guantificacdo de RNA (item 4.11), sintese de DNA complementar (item 4.12),
guantificacdo da expressao génica (item 4.14), fenotipagem por citometria de fluxo
(item 4.15) e enumeracao de células secretoras de anticorpos por ELISPOT (item
4.16). O sobrenadante dessas culturas foi recuperado e aliquotado para analise de
metabolitos da via do triptofano (item 4.17) e titulacao viral (item 4.19).

4.10. Obtencao das fracdes de RNA total das amostras

As células recuperadas das culturas descritas anteriormente tiveram o seu
sobrenadante removido e armazenados. Em seguida, foram lavadas duas vezes com
solucéo de PBS 1X, através de ciclos de centrifugacéo a 800 x g por 10 minutos, sem
freio, com descarte de sobrenadante e homogeneizacdo do pellet em solucéo de
lavagem. Depois, elas foram homogeneizadas com 750 pL de TRIzol™ Reagent
(Invitrogen) por 5-10 x 10° células, cujos tubos foram imediatamente congelados a
-20°C e mantidos assim até o momento de obtencéo de suas fracGes proteicas e de
RNA total.

O protocolo de isolamento das fragoes de RNA total foi realizado conforme as

instrucdes do fabricante do TRIzol Reagent (Invitrogen).

4.11. Quantificacdo de RNA

As amostras de RNA total obtidas no item 4.9 foram quantificadas por
espectrofotometria, utilizando o equipamento Synergy MX™ (Biotek), através da
plataforma Take3 Micro-Volume Plate™ (Biotek). Para tal, 2 yL de RNA foram
utilizados. A integridade das amostras foi avaliada através da razdo da absorbancia
260/280 nm.

4.12. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para sintese do DNA complementar (cDNA) foram utilizados 2 ug de RNA. O
volume equivalente a esta qualificacdo foi acrescido de 4 uL de SuperScript Vilo

Master Mix™ (Life Technologies) e ajustado com agua ultrapura para uma reacao final
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de 20 pL, conforme instru¢cdes do fabricante. Os tubos foram incubados em um
termociclador por 5 min a 65°C, 120 min a 50°C e 5 min a 95°C. Apdés a reacédo, 0S
tubos foram armazenados a -20°C.

4.13. Expresséao génica por Real Time — PCR

As andlises de expressao génica foram realizadas através de reacdes em
cadeia em tempo real (QPCR) no equipamento 7500 FAST Real Time System™
(Thermo Fisher Scientific). Nestas reac6es 200ng do cDNA obtido no item 4.12 foram
amplificados em uma reacéo contendo 10 pL do reagente SYBR™ Green Master Mix
(Thermo Fisher Scientific) e 4 pmol dos iniciadores (primers) especificos (senso e anti-
senso) sintetizados pela Thermo Fisher Scientific conforme as especificacdes
descritas na Tabela 2. O volume total da reacdo foi ajustado para 20uL utilizando agua
ultrapura.

A ciclagem utilizada foi: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, seguida de 45 ciclos
de 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min (exceto para a deteccéo viral, onde a temperatura
de anelamento foi de 67°C). Curvas de dissociacdo (Melting) foram utilizadas para a

verificagdo da especificidade relativa da reacéo.
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Tabela 1 — Especificagdes dos iniciadores (primers) utilizados

Sequéncia Sequéncia
senso anti-senso Amplicon A .
Alvo Referéncia
(Foward) (Reverse) (pb)
5-3 5-3
TACATACCAAAG | TGAAGCTCCCC
PRDM1 GGCACACG TCTGOAATA 119 (WRIGHT et al., 2019)
GGAGGAGTGAAT | GGCTTGATGCT
PAX5 CAGCTTGG TOCTGTCTC 188 (SCHMIDLIN et al., 2008)
ACCCACCTACTG | GCCTGAGAGTT
BCL6 AATCTCGAA TAGCACGATGT 112 (PICAUD et al., 2016)
ACCGAAGCTGGA | GTGGGGCACAA
IRF4 GGGACTAC GOATAAAAG 153 (SCHMIDLIN et al., 2008)
SYK AAAGACAAATGG | CTTTGTCGATG 104 (GRAMMATIKOS et al.,
AAAGTTCCTGA CGATAGTGC 2013)
GGTTGCCAAGCC | AGGGAGTTCAC
IL10 TTGTOTGA ATGCGCOT 101 (PFAFFL, 2001)
CC TGCGACC CAGGGAAGATG
MAPK3 TTAAGATTTG GGCC GGTTA 210 (WANG et al., 2011)
TGATT GAGA
GAAGTTCAATG
GCATCACAGGGA
NFATC1 AGAGCGTGTC TCGGéEC'I;'TTCT 153 (DAY et al., 2004)
GAG AAG GAC AGT GGA GAC
STAT3 ATC AGC GGT ACC AGG ATA 137 (TURTON et al., 2015)
AAG TTG
AGGCAACTCCAG | TCATCCCCAAA
TNFSF13B | S AGAACAGE GACATGGACC 303 (SCHAUMANN et al., 2007)
CGGAGACTGACA | CTCAGGTTCAA
FOSL1 AACTGG GCACAGE 236 (CAl et al., 2017)
AGACCACAAGTC | TTGGCAAGACC
IDO1 ACAGGGCE TTACGGACAT 70 (OPITZ et al., 2011)
TGCTTCATGCCTT | GAAGGCCTTAT
IDO2 TGATGAG GGOAAGGAG 104 (OPITZ et al., 2011)
DENV GACTAGIGGTTAG | GTCTCCTCTAA 155 Cedidos pela Profa. Ana
AGGAGACC CCTCTAGTCCT Luiza Pamplona (Fiocruz/PR)

A expressao relativa foi calculada pela diferenca entre o cycle threshold (Ct) do

gene alvo e o Cr do gene de referéncia ACt = (Ct gene alvo — Ct gene de referéncia).

O gene de referéncia foi determinado conforme o item 4.15. A expresséao diferencial

(fold change) foi calculada pela férmula 27-AACt = (ACt do grupo tratado — ACt do
grupo controle) (KENNETH J. LIVAKA ; SCHMITTGENB; THOMAS, 2001), usando o
grupo Mock como grupo controle.

4.14. Selecéo do gene de referéncia

O gene de referéncia foi selecionado de um painel de genes disponiveis no

laboratério do Professor Alexandre Bruni-Cardoso (Instituto de Quimica — USP),

utilizando amostras representativas das condicdes experimentais do estudo. Foram
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testados RPL19, GAPDH, B2M e RNA18S. As sequéncias dos iniciadores (primers)
senso e anti-senso estdo descritas na Tabela 3. O ensaio de selecéo do gene de
referéncia foi realizado nas mesmas condi¢des descritas no item 4.14. A avaliacao do
gene mais estavel foi realizada através do programa  GeNorm

(https://genorm.cmgg.be/).

Tabela 2 — Especificacdes dos genes de referéncia testados

Sequéncia senso Sequéncia .
. Amplicon
Gene alvo (Foward) anti-senso (Reverse) (pb)
5l _31 51 _3’ p
RPL19 GATCGATCGCCACATGTATCAC | TTGTCTGCCTTCAGCTTGTG 65
GAPDH AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT | CCCCACTTGATTTTGGAGGGA 206
B2M GAGTATGCCTGCCGTGTGAA CGGCATCTTCAAACCTCCAT 60
RNA18S GGCCCTGTAATTGGAATGAGTC | CCAAGATCCAACTACGAGCTT 146

4.15. Citometria de fluxo

O ensaio de Citometria de Fluxo foi realizado para a fenotipagem das células
secretoras de anticorpos recuperadas das culturas descritas nos itens 4.8 e 4.9. Apos
7 dias de cultura, as células foram recuperadas, centrifugadas a 400 x g por 3 minutos,
a temperatura ambiente, e mantidas em 100uL de tampéo de bloqueio (PBS1x -
5%FBS - 1% soro humano AB) por 20 minutos em temperatura ambiente. Apos o
bloqueio, as células foram lavadas com mais 100uL de tampao de bloqueio, seguido
de centrifugagéo e incubagdo com um mix contendo anticorpos Anti-CD20, CD38 e
CD27 humanos conjugados a fluorocromos (especificacdes na Tabela 4). Essa
marcacao foi feita por 30 minutos a 4°C, no escuro. Passado esse periodo, as
amostras foram lavadas com mais 100uL de tampéao de bloqueio e centrifugadas. O
pellet formado foi ressuspendido em 200uL de tampéao de conservacdo (PBS1x —
5%PFA) e mantido a 4°C, no escuro, at¢ o momento da leitura. As leituras
correspondentes as fluorescéncias foram adquiridas em um citdmetro de fluxo

BD FACSCanto™ || e as andalises realizadas através do software FlowJo.
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Tabela 3 — Especificagdes dos anticorpos utilizados na citometria de fluxo

Antigeno humano Clone Fluorofulo Fabricante
CD20 2H7 FITC Biolegend
CD27 M-t271 PE Biolegend
CD38 HI72 PE-Cy7 Biolegend

4.16. ELISPOT

O ensaio de ELISPOT foi realizado para enumeracao de células secretoras de
IgG e IgM totais. Inicialmente 10 pg/mL do anticorpo anti-IgA + IgM + IgG (H + L)
humano (Jackson ImmunoResearch) diluido em PBS1X, foram adicionados as placas
de ELISPOT (Millipore MSHAN4B50) para o coating. Essas placas foram mantidas
overnight a 4°C e, ap0s este periodo, foram lavadas 4 vezes com PBS 1X - 0,05%
Tween 20 (PBS - 0,05%T20) e 4 vezes com PBS1X. Em seguida, bloqueadas por 2
horas com meio de cultura RPMI-10%FBS. Depois do bloqueio, o meio de cultura foi
removido das placas e cerca de 1 x 10° PBMCs ou 2x10° células CD19+ isoladas,
diluidas em RPMI - 10%FBS, foram adicionadas nos primeiros pocos da placa.
Diluicbes séricas de 3 vezes foram realizadas nos pocos das linhas seguintes das
placas, as quais foram incubadas por periodo overnight a 37°C em estufa de 5% de
CO2. Depois, as células foram removidas por inversao e as placas lavadas 4 vezes
com solucédo de PBS - 0,05%T20. Depois, uma solucédo de anticorpos secundarios
biotinilados anti-IgG (Jackson ImmunoResearch) ou anti-IgM (Life Technologies)
humanos, diluidos 1:1000 em solucdo de PBS - 0,05% T20 - 2% FBS, foram incubadas
individualmente por 2 horas, a temperatura ambiente, no escuro. Em seguida, as
placas foram lavadas novamente por 4 vezes com solucdo PBS - 0,05%T20 por 4
vezes e uma solucéo de Avidin D - HRP (Vector labs), diluida 1:1000 em PBS - 0,05%
T20 - 2% FBS, foi adicionada. A incubacdo com Avidin foi realizada por 2 horas a
temperatura ambiente, no escuro. As placas foram lavadas, novamente, por 4 vezes
com solucao PBS - 0,05%T20 e 4 vezes com solucdo PBS1X. Por fim, o ensaio foi
revelado a partir da adicdo do substrato filtrado 3-amino 9-etilcarbazol (AEC - BD™
ELISPOT cat 551951) as placas. Apos revelacao, todos os pogos foram lavados com
agua corrente e as placas, secas e mantidas no escuro até obtencao das imagens de
cada poco através do leitor automatizado AID ISPOT (AID — Autoimunn Diagnostika
GmbH, Alemanha).
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4.17. Quantificacdo de metabdlitos da via do triptofano

A quantificacdo dos metabdlitos da via do triptofano foi realizada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo
LC-MS/MS (QQqQ), a partir de uma colaboracdo com a Professora Ana Campa, do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP. O equipamento utilizado é composto por Bombas LC 1250
Bin Pump VL, auto-injetora 1260 HiP ALS acoplados ao espectrdmetro de massas
6460 (todos da Agilent Technologies). As andlises foram realizadas a partir do
software MassHunter e os dados coletados a partir do modo MRM (Multiple Reaction
Monitoring). Para o preparo das amostras, o sobrenadante das culturas (300 pL) foi
adicionado a um microtubo de 1,5 mL contendo 750 mL de metanol : acetona (1:1)
com 0,1% de acido acético. Apos adicdo das amostras, 10 pL de um mix de padrdes
internos (MLT-D4 e Trp-D5) para os analitos estudos, foram adicionados ao microtubo.
Posteriormente, homogeneizamos as solugcdes em vortex por 1 min e entdo
armazenamos essas solucdes por meia hora a -20°C para precipitacdo das proteinas
do meio de cultura. Apdés a incubacdo, os microtubos foram submetidos a
centrifugagédo a 14.000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante dos microtubos foi
transferido para novos microtubos e secas sob atmosfera de gas nitrogénio. Ao final
da secagem, as amostras foram reconstituidas em 100 pL de uma mistura de agua:

metanol (9:1) para entdo serem analisadas por cromatografia liquida.

4.18. Determinacado da exposicdo prévia ao DENV por ELISA

Em parceria com o Professor Luis Carlos de Souza Ferreira do Laboratorio de
Desenvolvimento de Vacinas no Departamento de Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP (ICB/USP) o soro dos individuos saudaveis doadores
de amostra para os experimentos descritos nos itens 4.8 e 4.9 foram testadas quanto
a exposicao prévia dos mesmo ao virus da Dengue. Para isso, foi realizado um ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) de deteccdo de anticorpos IgG contra as
proteinas ndo estruturais 1 (NS1) dos 4 sorotipos (DENV1-4).

O experimento foi realizado com o auxilio do doutorando Samuel Santos

Pereira e consistiu nas seguintes etapas: sensibilizacdo das placas de 96 pocos

34



(Maxisorp) com pool das proteinas rNS1 DENVs 1-4 (1,5 ng/ uL de NS1 de DENV1 e
1,0 ng/ pL de NS1 de DENV2, DENV3 e DENV4) em tampéo carbonato (0,29 g de
NaHCO3, 0,158 g de Na2CO3, gsp 100 mL, pH 9,6), temperatura de 4 °C, overnight.
Apos incubacéo as placas foram lavadas 4 vezes com solugcéo de PBS contendo 0,5%
de Tween 20 (PBS - 0,5% T20) e bloqueadas com solucado 3 % de leite desnatado
com 0,5 % de Albumina do Soro Bovino (BSA) em 1X PBS—-0,05 % Tween 20 (PBS —
0,05% T20 - 0,5% BSA), sendo mantidas a 37 °C, por um periodo de 2 horas. ApGs o
bloqueio, as placas foram lavadas com PBS - 0,5% T20, e na sequéncia adiciona-se
os soros diluidos 1/100 foram adicionados, sendo posteriormente diluido
seriadamente em fatores de 1:2. As placas foram novamente lavadas com 1X PBS—
0,05 % Tween 20 e na sequéncia, o anticorpo secundario goat anti-lgG human
(diluicdo 1:4000, Sigma) foi adicionado. Apdés uma nova etapa de lavagem, a
incubacdo com solucdo reveladora tampéao citrato fosfato pH 5,8, OPD |[o-
Phenylenediamine] e H>0>) foi realizada por 15 minutos e ao abrigo da luz. A reacao
foi interrompida com solugdo de &cido sulfarico 2 N (H2SO4) e a absorbancia

mensurada a 492 nm em leitor de placa (Epoch).

4.19. Titulagéo viral do sobrenadante das culturas

A analise do numero de particulas virais infectivas no sobrenadante das
culturas foi realizada utilizando o protocolo padronizado no Laboratério de Virologia
Molecular do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR (Curitiba — PR). Neste 100uL dos
sobrenadantes obtidos das culturas descritas no item 4.9, foram descongelados e
diluidos seriadamente em meio L-15 sem soro fetal bovino, até a concentracdo10-.
Cada diluicéo foi inoculada em duplicata em células C6/36 (placas de 24 pocos, 1x10°
cél/poco), as quais foram mantidas em estufa a 28°C por 90 minutos para adsor¢éo
do virus. Ao final do tempo, o indculo foi aspirado com uma pipeta e em cada poco foi
adicionado 0,5mL de meio 1:1 32% CMC e L15 suplementado com 10% de FBS,
0,52% de triptose e 50ug de gentamicina. Essas placas foram lacradas com fita
adesiva (para evitar evaporacgao) e incubadas por 7 dias a 28°C.

Em seguida, o sobrenadante foi retirado com o auxilio de uma pipeta e
descartado. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS 1x e o tapete celular foi fixado
com paraformaldeido 3% por 20 minutos. Apds esse periodo, o paraformaldeido é

descartado e as placas lavadas por 3 vezes com PBS 1x. Entdo, as células foram
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permeabilizadas com 0,5% Triton X-100 (200uL/ pocgo) por 4 minutos e lavadas mais
3 vezes com PBS 1x. Por fim, as células sédo incubadas com o anticorpo 4G2 (1:100)
a 37°C por 60 minutos e entédo lavadas e incubadas com o anticorpo secundario anti-
mouse conjugado com fosfatase alcalina (1:7500) por 37°C por 60 minutos. Entéo,
essas foram lavadas e reveladas com 200uL da solucéo AP buffer, BCIP e NBT por
no maximo 30 minutos e protegido da luz.

ApoOs lavagem com agua, os pontos focais de infeccdo foram contados.

4.20. Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism para
Windows, versdo 6.0 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). As variaveis
guantitativas paramétricas foram comparadas por teste t ou por One-way ANOVA com
comparag6es multiplas pelo teste de Bonferroni. J4 as variaveis quantitativas nao
paramétricas foram comparadas por teste de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis com
comparacdes multiplas pelo teste Dunn’s. O nivel de significAncia considerado para

determinar a diferenca entre grupos de dados foi p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Mineracdo de dados textuais (Text data mining) através do IBM-Watson

For Drug Discovery

Com o crescimento exponencial de dados gerados em publicactes,
principalmente aqueles relacionadas a geragdo de big data, extrair informagdes de
maneira rapida e precisa pode ser extremamente desafiador. Por tal razdo, a
mineracdo de dados textuais, também conhecida como text data mining, tem sido
cada vez mais utilizada. Sua execucao através de mecanismos de inteligéncia artificial
permite encontrar padrdes e associagdes entre dados ndo estruturados presentes em
textos de uma forma muito mais eficaz. Uma importante ferramenta capaz de gerar
esse tipo de dados é o IBM - Watson (Chen et al., 2016). Em patrticular, a plataforma
Watson for Drug Discovery (WDD), analisa varios conjuntos de conhecimentos
disponiveis na literatura e em patentes, e revela conexdes e relacdes entre genes,
drogas, doenca e outros inputs, incluindo evidéncias no nivel das sentencas que
apoiam essas conexdes.

Em parceria com o Professor Helder Nakaya (FCF-USP), nés utilizamos esta
plataforma para avaliar as combinac¢des das palavras ““b cell”, “Dengue” e IRF4” ou “b
cell”, “Dengue” e “PRDM1". A partir das palavras contidas nessas redes, novas
palavras-chave foram sendo acrescidas nas combina¢des futuras. No total, 109
combinac¢des envolvendo as palavras-chave “Dengue”, “hemorrhagic Dengue fever”,
“b cell”, “NFKB”, “ERK1", “ERK2", “GCN5", “NFATC1", “NFATC2", “IRF4", “PRDM1",
“XBP1”, “SYK”, “LYN”, “MTOR”, “PPP3CA”, “STAT3", “P38”, “IL6”, “IL10", “calcium”,
“ORAIL", “DOK3” e “plasma cell myeloma” foram geradas e avaliadas.

A Figura 10 exemplifica a rede de palavras geradas por essa plataforma
através da combinacéo das palavras “b cell”, “classical Dengue” e IRF4”. E importante
ressaltar, que a rede formada nessa andlise ndo € composta por palavras que
aparecam concomitantemente para as 3 palavras-chave juntas, e sim, associadas a
cada uma delas individualmente. Ou seja, em literaturas ou patentes contendo em seu
texto a palavra-chave IRF4, foi encontrada, por exemplo, a palavra MTOR; em uma
outra literatura ou patente contendo a palavra-chave “classical Dengue” também foi
encontrada a palavra MTOR; e em uma terceira literatura ou patente contendo a
palavra-chave “b cell” também foi encontrada a palavra MTOR. Dessa forma, MTOR

foi incluida na rede como uma palavra compartilhada pelas palavras-chave inseridas.
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Figura 10 — Exemplo de uma rede de text-mining gerada através da plataforma
IBM Watson for Drug Discovery. Rede de interacdo de palavras comuns as
palavras-chave “IRF4”, “classical Dengue” e “b cell”. D: disease (doengas em inglés);
T: tissue (tecido em inglés); G: Gene; Bolas brancas representam palavras-chaves
inseridas. Bolas coloridas representam palavras encontradas pela plataforma (azuis:
genes; verdes: farmacos; roxos: quimicos).

Dessa forma, com o intuito de refinar ainda mais os dados levantados pelo
WDD, fizemos um ranqueamento das 10 palavras mais frequentes em todas as
nossas combinacfes, bem como das combina¢cBes que continham obrigatéria e
individualmente as palavras-chave “b cell”, “Dengue” ou “IRF4” (Tabela 4). E possivel
observar que das 109 combinacOes totais realizadas, 16361 entradas foram
levantadas, das quais excluindo-se suas repeticbes, equivaleram a 2726 palavras

diferentes.
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Tabela 4— Andélise do numero total de palavras encontradas, bem como das 10
palavrais mais frequentes em cada perfil de busca.

Nimero de Contagem total de Total de palavras 10 palavras mais
Perfil da busca combinagdes palavras levantadas obtidas (excluindo f
. ] ! " o requentes
avaliadas (incluindo repeticdes) repeticoes)
aktl, NF-kB, ifng,
Geral * 109 16361 2726 tp53, il4, ighm,
tgfbl, il2, il6, ifnbl
Que continham aktl, ifng, il4, tgfb1,
Dengue nas 32 2766 438 nf-kb, tp53, tir4,
palavras-chave i16, ighm, ifnb1
Que continham aktl, ifng, ighm, il2,
B cell nas 28 1586 282 il4, stat3, tp53, syk,
palavras-chave nf-kb, hla-e
Que continham aktl, il2, il4,
IRF4 nas 30 2027 350 ighm, ifng, stat3, nf-
palavras-chave kb, il6, tp53, ifnbl

* combinacgOes variadas das palavras-chave: “Dengue”, “hemorragic Dengue fever”,
“b cell”, “NFKB”, “ERK1", “ERK2", “GCN5”, “NFATC1", “NFATC2", “IRF4”, “PRDM1",
“XBP1”, “SYK”, “LYN”, “MTOR”, “PPP3CA”, “STAT3”, “P38”, “IL6", “IL10", “calcium”,
“ORAIL", “DOK3” e “plasma cell myeloma”

Com isso, realizamos um diagrama de Venn, entre as 10 palavras mais
frequentes para cada um dos perfis de busca contidos na Tabela 4 (Figura 11). E
possivel observar, que entre os 4 perfis de busca contidos na Tabela 4, seis das 10
palavras mais frequentes sdo compartilhadas: aktl, nf-kb, ifng, tp53, il4, ighm (Figura
11). As palavras syk e hla-e estdo presentes somente nas buscas que continham
obrigatoriamente a palavra-chave “b cell’, enquanto tlr4 estava presente apenas nas

buscas que continham obrigatoriamente a palavra-chave “Dengue” (Figura 11).
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Figura 11 — Diagrama de Venn detalhando as intersec¢fes das 10 palavras mais
frequentes nos perfis de busca listados na Tabela 4. Diagrama gerado atraves da
ferramenta online Venny (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) utilizando dados
de mineracéo textual gerados através da plataforma IBM-Watson. Geral: 10 palavras
mais frequentes usando combinacBes variadas das palavras-chave: “Dengue”,
“hemorragic Dengue fever”, “b cell”, “NFKB”, “ERK1”, “ERK2", “GCN5”, “NFATCL1",
“NFATC2", “IRF4”, “PRDM1", “XBP1”, “SYK”, “LYN”, “MTOR”, “PPP3CA”, “STAT3”,
“P38”, “IL6”, “IL10", “calcium”, “ORAI1", “DOK3” e “plasma cell myeloma”. Dengue: 10
palavras mais frequentes usando combinacdes que obrigatoriamente continham
“‘Dengue” como palavra-chave. IRF4: 10 palavras mais frequentes usando
combinacdes que obrigatoriamente continham “IRF4” como palavra-chave. Bcell: 10
palavras mais frequentes usando combinacdées que obrigatoriamente continham “b
cell” como palavra-chave. Quanto mais cinza a intersec¢cdo, maior o namero de
palavras contida nela

cell

Geral

A combinacdo dos dados gerados pelas analises de mineracao textual, nos
permitiram identificar moléculas de interesse e suas subsequentes vias, para as

nossas analises futuras.
5.2. Analise de dados de transcriptoma
Com o intuito de melhor compreender quais vias de sinalizacdo sao ativadas

em células B durante a infeccdo pelo DENV, acessamos dados publicos de
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transcriptoma disponiveis na ferramenta Gene Expression Omnibus (GEO) do NCBI.
Nesta, selecionamos os dados publicados por Kwissa et al. (2014), referenciados
como: GSE51808. Esse estudo foi selecionado por ter realizado, através da
plataforma de analise Human U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix), o transcriptoma do
RNA total extraido a partir do sangue de 9 individuos saudaveis, 18 com DF e 10 com
DHF, captados no Hospital Siriraj, em Bangkok (Tailandia). Desta forma, foram
realizadas andlises comparativas entre os perfis dos individuos saudaveis (controle)
com o dos pacientes infectados pelo DENV.

Antes de iniciar qualquer andlise estatistica utilizando dados publicos de
transcriptoma disponiveis no NCBI-GEO, recomenda-se que seja feita uma avaliagdo
do perfil de distribuicdo dos mesmos para as amostras selecionadas (EDGAR,;
DOMRACHEV; LASH, 2002). Analisar a distribuicdo dos dados é importante para
determinar se as amostras selecionadas sdo adequadas para serem comparadas
entre si. Geralmente, valores centrais na mediana séo indicativos de que os dados
sdo normalizados e comparaveis (EDGAR et al., 2002). Sendo assim, a primeira coisa
gue fizemos foi avaliar a distribuicdo das amostras selecionadas para 0 nosso estudo
(GEO Ref: GSE51808) (Figura 12). E possivel observar que as linhas que
representam a mediana, presente no interior dos boxes plot, apresentam-se quase
gue igualmente distribuidas entre todas as amostras incluidas, independente do seu
subtipo. Desta forma, com base nos critérios descritos acima, sabemos que dados
dessas amostras sdo comparaveis e que € possivel dar continuidade com as anélises

estatisticas seguintes.
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Figura 12 — Analise da distribuicdo das amostras selecionadas na plataforma de
dados publicos de transcriptoma, NCBI-GEO, no estudo GEO-Ref: GSE51808.
Os dados sdo comparados através do sistema GEOZ2R, disponivel na propria
plataforma, e disponibilizados na forma de box plots. Cada coluna é representativa
dos dados de transcriptoma de um paciente. Em azul, encontram se representados o0s
dados dos pacientes controles, ou seja, dos nédo infectados; n=9. Em rosa, estao
plotados os pacientes caracterizados no estudo como portadores de Dengue
moderada (DF); n=18. E em laranja, aqueles caracterizados como portadores de
Dengue hemorragica (DHF); n=10.

A préxima coisa que decidimos investigar foi quais dos 7258 genes,
provenientes do mesmo dado publico de transcriptoma (GEO Ref: GSE51808),
estavam entre os 10 genes mais diferentemente expressos (para mais — upregulated
— ou para menos - downregulated) entre os pacientes controle e os infectados (Tabela
5), bem como, entre os dois grupos de pacientes infectados, uma vez que em
pacientes com DHF a resposta de células B costuma ser ainda mais exacerbada do
gue nos com DF (THAI et al., 2011; WRAMMERT et al., 2012) (Tabela 6).
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Tabela 5 — Dez genes mais diferentemente expressos entre amostras de sangue
total de pacientes sadios (controle), com Dengue moderada (DF) e com Dengue
hemorragica (DHF).

Controle vs DF Controle vs DHF Controle vs DF+ DHF

Gene LogFC p Gene LogFC p Gene LogFC P
IFI27 4.93 1.29e-14 CD38 4.8 1.33e-11 IFI27 4851  5.53e-19
RRM2 4.422  7.30e-12 IFI127 4709  1.17e-09 RRM2 4479  2.54e-13
CEP55 4359  45le-13 RRM2 4629  1.13e-09  CEPS55 4331  9.75e-14
BUB1 4008  2.59e-11 TYMS 4071  1.26e-09 CD38 4234  6.20e-14
MCM10 3.994  4.60e-12  HMMR 3.901  9.53e-10 BUB1 4081  4.56e-12
PI3 -4.02  1.56e-11 NOV -3.967  3.10e-13 PI3 -3.927  6.66e-14
CNTNAP3  -3.737  3.06e-13 PI3 -3.763  8.66e-12 CNTNAP3  -3.722  5.90e-17
NOV -3561  1.90e-10 CNTNAP3  -3.696  5.60e-11 NOV -3.706  1.07e-13
GRAMDIC -2.735  7.11e-20 DSC2 -3.167  4.8le-11  MICAL2 -2.827  2.96e-13
MLH3 -2.695  1.93e-12  MICAL2 -3.067  1.38e-10 GRAMDIC  -2.732  2.06e-21

Dados gerados atraveés da plataforma GEO2R do NCBI-GEO, através do estudo GEO
Ref: GSE51808. DF: Dengue moderada; DHF: Dengue hemorragica; FC: Fold change.
Genes com a expressdo aumentada em relacdo ao controle (fold change positivo)
foram coloridos em vermelho e genes com a expressao diminuida em relagdo ao
controle (fold chage negativo) foram coloridos em azul.

Tabela 6 — Dez genes mais diferentemente expressos entre amostras de sangue
total de pacientes com Dengue moderada (DF) e com Dengue hemorragica
(DHF).

DF vs DHF
Gene LogFC p Gene LogFC P
IGHG1 1.588 0.00290459 PAX8-AS1 -0.982 0.00237801
MOXD1 1.265 0.00020715 HDGFRP3 -0.928 0.00039332
DUSP5 1.178 0.00055713 PLA2G7 -0.843 0.00165248
DDX11L2 1.155 0.00206028 DACH1 -0.806 0.0020947
SCIN 1.136 0.00319017 CD109 -0.797 0.00307842

Dados gerados através da plataforma GEO2R do NCBI-GEO, através do estudo GEO
Ref: GSE51808. DF: Dengue moderada; DHF: Dengue hemorragica; FC: Fold change.
Genes com a expressdo aumentada em relacdo ao DF (fold change positivo) foram
coloridos em vermelho e genes com a expressao diminuida em relacdo ao DF (fold
chage negativo) foram coloridos em azul.

Na Tabela 5, foi observado que existem genes que se repetem entre as trés
comparacoes realizadas. Entretanto, esses genes apresentam valores de Fold change

diferentes em cada uma dessas andlises. Isso indica que, independente do
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estadiamento da doenca, alguns genes tém sua expressdo altamente induzida ou
suprimida em relac&o aos pacientes ndo infectados. Ja os genes da Tabela 6 em nada
se assemelham aos genes da Tabela 5. Esse dado pode ser um indicativo de que as
moléculas da Tabela 6 sejam responsaveis ou participem do processo fisiopatologico
diferencial entre os dois estadiamentos da doenca. E importante ressaltar também, a
presenca do CD38, marcador de ativagdo altamente expresso em plasmablastos,
entre 0s genes mais expressos nas comparacdes entre controle e DHF e entre
controle e DF + DHF.

Decidimos, entao, verificar a ontologia desses genes diferentemente expressos
nas Tabelas 5 e 6 (Figura 13). Para isso, utilizamos a plataforma online Enrichr, para
gerar informacdes, através do banco de dados GO Biological Process 2017, as quais
foram traduzidas e representadas de forma ranqueada. Seguindo a classificacéo de
cores utilizada nas Tabelas 5 e 6, as ontologias referentes aos genes com Fold
change positivo foram representadas em tons de vermelho e as ontologias referentes
aos genes com Fold change negativo foram representadas em tons de azul (Figura
13).
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Figura 13 — Ontologia dos 10 genes mais diferentemente expressos, positiva ou
negativamente, segundo as tabelas 5 e 6. DF: Dengue moderada. DHF: Dengue
hemorragica. Tons de azul representam genes com Fold change negativo. Tons de
vermelho representam genes com Fold change positivo. Analises realizadas utilizando
0 banco de dados GO Biological Process 2017 na plataforma online Enrichr.

Essa analise permitiu verificar que dentre os genes com maior Fold change
positivo entre os individuos infectados e os controles, estdo aqueles que participam

de processos mitéticos (Figura 13). Ja entre os genes com maior Fold change
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negativo, estdo genes que regulam negativamente o fator de transcricdo Nf-kB
(Figura 13). Interessantemente, o NF-kB também foi descrito entre as dez palavras
mais frequentes em nossas analises de mineragéo textual (Figura 11 e Tabela 4).
Quando avaliados os genes diferentemente expressos entre pacientes com DF e
pacientes com DHF, é possivel observar que os genes com Fold change positivo
parecem estar relacionados com regulacdo da proliferagédo celular e resposta imune
inata (Figura 13). Enquanto que os com Fold change negativo parecem estar
relacionados com a regulacdo negativa do processo de biossintese do DNA,
remodelacdo da LDL e com a quimiotaxia positiva de mondcitos (Figura 13).

Uma forma comum de se representar visualmente perfis de expressao génica,
€ através de graficos do tipo heatmaps. Esses graficos foram denominados desta
forma por plotarem dados utilizando assinaturas de cores quentes e frias,
representando genes mais ou menos expressos respectivamente. Além disso, esse
tipo de anadlise baseia-se em distancia euclidiana e em agrupamento hierarquico,
compilando verticalmente os genes com valores de expressdo similares, e
horizontalmente, as amostras com perfis globais de expressado equivalentes.
Podendo, desta forma, ser util para identificar genes que sdo comumente regulados,
ou assinaturas biolégicas associadas com uma condi¢cdo em particular.

Com o intuito de se conhecer melhor o perfil de sinalizagcdo de alguns genes
relacionados com a ativacdo de ceélulas B em Dengue, foram inicialmente
selecionados 95 genes pertencentes a via de sinalizacdo downstream ao BCR,
através do banco de dados B Cell Receptor Signaling Pathway (Homo sapiens),
disponivel em WikiPathways (http://www.wikipathways.org). Assim, foi gerado um
heatmap através da funcéo heatmap.2 do pacote gplots - Various R programming tools
for plotting data (Figura 14). Essa etapa foi realizada em parceria com o laboratoério
do Professor Helder Nakaya (FCF-USP), mais especificamente pelo doutorando
Di6genes Ribeiro de Lima. Os dados de entrada foram os valores de expressao de
MRNA fornecidos para cada amostra pelo NCBI-GEO (GEO Ref: GSE51808), e
identificados em cada um dos trés grupos: controle, DF e DHF. Os dados resultantes
foram plotados com tons de azul ou vermelho atribuidos para cada valor, sendo que
tons de azul indicam amostras com genes menos expressos e tons de vermelho

indicam amostras com genes mais expressos, em relacdo aos demais daquela linha.
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Figura 14 - Heatmap
representativo da
expressao de genes
relacionados a ativacao de
linfocitos B em sangue total
de pacientes sadios
(controle), com Dengue
moderada (DF) e com
Dengue hemorréagica (DHF).
Dados de expressao
retirados do estudo NCBI-
GEO Ref: GSE51808
utilizando genes descritos no
banco de dados B Caell
Receptor Signaling Pathway
(Homo sapiens), disponivel
em WikiPathways
(http://www.wikipathways.org
). Tons de azul indicam
amostras com genes menos
expressos em relacdo aos
demais daquela linha. Tons
de vermelho indicam
amostras com genes mais
expressos, em relacdo aos
demais daquela linha. (A):
cluster génico com perfil
heterogéneo entre as
amostras. (B): cluster génico
onde a expressdo € maior
nos individuos controles do
gue nos pacientes infectados.
(C): cluster génico onde a
expressdo é menor nos
individuos controles do que
nos pacientes infectados.
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E possivel verificar que embora o perfil de expressdo desses genes seja muito
heterogéneo, todos os individuos controles foram agrupados no mesmo cluster
(Figura 14, canto direito). Isso indica que essas amostras apresentam um perfil
semelhante de expressdo para esse grupo de 95 genes. Além disso, € possivel
identificar que dentre os pacientes infectados, sejam DF ou DHF, ha um grupo com
perfil de expressdo oposto ao controle (Figura 14, canto esquerdo), e um grupo com
perfil de expressao intermediario (Figura 14, centralizado). Aqueles representados no
canto esquerdo caracterizam, em sua maioria, pacientes com Dengue hemorrégica.
Quanto aos genes, foi possivel verificar que também ha aproximadamente trés
grandes clusters formados: 1) aqueles com perfil heterogéneo entre as amostras,
concentrados na parte superior do heatmap (Figura 14 A; n=33), 2) aqueles com
maior expressao no grupo controle do que no grupo de infectados, concentrados na
regido central do heatmap (Figura 14 B; n=35), 3) agueles com menor expressao no
grupo controle do que no grupo de infectados, agrupados na parte inferior do heatmap
(Figura 14 C; n=27). De maneira geral, esses dados reforcam a hipétese de que vias
de sinalizagdo se encontram desreguladas durante a infec¢cdo pelo DENV, em
especial aquelas envolvendo moléculas-chave na ativacao de células B, sendo mais
intensa nos pacientes com DHF do que nos pacientes com a forma mais branda da
doenca. Entretanto, vale ressaltar aqui, que estas sdo amostras de sangue total e ndo
de linfécitos B isolados.

Embora todos os genes avaliados no heatmap sejam correlacionados com vias
de ativacdo dos linfocitos B e apresentem esta ontologia em comum, resolvemos
avaliar se os agrupamentos génicos formados (A, B e C da Figura 14) possuiam
diferencas entre o tipo de atividade celular que estes genes exercem (ex: enzimatica,
transporte, etc.). Para isso, avaliamos a funcdo molecular destes agrupamentos
génicos dentro do banco de dados GO Molecular Function 2017 pela plataforma online
Enrichr. Essa andlise gerou dados representados em forma de graficos de barra, onde
guanto maior era o comprimento da barra e mais clara a sua cor, maior a significancia

daqueles genes em relacdo a aquele termo (Figura 14 A-C).
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DEFINICOES PADROES

ligagdo a X

Interacdo seletiva e ndo covalente com X, [breve descricdo de X].

Atividade [enzima]

Catalise da reacdo: [reacdo catalisada pela enzima].

Atividade de receptor X

Combina com X para iniciar uma alteracéo na atividade celular.

Atividade de transportador de X

Permite o movimento direcionado de x para dentro, fora ou dentro de uma célula, ou
entre células.

Figura 15 — Classificacdo ontologica baseada na funcdo molecular, dos genes
agrupados em A, B ou C da Figura 14. Andlise realizada através da plataforma
online Enrichr, utilizando o banco de dados GO Molecular Function 2017. Os
resultados foram traduzidos para melhor entendimento mantendo-se as cores e
comprimento das barras originais.

49



O agrupamento A (Figuras 14 A e 15 A) apresenta genes cujas trés principais
funcdes foram: interac@o seletiva e ndo covalente a proteinas quinases, fatores de
transcricdo e atividade serina/treonina quinase. Ja o agrupamento B (Figuras 14 B e
15 B) possui genes com trés principais funcdes: atividade serina/treonina quinase,
ligantes a proteinas quinases e interagdo seletiva e ndo covalente a fosfotirosinas. Por
fim, o agrupamento C (Figura 14 C e 15 C) apresenta genes cujas trés principais
funcdes foram: atividade proteina quinase, interacdo seletiva e ndo covalente a
fosfotirosinas e proteinas permitem o transporte de tirosina quinases para dentro ou

fora das células.

5.3. Construcdo de uma hipotética via de diferenciacdo de células B em

plasmablastos durante infeccao pelo DENV

Combinando dados da literatura, com mineracao textual e dados publicos de
transcriptoma nés esquematizamos uma via contendo hipotéticas moléculas que
podem estar influenciando a diferenciacéo das células B em plasmablastos durante a
infecc@o pelo DENV (Figura 16). Uma tabela descritiva sobre as moléculas incluidas

nessa via e suas referéncias encontra-se disponivel no Anexo 3.
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Figura 16 — Via hipotética de moléculas envolvidas na diferenciacédo de células
B em plasmablastos durante infeccao pelo virus da Dengue. Via de sinalizagéo
intracelular construida com base na literatura, dados de mineracéo textual e dados
publicos de transcriptoma. As moléculas foram coloridas de acordo com o seu perfil
de expressdo (disponiveis em GEO-NCBI: GSE51808). Linhas pontilhadas
representam dados hipotéticos. Linhas vermelhas representam sinais inibitorios.
Linhas pretas representam sinais indutores. Linhas douradas representam sinais
indutores de IDO. Os dados foram comparados utilizando teste t. DF: Dengue
Moderada

Das 56 moléculas que tiveram expressdes génicas avaliadas nesta via, 18
apresentaram a expressao aumentada no sangue total de pacientes com DF em

relacdo a individuos saudaveis (Figura 16 quadrados vermelhos). Apenas 11
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apresentaram a expressdo reduzida (Figura 16 quadrados azuis). Outras 27
apresentaram expressdo semelhante entre os pacientes com DF e individuos
saudaveis (Figura 16 quadrados cinza).

Dentre aquelas contidas nas 10 palavras mais frequentes resultantes de
nossas buscas por mineracéao textual (Figura 11), apenas o STAT3 encontra-se com
expressdo aumentada (Figura 16). Interessantemente, outras moléculas relacionadas
avia do STATS3, seja upstream (IL-10 e IL-6) ou downstream (IRF4 e BLIMP1 — chave
no processo de diferenciacdo de células B em ASCs), também apresentam sua
expressdo aumentada (Figura 16). Ainda, as duas moléculas sinalizadas como
repressoras da ativacdo do STAT3, a Calcineurina e a SOCS3, apresentaram suas
expressdes génicas reduzidas ou ndo alteradas respectivamente (Figura 16). Outro
ponto interessante € a menor expressao de moléculas que respondem aos sinais de
célcio, como a ja mencionada Calcineurina e as moléculas NFATC1, DOK3 e GRB2
(Figura 16).

Curiosamente, LYN, uma molécula-chave na regulacdo negativa da geracao
excessiva de ASCs (INFANTINO et al., 2014), encontrou-se com a expressao génica

reduzida (Figura 16).

5.4. Avaliacdo da capacidade de geracdo de ASCs mediante co-cultura de

linfécitos B humanos e monécitos infectados com DENV

Tendo em vista que nosso objetivo € compreender a expansdo massiva de
ASCs vista durante a infec¢ao pelo DENV, e que, devido a baixa incidéncia de Dengue
na cidade de Sao Paulo/SP nos anos que sucederam o inicio desse projeto a obtengéo
de amostras de pacientes foi imensamente prejudicada. Dessa forma, decidimos
testar um modelo in vitro de diferenciacdo em ASCs proposto por Kwissa et al. (2014),
onde células B isoladas foram colocadas em co-cultura com mondcitos previamente
infectados com DENV por 48 horas.

Em parceria com o Professor Luis Carlos de Souza Ferreira do Laboratério de
Desenvolvimento de Vacinas no Departamento de Microbiologia do ICB/USP,
iniciamos as primeiras tentativas de execucédo deste protocolo. Para tais, utilizamos
um virus da Dengue, isolado clinico da Nova Guiné C (DENV2 NGC), pertencente ao
sorotipo 2. Inicialmente, tivemos dificuldades na recuperacdo dos mondcitos

infectados da placa de cultura e algumas modificacdes do protocolo foram necessarias
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(dados nao gerados). Acertado isso, conseguimos levar o experimento a diante.
Entretanto, a capacidade de geragdo de ASCs através desse modelo foi infima, como
demonstrado pelos dados de ELISPOT (Figura 17 A representativo e Figura 17 B
ASCs por milhdo). Quando mantidas em co-cultura com mondcitos nao infectados, 10
ASCs por milhdo de célula B foram enumeradas (Figura 17 B). Apenas 36 ASCs por
milh&o de células B foram geradas quando colocadas em co-cultura com mondcitos
previamente infectados durante 48 horas com o DENV2 NGC (Figura 17 B). Estes
nameros eram muito aquém daqueles obtidos quando células B foram tratadas com

mitdégenos (Figura 22).
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Figura 17 — Avaliacédo da capacidade de geracdo de ASCs mediante co-cultura
de linfocitos B e mondécitos humanos infectados com DENV2 NGC. Linfocitos B
humanos foram isolados de PBMCs através de beads magnéticas anti-CD19 e
mantidos em cultura por 6 dias isoladamente ou na presenca de mondcitos isolados
de PBMCs através de beads magnéticasaAnti-CD14+, infectados ou nédo pelo virus
da Dengue sorotipo 2, isolado clinico da Nova Guiné C (DENV2 NGC), MOI:1, por 48
horas. A) Comparagdo entre o numero de “spots” gerados em cada uma das
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condicdes, sem diluicdo (2x10° células viaveis/poco). B) NUumero absoluto de ASCs
produtoras de IgG por milhdo de células. Dados representativos de um Unico
experimento.

Decidimos entdo, avaliar este mesmo modelo utilizando outra cepa de DENV,
conhecida por uma maior adaptacdo na capacidade infectiva in vitro: a DENV4
TVP/360 (virus da Dengue sorotipo 4 TVP/360). Esta etapa foi realizada em parceria
com o Laboratério de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR
(Curitiba — PR), sob a supervisao da Pesquisadora Claudia Nunes Duarte dos Santos
e orientacdo da Pesquisadora Pryscilla Wowk. Desta vez, testamos o MOI:10 além do

MOI:1 descrito no protocolo original por Kwissa et al. (2014) (Figura 18).

IgG total

Células B+ Celulas B+ CélulasB +

monocitos monocitos mondcitos
infectados infectados
MOI:1 MOI:10
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Figura 18 — Avaliacdo da capacidade de geracdo de ASCs mediante co-cultura
de linfécitos B e mondcitos humanos infectados com DENV4 TVP/360 em
diferentes multiplicidades de infeccdo (MOIs). Imagem representativa do nimero
de “spots” gerados (2x10° células viaveis/poco) a partir de linfécitos B humanos
isolados de PBMCs com beads magnéticas anti-CD19 e mantidos em cultura por 6
dias isoladamente ou na presenca de mondcitos isolados de PBMCs através de beads
magnéticas anti-CD14+, infectados ou ndo pelo virus da Dengue sorotipo 4 cepa
TVP/360 (DENV4 TVP/360). Foram utilizados os MOI:1 e MOI:10, e o contato virus-
monacito foi mantido por 48 horas. Dados representativos de um Unico experimento.

Diferentemente do esperado, nenhum spot foi detectado, independente do MOI
utilizado e de termos utilizado uma cepa de DENV adaptada para infec¢des in vitro
(Figura 18).

Em seu trabalho, Kwissa et al. (2014) destacaram a importancia dos mondcitos
portadores do fenétipo duplo positivo CD14+ CD16+ para a promocdo da
diferenciacdo de células B em ASCs na resposta contra o DENV. Sendo assim, nos
guestionamos se a falta de diferenciacdo encontrada em nossos ensaios estava

relacionada com a ndo aquisicdo do fendtipo duplo positivo pelos mondcitos na
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presenca do DENV4 TVP/360. Para responder a essa pergunta, realizamos uma
andlise cinética da expressdo dos marcadores CD14 e CD16 nessas células nos
tempos 0, 24, 48 e 72 horas (Figura 19 A imagem representativa e B porcentagem

no grupo amostral).
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Figura 19 — Avaliacdo da capacidade de aquisi¢cdo do fenétipo duplo positivo
(CD14/CD16) por mono6citos mantidos em cultura durante 72h com ou sem a
presenca de DENV. Mondcitos (CD14+) foram isolados por beads magnéticas a partir
de PBMCs de individuos saudaveis. Estes, foram infectados ou nao pelo virus da
Dengue cepa TVP/360 pertencente ao sorotipo 4 (DENV4 TVP/360). Foi utilizado um
MOI:1 e o contato virus-mondécito foi mantido por 72 horas em cultura. ApoOs esse
periodo, essas células foram recuperadas, lavadas e marcadas com anticorpos anti-
CD16 e anti-CD14 conjugados a fluorocromos. As leituras correspondentes as
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fluorescéncias foram adquiridas em um citbmetro de fluxo e as andlises realizadas
através do software FlowJo. A) Imagem representativa. B) Porcentagem de células
duplo positivas para CD14 e CD16. Dados apresentados como mediana (linha) e
valores individuais (n=3; circulos), estatisticamente comparados de forma pareada por
teste Friedman e pds teste Dunn’s.

Foi possivel observar que a simples manutengcédo desses mondcitos em cultura,
independente da presenca do virus, ja fazia com que eles adquirissem o fenétipo duplo
positivo (CD14+ CD146+) (Figura 19 A imagem representativa e B porcentagem no
grupo amostral). Portanto, a hipétese anterior foi descartada.

Ja o protocolo de infeccdo por DENV padronizado para PBMCs no Laboratério
de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR (Curitiba — PR)
consistia em manter as células em contato com o inéculo viral por 1 hora, na presenca
de meio RPMI ndo suplementado com soro fetal bovino, seguido da remocao do
indculo e lavagem das células. Suspeitando que a manutencdo dos mondcitos em
contato com o virus por 48 horas, conforme preconizado no protocolo de Kwissa et al.
(2014), estivesse potencialmente induzindo a morte dos mesmos, ou ainda, que
durante esse periodo as células B mantidas em ‘“resting” estivessem igualmente
perdendo o seu potencial de ativacdo, decidimos testar uma ultima adaptacéo neste
modelo. Dessa vez, infectamos 0os monécitos seguindo a padronizacéo do Laboratério
de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR (Curitiba — PR),
removendo o indculo viral apds 1 hora e s6 entdo, esses mondcitos foram colocados

em contato com as células B (Figura 20).

IgG total
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Figura 20 — Avaliacédo da capacidade de geracdo de ASCs mediante co-cultura
de linfécitos B e monécitos humanos infectados por somente 1 horacom DENV4
TVP/360. Imagem representativa do nimero de “spots” gerados (1,1x10* células
viaveis/poco) a partir de linfécitos B isolados de PBMCs com beads magnéticas anti-
CD19 e mantidos em cultura por 6 dias isoladamente ou na presenca de mondcitos
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isolados de PBMCs com beads magnéticas Anti-CD14+, infectados ou ndo pelo virus
da Dengue sorotipo 4 cepa TVP/360 (DENV4 TVP/360). Foi utilizado um MOI:1 e o
contato virus-mondcito foi mantido por 1 hora, seguido de remocé&o do indculo viral e
lavagem das células. Dados representativos de um Unico experimento contendo 4
diferentes amostras.

Como é possivel observar, mesmo com a modificacdo do protocolo de infecéo,
nao foram detectados “spots” mediante co-cultura de linfocitos B (CD19+) e mondcitos
(CD14+) (Figura 20).

Desta forma, por ndo conseguirmos reproduzir a diferenciacéo de células B em
ASCs descrita por Kwissa et al. (2014), decidimos abandonar o modelo e buscar novas

estratégias.

5.5. Avaliacdo da capacidade de geracao de ASCs mediante estimulacédo de
PBMCs por mitdogenos ou infec¢cdo por DENV
5.5.1 Padronizacédo do controle positivo — geracédo de ASCs mediante estimulo

por mitbgenos

Antes de iniciarmos novos ensaios de diferenciacdo de células B em ASCs
mediante infeccdo por DENV in vitro, padronizamos um modelo de diferenciacéo
destas células baseado na estimulagdo por mitdgenos, com o intuito de usa-lo como
um controle positivo.

Em seu trabalho, Crotty et al. (2004) descreveram a detec¢do de uma maior
magnitude de ASCs entre 0 5° e 0 7° dia de cultura celular na presenca da combinacgéo
dos mitdégenos Pokeweed mitogen (PWM), Streptococcus aureaus cowan (SAC) e
CpG ODN 2006. Sendo assim, ndés mantivemos inicialmente nossas culturas

estimuladas inicialmente por um periodo de 5 dias apenas (Figura 21 A e B).
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Figura 21 — Avaliacédo da capacidade de geracdo de ASCs mediante estimulacao
de PBMCs por mitégenos durante 5 ou 7 dias. PBMCs humanas foram isoladas
através de centrifugacéo em gradiente de histopague e mantidas em cultura por 5 ou
7 dias isoladamente ou na presenca dos mitdgenos Pokeweed mitogen (PWM),
Streptococcus aureaus cowan (SAC) e CpG ODN 2006. A) Representativo do numero
de “spots” gerados ap0s 5 dias de cultura para IgG em cada uma das condi¢des, apos
diluicbes seriadas (3,7x10* células viaveis/poco). B) Numero absoluto de ASCs
produtoras de IgG por milhdo de PBMCs ap0s 5 dias de cultura. C) Representativo do
namero de “spots” gerados apos 7 dias de cultura para IgG em cada uma das
condicbes, apoés diluicdes seriadas (3,7x10* células viaveis/poco). D) Numero
absoluto de ASCs produtoras de IgG por milhdo de PBMCs apos 7 dias de cultura. A
linha pontilhada representa o valor obtido com 5 dias de cultura, representado na letra
B. Dados representativos de um unico experimento contendo 1 Gnica amostra.

Embora tenha sido possivel observar que houve a diferenciacdo de células B
em ASCs com 5 dias de cultura (Figura 21 A e B), a magnitude dessa resposta foi
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considerada por ndés aguém do esperado (grupo PBMC: 6 ASCs por milhdo de
PBMCs; grupo PBMC + mitdgenos: 108 ASCs por milhdo de PBMCs; n=1). Por tal
razdo, decidimos repetir o protocolo, aumentando o nimero de dias de cultura para 7
dias (Figura 21 C e D).

Foi possivel observar que o ajuste no protocolo, aumentando o tempo de
cultura de 5 para 7 dias levou a uma massiva diferenciacao celular (grupo PBMC: 189
ASCs por milhdo de PBMCs; grupo PBMC + mitégenos: 5109 ASCs por milh&o de
PBMCs; n=1; comparativo com linha pontilhada Figura 21 D). Desta forma,

padronizamos todos os ensaios seguintes de cultura celular de 7 dias.

5.5.2 Padronizacdo da multiplicidade de infeccdo (MOI) a ser utilizada na
avaliacdo da capacidade de geracdo de ASCs mediante infeccdo por DENV4
TVP/360

Com o modelo-controle de diferenciacdo por mitégenos padronizado, demos
sequéncia a tentativa de estabelecer um modelo in vitro de diferenciagdo das células
B em ASCs por infeccao pelo DENV. Correa et al. (2015) detectaram a presenca de
IgM no sobrenadante de culturas de PBMCs infectadas com DENV1 no MOI:1, apos
12 dias de cultura. Tomamos este dado como um indicativo de que as células B
presentes nas PBMCs apresentam a capacidade de se diferenciarem em ASCs
mediante infeccdo por DENV in vitro, e testamos este protocolo (Figura 22).
Entretanto, decidimos incluir em nosso piloto o MOI:10 também, tendo em vista que o
grupo de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR (Curitiba — PR)
demostrou que, apenas a partir deste, a infecdo por DENV era detectavel nessas
células (SILVEIRA et al., 2018) (Figura 22).
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Figura 22 — Comparacao entre a capacidade de geracdo de ASCs derivadas de
PBMCs ap06s infeccdo por DENV4 TVP/360 em diferentes multiplicidades de
infeccdo (MOIs). PBMCs humanas foram isoladas através de centrifugacdo em
gradiente de histopaque e, mantidas em cultura por 7 dias, isoladamente ou apos
infeccdo pelo virus da Dengue sorotipo 4, cepa TVP/360 (DENV4 TVP/360), nos
MOI:1 e MOI:10, durante 1 hora, seguido de remocéao do indculo viral e lavagem das
células. A) Representativo do numero de “spots” gerados para IgG em cada uma das
condicdes, apods diluicbes seriadas (8x10* células viaveis/poco). B) Numero absoluto
de ASCs produtoras de IgG por milhdo de PBMCs. Dados representativos de um unico
experimento. Mock: grupo estimulado com o sobrenadante de culturas de células de
mosquito C6/36 nédo infectadas; equivalente ao veiculo dos modelos de infeccéao.
Dados representativos de um Unico experimento contendo 1 Unica amostra.

Como foi possivel observar, a diferenciacdo em ASCs induzida pela infeccdo
viral no MOI:10 foi quase o triplo da induzida pela infeccdo no MOI:1 (grupo PBMC
mock: 24 ASCs por milhdo de PBMCs; grupo PBMC + DENV4 TVP/360 MOI 1: 36
ASCs por milhdo de PBMCs; grupo PBMC + DENV4 TVP/360 MOI 10: 132 ASCs por
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milhdo de PBMCs; n=1; Figura 22). Desta forma, padronizamos que as infecces

ocorreriam sempre no MOI:10 para 0s ensaios seguintes.

5.5.3 Avaliacdo da capacidade de aquisicdo do fenodtipo de secretora de
anticorpos (CD20"9 CD27M9h CD38M9") mediante cultura de PBMCs humanas na
presenca de mitbgenos ou DENV4 TVP/360

Para a determinacdo da aquisicdo do fendtipo de ASCs por citometria de fluxo,
utilizamos a estratégia de gating descrita anteriormente (QUACH et al., 2016), que
consiste na selecao da populacédo correspondente aos linfocitos e correspondente a
células de tamanho um pouco maiores (equivalente a populagdo dos mondcitos, uma
vez que as ASCs sao maiores do que linfocitos B naive), através dos parametros de
tamanho (Forward Scatter ou FSC) e complexidade (Side Scatter ou SSC) (Figura 23
A). Em seguida foram excluidas as células reconhecidas como duplicadas das leituras
(Figura 23 B e C). Feito isso, as células CD20 negativas foram selecionadas (Figura
D) para posterior selecdo daquelas que expressavam altas quantidades dos
marcadores de ativagdo CD27 (CD27"9") e CD38 (CD38"9") (Figura 23 E).
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Figura 23 — Estratégia de gating utilizada nos ensaios de citometria de fluxo para
caracterizacao fenotipica das células secretoras de anticorpos. PBMCs humanas
foram isoladas através de centrifugacdo em gradiente de histopaque e, mantidas em
cultura, por 7 dias na presenca dos mitégenos (Pokeweed mitogen [PWM],
Streptococcus aureaus cowan [SAC] e CpG ODN 2006) ou ap0s infecgéo pelo virus
da Dengue sorotipo 4, cepa TVP/360 (DENV4 TVP/360). Foi utilizado o MOI:10 e o
contato virus-células foi mantido durante 1 hora, seguido de remocao do indculo viral
e lavagem das células. Apds 7 dias, essas células foram recuperadas, lavadas e
marcadas com anticorpos anti-CD20, CD38 e CD27 conjugados a fluorocromos. As
leituras correspondentes as fluorescéncias foram adquiridas em um citdmetro de fluxo
e as analises realizadas através do software FlowJo. A) Selecdo da populacéo
correspondente aos linfécitos e correspondente a células de tamanho um pouco
maiores, através dos parametros de tamanho (Forward Scatter ou FSC) e
complexidade (Side Scatter ou SSC) B e C) Excluséo das leituras duplicadas D)
Selecdo das células CD20 negativas. F) Selecdo das células que sdo altamente
positivas para CD27 (CD27"d") e altamente positivas para CD38 (CD38"d") Dentro da
populacao de células CD20 negativas.
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Seguimos entdo para a avaliacdo da capacidade de aquisicdo do fenétipo de
ASCs mediante infeccdo de PBMCs por DENV in vitro, com um numero amostral
maior. Amostras de sangue foram coletadas de 19 individuos saudaveis e utilizadas
para a obtencdo de PBMCs através de centrifugacdo por gradiente de histopaque.
Essas PBMCs foram mantidas em cultura por 7 dias apds terem sido estimuladas com
uma das seguintes condic¢des: |) Sobrenadante de culturas de células de mosquito
C6/36 néo infectadas (Mock), Il) mitégenos e Ill) DENV4 TVP/360, MOI:10. Apés 7
dias, essas células foram recuperadas, lavadas e marcadas com anticorpos Anti-
CD20, CD38 e CD27 conjugados a fluorocromos. As leituras correspondentes as
fluorescéncias foram adquiridas em um citdmetro de fluxo e as analises realizadas
através do software FlowJo. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 24
na forma de valores individuais (circulos) e mediana (linha). Esses dados representam
5 experimentos realizados individualmente, com cerca de 4 amostras/cada.

Toda essa etapa foi conduzida no Laboratério de Virologia Molecular do
Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR (Curitiba — PR), sob orientacéo da Pesquisadora

Pryscilla Wowk e auxilio do doutorando Allan Cataneo.
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Figura 24 — Avaliacdo da capacidade de aquisicdo do fendtipo de secretora de
anticorpos (CD20"e9 CD27"9" CD38"9") mediante cultura de PBMCs humanas na
presenca de mitdgenos ou DENV4 TVP/360. PBMCs humanas foram isoladas
através de centrifugacdo em gradiente de histopaque e, mantidas em cultura, por 7
dias na presenca dos mitégenos (Pokeweed mitogen [PWM], Streptococcus aureaus
cowan [SAC] e CpG ODN 2006) ou apos infeccao pelo virus da Dengue sorotipo 4,
cepa TVP/360 (DENV4 TVP/360). Foi utilizado o MOI:10 e o contato virus-células foi
mantido durante 1 hora, seguido de remocéao do inéculo viral e lavagem das células.
Apés 7 dias, essas células foram recuperadas, lavadas e marcadas com anticorpos
anti-CD20, CD38 e CD27 conjugados a fluorocromos. As leituras correspondentes as
fluorescéncias foram adquiridas em um citbmetro de fluxo e as andlises realizadas
através do software FlowJo. A) Imagem representativa. B) Porcentagem de células
CD20"e9 CD27"9" CD38Md", C) Numero absoluto de células CD20"e9 CD27Msh CD38Miah
por milhdo de PBMCs. Mock: grupo estimulado com o sobrenadante de culturas de
células de mosquito C6/36 néo infectadas; equivalente ao veiculo dos modelos de
infeccdo. Dados apresentados como mediana (linha) e valores individuais (n=19;
circulos), estatisticamente comparados de forma pareada por teste Friedman e pos
teste Dunn'’s.
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Como foi possivel observar, enquanto que as PBMCs estimuladas com o
sobrenadante de culturas de células de mosquito C6/36 nao infectadas (Mock)
apresentaram uma frequéncia mediana de apenas 0,025% (percentil 25% / 75%:
0,0068 / 0,2730) de ASCs (CD20"e9 CD38"dsh CD20Md") apds 7 dias de cultura (Figura
24 B), equivalentes a uma mediana de 200 (percentil 25% / 75%: 26/ 252) ASCs por
milhdo de PBMCs (Figura 24 C), as PBMCs estimuladas com mitdgenos
apresentaram uma frequéncia mediana de 0,33% (percentil 25% / 75%: 0,108 / 1,61)
de ASCs (CD20"¢ CD38"9" CD20M9") nesse mesmo periodo (Figura 24 B). Essa
porcentagem equivale a 635 (percentil 25% / 75%: 191 / 3100) ASCs por milhdo de
PBMCs (p em relacdo ao Mock: <0,01; Figura 24 C). Ja as PBMCs infectadas pelo
DENV4 TVP/360 apresentaram uma frequéncia mediana de 0,17% (percentil 25% /
75%: 0,034 / 0,666) de ASCs (CD20"9 CD38Msh CD20"9") apds 7 dias de cultura
(Figura 24 B), equivalentes a 1272 (percentil 25% / 75%: 214 / 4135) ASCs por milhao
de PBMCs (Figura 24 C). Dessa forma, a infeccéo pelo DENV4 TVP/360 é capaz de
induzir a aquisi¢do do fenétipo de ASCs (CD20"9 CD38"9" CD20"9") em 0,17% das
células B presentes nas PBMCs, na mesma magnitude que a estimulacao destas com
mitdgenos (Figura 24 A-C), tanto em termos de porcentagem (p em relagdo ao Mock:
<0,05; p em relacdo ao grupo mitdgenos: >0,05; Figura 24 B) quanto em numero
absoluto por milhdo de PBMCs (p em relacdo ao Mock: <0,01; p em relacdo ao grupo

mitégenos: >0,05; Figura 24 C).

5.5.4 Avaliacdo da capacidade de aquisicdo da funcdo de secretora de
anticorpos (producéao de IgG) mediante cultura de PBMCs humanas na presenca
de mitébgenos ou DENV4 TVP/360

Em seguida, avaliamos a capacidade de aquisi¢ao da funcdo de secrecéo de
anticorpos (IgG) mediante infecgcdo de PBMCs por DENV in vitro. Utilizamos as
mesmas 19 amostras e condi¢cdes experimentais descritas no Item 5.5.3, porém, no
sétimo dia, essas células foram recuperadas, contadas e distribuidas em placas de
ELISPOT previamente sensibilizadas com anticorpos anti-IgG total humano. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 25 na forma de valores individuais
(circulos) e mediana (linha). Esses dados representam 5 experimentos realizados

individualmente, com cerca de 4 amostras/cada.
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Toda essa etapa também foi conduzida no Laboratério de Virologia Molecular
do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR (Curitiba — PR), sob orientagdo da
Pesquisadora Pryscilla Wowk e auxilio do doutorando Allan Cataneo, exceto pela
aquisicdo das imagens de ELISPOT, que foram realizadas no Laboratério de
Imunologia Clinica e Alergia do Departamento de Moléstias Infecciosas da Faculdade
de Medicina da USP (S&o Paulo/SP).
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Figura 25 — Avaliacdo da capacidade de aquisicdo da func&o de secretora de
anticorpos (IgG) mediante cultura de PBMCs humanas na presenca de
mitdgenos ou DENV4 TVP/360. PBMCs humanas foram isoladas através de
centrifugacdo em gradiente de histopaque e, mantidas em cultura, por 7 dias na
presenca dos mitégenos (Pokeweed mitogen [PWM], Streptococcus aureaus cowan
[SAC] e CpG ODN 2006) ou ap6s infeccdo pelo virus da Dengue sorotipo 4, cepa
TVP/360 (DENV4 TVP/360). Foi utilizado o MOI:10 e o contato virus-células foi
mantido durante 1 hora, seguido de remocéao do inéculo viral e lavagem das células.
Apés 7 dias, essas células foram recuperadas, contadas e distribuidas em placas de
ELISPOT previamente sensibilizadas com anticorpos anti-lgG total humana. A)
Imagem representativa do ensaio de ELISPOT. B) Numero absoluto de ASCs
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produtoras de IgG por milhdo de PBMCs. Mock: grupo estimulado com o
sobrenadante de culturas de células de mosquito C6/36 ndo infectadas; equivalente
ao veiculo dos modelos de infeccdo. Dados apresentados como mediana (linha) e
valores individuais (n=19; circulos), estatisticamente comparados de forma pareada
por teste Friedman e pds teste Dunn'’s.

Como foi possivel observar, enquanto que as PBMCs estimuladas com o
sobrenadante de culturas de células de mosquito C6/36 ndo infectadas (Mock)
apresentaram uma mediana de 250 (percentil 25% / 75%: 31 / 847) ASCs por milh&o
de PBMCs no sétimo dia de cultura (Figura 25 B), as PBMCs estimuladas com
mitdégenos apresentaram 2010 (percentil 25% / 75%: 810 / 12000) ASCs por milh&do
de PBMCs nesse mesmo periodo (p em relacdo ao Mock: <0,01; Figura 25 B). Ja as
PBMCs infectadas pelo DENV4 TVP/360 apresentaram uma mediana 853 (percentil
25% / 75%: 375 / 1380) ASCs por milhdo de PBMCs (p em relagdo ao Mock: <0,05;
Figura 25 B). A infeccdo de PBMCs pelo DENV4 TVP/360 foi, portanto, capaz de
induzir a aquisicdo de funcdo de secrecdo de anticorpos (IgG) pelas células B
presentes no PBMCs, ap0s 7 dias de cultura, na mesma magnitude que os mitdgenos
(p em relacdo ao grupo mitdgenos: >0,05; Figura 25 B). Esses dados, juntamente
com os descritos no Item 5.5.3 comprovam que este € um bom modelo de
diferenciacao de células B em ASCs mediante infec¢cdo por DENV in vitro.

Nos perguntamos, entdo, se a diferenciacdo estava ocorrendo de maneira
semelhante para ambos estimulos dentro de uma mesma amostra. Aquelas com
maior enumeracao de ASCs na presenca dos mitdgenos também eram aquelas com
maior enumeracdo de ASCs na presenca do virus? Existe um perfil definido na
resposta celular obtida?

Para responder a estes questionamentos, elaboramos um heatmap utilizando
0 numero absoluto de ASCs produtoras de IgG, por milhdo de PBMCs, que foram
detectadas por ELISPOT e representadas na Figura 25 B (Figura 26). Esta etapa foi
realizada em parceria com o laboratério do Professor Helder Nakaya (FCF-USP), com
o auxilio da doutoranda Patricia Gonzales. Para tal, as amostras foram normalizadas
por z score e plotadas nas linhas (Figura 26) e os tratamentos foram plotados nas
colunas (Figura 26). Além disso, foram agrupadas verticalmente amostras com perfis
de enumeracédo de spots similares, e horizontalmente, os grupos de tratamento com
perfis globais de enumeracgéo de spots parecidas (Figura 26).

A transformacédo dos valores em Z score é importante, pois fornece uma

unidade basica de comparacdo entre dados que, se dispostos de outra forma,
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apresentariam uma variagdo muito ampla. Seus valores oscilam entre -2 < Z < +2.
Esse tipo de unidade permite avaliar o quanto uma medida se afasta da média em
termos de desvio padrdo (CHEADLE et al., 2003). Dessa forma, quando o Z score €
positivo, € indicativo de que o dado esta acima da média. Quando o Z score € negativo,

€ indicativo de que o dado esta abaixo da média.

PEMC + PBMC + PEMC
mitogenos DENV4 (Mock)
TVP/360

Figura 26 — Heatmap representativo da enumeracdo de células secretoras de IgG
geradas mediante cultura de PBMCs humanas na presenca de mitdgenos ou
DENV4 TVP/360. Dados representativos do nimero absoluto de ASCs produtoras de
IgG por milhdo de PBMCs, geradas através de cultura na presenca de mitbgenos ou
DENV4 TVP/360 e enumeradas por ELISPOT. Analise realizada através da funcéo
heatmap.2 do pacote gplots - Various R programming tools for plotting data, em R.
Quanto maior a intensidade do vermelho maior a enumeragao de spots daquela linha.

Foi possivel observar que as amostras com maior enumeracdo de ASCs na
presenca dos mitégenos ndo foram as mesmas com maior enumeracdo de ASCs na
presenca do virus (Figura 26). As amostras #15, #9, #7, #4, #6 e #2, agrupadas na

parte superior do heatmap apresentaram um perfil de resposta maior através da
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inducéo de diferenciacdo pelo virus que pelos mitégenos (Figura 26, parte superior).
Enquanto que as demais amostras apresentaram um perfil oposto (Figura 26, parte
inferior). Dois pontos sao dignos de nota aqui: 1) isso n&o significa que essas amostras
responderam apenas para um tratamento e ndo para o outro, mas sim que o fato de
uma amostra em particular se diferenciar com uma determinada magnitude na
presenca de um estimulo ndo implica que ela ird se diferenciar com a mesma
magnitude para o outro. Entretanto, ela responde para ambos; 2) a amostra #5 se
destaca como um outlier, onde a maior enumeracdo de ASCs ocorreu no pogo sem
nenhum estimulo (Mock) (Figura 26).

A partir desse resultado, um novo questionamento surgiu. Estariam entdo as
amostras #15, #9, #7, #4, #6 e #2 (Figura 26, parte superior) apresentando uma maior
resposta ao virus que as demais devido a uma exposicao prévia dos seus doadores
ao DENV? Para responder a esta pergunta realizamos um ELISA anti-IgG especifico
para NS1 dos quatro sorotipos virais (Figura 27). Esta etapa foi realizada em parceria
com o Professor Luis Carlos Ferreira (ICB/USP), com o auxilio do doutorando Samuel
Pereira, e contou com uma proteina recombinante contendo as NS1 dos 4 sorotipos
de DENV. Vale salientar, que infelizmente, ndo possuiamos o soro de todos os
doadores para esta andlise. Uma amostra de soro de um paciente sabidamente
exposto ao DENV (oriunda da cole¢do de amostras do Prof. Luis) foi utilizada como
controle positivo do ensaio, enquanto que outra sabidamente ndo reagente para
DENV (oriunda da colecdo de amostras do Prof. Luis), foi utilizada como controle
negativo (Figura 27). Foram consideradas reagentes apenas as amostras que se
encontravam acima do limite de detec¢éo determinado pelo controle negativo (Figura

27, area cinza do grafico).
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Figura 27 — Titulo de anticorpos IgG anti-NS1 (DENV1-4) no soro dos doadores
de sangue para os experimentos in vitro. Quantificacdo dos titulos de IgG anti-
NS1no soro dos individuos saudaveis doadores de sangue para a parte experimental
in vitro deste projeto por ELISA. Controle positivo: amostra de um doador sabidamente
exposto ao DENV e devidamente caracterizada como tal. Controle negativo: amostra
de um doador sabidamente nunca exposto ao DENV e devidamente caracterizada
como tal. Area cinza do grafico: limite de deteccéo determinado pelo controle negativo.
Amostras consideradas reagentes (previamente expostas ao virus): amostras com
titulos acima do limite de deteccéo.

Como foi possivel observar, apenas 3 amostras (#13, #16 e #7) foram
consideradas reagentes, ou seja, previamente expostas ao DENV (Figura 27,
amostras acima da area cinza). Destas, somente a #7 também se encontrava entre
as que tiveram maior enumeracao de ASCs mediante infec¢céo pelo DENV4 TVP/360
(Figura 26, parte superior). Além disso, os titulos de anticorpos detectados foram
extremamente baixos se comparados com o controle positivo para as trés amostras
reagentes (Figura 27, amostras acima da area cinza e linha pontilhada superior
respectivamente). Dessa forma, € possivel concluir que a maior enumeracédo de ASCs
mediante infeccdo pelo DENV4 TVP/360 ndo esta relacionada com uma exposicao
prévia de seus doadores ao virus. Da mesma forma, pode-se dizer que uma exposi¢ao
prévia ao virus nao pareceu ser importante para a indugéo da diferenciacdo em ASCs
induzida por DENV in vitro.

Decidimos avaliar, entédo, se a diferenciagcdo em ASCs estava relacionada com
a carga viral. Para isso, avaliamos tanto o sobrenadante das culturas por titulacédo
(Anexo 4) quanto os transcritos celulares por gPCR (Anexo 5). Entretanto, néo foi

possivel realizar essa correlacdo, pois ndo detectamos nem particulas infectivas no
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sobrenadante (no dia 7) das culturas infectadas com DENV4 TVP/360 (Anexo 4) nem
RNA viral em quantidades significativas no interior das células (Anexo 5).

Ainda, tendo em vista que ha uma extensa literatura suportando o fato de que,
independentemente da idade, as mulheres tendem a apresentar respostas de
anticorpos maiores que os homens, bem como niveis basais de imunoglobulina mais
altos e maior niumero de células B (KLEIN; FLANAGAN, 2016), decidimos investigar
se existia uma diferenca na diferenciagdo em ASCs entre as amostras doadas por
mulheres ou por homens em nosso estudo (Figura 28 A-B).

Dos 19 individuos saudaveis incluidos nessas analises, 12 eram mulheres e 7
eram homens. Avaliamos separadamente as respostas para mitégenos (Figura 28 A)
e infeccdo por DENV4 TVP/360 (Figura 28 B). Os resultados obtidos estéo
apresentados na Figura 28 A e B na forma de valores individuais (circulos) e mediana
(linha).
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Figura 28 — Avaliacédo da capacidade de aquisicao da funcao de secretora de
anticorpos (IgG), entre as amostras doadas por homens ou mulheres, mediante
cultura de PBMCs na presenca de mitdgenos ou DENV4 TVP/360. Comparacéo
do nimero absoluto de ASCs produtoras de IgG por milhdo de PBMCs (enumeradas
por ELISPOT) entre amostras doadas por homens (n=7) e mulheres (n=12). A) Ap0s
estimulo pelos mitégenos (Pokeweed mitogen [PWM], Streptococcus aureaus cowan
[SAC] e CpG ODN 2006) ou ap0s infec¢do pelo virus da Dengue sorotipo 4, cepa
TVP/360 (DENV4 TVP/360). Foi utilizado o MOI:10 e o contato virus-células foi
mantido durante 1 hora, seguido de remoc¢é&o do inéculo viral e lavagem das células.
Dados apresentados como mediana (linha) e valores individuais (circulos),
estatisticamente comparados pelo teste Mann-Whitney.
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Como foi possivel observar, seja tanto pela estimulacdo por mitdbgenos
(Homens: mediana 1564 [percentil 25% / 75%: 315 / 4650]; Mulheres: mediana 2017,5
[percentil 25% / 75%: 841,5 / 14588]; p=0,5828; Figura 28 A) como pela infec¢ao por
DENV4 TVP/360 (Homens: mediana 495 [percentil 25% / 75%: 375 / 1495]; Mulheres:
mediana 862,5 [percentil 25% / 75%: 393,8 / 1289]; p=0,8991; Figura 28 B), nao foram
observadas diferencas entre 0 nimero de ASCs gerados por amostras de homens e

mulheres.

5.5.5 Avaliagdo daimportanciadaintegridade viral nainducao da diferenciagdo
das células B em ASCs neste modelo

Tendo em vista que vacinas que fazem uso de virus inativados, como por
exemplo as vacinas contra hepatite A, poliomielite e raiva, sdo capazes de induzir
potentes respostas humorais (STAUFFER; EL-BACHA; DA POIAN, 2008), nos
perguntamos se para a geragdo de ASCs vista em nosso modelo a integridade viral
era necessaria. Para responder tal pergunta, inativamos aliquotas do DENV4
TVP/360 através de radiacdo UV (i-DENV4 TVP/360) e infectamos PBMCs humanas
com i-DENV4 TVP/360 ou com a forma ativa DENV4 TVP/366 no MOI:10. Apos 7 dias
de cultura, avaliamos a capacidade de aquisicdo do fendtipo (CD20m9 CD27high
CD38Md": Figura 29 A) e da funcéo (producéo de IgG; Figura 29 B) de ASCs.
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Figura 29 — Avaliacdo da capacidade de aquisicdo do fenotipo (CD20me9 CD27Migh
CD38"9") e da funcdo (producéo de IgG) de secretora de anticorpos mediante
cultura de PBMCs humanas na presenca de DENV4 TVP/360 ou DENV4 TVP/360
inativado. PBMCs humanas foram isoladas através de centrifugacdo em gradiente
de histopaque e mantidas em cultura por 7 dias ou na presenca do virus da Dengue
sorotipo 4, cepa TVP/360 (DENV4 TVP/360; MOI:10), integra ou inativada por UV,
durante 1 hora, seguido de remocédo do inéculo viral e lavagem das células. Apos 7
dias, essas células foram recuperadas, contadas e distribuidas em placas de
ELISPOT previamente sensibilizadas com anticorpos anti-lgG total humana. A)
porcentagem de células CD20"9 CD27"9" CD38M"9" por milhdo de PBMCs. B) Niimero
absoluto de ASCs produtoras de IgG por milhdo de PBMCs. Dados apresentados
como mediana (linha) e valores individuais (n=12; circulos), estatisticamente
comparados de forma pareada por teste Wilcoxon matched-pairs signed ranks.

Ficou claro que, as células B presentes nas PBMCs conseguem adquirir o
fendtipo (CD20"9 CD27Meh CD38MdM: particulas integras: mediana 0,1390 [percentil
25% / 75%: 0,339/ 0,7410]; particulas inativadas: mediana 0,02685 [percentil 25% /
75%: 0,0/ 0,448]; p<0,0001; Figura 29 A) e a funcdo (producdo de IgG; particulas
integras: mediana 712,5 [percentil 25% / 75%: 318,8/ 1290]; particulas inativadas:
mediana 225 [percentil 25% / 75%: 123,8/ 750]; p<0,05; Figura 29 B) de ASCs apenas

guando a particula viral esta integra.
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5.6. Avaliacdo da capacidade de geracdao de ASCs mediante estimulacao de

células B (CD19+) isoladas por mitdgenos ou infec¢cdo por DENV

Esta claro que as células B presentes entre as PBMCs sédo capazes de se
diferenciarem em ASCs ap0s infeccao pelo DENV4 TVP/360 (MOI:10). Neste modelo,
as células B foram capazes de adquirir tanto o fenétipo (CD20"9 CD27"sh CD38Miah)
guanto a funcdo (producédo de IgG) das ASCs. Mas serd que células B isoladas
também sdo capazes de se diferenciarem quando expostas ao DENV? Para
responder a essa pergunta, isolamos células B (CD19+) a partir de PBMCs obtidos de
individuos saudaveis (n=5) através de beads magnéticas. Essas células B isoladas
foram mantidas durante 7 dias em cultura, apos serem estimuladas por mitbgenos
(Figura 30 A e B) seguindo o mesmo protocolo descrito por Crotty et al. (2004) ou
infectadas por DENV4 TVP/360 (Figura 30 A e B). Desta vez, utilizamos o MOI:1
partindo do racional que as células B comp&em apenas 10% das PBMCs totais e,
portanto, em uma infeccdo de PBMCs utilizando MOI:10, as células B estariam sendo
expostas a apenas 10% destes virus. Entretanto, também testamos o MOI:10 a fim de
evitar futuros questionamentos (dados ndo mostrados).

A capacidade de diferenciacdo em ASCs foi novamente avaliada por ELISPOT
(Figura 30).
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Figura 30 — Avaliacdo da capacidade de aquisicdo da funcédo de secretora de
anticorpos (producéo de IgG) mediante cultura de células B isoladas (CD19+) na
presenca de mitégenos ou DENV4 TVP/360. Células B (CD19+) humanas isoladas
através de beads magnéticas a partir de PBMCs obtidos de individuos saudaveis. Elas
foram mantidas em cultura por 7 dias na presenca dos mitdgenos (Pokeweed mitogen
[PWM], Streptococcus aureaus cowan [SAC] e CpG ODN 2006) ou apos infeccéo pelo
virus da Dengue sorotipo 4, cepa TVP/360 (DENV4 TVP/360). Foi utilizado o MOI:10
e 0 contato virus-células foi mantido durante 1 hora, seguido de remocé&o do inéculo
viral e lavagem das células. Apds 7 dias, essas células foram recuperadas, contadas
e distribuidas em placas de ELISPOT previamente sensibilizadas com anticorpos anti-
IgG total humana. A) Imagem representativa. B) Numero absoluto de ASCs produtoras
de 1gG por milh&o de células B (CD19+). Mock: grupo estimulado com o sobrenadante
de culturas de células de mosquito C6/36 nao infectadas; equivalente ao veiculo dos
modelos de infecgdo. Dados apresentados como mediana (linha) e valores individuais
(n=5; circulos), estatisticamente comparados pelo teste Kruskall-Wallis e pds teste
Dunn’s.

Como foi possivel observar, diferentemente de quando presentes nas PBMCs,
células B (CD19+) isoladas ndo foram capazes de se diferenciarem em ASCs na
presenca do DENV4 TVP/360 (Grupo Mock: mediana 550 [percentil 25% /75%: 309,5/
1057]; Mitégenos: mediana 34560 [percentil 25% / 75%: 10478/ 56114]; DENV4
TVP/360: mediana 600 [percentil 25% / 75%: 160,5/ 2168]; p<0,05 Figura 30 A-B).

Isto sugere que fatores secretados e/ou o contato célula-célula proveniente das
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demais PBMCs, sejam fundamentais para a inducéo dessa diferenciacao celular na

presenca do virus.

5.7. Avaliacdo daimportancia do contato célula-célula e/ou fatores secretados
na capacidade de geracdo de ASCs mediante infeccdo de PBMCs por DENV4
TVP/360

Tendo em vista que as células B sozinhas ndo conseguem se diferenciar em
ASCs mediante infec¢éo pelo virus (Figura 30 A-B), mas quando presentes em meio
as PBMCs elas conseguem (Figura 24 A-C e Figura 25 A-B), realizamos um
experimento utilizando a técnica de transwell, para nos ajudar a compreender esse
cenario. Fatores secretados e/ou o contato com outras células seriam 0s responsaveis
pela diferenciacdo neste modelo? Essa técnica consistiu em cultivar em um mesmo
poco células B (CD19+) isoladas por beads magnéticas e o restante das PBMCs (flow
through do processo de isolamento das CD19+), sem que essas tenham contato direto
uma com as outras. Para isso, a células B foram colocadas sobre uma membrana de
3 um, suspensa por um suporte, de tal forma que apenas fatores secretados no meio
de cultura puderam entrar em contato com essas células (vide desenho experimental
no item 3 dessa tese). As demais células foram posicionadas no fundo do pogo, sem
nenhum contato direto com essa membrana suspensa. E importante dizer que, nesse
caso, apenas as células do flow through foram infectadas, e que essa infeccdo com o
DENV4 TVP/360 ocorreu da mesma maneira que os demais ensaios de PBMCs,
utilizando o MOI:10 por 1 hora, seguida de remocéao do inéculo e lavagem das células.
Apos 7 dias de cultura, essas células foram recuperadas individualmente (flow through
e células B separadamente) e avaliadas fenotipicamente (Figura 31) e funcionalmente
(Figura 32). Dessa forma, se as células B desse ensaio fossem capazes de adquirir
o fenétipo de ASCs (CD20"9 CD27"9" CD38M9") e de produzir anticorpos, significaria
gue os fatores secretados pelas demais células seriam os principais mediadores da
diferenciacdo celular induzida pelo virus. Caso o contrario, isto indica que o contato
célula-célula é o que estaria participando, de fato, da diferenciacdo das células B em
ASCs.
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Novamente, toda essa etapa foi conduzida no Laboratério de Virologia
Molecular do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR (Curitiba — PR), sob orientacdo da
Pesquisadora Pryscilla Wowk e auxilio do doutorando Allan Cataneo.

O primeiro parametro avaliado foi a capacidade de aquisicédo do fenoétipo. Para
isto, as células foram recuperadas, lavadas e marcadas com anticorpos anti-CD20,
CD38 e CD27 conjugados a fluorocromos. As leituras correspondentes as
fluorescéncias foram adquiridas em um citbmetro de fluxo e as analises realizadas

através do software FlowJo (Figura 31).
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Figura 31 — Avaliagdo da importancia do contato célula-célula e/ou fatores
secretados na capacidade de aquisicdo do fenoétipo de secretora de anticorpos
(CD20"e9 CD27Mgh CD38"9") mediante cultura de células B (CD19+) humanas em
pocos de placas de transwell na presenca de mitégenos ou DENV4 TVP/360.
Células B (CD19+) humanas foram isoladas por beads magnéticas a partir de PBMCs
de individuos saudaveis. Essas foram cultivadas em pocos de trasnwell, separadas
por uma membrana de 3um, das demais células contidas nas PBMCs e mantidas em
cultura por 7 dias na presenca dos mitégenos (Pokeweed mitogen [PWM],
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Streptococcus aureaus cowan [SAC] e CpG ODN 2006) ou apds infec¢éo pelo virus
da Dengue sorotipo 4, cepa TVP/360 (DENV4 TVP/360). Foi utilizado o MOI:10 e o
contato virus-células foi mantido durante 1 hora, seguido de remocao do in6culo viral
e lavagem das células. ApGs 7 dias, as células B (CD19+) foram recuperadas, lavadas
e marcadas com anticorpos Anti-CD20, CD38 e CD27 conjugados a fluorocromos. As
leituras correspondentes as fluorescéncias foram adquiridas em um citémetro de fluxo
e as analises realizadas através do software FlowJo. A) Imagem representativa. B)
Porcentagem de células CD20"9 CD27"9h CD38Md". C) Nimero absoluto de células
CD20"¢9 CD27"9" CD38M9" por milhdo de células CD19+. Mock: grupo estimulado com
0 sobrenadante de culturas de células de mosquito C6/36 nao infectadas; equivalente
ao veiculo dos modelos de infeccdo. Dados apresentados como mediana (linha) e
valores individuais (n=5; circulos), estatisticamente comparados de forma pareada por
teste Friedman e pds teste Dunn’s.

Foi possivel observar que sem o contato célula-célula com o flow through, as
células CD19+ nédo foram capazes de adquirir o fenétipo de secretoras de anticorpos,
tanto em porcentagem (Grupo Mock: mediana 0,0 [percentil 25% /75%: 0,0/ 2,11];
Mitégenos: mediana 1,39 [percentil 25% / 75%: 0,0/ 5,57]; DENV4 TVP/360: mediana
8,82 [percentil 25% / 75%: 2,22/ 37,5]; p=0,124; Figura 31 B), quanto em numero
absoluto (Grupo Mock: mediana 0,0 [percentil 25% /75%: 0,0/ 58]; Mitbgenos: mediana
22 [percentil 25% / 75%: 0,0/ 53,5]; DENV4 TVP/360: mediana 127 [percentil 25% /
75%: 34,5/ 871]; p=0,124; Figura 31 C).

Em seguida, avaliamos a capacidade de aquisicdo da funcdo de secretora de
anticorpos (producdo de IgG), utilizando as mesmas condicfes experimentais
descritas anteriormente para analise do fenétipo. Porém, no sétimo dia, as células
CD19+ foram recuperadas, contadas e distribuidas em placas de ELISPOT

previamente sensibilizadas com anticorpos anti-IgG total humano (Figura 32).
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Figura 32 — Avaliacdo da importancia do contato célula-célula e/ou fatores
secretados na capacidade de aquisicdo da funcdo de secretora de anticorpos
(producéo de IgG) mediante cultura de células B (CD19+) humanas em pocos de
transwell na presenca de mitdgenos ou DENV4 TVP/360. Células B (CD19+)
humanas foram isoladas por beads magnéticas a partir de PBMCs de individuos
saudaveis. Essas foram cultivadas em pocos de trasnwell, separadas por uma
membrana de 3um das demais células contidas entre as PBMCs e mantidas em
cultura por 7 dias ou na presengca dos mitbgenos (Pokeweed mitogen [PWM],
Streptococcus aureaus cowan [SAC] e CpG ODN 2006) ou apds infeccao pelo virus
da Dengue sorotipo 4, cepa TVP/360 (DENV4 TVP/360). Foi utilizado o MOI:10 e o
contato virus-células foi mantido durante 1 hora, seguido de remocao do inoculo viral
e lavagem das células. Apoés 7 dias, as células CD19+ foram recuperadas, contadas
e distribuidas em placas de ELISPOT previamente sensibilizadas com anticorpos anti-
IgG total humana. A) Imagem representativa. B) Numero absoluto de ASCs produtoras
de 1gG por milh&o de células B (CD19+). Mock: grupo estimulado com o sobrenadante
de culturas de células de mosquito C6/36 ndo infectadas; equivalente ao veiculo dos
modelos de infec¢cdo. Dados apresentados como mediana (linha) e valores individuais
(n=6; circulos), estatisticamente comparados de forma pareada por teste Friedman e
pos teste Dunn’s.

Como foi possivel observar, embora os fatores secretados pelo flow through
infectado com DENV4 TVP/360 tenham sido capazes de induzir funcionalmente a
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diferenciacdo de algumas das células B em secretoras de anticorpos (Grupo Mock:
mediana 2500 [percentil 25% /75%: 1875/ 8250]; Mitdgenos: mediana 425250
[percentil 25% / 75%: 166875/ 661500]; DENV4 TVP/360: mediana 17500 [percentil
25% / 75%: 2250/ 66375]; Figura 32 A-B), a magnitude da resposta funcional néo foi
a mesma da vista quando essas células estdo em contato umas com as outras (Figura
25 A-B). A auséncia de diferenca significativa entre a enumeracéo de ASCs no grupo
infectado com DENV com a do grupo Mock e no tratado com mitégenos, isto sugere
exatamente um perfil intermediario do grupo DENV entre os controles (negativo e
positivo respectivamente) (Figura 25 A-B).

Com isso, ao que parece, embora os fatores secretados pelas demais células
possam auxiliar na inducdo da diferenciacdo das células B em ASCs, a questédo

funcional destas ASCs ¢, de fato, prejudicada.

5.8. Analise dos metabdlitos da via do triptofano
5.8.1. Culturas de PBMCs estimuladas com mitégenos ou infectadas por DENV4
TVP/360

Diferentemente de outras células do sistema imune, muito pouco se conhece
sobre as relacbes entre o metabolismo e como este suporta e até mesmo regula a
maturacao, ativacdo e diferenciacdo das células B (WATERS et al., 2018). Nesse
aspecto, a enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), responsavel pela metabolizacéo
do triptofano (TRP) pela via das quinureninas, ja demonstrou possuir um importante
papel em processos infecciosos, neoplasias e autoimunidades (Puccetti, 2007). Tendo
em vista que pacientes com Dengue apresentam maior atividade de IDO, menores
niveis de TRP e maiores niveis de quinurenina (KYN) no soro durante os dias febris
da doenca, decidimos investigar o metabolismo do triptofano em nosso modelo de
diferenciacdo em ASCs in vitro. Para tal, realizamos a quantificacdo do triptofano e
seus metabolitos nos sobrenadantes das culturas de PBMCs estimuladas com
mitdgenos ou infectadas por DENV4 TVP/360 (MOI:10) apos 7 dias por cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo LC-MS/MS
(Figuras 34 e 35). Essa etapa foi realizada em parceria com o Laboratério de
Bioquimica Clinica, da Professora Ana Campa (FCF/USP), e contou com o auxilio das

alunas de doutorado Maryana Branquinho e Maysa Braga.
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Um esquema representativo das vias de metabolismo do TRP foi incluido no
Anexo 6 desse documento. Ainda, as quantificacdes de serotonina, triptamina, acido
xanturénico e o acido indolacético ndo apresentaram diferenca entre os diferentes

tratamentos (p>0,05) e por isso foram incluidas no Anexo 7 desse documento.
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Figura 33 — Analise quantitativa do triptofano e da quinurenina nos

sobrenadantes de culturas estimuladas por mitégenos ou infectadas pelo
DENV4 TVP/360. Os sobrenadantes de culturas de PBMCs estimuladas com
mitdgenos ou infectadas pelo DENV4 TVP/360 (MOI:10) apos 7 dias foram avaliados
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo
guadrupolo LC-MS/MS. Dados apresentados na forma de valores individuais da area
do pico (circulos; n=19) e mediana (linha) e estatisticamente comparados de forma
pareada por teste Friedman e poés teste Dunn’s. A linha pontilhada de cada gréfico
representa a quantificacdo daquele metabdlito em um meio de cultura mantido nas
mesmas condicfes experimentais, exceto pela auséncia de células (branco). A)
Quantificagédo de TRP nos sobrenadantes das diferentes condigdes experimentais. B)
Quantificacdo de KYN nos sobrenadantes das diferentes condicdes experimentais. C)
Valores individuais de triptofano e quinurenina nos sobrenadantes das amostras
infectadas pelo DENV4 TVP/360. KYN: L-quinurenina, TRP: triptofano; Mock: grupo
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estimulado com o sobrenadante de culturas de células de mosquito C6/36 nao
infectadas; equivalente ao veiculo dos modelos de infeccéo.
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Figura 34 - Analise quantitativa dos metabdlitos do triptofano nos

sobrenadantes de culturas de PBMCs estimuladas por mitégenos ou infectadas
pelo DENV4 TVP/360. O sobrenadante de culturas de PBMCs estimuladas com
mitdgenos ou infectadas por DENV4 TVP/360 (MOI:10) apds 7 dias foi avaliado por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo
LC-MS/MS. Dados apresentados na forma de valores individuais da &rea do pico
(circulos; n=19) e mediana (linha) e estatisticamente comparados de forma pareada
por teste Friedman e pos teste Dunn’s. A linha pontilhada de cada gréfico representa
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a quantificacdo daquele metabdlito em um meio de cultura mantido nas mesmas
condicdes experimentais, entretanto, sem a presenca de nenhuma célula (branco). A)
Quantificacdo de acido quinurénico nos sobrenadantes das diferentes condicfes
experimentais. B) Quantificagdo de &cido quinolinico nos sobrenadantes das
diferentes condicBes experimentais. C) Quantificacdo de acido nicotinico nos
sobrenadantes das diferentes condicbes experimentais. D) Quantificacdo de acido
antranilico nos sobrenadantes das diferentes condicbes experimentais. E)
Quantificacdo de &cido 5-hidroxindolacético nos sobrenadantes das diferentes
condicBes experimentais. NA: &cido nicotinico mononucleotideo; QA: acido
quinolinico; KA: &cido quinurénico; HIAA: &cido 5-hidroxindolacético; AA: &cido
antranilico. Mock: grupo estimulado com o sobrenadante de culturas de células de
mosquito C6/36 nado infectadas; equivalente ao veiculo dos modelos de infeccéo.

Foi possivel observar que o consumo do TRP foi maior no grupo de amostras
infectadas com o DENV4 TVP/360 em relacdo ao Mock (Mock: mediana -0,3329
[percentil 25% /75%: -0,6071/-0,04735]; DENV4 TVP/360: mediana -0,6824 [percentil
25% /| 75%: -0,7875/-0,5199]; p<0,001) e ao estimulado com Mitdégenos (mediana
—0,4988 [percentil 25% / 75%: -0,5652/-0,2720]; p<0,01) (Figura 33 A). Este foi
acompanhado de uma maior sintese de KYN nestes respectivos grupos (Mock:
mediana 0,02364 [percentil 25% /75%: 0,01007/0,06931] vs DENV4 TVP/360:
mediana 0,06856 [percentil 25% / 75%: 0,04524/0,1019]; p<0,01; vs Mitégenos:
mediana 0,00756 [percentil 25% / 75%: 0,00284/0,01439]; p<0,001; Figura 33 B).
Também foi possivel observar que, quando avaiadas individualmente, nem sempre as
amostras infectadas pelo DENV4 TVP/360 que mais consumiram TRP foram as que
apresentaram maior acimulo de KYN (Figura 33 C). Da mesma forma, nem sempre
aquelas quie apresentaram menor consumo de TRP foram as que menos acumularam
KYN, demonstrando uma néo linearidade metabdlica (Figura 33 C).

No que diz respeito aos demais metabdlitos avaliados, foi possivel observar
gue subjacente a formacgéo de KYN, a formacé&o de acido quinurénico (KA, do inglés
kynurenic acid) diferu apenas entre o grupo tratado com mitdgenos e o infectado com
DENV4 TVP/360, sendo maior neste ultimo (Mock: mediana -0,00008 [percentil 25%
/75%: -0,00138/0,00145] vs DENV4 TVP/360: mediana 0,00072 [percentil 25% / 75%:
-0,00047/0,00296]; p>0,05; vs Mitdgenos: mediana -0,00101 [percentil 25% / 75%: -
0,0025/-0,00007]; p<0,0001; Figura 34 A). Outros metabdlitos dessa mesma via
como o acido quinolinico (QA, do inglés quinolinic acid; Mock: mediana 0,00451
[percentil 25% /75%: 0,00203/0,0101]; DENV4 TVP/360: mediana 0,0092 [percentil
25% / 75%: 0,00604/0,01129]; p>0,01; Mitégenos: mediana -0,0001 [percentil 25% /
75%: -0,00045/0,00041]; p<0,0001; — Figura 34 B), o acido nicotinico (NA, do inglés
nicotinic acid; Mock: mediana -0,00035 [percentil 25% /75%: -0,00086/0,00048];
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DENV4 TVP/360: mediana 0,00007 [percentil 25% / 75%: -0,00068/0,00163];
p>0,0001; Mitégenos: mediana 0,01358 [percentil 25% / 75%: 0,00733/0,0247];
p<0,001; Figura 34 C) e &cido antranilico (AA, Mock: mediana 0,01938 [percentil 25%
[75%: 0,00645/0,05303]; DENV4 TVP/360: mediana 0,0229 [percentil 25% / 75%:
0,01214/0,02953]; p>0,0001; Mitdégenos: mediana 0,00066 [percentil 25% / 75%:
0,00039/0,00152]; p<0,0001; Figura 34 D) tiveram uma menor formacgdo nas
amostras tratadas com mitégenos em relacdo aos demais. Ja para a via da serotonina,
embora ndo tenhamos visto diferenca na quantificacdo de serotonina propriamente
dita (Anexo 7), o seu metabdlito subsequente Acido 5-hidroxindolacético (HIAA, do
inglés 5-hydroxyindoleacetic acid; Mock: mediana 0,00207 [percentil 25% /75%:
0,00052/0,00376]; DENV4 TVP/360: mediana 0,00265 [percentil 25% / 75%:
0,00139/0,00326]; p>0,01; Mitdgenos: mediana 0,00122 [percentil 25% / 75%:
550,00028/0,0020]; p<0,001; Figura 34 E) foi menos sintetizado que nos demais
grupos.

Checamos entéo, se o consumo de TRP e a geragédo de KYN (Figura 34 A e
B) vista nas amostras infectadas com DENV4 TVP/360 se correlacionavam com a

diferenciacdo em ASCs vista nesse grupo (Figura 35 A-B).
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Figura 35 — Correlacao entre a quantificagdo de triptofano e quinurenina nos
sobrenadantes e a enumeracao de células secretoras produtoras de IgG em
culturas de PBMCs infectadas por DENV4 TVP/360. A) Correlacad entre as
guantidicacdes de triptofano de triptofano no sobrenadante das culturas infectadas por
DENV4 TVP/360 (Figura 34 A) e da enumeracgdo de células secretoras de IgG vista
nesse mesmo grupo (Figura 25). B) Correlacad entre as quantidicacdes de triptofano
de quinurenina no sobrenadante das culturas infectadas por DENV4 TVP/360 (Figura
34 B) e da enumeracéo de células secretoras de IgG vista nesse mesmo grupo (Figura
25). Dados estatisticamente comparados através do teste de correlagdo Spearman.
KYN: L-quinurenina; ASCs: células secretoras de anticorpos
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Foi possivel observar que a quantificacdo de TRP apresentava uma correlacao
negativa com a enumeracdo de ASCs vista nas amostras infectadas com DENV4
TVP/360 (r=-0,3982; p<0,05; Figura 35 A) e a quantificacdo de KYN apresentava uma
correlacdo positiva com a enumeracdo de ASCs vista nas amostras infectadas com
DENV4 TVP/360 (r=0,5772; p<0,001; Figura 35). Esses resultados sugerem que, de
alguma forma, o metabolismo do TRP, em particular através da via das KYN, se
relaciona com a diferenciacéo das células B em ASCs induzida durante a infecdo pelo
DENV in vitro.

Com o intuito de se aprofundar o entendimento sobre o potencial papel do
metabolismo do TRP na massiva diferenciagédo de ASCs vista em Dengue, decidimos
fazer uma busca de informacdes a partir de dados publicos de transcriptoma de
pacientes. Assim, selecionamos da literatura 26 genes descritos como indutores ou
repressores da IDO, incluindo a propria enzima (Figura 36), bem como outros 9 genes
associados de alguma forma a esta via metabdlica, para a elaboracdo de heatmaps
utiizando dados publicos de transcriptoma (Figura 37). Para esta andlise
selecionamos novamente o estudo: GSE51808, que contém o transcriptoma do RNA
total extraido a partir do sangue de 9 individuos saudaveis, 18 com DF e 10 com DHF.

Essa etapa foi realizada em parceria com o laboratério do Professor Helder
Nakaya (FCF-USP), mais especificamente pelo doutorando Diégenes Ribeiro de Lima.
Os dados de entrada foram os valores de expressao de mRNA fornecidos para cada
amostra pelo NCBI-GEO (GEO Ref: GSE51808), e identificados em cada um dos trés
grupos: controle, DF e DFH.
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Figura 36 — Heatmap representativo da expressdo de genes indutores ou
repressores da enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) no sangue total de
pacientes sadios (controle), com Dengue moderada (DF) e com Dengue
hemorréagica (DHF). Dados de expressédo retirados do estudo NCBI-GEO Ref:
GSE51808 utilizando genes selecionados da literatura. Analise realizada através da
fungéo heatmap.2 do pacote gplots - Various R programming tools for plotting data,
em R. Tons de azul indicam amostras com genes menos expressos em relacdo aos
demais daquela linha. Tons de vermelho indicam amostras com genes mais
expressos, em relacdo aos demais daquela linha. O algoritmo agrupa verticalmente
genes com valores de expresséo similares entre os grupos, e horizontalmente, as
amostras com perfis globais de expressao parecidas. Amostra de individuos controle
apresentadas em rosa, amostras de pacientes com Dengue moderada (DF)
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apresentadas em preto e amostras de pacientes com Dengue Hemorragica (DHF)
apresentadas em azul petréleo.
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Figura 37 — Heatmap representativo da expressédo de genes relacionados ao
metabolismo do triptofano no sangue total de pacientes sadios (controle), com
Dengue moderada (DF) e com Dengue hemorragica (DHF). Dados de expressao
retirados do estudo NCBI-GEO Ref: GSE51808 utilizando genes selecionados da
literatura. Andlise realizada através da funcdo heatmap.2 do pacote gplots - Various
R programming tools for plotting data, em R. Tons de azul indicam amostras com
genes menos expressos em relacdo aos demais daquela linha. Tons de vermelho
indicam amostras com genes mais expressos, em relacdo aos demais daquela linha.
O algoritmo agrupa verticalmente genes com valores de expressao similares entre os
grupos, e horizontalmente, as amostras com perfis globais de expressao parecidas.
Amostra de individuos controle apresentadas em rosa, amostras de pacientes com
Dengue moderada (DF) apresentadas em preto e amostras de pacientes com Dengue
Hemorragica (DHF) apresentadas em azul petroleo.

Curiosamente, o perfil de expressao dos genes indutores ou repressores da
IDO agrupou as amostras de forma a segmentar os pacientes infectados em dois
grupos separados pelos controles (Figura 36 - topo). No grupo da esquerda,
encontram-se majoritariamente amostras oriundas de pacientes com DF (Figura 36 —
guadrados escuros). Ja no grupo da direita, encontram-se principalmente amostras
oriundas dos pacientes com DHF (Figura 36 — quadrados verde-acinzentado). Isso
indica que essas moléculas apresentam um perfil distinto de expresséao dependendo

da gravidade da doenca. Cabe ressaltar aqui, que embora essas moléculas possam
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exercer efeitos indutores ou repressores sobre a IDO, elas apresentam diversos
outros mecanismos fisioldgicos. Entretanto, o proprio gene IDOL1 foi encontrado com
expressdo menor no grupo de amostras majoritariamente enriquecido pelos pacientes
de DHF (Figura 36, sexta linha).

Ja o perfil de expressédo dos genes apresentados na Figura 37, agrupou as
amostras de maneira diferente daquela vista na Figura 36. Na Figura 37, as amostras
referentes ao controle foram agrupadas no canto direito do grafico e as amostras
referentes aos pacientes foram agrupadas quase que totalmente na esquerda do
grafico em relacédo aos controles (Figura 37 - topo). Ainda, dentre as amostras dos
pacientes, parece haver um agrupamento majoritario referente aos pacientes
categorizados como DF, na regido central do gréafico (Figura 37 — quadrados escuros),
e outro referente aos pacientes categorizados como DHF, na esquerda do grafico
(Figura 37 — quadrados verde-acinzentado). Esse tipo de agrupamento indica que
enquanto que as amostras de DHF e controle teriam perfis opostos de expressao para
estes genes, as amostras de DF teriam um perfil intermediario entre essas duas

ultimas.

5.8.2. Culturas de PBMCs infectadas por um isolado clinico de DENV (DENV4
LRV13/422), ou por outros flavivirus (ZIKV-PE2343, ZIKV-MR766, YFV/17DD)

Tendo em vista que, até 0 momento, a massiva expansao de ASCs vista em
nosso modelo foi obtida com a cepa laboratorial DENV4 TVP/360, decidimos incluir
uma cepa de DENV oriunda de isolado clinico de mesmo sorotipo em nossas analises.
Este isolado foi gentilmente cedido pela Professora Claudia Nunes Duarte dos Santos
do Laboratério de Virologia Molecular do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR
(Curitiba — PR). Além disso, este tipo de resposta celular ndo foi descrita ainda para
nenhum outro flavivirus. Sendo assim, decidimos avaliar se o metabolismo do TRP
difere durante infec¢des induzidas por outros virus. Se positivo, verificariamos se isso
teria qualquer relacdo com a menor diferenciacdo de ASCs induzida por estes outros
patdgenos. Para isso, infectamos PBMCs isoladas de individuos saudaveis, sob um
MOI:10, com duas cepas do Virus Zika (ZIKV), oriundas de isolados clinicos da Africa
(ZIKV-MR766 descrito por Dick et al., 1952) e de Pernambuco/BR (ZIKV-PE243
descrito por Donald et al., 2016), ou do virus atenuado da Febre Amarela utilizado
para vacinacgoes (YFV/17DD).
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Avaliamos, entéo, a relacao entre as concentracdoes de KYN no sobrenadante

dessas culturas e a enumeracgao de ASCs secretoras de 1gG (Figura 38).
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Figura 38 — Porcentagem de CD20"¢9 CD27"9" CD38M"d" e correlagdo entre a
guantificagdo de quinurenina e a enumeracdo de células secretoras produtoras
de IgG em culturas de PBMCs infectadas por diferentes flavivirus. PBMCs
humanas foram isoladas através de centrifugacdo em gradiente de histopaque e
mantidas em cultura por 7 dias nas seguintes condi¢cdes |I) Sobrenadante de culturas
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de células de mosquito C6/36 nao infectadas (Mock) n=19, 1) DENV4 LRV13/422,
MOI:10 n=9, lll) ZIKV-MR766, MOI:10 n=12, IV) ZIKV-PE243, MOI:10 n=12 e V)
YFV/17DD, MOI:10 n=6*A;4*E. ApOs 7 dias, essas células foram recuperadas,
lavadas e marcadas com anticorpos Anti-CD20, CD38 e CD27 conjugados a
fluorocromos. As leituras correspondentes as fluorescéncias foram adquiridas em um
citbmetro de fluxo e as analises realizadas através do software FlowJo. A)
Quantificacdo da porcentagem de células com o fendtipo CD20"9 CD27hgh CD38Mah,
B-E) Correlacdo entre as quantificagbes de quinurenina no sobrenadante e a
enumeracao de ASCs por milhdo de PBMCs obtida por ELISPOT, apés infeccao pelos
diferentes flavivirus. A quantificacdo da quinurenina foi obtida do sobrenadante dessas
culturas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas do tipo triplo
guadruplo LC-MS/MS. Dados apresentados na forma de valores individuais e mediana
(linha) e estatisticamente comparados de forma pareada por teste Kruskal-Wallis e
pés teste Dunn’s e através do teste de correlacdo Spearman. KYN: L-quinurenina;
ASCs: células secretoras de anticorpos.

Apenas nas amostras infectadas por DENV foi possivel observar uma maior
aquisicado do fendtipo CD20"e9 CD27"9" CD38M9" (Mock: mediana 0,0360% [percentil
25% / 75%: 0,0057/0,1340]; DENV4 LRV13/422: mediana 0,4400% [percentil 25% /
75%: 0,163/0,9670]; p<0,01; ZIKV-PE243: mediana 0,1320% [percentil 25% / 75%:
0,06073/0,8513]; p>0,05; ZIKV-MR766: mediana 0,1840% [percentil 25% / 75%:
0,06395/0,6803]; p>0,05; YFV/17DD: mediana 0,0581% [percentil 25% / 75%:
0,0324/0,1800]; p>0,05; Figura 38 A) em relacdo ao Mock. Além de corroborar com a
literatura, esse resultado indica que mesmo um isolado clinico do DENV reproduz os
achados vistos com a cepa DENV4 TVP/360. Ainda, somente nas amostras infectadas
por DENV encontramos uma correlacdo entre a quantificacdo de KYN no
sobrenadante e o numero de células secretoras de IgG por milhdo de PBMCs (DENV4
LRV13/422: r=0,7395, p<0,05; ZIKV-PE243: r=0,2321, p>0,05; ZIKV-MR766:
r=0,1565, p>0,05; YFV/17DD: r=0,4000, p>0,05; Figura 38 B). Com isso, n0sso0s
achados sugerem a hipétese que fatores intrinsecos da infecdo por DENV, que néo
sdo comuns a de outros flavivirus, estejam induzindo a diferenciagdo das células B

em ASCs. E, entre estes, o metabolismo do triptofano parece ter um papel importante.

5.9. Analise da expressdo génica de moléculas envolvidas na diferenciacéo
de células B em ASCs a partir de PBMCs tratadas com mitégenos ou com DENV4
TVP/360.

Considerando que a diferenciacao das células B em ASCs acontece na mesma

magnitude entre o tratamento de PBMCs com mitégenos e a infeccdo destas pelo
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DENV4 TVP/360 (Figuras 25 e 26), mas difere metabolicamente entre esses dois
estimulos (Figuras 34 e 35), resolvemos avaliar, quais outras moléculas poderiam
estar participando deste processo cada modelo por PCR quantitativa. Para isso, 0
RNA total das PBMCs cultivadas na presenca de mitégenos ou infectadas com
DENV4 TVP/360 (MOI:10) foi recuperado no dia 7 de cultura e transformado em DNA
complementar (cDNA).

Antes de iniciar os experimentos de andlise da expressdo génica com 0s
nossos alvos de interesse, realizamos um ensaio para determinacdo do gene
endégeno (housekeeping ou normalizador) mais estavel. Esse ensaio consistiu em
testar um painel de genes usualmente utilizados como normalizadores (RPNL19,
GAPDH, B2M e RNA18S) disponiveis no laboratério do Professor Alexandre Bruni-
Cardoso (Instituto de Quimica — USP), utilizando amostras representativas das
condi¢cBes experimentais do estudo. A avaliacdo do gene mais estavel foi realizada
através do programa GeNorm (https://genorm.cmgg.be/). Os valores médios de
estabilidade de expressao (M) obtidos nesse ensaio estao representados na Figura
39. Quanto menor o valor de M, maior a estabilidade de expressao daquele gene nas

condi¢cBes experimentais estudadas.
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Figura 39 — Avaliacao da estabilidade dos genes normalizadores (housekeeping)
RPL19, GAPDH, B2M e RNA18S, por PCR quantitativa, em amostras de PBMCs
tratadas com mitégenos ou infectadas por DENV4 TVP/360. Valores médios de
estabilidade de expressdo foram calculados através do software GeNorm
(https://genorm.cmgg.be/), a partir dos Cts (cycle threshold) obtidos de amostras de
DNA complementar representativas das seguintes condi¢cdes experimentais por PCR
quantitativa: 1) PBMCs Mock: células mantidas em cultura por 7 dias apos estimulo
com o sobrenadante de culturas de células de mosquito C6/36 nédo infectadas; II)
PBMCs mantidas em cultura por 7 dias na presenca dos mitégenos (Pokeweed
mitogen [PWM], Streptococcus aureaus cowan [SAC] e CpG ODN 2006). 11I) PBMCs
mantidas em cultura por 7 dias apos infeccao pelo virus da Dengue sorotipo 4, cepa
TVP/360 (DENV4 TVP/360), MOI:10, durante 1 hora, seguido de remocé&o do inéculo
viral e lavagem das células.

Dentre os quatro genes comumente utilizados como normalizadores, € possivel
observar que os dois mais estaveis nas condicfes experimentais testadas foram o
B2M e 0 RNA18S (Figura 39). Decidimos entéo, utilizar o RNA18S como normalizador
em nossos ensaios futuros de PCR quantitativa. Feito isso, demos sequéncia
avaliando a expressédo dos fatores de transcricdo-chave na diferenciacédo das células
B em ASCs (PAX5, BLC6, IRF4 e PRDM1) (Figura 40).
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Figura 40 — Expressao diferencial dos genes PAX5, BLC6, IRF4 e PRDM1 em
culturas de PBMCs tratadas com mitégenos ou infectadas pelo DENV4 TVP/360.
Expressao diferencial (fold change; 2”*-AACt) calculada utilizando o grupo Mock como
controle (linha pontilhada). Amostras de mMRNA obtidas no dia 7 das culturas de
PBMCs na presenca de mitdogenos (Pokeweed mitogen [PWM], Streptococcus
aureaus cowan [SAC] e CpG ODN 2006) ou infectadas com DENV4 TVP/360,
(MOI:10). Em ambas quantificacdes realizadas por PCR quantitativa, foi utilizando o
gene RNA18S como normalizador. Dados apresentados na forma de valores
individuais de fold change (circulos) e mediana (linha) e estatisticamente comparados
por teste Kruskal-Wallis e pds teste Dunn’s.

Embora tanto o tratamento com mitégenos quanto a infe¢éo pelo DENV tenham
sido capazes de induzir o fenétipo e a funcdo de ASCs (Figuras 25 e 26
respectivamente), a expressao dos genes relativos aos fatores de transcricdo-chave
na diferenciacdo das células B em ASCs (PAX5, BLC6, IRF4 e PRDM1) néo
acompanharam esse fenémeno (Figura 40). Era esperada uma reducdo nas
expressoes de BLC6 e PAX5 acompanhada de um aumento nas expressodes de IRF4

e PRDM1 em ambos os grupos. No entanto, apenas as amostras referentes ao
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tratamento com mitdgenos apresentaram esse perfil, demonstrando aumento de IRF4
(Mitégenos: mediana = 3,615 [percentil 25% / 75%: 2,178/6,440]; DENV4 TVP/360:
mediana = 0,5722 [percentil 25% / 75%: 0,2835/1,812]; p<0,001; Figura 40 C).,
PRDM1 (Mitégenos: mediana = 2,836 [percentil 25% / 75%: 0,3621/4,894]; DENV4
TVP/360: mediana = 0,3875 [percentil 25% / 75%: 0,1512/0,9162]; p<0,01; Figura 40
D) e reducdo de PAX5 (Mitdbgenos: mediana = 0,5913 [percentil 25% / 75%:
0,1950/1,100]; DENV4 TVP/360: mediana = 1,372 [percentil 25% [/ 75%:
0,3343/4,149]; p= 0,2201; Figura 40 B). O gene BCL6, entretanto, ndo apresentou
reducdo em nenhum dos grupos (Mitdgenos: mediana = 2,816 [percentil 25% / 75%.:
0,4584/5,907]; DENV4 TVP/360: mediana = 3,739 [percentil 25% [/ 75%:
0,00193/10,27]; p= 0,7871; Figura 40 A).

Tendo em vista o alto consumo de TRP acompanhado da alta geracédo de KYN
vista nas amostras infectadas por DENV (Figura 33 A-B), avaliamos também a
expresséao da enzima IDO, codificada pelos genes IDO1 e IDO2, nas PBMCs tratadas
com mitdgenos ou infectadas pelo DENV4 TVP/360 (Figura 42).
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Figura 41 — Expressao diferencial dos genes IDO1 e IDO2 em culturas de PBMCs
tratadas com mitégenos ou infectadas pelo DENV4 TVP/360. Expressdo
diferencial (fold change; 2”*-AACt) calculada utilizando o grupo Mock como controle
(linha pontilhada). Amostras de mMRNA obtidas no dia 7 de culturas de PBMCs na
presenca dos mitégenos (Pokeweed mitogen [PWM], Streptococcus aureaus cowan
[SAC] e CpG ODN 2006) ou infectadas com DENV4 TVP/360, (MOI:10). Elas foram
avaliadas por PCR quantitativa, utilizando o RNA18S como gene normalizador. Dados
apresentados na forma de valores individuais de fold change (circulos) e mediana
(linha) e estatisticamente comparados por teste Kruskal-Wallis e pos teste Dunn’s.
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A expressdo de IDO1 (Mitégenos: mediana = 0,06480 [percentil 25% / 75%:
0,01947/0,3394]; DENV4 TVP/360: mediana = 2535000 [percentil 25% / 75%:
308624/2535000]; p<0,001; Figura 41 A) e IDO2 (Mitégenos: mediana = 0,1048
[percentil 25% / 75%: 0,06307/0,1792]; DENV4 TVP/360: mediana = 1,010 [percentil
25% [ 75%: 0,3462/5,944]; p<0,05; Figura 41 B) encontra-se aumentada nas
amostras infectadas com DENV em relacao grupo Mock e as tratadas com mitdgenos
(Figura 42), resultado coerente com o perfil de consumo do TRP e geracéao de KYN
dessas amostras (Figura 33 A-B).

Nossos ensaios utilizando placas de cultura com pogos transwell
demonstraram que fatores secretados pelas demais células presentes nas PBMCs
sao capazes de induzir e colaborar com a diferenciacéo destas em ASCs (Figura 32).
Ainda, Kwissa et al. (2014) sugere em seu estudo que os fatores BAFF e IL-10
(codificados pelos genes TNFSF13B e IL10 respectivamente) seriam 0s principais
mediadores dessa diferenciagcdo em Dengue. Por tal razdo, decidimos investigar a

expressao génica dessas duas moléculas em nosso modelo (Figura 42).

A) B)
TNFSF13B IL10
<0,001
: —_ ' ] p<0,001
O v L]
o 5 o X
g2 38 o) °
c = % s
g © "8999@’"' [o) - £ O ‘Qego%-ﬁg---- --
S %00 o ° @ 00° 8
R =
L o QS o
ST Ss 5
= © 2 e o
- QO
-10 PBMC PEMC -10 CEC G
* mitogenos DENV4 + mitégenos DENV4

TVPI360 TVP/360

Figura 42 — Expresséo diferencial dos genes TNFSF13B e IL10 em culturas de
PBMCs tratadas com mitégenos ou infectadas pelo DENV4 TVP/360. Expressao
diferencial (fold change; 2”*-AACt) calculada utilizando o grupo Mock como controle
(linha pontilhada). Amostras de mRNA obtidas no sétimo dia de culturas de PBMCs
na presenca dos mitégenos (Pokeweed mitogen [PWM], Streptococcus aureaus
cowan [SAC] e CpG ODN 2006) ou infectadas com DENV4 TVP/360. (MOI:10). Elas
foram avaliadas por PCR quantitativa, utilizando o RNA18S como gene normalizador.
Dados apresentados na forma de valores individuais de fold change (circulos) e
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mediana (linha) e estatisticamente comparados por teste Kruskal-Wallis e pds teste
Dunn’s.

Foi possivel observar que tanto a expressdo de TNFSF13B (Mitégenos:
mediana = 0,3694 [percentil 25% / 75%: 0,03163/0,7378]; DENV4 TVP/360: mediana
= 3,595 [percentil 25% / 75%: 14,19]; p<0,001; Figura 42 A) quanto de IL10
(Mitégenos: mediana = 0,5837 [percentil 25% / 75%: 0,05461/1,915]; DENV4
TVP/360: mediana = 4,911 [percentil 25% / 75%: 1,004/14,88]; p<0,001; Figura 42 B).
estavam aumentadas nas amostras infectadas pelo DENV4 TVP/360. Isto corrobora
com a hipétese que a secrecdo dessas moléculas poderia favorecer a diferenciacéo
das células B em ASCs também em nosso modelo.

Por fim, tendo em vista que a molécula Syk apareceu entre as 10 mais
frequentes das 2726 palavras encontradas em nossas analises de mineracao de
dados (Tabela 5), e que essa era necessaria tanto para respostas humorais,
dependentes ou nao de células T (ACKERMANN et al., 2015), decidimos avaliar sua

expressao génica em nosso modelo (Figura 43).
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Figura 43 — Expresséao diferencial do gene SYK em culturas de PBMCs tratadas
com mitégenos ou infectadas pelo DENV4 TVP/360. Expressédo diferencial (fold
change; 2"-AACt) calculada utilizando o grupo Mock como controle (linha pontilhada).
Amostras de mRNA obtidas no sétimo dia 7 de culturas de PBMCs na presenca dos
mitdgenos (Pokeweed mitogen [PWM], Streptococcus aureaus cowan [SAC] e CpG
ODN 2006) ou infectadas com DENV4 TVP/360, (MOI:10). Elas foram avaliadas por
PCR guantitativa, utilizando o RNA18S como gene normalizador. Dados apresentados
na forma de valores individuais de fold change (circulos) e mediana (linha) e
estatisticamente comparados por teste Kruskal-Wallis e pos teste Dunn'’s.
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Desta forma foi possivel observa que a expressao diferencial de SYK foi maior
nas amostras infectadas por DENV4 TVP/360 do que naquelas tratadas com
mitdgenos (Mitégenos: mediana = 0,7205 [percentil 25% / 75%: 0,1328/1,273]; DENV4
TVP/360: mediana = 2,123 [percentil 25% / 75%: 0,7865/6,284]; p<0,01; Figura 43).
Esse resultado sugere que, embora em ambos tratamentos as células B tenham se
diferenciado em ASCs na mesma magnitude, moléculas importantes da sinalizacao

intracelular como Syk, possam estar atuando diferentemente em cada processo.

5.10. Andlise da expresséo génica de moléculas importantes na diferenciacao
em ASCs em células CD19+ isoladas a partir de PBMCs de pacientes infectados
por DENV

Decidimos, entdo, avaliar a expressdo génica de moléculas importantes na
diferenciacdo das células B em ASCs in vivo, apartir de células B (CD19+) isoladas
de PBMCs de pacientes por citometria de fluxo. Para isto, devido a dificuldade em
conseguirmos amostras de sangue fresco, utilizamos um total de cinco amostras
criopreservadas de PBMCs de pacientes com Dengue, doadas pelo Professor José
Luiz Proenca Moddena do Laboratério de Estudos de Virus Emergentes -
Departamento de Evolucdo e Bioagentes do Instituto de Biologia da UNICAMP
(Campinas — SP). Como controle utilizamos quatro amostras de PBMCs de individuos
saudaveis que também foram submetidas ao congelamento.

Primeiramente, avaliamos a expressao de fatores de transcricdo chave para a
diferenciacdo em ASCs: PRDM1, IRF4, PAX5 e BCL6 (Figura 44).
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Figura 44 — Expressao normalizada dos genes PRDM1, IRF4, PAX5 e BLC6 em
células B (CD19+) isoladas a partir de PBMCs de pacientes infectados por DENV
ou de individuos saudaveis. Expressdo normalizada (2"-ACt) calculada utilizando
como gene normalizador o RNA18S. Amostras de mRNA obtidas de células B
(CD19+) isoladas por citometria de fluxo a partir de PBMCs de pacientes infectados
por DENV ou de individuos saudaveis, foram avaliadas por PCR quantitativa. Dados
apresentados na forma de valores individuais de expressédo normalizada (circulos) e
mediana (linha) e estatisticamente comparados por teste Mann Whitney.

Como foi possivel observar, a expressdo de PRDM1, IRF4 e BCL6 nao foi
detectada nas amostras de células B (CD19+) dos pacientes com Dengue (Figura 44
A,B e D). J4 a expressdo do PAX5, embora tenha sido detectada, ndo apresentou
diferencas significativas entre as amostras de células B (CD19+) dos pacientes com
Dengue e as de individuos controle (CD19+ Dengue: mediana = 0,0001025 [percentil
25% / 75%: 0,00003/0,00031]; CD19+ controle: mediana = 0,0000629 [percentil 25%
/ 75%: 0,00001/0,01402]; p=0,9048; Figura 44 C).
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Decidimos, entdo, avaliar o perfil génico de moléculas cuja expressao ocorreia
anteriormente ao processo de diferenciagcdo das células B em ASCs, como 0s
indutores SYK e STAT3 e os repressores NFATC1 e FOSL1 (Figura 45).
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Figura 45 — Expressao normalizada dos genes NFATC1, STAT3, FOSL1 e SYK
em células B (CD19+) isoladas a partir de PBMCs de pacientes infectados por
DENV ou de individuos saudaveis. Expressdo normalizada (2"-ACt) calculada
utilizando como gene normalizador o RNA18S. Amostras de mRNA obtidas de células
B (CD19+) isoladas por citometria de fluxo a partir de PBMCs de pacientes infectados
por DENV ou de individuos saudaveis, foram avaliadas por PCR quantitativa. Dados
apresentados na forma de valores individuais de expressdo normalizada (circulos) e
mediana (linha) e estatisticamente comparados por teste Mann Whitney.

Como foi possivel observar, ndo encontramos diferencas entre a expressao de
NFATC1 (CD19+ Dengue: mediana = 0,000057 [percentil 25% / 75%: 0,0/0,00062];
CD19+ controle: mediana = 0,0001032 [percentil 25% / 75%: 0,00007/0,0002963];

p=0,5386; Figura 45 A), FOSL1 (CD19+ Dengue: mediana = 0,0002841 [percentil

25% / 75%: 0,0001286/0,0009752]; CD19+ controle: mediana = 0,0001371 [percentil
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25% / 75%: 0,00006/0,02787]; p=0,7302; Figura 45 C) e SYK (CD19+ Dengue:
mediana = 0,00 [percentil 25% / 75%: 0,00/0,00008]; CD19+ controle: mediana =
0,00007 [percentil 25% / 75%: 0,00003/0,000036]; p=0,1054; Figura 45 D) entre as
amostras de de células B (CD19+) dos pacientes com Dengue e as de individuos
controle. E, contrariamente ao esperado, encontramos uma menor expressao de
STAT3 nas amostras de células B (CD19+) dos pacientes com Dengue em relacdo as
de individuos controle (CD19+ Dengue: mediana = 0,000098 [percentil 25% / 75%:
0,0/0,00016]; CD19+ controle: mediana = 0,0008475 [percentil 25% [/ 75%:
0,0005140/0,01658]; p<0,05; Figura 45 B).

Em seguida, decidimos avaliar a expressaode IDO1 e IDO2 tanto nas células
B (CD19+), quanto nas demais células presentes nas PBMCs (CD19-) de pacientes

com Dengue e de individuos saudaveis (Figura 46).
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Figura 46 — Expressao normalizada dos genes IDO1 e IDO2 em células B (CD19+)
e em células CD19 negativas isoladas a partir de PBMCs de pacientes infectados
por DENV ou de individuos saudéaveis. Expressao normalizada (2"-ACt) calculada
utilizando como gene normalizador o RNA18S. Amostras de mRNA obtidas de células
B (CD19+) e de células CD19 negativas isoladas por citometria de fluxo a partir de
PBMCs de pacientes infectados por DENV ou de individuos saudaveis, foram
avaliadas por PCR quantitativa. Dados apresentados na forma de valores individuais
de expressao normalizada (circulos) e mediana (linha) e estatisticamente comparados
por teste Mann Whitney.
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Como foi possivel observar, enquanto que a expressdo de IDO1 néo
apresentou diferencas entre as células B (CD19+) dos pacientes com Dengue e as de
individuos controle (CD19+ Dengue: mediana = 0,0005452 [percentil 25% / 75%:
0,0001078/0,0009106]; CD19+ controle: mediana = 0,000043 [percentil 25% / 75%:
0,000019/0,01173; p=0,555; Figura 46 A), esse mesmo gene foi mais expresso nas
amostras das demais células presentes nas PBMCs (CD19-) de pacientes com
Dengue em relacdo aos individuos saudaveis (CD19- Dengue: mediana = 0,0001599
[percentil 25% / 75%: 0,0001307/0,001410]; CD19- controle: mediana = 0,000060
[percentil 25% / 75%: 0,000011/0,0001054]; p<0,05; Figura 46 A). Entretanto, ndo
encontramos diferenca entre a expressao das células B (CD19+) e as demais células
presentes nas PBMCs (CD19-) dos pacientes com Dengue (p=0,812; Figura 46 A).

Ja para IDO2 n&o observamos diferenca nem na expressao entre as células B
(CD19+) dos pacientes com Dengue e as de individuos controle (CD19+ Dengue:
mediana = 0,0001860 [percentil 25% / 75%: 0,0/0,00016]; CD19+ controle: mediana =
0,0008475 [percentil 25% / 75%: 0,00008/0,0003674]; p=0,27857; Figura 46 B), nem
na expressao das demais células presentes nas PBMCs (CD19-) de pacientes com
Dengue em relacdo aos individuos saudaveis (CD19- Dengue: mediana = 0,00
[percentil 25% / 75%: 0,0/0,00008]; CD19- controle: mediana = 0,00002 [percentil 25%
/ 75%: 0,000008/0,00005p=0,3832; Figura 46 B). Entretanto, a expressao das células
B (CD19+) foi maior do que nas demais células presentes nas PBMCs (CD19-) de
pacientes com Dengue (p<0,05; Figura 46 B).

Por fim, decidimos avaliar o perfil de expresséo de IL10 e de TNFSF13B, que
codifica a molécula BAFF, nas demais células presentes nas PBMCs (CD19-) de

pacientes com Dengue e de individuos saudaveis (Figura 47).
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Figura47 — Expressdo normalizada dos genes TNFSF13B e IL10 em células CD19
negativas isoladas a partir de PBMCs de pacientes infectados por DENV ou de
individuos saudaveis. Expressdo normalizada (2*-ACt) calculada utilizando como
gene normalizador o RNA18S. Amostras de mRNA obtidas de células CD19 negativas
isoladas por citometria de fluxo a partir de PBMCs de pacientes infectados por DENV
ou de individuos saudaveis, foram avaliadas por PCR quantitativa. Dados
apresentados na forma de valores individuais de expressédo normalizada (circulos) e
mediana (linha) e estatisticamente comparados por teste Mann Whitney.

Como foi possivel observar ndo encontramos diferenca na expressao de
TNFSF13B (CD19- Dengue: mediana = 0,000019 [percentii 25% / 75%:
0,0/0,0002236]; CD19- controle: mediana = 0,00002 [percentil 25% [/ 75%:
0,00001/0,00002; p=0,9021; Figura 47 A), nem na expressao de IL10 (CD19- Dengue:
mediana = 0,0001723 [percentil 25% / 75%: 0,00005/0,00075]; CD19- controle:
mediana = 0,00003 [percentil 25% / 75%: 0,00001/0,00005; p=0,1905; Figura 47 B)
entre as amostras das demais células presentes nas PBMCs (CD19-) de pacientes
com Dengue e de individuos saudaveis.
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Nesse trabalho buscamos compreender quais vias de sinalizagdo e/ou quais
moléculas-chave estariam colaborando para a massiva diferenciacéo de células B em
ASCs vista durante a infeccdo pelo DENV (GARCIA-BATES et al., 2013; WRAMMERT
et al., 2012). Para isso, foi primeiramente necessario determinar quais moléculas e
vias seriam investigadas por nds no contexto dessa infec¢do. Tendo em vista que
existe uma extensa literatura descrevendo moléculas participantes do processo de
diferenciacao das células B em ASCs, fizemos uso de um recurso mineracao de dados
textuais relacionados a inteligéncia virtual (plataforma Watson for Drug Discovery da
IBM), para nos auxiliar nessa selecdo. Um total de 2726 palavras referentes a genes,
drogas e doencas foram encontradas através de buscas utilizando as seguintes
combinacgdes: “Dengue + b cell + IRF4” (Tabela 4). Destas, listamos as mais
frequentes: Aktl, NF-kB, IFNg, IFN-b1, TP53, IL-4, IghM, STAT3, TGF-bl, IL-2 e IL-6
(Tabela 4 e Figura 11).

A enzima Aktl (do inglés V-Akt Murine Thymoma Viral Oncogene Homolog 1 —
também conhecida como Proteina Quinase B ou PKB) faz parte de uma familia de
serinal/treonina quinases (Akt1-3), expressas em ceélulas B, com fun¢des parcialmente
redundantes (CALAMITO et al.,, 2010). Elas s&o conhecidas por aumentar o
metabolismo celular e regular positivamente a sobrevivéncia e a proliferacdo da célula,
ativando diversas vias bioquimicas (MANNING; CANTLEY, 2007). A ativacdo de Aktl
requer a PI3K, uma quinase lipidica heterodimérica recrutada para a membrana
plasmatica apés a ligacdo de uma variedade de receptores de superficie como os co-
receptores de BCR: CD19, CD81 ou CD21 (OTERO; OMORI; RICKERT, 2001).
Diversos virus ja demonstraram modular a via de sinalizacdo PI3K/Akt (DAWSON et
al., 2002; HE et al., 2002; NAIR; SOMASUNDARAM; KRISHNA, 2003; SHIH et al.,
2000; TALMAGE et al., 1989). Em particular, aqueles associados a oncogénese, como
0s virus polioma (TALMAGE et al., 1989), Epstein-Barr (DAWSON et al., 2002),
papilomavirus humano (NAIR; SOMASUNDARAM; KRISHNA, 2003), hepatite B
(SHIH et al., 2000) e hepatite C (HE et al., 2002). Nesses, a modulagéo da via PI3K/Akt
demonstrou estimular a sobrevivéncia celular de modo a bloquear a apoptose de
células infectadas. Isto acarreta na sobrevivéncia viral e transformacéo oncogénica da

célula infectada. Ainda, a ativacdo de PI3K/Akt também parece participar da
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replicacdo do virus e montagem do virion (ESFANDIAREI et al., 2004). Células HelLa
infectadas por Virus de Coxsackie B3 e tratadas com um inibidor da via PI3K
apresentaram menores expressdes do RNA viral, acompanhadas de menores
deteccbes de capsideos virais, em relacdo as células controle (ESFANDIAREI et al.,
2004). Da mesma forma, infeccdes pelos flavivirus DENV e virus da encefalite
japonesa (JEV, do inglés Japanese Encephalitis Virus) também demonstraram
modular esta via, ativando Akt de maneira PI3K dependente (LEE; LIAO; LIN, 2005).
O bloqueio de PI3K nas células infectadas por JEV e DENV através de inibidores
especificos, tais como LY294002 e wortmanina, resultou em maior apoptose numa
fase inicial da infeccdo (LEE; LIAO; LIN, 2005). Isto sugere que esses flavivirus
modulam essa via a fim de assegurar maior sobrevida das células infectadas. Ainda,
a proteina NS4A do DENV demonstrou ser a responsavel pela protecao contra a morte
celular, induzindo autofagia de maneira dependente de PI3K (MCLEAN et al., 2011).
Interessantemente, 0 processo de autofagia parece impulsionar a diferenciacdo de
células B em plasmablastos, bem como a producédo de IgM antigeno-especifica apos
imunizacdo (ARNOLD et al., 2016). Mais recentemente foi demonstrado que o inibidor
da sinalizacdo PI3K/Akt, o AR-12, reduza replicacdo viral e a mortalidade de
camundongos infectados por DENV, suportando a ideia de que essa via também
estaria participando da replicacdo viral em Dengue (CHEN et al., 2017).

Embora esses achados indiqguem que essa via estaria altamente ativada
durante a infeccéo, nossas analises de dados publicos de transcriptoma apontaram
que a expressédo de PI3K e AKT em pacientes com DF encontrava-se nao alterada e
diminuida respectivamente em relacao aos controles (Figura 16). Contrariamente aos
nossos achados, um estudo avaliando o microRNA-491-5p, responsavel por inibir a
sinalizacdo de PI3K/Akt, estava negativamente regulado apds infeccdo por DENV,
sugerindo uma maior ativacdo desta via. Ainda, analises agrupando 12 microRNAs
diferentes, indicaram que de um total de 73 vias significativamente alteradas, a
PI3K/Akt era a via mais afetada (TAMBYAH et al., 2015). Dessa forma, € plausivel
gue a suposta ndo ativacao desta via em nossas analises (Figura 16) deveu-se ou |)
ao momento em gue o RNA foi extraido desses pacientes neste estudo, ou Il) ao fato
de que, por se tratar de uma andalise em sangue total, a expressédo dessas moléculas
nos linfécitos B poderia estar “mascarada” pela expressao das mesmas em outras

células.
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Estudos demonstraram que a Akt regula a atividade transcricional do fator
nuclear-kB (NF-kB, do inglés Nuclear Factor kappa B), induzindo a fosforilagéo e a
subsequente degradacao do seu inibidor kB (KANE et al., 1999; ROMASHKOVA;
MAKAROV, 1999). Além disso, a atividade de NF-kB é importante para a
transformacdo oncogénica induzida por PI3K/Akt (BAI;, UENO; VOGT, 2009).
Interessantemente, além da Akt, o NF-kB também estava presente entre as palavras
mais frequentes em nossas buscas por mineracdo de dados textuais (Tabela 4 e
Figura 11). O NF-kB é um importante fator transcricional de mais de 100 genes, a
maioria dos quais, envolvidos na resposta imunolégica (HOFFMANN; BALTIMORE,
2006). Esses incluem uma série de citocinas e quimiocinas, receptores necessarios
para o0 reconhecimento imunoldgico, proteinas envolvidas na apresentacdo de
antigenos e receptores de adesao envolvidos na transmigracéo através das paredes
dos vasos sanguineos (HOFFMANN; BALTIMORE, 2006). Na verdade, o NF-kB,
consiste de uma duazia de dimeros compostos por trés proteinas contendo o dominio
de ativacdo (cRel, RelA e RelB) e dois parceiros de dimerizagdo (p50 e p52)
(HOFFMANN; BALTIMORE, 2006). Em células B, os dimeros de NF-kB formados
pelas subunidades RelA+p50 e cRel+p50 sado induzidos apos a ativacao (KAILEH,;
SEN, 2012). Nestas, a atividade do dimero cRel+p50 é necessaria para a
sobrevivéncia das células, o crescimento, e divisdo ap0ds a ativacao celular (POHL et
al., 2002; SHOKHIREV et al., 2015). Ja o dimero RelA+p50 é necessario para a
geracdo de ASCs, através da ativacao de Blimpl (HEISE et al., 2014). Uma vez
expresso, Blimpl passa a reprimir a expressao de cRel, através da remodelacao
epigenética de seu promotor (ROY et al., 2019). Assim, tanto o dimero formado por
cRel quanto o formado por RelA sao indispensaveis para a imunidade humoral, mas
por diferentes razdes funcionais. Ainda, a atividade desregulada de NF-kB (em
particular aos dimeros compostos pela subunidade RelA ou RelB) tem sido
diretamente implicada na patogénese do mieloma multiplo, um tipo de neoplasia onde
had a frequéncia aumentada de ASCs tanto na medula quanto no sangue (ROY;
SARKAR; BASAK, 2018). Nao surpreendentemente, a ativacado persistente da via do
NF-kB mantida por certos virus contribui para a transformac¢éo oncogénica, como no
caso do virus da leucemia de células T humanas tipo 1 e o virus Epstein-
Barr.(HISCOTT; KWON; GENIN, 2001). A ativacdo do NF-kB durante a infec¢éo pelo
DENV tem sido relatada desde a década de 1990 (AVIRUTNAN et al.,, 1998;
MARIANNEAU et al., 1997). Mais recentemente, foi esclarecido que a ativacéo de NF-
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kB ocorre por meio da interacdo do complexo da protease DENV NS2B-NS3 com o
seu inibidor (IkB) e, leva a apoptose de células do endotélio vascular e ao
desenvolvimento de hemorragia (LIN et al., 2014). Contrariamente a esses achados,
em nossas analises de dados publicos de transcriptoma, a expressdo de NF-kB
(incluindo as subunidades p50, RelA e cRel) em pacientes com DF encontra-se intacta
em relacdo aos controles (Figura 16). Outro estudo utilizando células dendriticas
murinas infectadas por DENV-2 in vitro relatou que este sorotipo induziu baixos niveis
de ativacao de IFN-B, além de bloquear a ativacdo de ERK e NF-kB mediada por
TLRs (CHANG et al., 2012). Embora entre os dados publicos de transcriptoma que
utilizamos existam amostras oriundas de pacientes com DENV2 (29%), a maioria
delas é proveniente de pacientes infectados com o sorotipo 1 (43%) (KWISSA et al.,
2014), descartando a hipotese de que poderia ser essa a razdo de uma menor
expressdo de NF-kB nesse grupo avaliado. Novamente, é possivel que o momento
em que o RNA foi extraido desses pacientes neste estudo esteja retratando um
momento da infec¢cdo onde esse gene nao esteja mais ativo ou ainda nao tenha sido
ativado.

Outras duas palavras presentes entre as mais frequentes em nossas buscas
por mineragcédo de dados textuais foram os IFN-g e IFN-b1 (Tabela 4 e Figura 11).
Interferons (IFNs) sédo uma familia de citocinas envolvidas na defesa contra infeccdes
virais que desempenham um papel fundamental na ativacdo do sistema imune inato
e adaptativo (FENSTERL; CHATTOPADHYAY; SEN, 2015). Os IFNs séo
classificados de acordo com os receptores de superficie celular aos quais eles se
ligam. Os IFNs do tipo | (IFN-a e IFN-b ou IFN-a e IFN-B) sinalizam através
do receptor dimérico IFNAR. Ja os IFNs do tipo 2 (IFN-g ou IFN-y) ligam-se ao
receptor tetramérico IFNGR (FENSTERL; CHATTOPADHYAY; SEN, 2015). Além
disso, embora as respostas bioldgicas a esses dois tipos de IFN se sobreponha em
alguns aspectos, tais como sua capacidade de inibir a replicacédo do virus em células
infectadas, outros efeitos da sinalizacéo de IFN tipo | e Il sdo distintos. Em primeiro
lugar, porque nem todos os IFNs e todos os receptores sdo produzidos por todas as
células (DE WEERD; NGUYEN, 2012). Enquanto que os IFNs do tipo | sdo produzidos
por um amplo espectro de células, IFNs do tipo 2 sdo produzidos em sua maioria
apenas por linfécitos natural killers, T e B e células apresentadoras de antigenos (DE
WEERD; NGUYEN, 2012). Em segundo lugar, diferentes tipos de IFNs induzem

distintas vias de sinalizacao e complexos de fatores de transcri¢ao, levando a ativacéo
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de diferentes genes. Enquanto IFNs do tipo | estdo associados com a ativacdo de
JAK1, Tyk2, STAT 1-5, MAPK, PI3K, Akt, NF-kB, p53 e PRMT1, IFNs do tipo Il estéo
associados com a ativacdo de JAK1, JAK2 STAT 1-3 e 5, MAPK, PI3K, Akt e NF-kB
(DE WEERD; NGUYEN, 2012). Interessantemente, altas concentracdes de IFN-y ja
foram descritas no soro de pessoas infectadas pelo DENV (RESTREPO et al., 2008).
Contudo, o DENV desenvolveu varias maneiras de subverter as respostas antivirais
intracelulares e inibir diretamente as cascatas de sinalizagdo celular mediadas por
IFNs do tipo I. A proteina DENV NS2B/3 interfere na inducéo de IFN-a e 8 clivando as
proteinas STING e MITA. O complexo NS2A, NS4A e NS4B bloqueia a fosforilagéo
STATL, enquanto a NS5 se liga ao STAT2 e promove a sua degradacao, juntas
evitando assim, a formac&o do heterodimero STAT1/STAT2 e a indugéo transcricional
de genes estimulados por IFNs (GREEN et al., 2014). No que diz respeito as células
B, os IFNs do tipo | j& demonstraram influenciar uma variedade de mecanismos
celulares, incluindo efeitos na expressao de receptores Toll-like, na migracao celular,
na apresentacao de antigeno, na producdo e responsividade a citocinas, na
sobrevivéncia, na diferenciacdo e na troca de classe de imunoglobulina (BON et al.,
2006; BRAUN; CARAMALHO; DEMENGEOT, 2002; CORO; CHANG; BAUMGARTH,
2006; HEER et al., 2007; KIEFER et al., 2012). J4 os IFNs do tipo Il, sdo capazes de
induzir a expressao de Blimpl nas células B (STONE et al., 2019). Entretanto, estes
mesmos IFNs do tipo Il também iniciam um programa de genes inflamatorios que, se
nao contidos, impedem a formacéo de ASCs (STONE et al., 2019). Nesses casos, a
inducdo do fator de transcricdo T-bet nas células B € um importante modulador
negativo da resposta de IFNs do tipo Il, sendo critica para a diferenciacéo das células
B em ASCs durante infeccbes virais (STONE et al., 2019). Sendo assim, néo foi
surpresa que as palavras IFN-g e IFN-b1 tenham sido encontradas entre as mais
frequentes em nossas buscas de mineracdo de dados (Tabela 4 e Figura 11).
Estranhamente, quando avaliamos através de dados publicos de transcriptoma a
expressdo tanto de IFN-B quanto de IFN-y em pacientes com DF, ambas
encontravam-se inalteradas em relacdo aos controles (Figura 16). Mais uma vez,
embora a coleta das amostras nesses pacientes tenha sido realizada durante a fase
aguda da doenca, é possivel que naquele momento, a expressao destes genes ja ndo
mais tivesse sendo induzida ou ainda néo tivesse sido iniciada.

Um achado curioso do nosso levantamento por mineracdo de dados foi a

presenca de TLR4 em todas as buscas contendo a palavra-chave “Dengue” (Tabela
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4 e Figura 11). Esse receptor, membro da familia de receptores do tipo Toll €,
geralmente, associado ao reconhecimento de padrbes presentes em estruturas
bacterianas e nao virais, como é o caso do lipopolissacarideo (LPS) (MORESCO;
LAVINE; BEUTLER, 2011). Recentemente, entretanto, foi descrito que a proteina NS1
do DENV é capaz de ativar diretamente receptores do tipo TLR4 (MODHIRAN et al.,
2015, 2017). Essa proteina, além de possuir a habilidade circular no sangue de
pacientes infectados por DENV, podendo ativar células em tecidos distantes da que
foi secretada, tem a sua expressao positivamente correlacionada com a gravidade da
doenca (ALLONSO et al.,, 2014), assim como a frequéncia de plasmablastos
(GARCIA-BATES et al., 2013). Embora em modelos murinos o engajamento dos TLR4
seja capaz de induzir diretamente a diferenciacdo das células B em ASCs
(GENESTIER et al., 2007), em humanos, devido a baixa expressao desse receptor
em células B naives, o TLR4 atua como um potencializador da resposta humoral em
células B ja ativadas, onde sua expressdo € bem maior (ANDERSON; LAWTON,
1987; DUMONT et al., 2009; MITA et al., 2002). Ainda, sinergias entre BCR e esse
receptor ja foram descritas (MINGUET et al., 2008; PONE et al., 2012). Além disso,
sabe-se que a ativacdo de TLR4 inicia uma cascata de eventos de sinalizacdo que
promovem a ativagdo do complexo NF-kB e a inducéo de secrecao de IL-6, levando a
ativacdo de STAT3 (GREENHILL et al., 2011). Tanto a IL-6 quanto a STAT3 séo
fatores-chave de sobrevivéncia e proliferacdo de ASCs normais e malignas (KLEIN et
al., 2003), sugerindo que a NS1 poderia estar exacerbando a ativacdo de IL-6 e STAT3
juntamente com a proliferacdo de ASCs. Refor¢cando essa hipotese, um estudo in vitro
também relatou a capacidade da NS1 de direcionar a interacdo com STAT3 levando
a inducao significativa de TNFa e IL-6 (CHUA et al., 2005). Porém, mais uma vez, em
nossas analises de dados publicos de transcriptoma ndo encontramos diferenca na
expressdo de TLR4 entre os pacientes com DF e individuos saudaveis (Figura 16).
Por outro lado, a expressao de IL-6 e STAT3 encontrava-se aumentada no primeiro
grupo (Figura 16).

A IL-6 também foi descrita como uma das palavras mais frequentes em nossas
buscas de mineracao de dados textuais (Tabela 4 e Figura 11). A interleucina-6 (IL-
6) € uma citocina produzida por diversos tipos celulares, que apresenta um repertorio
diversificado de funcdes fisiologicas que incluem a regulacdo da proliferacdo e
diferenciacdo de células imunes (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). A

desregulacdo da sinalizacdo de IL-6 esta associada a disturbios inflamatorios e
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linfoproliferativos, tais como artrite reumatoide (SRIRANGAN; CHOY, 2010) e
mielomas (HU et al., 2016). Ela foi inicialmente caracterizada como um fator capaz de
gue aumentar a producao de anticorpos em células B (HIRANO et al., 1985) e a sua
superexpressdo em camundongos foi associada com plasmocitose (aumento de
ASCs na circulacéo), sugerindo que a IL-6 pode promover a diferenciacao de células
B em ASCs (SUEMATSU et al., 1989). Da mesma forma, camundongos deficientes
em IL-6 apresentam niveis reduzidos de 1gG1, IgG2a e IgG3 especificos para o
antigeno apos a imunizacdo com antigeno T-dependente (KOPF et al., 1998). Outras
evidéncias para um papel da IL-6 na producéo de IgG vieram de experimentos usando
um camundongo transgénico expressando uma forma truncada da gpl30 (um
transdutor de sinal da 1I-6). Estes camundongos séo incapazes de ativar STAT3 apos
a exposicao a IL-6 e mostraram niveis reduzidos da maioria dos isotipos de anticorpos
ap0s a imunizacdo com um antigeno T-dependente (KUMANOGOH et al., 1997).
Durante infecgOes virais, o papel da IL-6 foi descrito de maneira controversa.
Enquanto varios estudos mostram um papel essencial da IL-6 em induzir uma
resposta imune adequada (ERGONUL et al., 2017; HARKER et al., 2011; KUO et al.,
2009; LAUDER et al., 2013), outros associam essa citocina a exacerbacao da doenca.
Estes ultimos indicam que o aumento da IL-6 durante certas infec¢des virais pode
promover a sobrevivéncia do virus e/ ou exacerbac¢éo da doenca clinica (HOU et al.,
2014; PACHECO et al., 2015; ROLLENHAGEN; ASIN, 2011; VELAZQUEZ-SALINAS
et al., 2018; WATTRANG et al., 2003) Em infeccBes pelo DENV, a presenca de altos
niveis de IL-6 no soro foi reportada em diversos estudos, sendo geralmente
correlacionada com o acometimento de DHF (CHAKRAVARTI; KUMARIA, 2006;
CHATURVEDI et al., 2000; HOBER et al., 1993; JUFFRIE et al., 2001; KANWAL et
al., 2017; PINTO et al., 1999; PRIYADARSHINI et al., 2010). Curiosamente, um estudo
medindo os niveis de citocinas em amostras de soros de pacientes mexicanos
afetados por infec¢des priméarias de Dengue, associou o0s altos niveis de IL-6 no soro
com a DHF apenas em pacientes que foram infectados com o DENV2, mas ndo com
o DENV1 (DE LA CRUZ HERNANDEZ et al., 2016). Como ja mencionado, nas nossas
analises de dados publicos de transcriptoma e expressao de IL-6 estava aumentada
entre os pacientes com DF em relacao individuos saudéaveis (Figura 16). Assim, da
mesma forma que a NS1, os niveis séricos de IL-6 parecem estar correlacionados
com a gravidade da doenca e, tendo em vista que a aumentada enumeracéo de ASCs

na circulagdo sanguinea também associa-se com o desenvolvimeto de DHF
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(GARCIA-BATES et al., 2013), é possivel que o aumento da resposta humoral
induzida pela NS1 e pela IL-6 corroborem para a patogenia da Dengue.

Como ja mencionado, a ligacéo da IL-6 ao seu receptor resulta na ativacdo do
transdutor de sinais e ativador da transcricdo 3 (STAT3, do inglés Signal transducer and
activator of transcription 3) (GREENHILL et al., 2011). Essa molécula também esta
descrita entre as palavras mais frequentes em nossas buscas de mineracao de dados
textuais (Tabela 4 e Figura 11). Embora tenha sido inicialmente identificado como um
fator de transcricdo dependente de IL-6, sabe-se agora que o STAT3 é capaz de
transduzir sinais para todas as citocinas da familia IL-6 (IL-6, IL-11, IL-31, LIF, CNTF,
CLC/CLF, NP, CT1, OSM) e da familia IL-10 (IL-10, IL -19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26),
bem como para os fatores de crescimento, IFNs, leptina, IL-21 e IL-27 (SCHINDLER;
LEVY; DECKER, 2007), demonstrando a importancia do STAT3 em mediar as
respostas imunes. Os fatores STAT3 sédo classicamente ativados pela fosforilagcdo de
sua tirosina em resposta as Janus quinases (JAKs) e resultam na transcricdo de uma
série de genes relacionados a sobrevida, proliferacdo e diferenciacdo celular
(KUCHIPUDI, 2015). No que diz respeito as células B, camundongos knockout
condicionais mostraram que o STAT3 dessas células € necessario para a diferenciacéo
em ASCs secretoras de IgG em parte, induzindo a expresséao do Blimpl (DIEHL et al.,
2008; FORNEK et al., 2006). Ainda, o IRF4 também ja foi descrito como alvo de ativacao
pelo STAT3 (BANDINI et al., 2018). Além disso, o STAT3 também demonstrou
contribuir para a sobrevivéncia e expanséao das células B de memoéria (AVERY et al.,
2010). Sua superexpressao ja foi descrita em casos de neoplasias de ASCs, deixando
claro a sua importancia da regulacéo das células B (CHONG; CHNG; DE MEL, 2019).
Devido a sua alta capacidade de imunoregulacdo, o STAT3 é alvo de diversos virus,
principalmente daqueles associados a processos neoplasicos (KUNG; MECKES;
RAAB-TRAUB, 2011; PERCARIO et al., 2003; SEN et al., 2012; TACKE et al., 2011;
WARIS; HUH; SIDDIQUI, 2001). Da mesma forma, infeccbes pelo DENV ja
demonstram levar a um aumento da expressdo da via JAK/STAT3, através de
mecanismos dependentes de IFN (HO et al., 2005; TSAI et al., 2011). Além de
promover a secrecao de IL-6 via TLR4 (GREENHILL et al., 2011; MODHIRAN et al.,
2015, 2017), a proteina NS1 do DENV também demonstrou interagir diretamente com
0 STAT3 (LIU; NG, 2008).

Outras duas interleucinas descritas entre as palavras mais frequentes em

nossas buscas de mineragéo de dados textuais séo as interleucinas 2 e 4 (IL-2 e IL-4
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respectivamente; Tabela 4 e Figura 11). Assim como a IL-6, aumentos nos niveis
séricos de IL-4 parecem estar correlacionados com a gravidade da Dengue
(ABHISHEK et al., 2017). Ja a presenca de altos niveis séricos de IL-2 parece estar
relacionada com o acometimento da forma subclinica ou assintomatica da doenca
(HATCH et al., 2011). Enquanto que a IL-2 é produzida durante respostas do tipo Th-
1 e esta associada com o crescimento, a diferenciacdo e a sobrevivéncia de células T
CD4+ e células T CD8+ (HATCH et al., 2011), a IL-4 é produzida por respostas do tipo
Th-2 e esta associada a regulacéo da producéo de anticorpos, sobrevida de células B
ativadas, inflamacao e no desenvolvimento de respostas de células T efetora (NELMS
et al., 1999). Em Dengue, a IL-4 tem sido correlacionada com a patogenicidade
provocada por reacdes imunes do tipo Th-2, induzida por compostos salivares do
mosquito (COX et al., 2012). Ainda, células dendriticas dérmicas CD14 + estimuladas
com IL-4 mostram carga viral aumentada quando infectadas com DENV em relacéo a
aquelas nao estimuladas (SCHAEFFER et al., 2015). No que diz respeito a
diferenciacdo das células B em ASCs, a IL-4 mostrou atuar de forma sinérgica ao o
fator ativador de células B da familia do fator de necrose tumoral (BAFF) para
promover a ativacdo de células B, associado a um efeito protetor contra sinais
apoptéticos anti-lgM, aumentando a sobrevida dessas células (GRANATO et al.,
2014). Ja a IL-2 produzida por células T parecem estar criticamente envolvidas no
comprometimento das células B maduras com diferenciacdo de ASCs,
potencializando a ativacdo de ERK e a subsequente repressdo de BACH2 e IRFS,
sustentando a expressédo de BLIMP1 (LE GALLOU et al., 2012). Em nossas analises
de dados publicos de transcriptoma e expressao de IL-4 estava diminuida entre os
pacientes com DF em relacdo individuos saudaveis, enquanto que a expressao de IL-
2 se apresentava inalterada (Figura 16). Embora seja em um contexto completamente
diferente, a expressao de IL-4 foi descrita como presente somente nos momentos
iniciais apds quadros de acidente vascular cerebral, ja ndo sendo mais detectada apds
0 segundo dia, ainda que outros componentes da resposta imune estejam presentes
(ZHAO et al., 2015). Da mesma forma, outro trabalho demonstrou que a expresséao de
IL-2 em camundongos tratados com o peptideo antigénico MMC (do inglés Moth
Cytochrome C) é r4pida e transiente (SOJKA et al., 2004). Dessa forma, é possivel
gue, apesar de ambas citocinas terem sido reportadas como aumentadas sericamente

em pacientes com diferentes quadros de Dengue, 0 momento da coleta no caso dos
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dados de transcriptoma, tenha sido tardio para a deteccdo de sua expressao no
sangue total desses pacientes.

Outra molécula descrita entre as palavras mais frequentes em nossas buscas
de mineracao de dados textuais € a TP53 (Tabela 4 e Figura 11). A TP53 ou apenas
p53 é um fator de transcricdo que regula uma grande variedade de genes, bloqueando
o ciclo celular e induzindo apoptose, muito conhecido pelo seu papel na supresséao de
tumores (BRADY; ATTARDI, 2010). Como j& mencionado, a sua ativagdo esta
correlacionada com a sinalizagcdo mediada por IFNs do tipo | (DE WEERD; NGUYEN,
2012; TAKAOKA et al., 2003). Ainda, a p53 ativada pode combinar diretamente com
o fator regulador 9 (IRF9) da via do IFNs, aumentando os niveis de expressao dos
genes relacionados ao IFN do tipo | e o efeito antiviral dos mesmos (MUNOZ-
FONTELA et al., 2008). Ambas, a subunidade p65 do NF-kB e o fator de necrose
tumoral alfa (TNF-alfa, do inglés tumor necrosis factor alpha), também sao capazes
de induzir a atividade de p53 por ligarem-se ao seu promotor (WU; LOZANO, 1994).
Em Dengue, a p53 j& foi associada a morte celular induzida pela infeccdo viral
(NASIRUDEEN; LIU, 2009; NASIRUDEEN; WANG; LIU, 2008; THONGTAN; PANYIM;
SMITH, 2004). Em contrapartida, a p53 também ja demonstrou ser capaz de inibir a
infeccdo viral justamente por ativar IFNs do tipo | (HU et al., 2017). Em nossas analises
de dados publicos de transcriptoma a expressao de p53 estava aumentada entre 0s
pacientes com DF em relacdo individuos saudaveis (Figura 16), sugerindo um
aumento de apoptose celular ou ja que ndo detectamos aumento da resposta de IFNSs.
Durante infec¢des virais, a morte celular apoptoética pode representar um mecanismo
vital de limitar as respostas inflamatérias e outras respostas imunes (O'BRIEN, 1998).
Ao desencadear apoptose, o0s virus podem disseminar-se para as células vizinhas por
meio da fagocitose, resultando em corpos apoptoticos, minimizando a ativacao de
respostas imunes (HAY; KANNOURAKIS, 2002).

Outra molécula também descrita entre as palavras mais frequentes em nossas
buscas de mineracdo de dados textuais € o fator de transformacédo do crescimento
beta 1 (TGF-bl ou TGF-B1; do inglés transforming growth factor-beta 1; Tabela 4 e
Figura 11). Trata-se de uma citocina com capacidades imunomodulatérioas, que pode
ser secretada por diferentes tipos de leucdcitos e células estromais (LI; FLAVELL,
2008). Em células T, o TGF-B1 inibe a proliferacédo, bem como a diferenciacdo dessas
em células Thl e células Th2 (BANCHEREAU; PASCUAL; O'GARRA, 2012). Ainda

em células T, o TGF-B1 inibe o desenvolvimento de células Th1l inibindo as respostas
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de sinalizacao IFN-y, envolvendo as vias as vias MEK / ERK e p38 MAP quinase no
processo (PARK; LETTERIO; GORHAM, 2007). Ainda, o TGF-B1 também inibe a
resposta imunolégica excessiva promovendo a inducdo e a manutencdo de células T
reguladoras Foxp3+ (BANCHEREAU; PASCUAL; O’'GARRA, 2012). Ja no que diz
respeito as células B, foi relatado que o TGF-1 inibe a proliferacdo e a producéo de
anticorpos de células B em camundongos e humanos in vitro (KEHRL et al., 1989,
1991; SONODA et al., 1989). In vivo , 0 TGF-B1 é expresso na superficie de células T
reguladoras Foxp3 + e também foi descrito como envolvido na inibicdo de células B
por este subtipo celular (NAKAMURA; KITANI; STROBER, 2001). Diversos trabalhos
reportam o aumento de TGF- apds uma infec¢des virais, incluindo citomegalovirus
(MICHELSON et al., 1994), hepatite B (YOO et al., 1996), hepatite C (PARADIS et al.,
1996), HIV (KEKOW et al., 1990) e outros. Em Dengue, o seu papel é controverso.
Enquanto um maior nivel de expressdo de TGF-B1 j& foi descrito em pacientes
assintomaticos, sugerindo um papel protetor para TGF-B1 na doenca (YEO et al.,
2014), outros estudos relataram uma associacao entre maiores niveis séricos de
TGF-B e o acometimento de DHF, sugerindo um papel na gravidade da doenca
(AGARWAL et al., 2001; LIBRATY et al., 2002). Contrariando essas duas situacoes,
em nossas analises de dados publicos de transcriptoma e expressao de TGF-B1 néo
apresentou diferenca entre os pacientes com DF e os individuos saudaveis (Figura
16). Outro estudo que avaliou essa citocina, embora tenha detectado o seu aumento
durante a fase aguda da doenca, demonstrou que o seu pico € atingido tardiamente,
por volta do 11° dia apdés o acometimento dos sintomas (AZEREDO et al., 2006).
Portanto, € possivel, que no estudo que estamos utilizando como base, as alteracdes
dessa citocina (para mais ou para menos) viriam a ocorrer em um momento posterior
ao da coleta.

Por fim, a dltima palavra descrita entre as palavras mais frequentes em nossas
buscas de mineracdo de dados textuais € a IghM ou regido constante da cadeia
pesada da imunoglobulina M (Tabela 4 e Figura 11). As imunoglobulinas séo as
moléculas de reconhecimento de antigeno das células B. Uma molécula
imunoglobulina é composta de 2 cadeias pesadas idénticas e 2 cadeias leves
idénticas unidas por pontes dissulfeto, de forma que cada cadeia pesada esteja ligada
a uma cadeia leve e as 2 cadeias pesadas estejam ligadas entre si. Cada cadeia
pesada de imunoglobulinas possui uma regido variada N-terminal (V) contendo o sitio

de ligacdo ao antigeno e uma regido constante C-terminal (C), codificada por um gene
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individual da regido C, que determina o isotipo do anticorpo e proporciona funcdes
efetoras ou de sinalizacdo (MESQUITA JUNIOR et al., 2010). Sabendo da importancia
da cadeia pesada da imunoglobulina para as respostas de células B, seria facil dizer
gue termos achado a palavra “IghM” entre as palavras mais frequentes em nossas
buscas de mineracao de dados textuais (Tabela 4 e Figura 11) estaria relacionada
com a massiva expansao de ASCs vista durante a infec¢do pelo virus da Dengue
(GARCIA-BATES et al., 2013; WRAMMERT et al., 2012). Entretanto, é importante
lembrar que esse dado refere-se as correlacdes textuais entre as palavras de busca
inseridas, e ndo a uma maior expressdao daquela molécula em si. Com isso, é
esperado que quando se busque em um banco de dados a palavra “célula B” ou
mesmo moléculas adjacentes ao BCR, esteja presente no texto a palavra
imunoglobulina. Ja em relacdo a Dengue, buscas textuais muitas vezes resultam
trabalhos onde a detec¢do da doenca foi feita mediante quantificacdo dos titulos de
IgM especificos para o virus (CHANGAL et al., 2016; CHIEN et al., 2018; NISALAK,
2015; RAMABHATTA et al., 2017), e dai, a alta incidéncia dessa palavra em nossas
buscas.

Embora, até o momento, analisamos a expressao pontual de alguns genes,
conhecer o perfil global de transcricdo génica do hospedeiro, em resposta a infeccéo,
€ uma importante ferramenta para investigar a complexa interacao entre o patégeno
e 0 hospedeiro (HOSSAIN; CHAKRABORTY, 2006). Com essa ferramenta, é possivel
determinar se os grupos de genes diferencialmente regulados sdo também aqueles
mais significativamente importantes, bem como vias regulatérias transcricionais
chaves em resposta a um determinado estimulo ou doenca (BLANKLEY et al., 2014).
Sendo assim, investigamos quais dos 7258 genes, disponiveis no dado publico de
transcriptoma (GEO Ref: GSE51808), estavam entre os 10 genes mais diferentemente
expressos (para mais — upregulated — ou para menos - downregulated) entre
individuos controle e pacientes infectados (Tabela 5).

A primeira coisa a nos chamar atencéo foi a presenca aumentada do CD38.
Isso porque, ja foi descrito que a assinatura transcricional observada em amostras de
sangue total ou PBMCs em resposta a uma doenca pode ser consequéncia das
mudanc¢as no nimero e propor¢ao de tipos celulares, bem como nos seus transcritos
(BLANKLEY et al., 2014). A presenca do CD38 entre 0s genes positivamente mais
diferentemente expressos entre controle e infectados, particularmente entre os

pacientes com DHF (Tabela 5), € um forte indicativo de que o numero de
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plasmablastos encontra-se aumentado entre os pacientes infectados. Esta proteina
atua como ectoenzima, catalisando a conversdao de nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD +) em nicotinamida, adenosina difosfato-ribose (ADPR) e ADPR
ciclico, e € um importante marcador deste tipo celular. Esse aumento era esperado,
pois, pacientes infectados pelo DENV apresentam um aumento exacerbado na
frequéncia de plasmablastos circulantes, e este aumento era ainda maior em
pacientes com formas graves da doenca (GARCIA-BATES et al., 2013; THAI et al.,
2011; WRAMMERT et al., 2012). Ainda, o CD38 parece estar envolvido na sinalizacao
através do receptor de célula B (BCR) (DEAGLIO et al., 2003).

Em relagéo aos demais genes encontrados, observamos que dentre os mais
diferentemente expressos entre controle e infectados, estdo aqueles que participam
de processos mitoticos (Tabela 5 e Figura 13). Sabe-se que em resposta a estimulos
antigénicos, as células do sistema imune entram em sucessivas mitoses com o intuito
de aumentarem o nimero de clones especificos para aquele antigeno (DAVIES et al.,
1966). Dois genes encontrados por nés participam desse processo, como 0 BUB1 e o
CEPS55 (Tabela 5). Enquanto o BUBL1 codifica uma serina/treonina quinase que possui
um papel central durante a mitose, atuando como um checkpoint dacorreta ligacédo
do fuso mitético e do alinhamento cromossémico (BARON et al., 2016), o CEP55
codifica a proteina centrossomal essencial para funcdes celulares dependentes de
centrossomas (local onde partem os microtubulos do citoesqueleto), como a
progressao do ciclo celular e a regulacdo da citocinese (ZHAO; SEKI; FANG, 2006).
Neste mesmo contexto, ha ainda genes relacionados com a replicacdo de DNA, como
MCM10 e RRM2. O MCM10 codifica uma proteina essencial para a iniciacdo da
replicacdo gendmica eucaribtica (DU; STAUFFER; EICHMAN, 2012) e 0 RRM2, uma
das duas subunidades da enzima ribonucleotideo redutase responsavel por catalisar
a formacéo de desoxirribonucleotideos. Sua sintese é regulada de forma dependente
ao ciclo de proliferagcao celular e o seu aumento foi correlacionado com o aumento na
atividade de NF-kB (PRIYADARSHINI et al., 2010). Outro exemplo, o TYMS, codifica
a timidilato sintetase que catalisa a metilacdo de desoxiuridilato para desoxitimidilato.
Esta reacgdo é critica para manter os requisitos metabdlicos essenciais de proliferagéo
e crescimento celular. Sua proteina também demonstrou se ligar com alta afinidade
ao RNA (RNA binding protein) e regular diretamente sua prépria biossintese por

feedback autoregulatério de traducao (LIU et al., 2002).
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Outro gene identificado dentre os genes positivamente mais diferentemente
expressos entre controle e infectados foi o IFI27 (Tabela 5). Esse gene (também
conhecida como ISG12 ou p27) pertence a uma familia de pequenos genes induzidos
por IFN de func&o pouco conhecida (SUOMELA et al., 2004). E como ja mencionado,
a primeira linha de defesa contra o DENV tem inicio com a producado de IFNs tipo |
pelas células infectadas (FENSTERL; CHATTOPADHYAY; SEN, 2015).
Curiosamente, o IFI27 também demonstrou ser um dos alvos transcricionais do IRF4
e fazer parte do perfil e assinatura molecular induzida por esse gene em linfomas de
células B ndo-Hodgkin (WANG et al., 2014). Outro estudo também reportou que dos
17 genes com a expressao aumentada em PBMCs de pacientes com DF durante a
fase aguda da doenca, 8 genes eram genes relacionados com IFNs, incluindo o IFI27
(UBOL et al., 2008). Em nosso estudo, assim como o IFI27, o HMMR também foi
identificado dentre os genes positivamente mais diferentemente expressos entre
controle e infectados (Tabela 5). A expressdao aumentada de HMMR (receptor de
motilidade mediada por hialuronano) foi correlacionada como um importante fator anti-
apoptoético de significancia prognostica negativa em linfomas de células B. Esse
receptor celular pode interagir com CD44, formando complexos que ativam sinais
como ERK1/2 e BCRA1 e BCRAZ2, associados com a motilidade celular (NAGEL et
al., 2010).

Sabendo que a resposta de a enumeracdo de ASCs € ainda maior nos
pacientes com DHF do que naqueles com DF (THAI et al., 2011), avaliamos também
quais genes estariam entre os 10 mais diferentemente expressos (para mais —
upregulated — ou para menos - downregulated) entre os pacientes com DF e DHF
(Tabela 6).

O primeiro deles descrito entre o0s positivamente mais diferentemente
expressos é 0 IGHG1 (Tabela 6). Este refere-se a regido constante da cadeia pesada
de IgG1. Titulos aumentados de IgG1 ja foram reportados em pacientes com DHF em
relacéo a pacientes com DF (KORAKA et al., 2001, 2003; THEIN et al., 1993). Embora
nesses estudos a elevada presenca de IgGl tenha sido vista em infeccdes
secundérias ao DENV, infec¢bes priméarias também apresentam esse perfil. Um
estudo realizado com 200 pacientes na india, reportou que 74 deles apresentaram a
forma mais grave da doenca em uma infeccao primaria pelo virus, e que nesses, 0s
titulos de IgG1l eram maiores que nos pacientes com DF (BACHAL et al., 2015).

Segundo os autores deste trabalho, esses dados sugerem que a resposta imune
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aumentada, incluindo os anticorpos IgG1, estaria implicada na patogénese da DHF,
uma vez que eles encontraram uma correlacéo significativa entre titulos aumentados
de IgG e baixas contagens de plaquetas corrobora com esta hiptese (BACHAL et al.,
2015). Entretanto, esse achado pode ser apenas consequéncia da resposta imune
induzida pela infeccéo pelo DENV.

Outro gene reportado entre os positivamente mais diferentemente expressos €
0 MOXD1 (Tabela 6). Este, conhecido como monooxigenase tipo DBH 1 ou
monooxigenase X, € um homélogo a sequéncia da enzima dopamina B.-hidroxilase e
membro da familia de monooxigenases dependentes de cobre, importantes na
modulacdo neuro-imune (CHAMBERS et al., 1998). Trata-se de uma enzima n&o
secretada, que localiza-se por todo o reticulo endoplasméatico em células endécrinas
ou ndo endocrinas (XIN; MAINS; EIPPER, 2004), cuja funcdo ainda ndo foi bem
estabelecida (SAHAR et al., 2011). Entretanto, camundongos deficientes de CD38,
apresentam altas expressdoes de MOXD1 e c-Myc (SAHAR et al., 2011).

O DUSP5 também foi encontrado entre os genes positivamente mais
diferentemente expressos entre os pacientes com DF e DHF (Tabela 6). Trata-se do
gene da proteina fosfatase de dupla especificidade 5, com capacidade de remover
grupos fosfato dos residuos de serina/treonina e tirosina (KUTTY et al., 2017), cuja
expressao é rapidamente induzida em resposta a estimulos mitogénicos e/ou de
estresse, e parece inativando especificamente as MAPKs ERK1/2 (KEYSE, 2008).
Sua presenca ja demonstrou ser necessaria para a diferenciacdo de células B murinas
em ASCs, inibindo a ativagdo de ERK mediada por BCR. Isso porque a constante
sinalizacdo do BCR através do ERK impede a diferenciacdo em ASCs por bloquear a
expresséo de Blimpl (RUI et al.,, 2006). Embora ndo hajam artigos descrevendo o
papel da DUSP5 durante infecgBes pelo DENV, ja foi reportado que a atividade de
ERK foi suprimida pela infeccéo pelo DENV-2 (CHANG et al., 2012). E possivel que
nesses casos, a DUSP5 tenha alguma contribuicdo. Coincidentemente, em nossas
analises de dados publicos de transcriptoma, a expressao de ERK1/2 estava reduzida
nos pacientes com DF em relacdo aos individuos saudaveis (Figura 16).

Um achado curioso entre 0s genes positivamente mais diferentemente
expressos entre os pacientes com DF e DHF foi a presenga do DDX11L2 (Tabela 6).
Isso porque, o DDX11L2 ¢é descrito no NCBI como um pseudogene
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/?term=DDX11L2). Os pseudogenes ja foram

considerados como transcricionalmente inativos e sem funcdo molecular especifica.
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No entanto, existem evidéncias que os RNAs nédo codificadores longos derivados de
pseudogene (INcCRNAs) podem ser importantes reguladores imunol6gicos (DENARO;
MERLANO; LO NIGRO, 2019). Inclusive, os IncRNAs ja foram descritos como
importantes mediadores em varios processos imunolégicos provocados pela
vacinacao (DE LIMA et al., 2019) e em infec¢cdes pelo DENV (WANG et al., 2017).
Entretanto, até o momento, o papel do DDX11L2 permanece desconhecido.

Por fim, o Ultimo gene entre 0os genes positivamente mais diferentemente
expressos entre os pacientes com DF e DHF € o SCIN (Tabela 6). Este gene codifica
a proteina destruidora de filamentos de actina dependente de Ca2+, conhecida como
Scinderina (RODRIGUEZ DEL CASTILLO; VITALE; TRIFARO, 1992). Essa proteina
tem uma importante funcéo reguladora na exocitose celular, afetando a organizacéo
da rede de microfilamentos abaixo da membrana plasmatica (MARCU et al., 1996).
Durante a infeccao pelo DENV, as particulas virais maduras sao liberadas das células
hospedeiras por meio de exocitose (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009). O aumento
de SCIN nos pacientes com DHF em relagéo aos pacientes com DF, sugere que uma
maior frequéncia de exocitose esteja ocorrendo nas células desses pacientes em
consequéncia de uma maior replicacao viral. De fato, a carga viral durante infec¢des
pelo DENV j& foi relacionada com a severidade da doenca (POZO-AGUILAR et al.,
2014; SOLBRIG; PERNG, 2015).

Com o intuito de melhor compreender o perfil de sinalizacdo de alguns dos
genes relacionados com a ativacéo de células B em Dengue avaliamos a assinatura
transcricional de 95 genes participantes da sinalizacdo downstream ao BCR em
individuos saudaveis e pacientes com DF e DHF (Figura 14). Identificamos dois
grupos de genes distintamente expressos entre eles. Esses dois grupos foram
ontologicamente associados com atividades de proteinas quinase (Figura 14 B e C).
A dualidade na resposta envolvendo proteinas quinases ja foi brevemente discutida
anteriormente neste trabalho. Por apresentarem diversas vezes funcdes opostas, ndo
foi surpreendente o fato que genes dessa mesma familia tenham sido descritos em
ambos agrupamentos génicos. Ainda, em concordancia com o fendtipo de
plasmablastos aumentados na Dengue, pacientes infectados pelo DENV
apresentaram menores expressdes do fator de transcricdo Bcl6 (Figura 14 B) e
maiores para IRF4 (Figura 14 C), essenciais para a diferenciacéo de linfocitos B em
ASCs (NUTT et al., 2015). Embora essas analises tenham sido realizadas utilizando

sangue total e ndo linfocitos B isolados, o agrupamento das amostras de DHF no canto
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esquerdo do heatmap, seguido das amostras de DF na regido central e dos controles
no total oposto (Figura 14) reforcou a hipétese que as vias de sinalizacao referentes
as células B se encontram desreguladas durante a infeccdo pelo DENV, de maneira
ainda mais intensa nos pacientes com DHF que nos pacientes com a forma mais
branda da doenca.

Combinando os dados de mineracdo textual, literatura e dados publicos
transcriptoma, nés esquematizamos uma via contendo hipotéticas moléculas que
podem estar influenciando a diferenciacéao das células B em ASCs durante a infec¢cao
pelo DENV (Figura 16). Ao contrario do esperado, a grande maioria dessas moléculas
apresentaram expressdo semelhante entre os pacientes com DF e individuos
saudaveis (Figura 16, quadrados cinza). Infelizmente, por tratarem-se de dados
oriundos do sangue total e ndo de células B isoladas, nossa capacidade de avaliar o
papel dessas moléculas intrinsicamente nas células B fica comprometido. Algumas
das moléculas incluidas nessa via ja foram discutidas anteriormente, a relacdo entre
as demais e o seu hipotético papel na diferenciacdo de células B em ASCs durante a
infeccdo pelo DENV estdo contidos no Anexo 3. Entretanto, gostariamos de chamar
atencao para um dado em particular: a menor expressao de moléculas que respondem
aos sinais de calcio, como a ja mencionada Calcineurina e as moléculas NFATC1,
DOKS3 e GRB2 (Figura 16). Esse achado é interessante pois o calcio € um ion que
embora atue como um segundo mensageiro na maioria dos tipos celulares
(CRABTREE; SCHREIBER, 2009), seus sinais podem desencadear desfechos tao
opostos quanto proliferacdo (PINTO et al., 2015) e apoptose celular (FENGLING et
al., 2012). Em linfocitos B, particularmente, dependendo da duracéo e da intensidade
da ativacdo do BCR, diferentes concentracdes citosolicas de calcio sdo acionadas,
resultando na ativacdo de fatores de transcricdo distintos (SCHARENBERG;
HUMPHRIES; RAWLINGS, 2007). Enquanto que interacdes intensas e sustentadas
do BCR resultariam na ativagao dos fatores de transcricdo NF-kB e NFAT, interacdes
intensas porém breves parecem resultar na ativacdo de NF-kB somete
(SCHARENBERG; HUMPHRIES; RAWLINGS, 2007). Por outro lado, interacbes
fracas, mas continuadas do BCR, desencadeariam a ativagcdo de NFAT apenas
(SCHARENBERG; HUMPHRIES; RAWLINGS, 2007). Embora esses fatores de
transcricéo partilhem diversas propriedades, como dominios de ligacdo ao DNA e a
rapida translocacdo para o ndcleo apés sua ativacdo, suas funcdes diferem

notavelmente (SERFLING et al., 2004). Ao passo que os NFATs possuem atividade
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pré-apoptdtica e suportam a morte celular induzida por ativacdo (AICD) das células T
e B, as proteinas NF-kB frequentemente exercem um forte efeito anti-apoptético nos
linfécitos e em outras células (SERFLING et al., 2004). Desequilibrio entre as
atividades de NF-kB e NFAT é frequentemente associado a processos oncologicos, e
a deplecdo deste ultimo j& demonstrou promover hiper-reatividade em linfocitos B
murinos, evidenciada por elevados titulos séricos de IgG1 e IgE, e pela expanséo de
ASCs (PENG et al., 2001). A hipétese do desequilibrio entre a atividade de NF-kB e
NFAT na massiva expansao de ASCs vista em Dengue é corroborada pelo conjunto
de outros dois fatores: (1) citocinas induzidas durante a ativacdo do NF-kB promovem
a ativacdo do STAT3 (GRIVENNIKOV; KARIN, 2010), uma molécula cuja
hiperatividade também esta diretamente correlacionada com neoplasias de ASCs
(CHONG; CHNG; DE MEL, 2019); e (Il) a calcineurina, molécula responsavel ativacao
do NFAT, é também responsavel pela regulacdo negativa da atividade de STAT3, de
forma que diminui¢gdes na atividade da primeira levariam a um aumento na atividade
da segunda (WOETMANN et al., 1999). Ainda, Simon-Loriere et al. (2017)
descreveram em seu trabalho que 379 vias celulares estéo diferentemente moduladas
entre criancas assintomaticas e sintomaticas para Dengue. Dentre essas, a via
“regulacdo da resposta imune mediada pelo fator nuclear de células T ativadas (NFAT)
” foi a que apresentou maior ativacdo nos pacientes sintomaticos em relacdo aos
assintomaticos, seguida da via “apoptose de linfocitos T mediada por célcio”. Por fim,
ainda pensando no papel que o calcio pode ter na modulacdo da diferenciacdo em
ASCs, é possivel que os quadros de hipocalcemia vistos em pacientes com Dengue
(SHIVANTHAN; RAJAPAKSE, 2014) possam influenciar no influxo e disponibilidade
de calcio intracelular. Infelizmente, ndo tivemos como avaliar o papel do calcio na
diferenciacdo de células B em ASCs nesse trabalho, mas pretendemos fazé-lo em
estudos futuros.

Uma vez tendo estabelecido os potenciais alvos de estudo, nosso proximo
objetivo era coletar o sangue de pacientes infectados por DENV, até o 4° dia do
aparecimento dos sintomas (momento onde as células B estariam em processo de
diferenciacdo em ASCs), e avaliar a expressao génica e proteica de alguns deles em
células B isoladas do sangue desses pacientes. Entretanto, logo que obtivemos a
aprovacao do comité de ética para iniciar a captacdo de pacientes, tivemos que
enfrentar um imprevisto que, sem duvidas, teve grande impacto no cronograma

inicialmente proposto: o fechamento do pronto-socorro do Hospital Universitario da
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USP, justamente durante o periodo tido como de maior incidéncia de Dengue em SP
nos ultimos anos. Esse ocorrido inviabilizou a captacdo de pacientes e m um momento
crucial e nos obrigou a buscar um novo posto de coleta. Realizamos entdo, uma
parceria com o Centro de Saude Escola Samuel Barnsley Pessoa (CSEB) da FMUSP,
mas esta nunca chegou a gerar captacdes, possivelmente por que nos anos seguintes
a incidéncia de Dengue caiu drasticamente em SP, como demonstrado na Figura 2
(o que dificultou ainda mais a obtencdo de amostras), e foi acompanhada do surto de
febre amarela (0 que pode ter mascarado alguns potenciais pacientes que
eventualmente tenham procurado pelo CSEB). E digno de nota, que as tentativas de
colaboracdo com outros pesquisadores que poderiam nos fornecer amostras de
pacientes com Dengue previamente coletadas foram todas infrutiferas. Entdo, para
nao ficarmos parados por falta de pacientes, fomos obrigados a mudar a nossa
abordagem para uma estratégia in vitro. Para isso, decidimos utilizar um modelo de
diferenciacdo em ASCs proposto por Kwissa et al. (2014), onde células B isoladas
eram co-cultivadas com mondcitos previamente infectados com DENV por 48h. Apos
6 dias de co-cultura, Kwissa et al. (2014) reportaram ter encontrado um aumento na
populacéo fenotipica de ASCs (CD20m9 CD24"sh CD38"9") resultante da estimulagdo
das células B pelos fatores BAFF/APRIL e IL-10 secretados pelos mondcitos CD14+
CD16+. Entretanto, apesar de diversas tentativas para reproduzir esse modelo, nés
nao obtivemos sucesso (Figuras 17-20), nem mesmo apos utilizarmos a cepa de
DENV adaptada DENV4 TVP/360.

A producao dos fatores BAFF/APRIL e IL-10 em resposta a infecdo pareceu
ser a principal caracteristica indutora da diferenciacdo nesse modelo (KWISSA et al.,
2014). Entretanto, embora o estimulo seja outro, um trabalho reportou que a
expressdo génica de IL-10 foi baixa ou ausente em mondécitos CD14+ CD16+
estimulados in vitro por LPS (FRANKENBERGER et al., 1996). Ainda, uma producéo
baixa ou ausente de IL-10 por monécitos CD14+ CD16+ também foi confirmada por
outro grupo (MIZUNO et al., 2005). Ainda que nao tenhamos avaliado a transcricéo
ou producdo dessa citocina em nossas tentativas de reproduzir esse protocolo, €
possivel que a secrecdo da mesma nao estivesse ocorrendo, prejudicando os sinais
necessarios para a inducao da diferenciacao de células B em ASCs. Em concordancia
com essa hipotese, outro trabalho avaliou os requisitos metabdlicos necessarios para
diferenciacdo das células B em ASCs. Foi reportado que a estimulacao isolada com
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BAFF durante 3 dias ndo era o suficiente para induzir tal reprogramacéo nas células
B (CARO-MALDONADO et al., 2014).

Por ndo conseguirmos reproduzir o modelo proposto por Kwissa et al. (2014),
resolvemos tentar uma nova abordagem. A infeccdo de PBMCs por DENV, in vitro,
demonstrou levar a detecc&o IgM no sobrenadante da cultura no 12° dia (CORREA et
al., 2015). Tomamos este dado como um indicativo de que as células B presentes nas
PBMCs apresentam a capacidade de se diferenciarem em ASCs mediante infeccao
por DENV, e testamos um protocolo parecido. De fato, a infeccdo de PBMCs por
DENV foi capaz de induzir tanto o fenétipo (CD20"9 CD24"e" CD38Msh, Figura 24)
guanto a funcdo (producdo de IgG, Figura 25) de ASCs apoOs 7 dias de cultura.
Embora Correa et al. (2015) tenham detectado a presenca de anticorpos nos
sobrenadantes das culturas, at¢é o momento, essa parece ser a primeira
caracterizacao celular (contendo fenétipo e funcdo) da diferenciacdo em ASCs
induzida por DENV in vitro. Ainda, em nossos experimentos a magnitude da
diferenciacéo induzida pelo virus foi semelhante & induzida por mitégenos (Figura 24
e 25), corroborando com a massiva expansao dessas células vista in vivo (GARCIA-
BATES et al., 2013; WRAMMERT et al., 2012). Interessantemente, assim como
proposto por Kwissa et al. (2014), as culturas infectadas por DENV apresentaram
maior expressao de BAFF e de IL-10 (Figura 42), suportando a teoria de que essas
moléculas estariam favorecendo a massiva expansao de ASCs na Dengue.

Questionamos, entdo, se a diferenciacdo estava ocorrendo de maneira
semelhante para ambos estimulos dentro de uma mesma amostra, 0 que sugeriria
uma pré-disposicao a diferenciacdo ao invés de uma capacidade indutiva real do virus.
Para isso, realizamos um heatmap (Figura 26) contendo os dados normalizados (z
score) da enumeracdo de ASCs vista no ELISPOT (Figura 25), agrupando as
amostras conforme o perfil de resposta. Com isso, foi possivel perceber que o fato de
uma amostra responder em altas magnitudes ao mitégenos nao significava responder
em altas magnitudes ao virus e vice e versa (Figura 26). Esse foi um forte indicativo
de que a diferenciacéo induzida por cada um desses dois estimulos poderia estar
sendo mediada por diferentes fatores em cada condi¢cdo. Ainda, sabendo que a
expansao de plasmablastos vista em Dengue € maior em infec¢des secundarias (THAI
et al., 2011) e que isso é devido a uma resposta de memoria induzida por reatividade
cruzada entre os sorotipos de DENV (PRIYAMVADA et al., 2016), decidimos

investigar se o que estavamos vendo era referente a um contato prévio do doador da
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amostra com o virus. E concluimos que nao era (Figura 27). Das 13 amostras cujo
soro do doador foi testado para IgG anti-DENV NS1 dos 4 sorotipos, apenas 3
apresentaram titulos positivos, e ainda assim, muito baixos (Figura 27). A baixa
frequéncia de infeccdo prévia ja era esperada por nés, uma vez que boa parte das
amostras foram coletadas no Parana, uma regido com baixa incidéncia de Dengue
(FARES et al.,, 2015). Dessa forma, em nosso trabalho, demonstramos que a
diferenciacdo em ASCs vista ap0Os infeccao de PBMCs in vitro, independia da
presenca de células B de memodria.

Dois outros questionamentos surgiram depois disso: 1) sabendo que,
independentemente da idade, as mulheres tendem a apresentar respostas de
anticorpos maiores que os homens, bem como niveis basais de imunoglobulina mais
altos e maior numero de células B apos vacinacfes (KLEIN; FLANAGAN, 2016),
estariam as amostras respondendo de maneira diferente devido ao sexo do doador?
E Il) sabendo que vacinas que fazem uso de virus inativados, sdo capazes de induzir
potentes respostas humorais (STAUFFER; EL-BACHA; DA POIAN, 2008), seria a
integridade do virus importante para a diferenciacédo em ASCs vista no nosso modelo?
A resposta para a primeira pergunta foi ndo; independente do estimulo utilizado néo
encontramos diferenca na magnitude de ASCs entre homens e mulheres (Figura 28
A-B). Além de influenciar a magnitude da resposta apés vacinac¢des, 0 sexo também
foi descrito como capaz de influenciar a intensidade e a prevaléncia de infec¢des virais
(KLEIN; FLANAGAN, 2016). Inclusive, em Dengue, a incidéncia das formas graves da
doenca parece ser maiores em mulheres do que em homens (ANDERS et al., 2011).
A hip6tese predominante para as diferencas imunolégicas entre 0s sexos € que
esteroides sexuais influenciem diretamente o funcionamento das células imunes.
Enguanto que estrogenos parecem regular positivamente a secrecéao de citocinas pro-
inflamatorias (por exemplo, IFNy) e as moléculas induziveis a IFNy (6xido nitrico,
NOS2 e COX2), andrégenos parecem suprimir estas respostas (ANSAR AHMED;
KARPUZOGLU; KHAN, 2010). Muito provavelmente, ndo encontramos tais diferencas
em nosso estudo, pois os estimulos hormonais provenientes das células enddcrinas
sao inexistentes in vitro. J4 a resposta para a segunda pergunta foi sim; a integridade
do virus € importante para a diferenciacdo em ASCs vista no nosso modelo (Figura
29 A-B). As particulas inativadas por UV ndo foram capazes de induzir a mesma
magnitude de resposta do que as particulas viaveis (Figura 29 A-B). De maneira

semelhante, Correa et al. (2015) detectaram menores titulos de IgM no sobrenadante
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de culturas estimuladas com particulas de DENV inativadas em relacdo as particulas
integras apos 12 dias de cultura. Outro trabalho também reportou que particulas de
DENV inativadas por UV ndo sao capazes de induzir a degranulacdo de mastécitos e
a producéo de quimiocinas da mesma forma que as particulas viaveis (CHU et al.,
2017). Em geral, para que possam induzir respostas imunes apropriadas, vacinas que
tém como base particulas virais inativadas, contam com a ajuda dos adjuvantes (SHI
et al., 2018). De fato, particulas de DENV inativadas e inoculadas em camundongos
na presenca do adjuvante alum, foram capazes de induzir altos titulos de IgG
(ZELLWEGER et al., 2014). Assim, a auséncia de um indutor/potencializador da
resposta imune tal qual um adjuvante, explica a incapacidade das particulas virais
inativadas em induzir a mesma resposta que as particulas viaveis.

Outro ponto frequentemente associado a magnitude de respostas imunes é a
carga viral (KWISSA et al., 2014; LELIGDOWICZ et al., 2010; NIVARTHI et al., 2019).
A carga viral de DENV ja foi relacionada com a magnitude da resposta de ASCs
(NIVARTHI et al., 2019) e com a frequéncia sanguinea de mondcitos CD14+ CD16+
(KWISSA et al.,, 2014). Em nossas analises, ndo conseguimos correlacionar a
magnitude da diferenciacdo em ASCs com a carga viral, nem pelo método de titulagéo
(Anexo 4), nem por PCR quantitativa (Anexo 5). Isso porque, ndo foram detectadas
particulas infectivas no sobrenadante no dia 7 de cultura (Anexo 4), nem RNA viral
no interior das células (Anexo 5). Silveira et al. (2018) relataram em seu trabalho a
deteccéo de particulas infectivas de DENV no sobrenadante de culturas de células T
infectadas em até 5 dias (endpoint experimental), bem como a presenca do virus no
interior dessas células nesse mesmo periodo. Correa et al. (2015) por sua vez,
detectaram a presenca de particulas virais no interior de células B isoladas e
infectadas por DENV, ap6s 24h de infeccdo, entretanto, por PCR quantitativa.
Entretanto, as particulas virais liberadas no sobrenadante dessas culturas nao
demonstraram apresentar capacidade infectiva, de modo que a carga viral no interior
das células ndo aumentou com o passar do tempo (até 72h). Por diferirem no tempo
de afericdo da carga viral e até mesmo na metodologia utilizada, estabelecer uma
comparacao entre os nossos resultados e os apresentados por esses dois grupos fica
dificil. E possivel que a nossa deteccéo tenha sido prejudicada pelo tempo prolongado
de nossas culturas (7 dias). Especialmente por nenhuma troca de meio de cultura ser

feita durante esse periodo. Estudos estruturais de DENV revelando mudancas
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estruturais irreversiveis (MODIS et al., 2004; ZHANG et al., 2013) baseadas em pH,
suportam essa teoria.

Em seguida, tendo em vista que gostariamos de investigar vias de sinalizacédo
nos linfocitos B, decidimos avaliar a capacidade dessas células, quando isoladas, em
se diferenciarem mediante a presenca do virus. Entretanto, uma vez isoladas, as
células B (CD19+) ndo foram capazes de se diferenciarem em ASCs ap0s a infeccéo
por DENV, independente do MOI utilizado (Figura 30 A-B). Em seu trabalho, Correa
et al. (2015) também reportaram a incapacidade dessas células em secretarem
anticorpos quando infectadas isoladamente. Tendo em vista que eles e o trabalho de
Silveira et al. (2018) detectaram particulas virais no interior das células B, inclusive
em células B isoladas de pacientes infectados, é possivel pressupor que a simples
entrada do virus nessas células ndo € capaz de induzir a diferenciacdo. Isto sugere
gue fatores secretados e/ou o contato célula-célula proveniente das demais PBMCs
sejam importantes para induzir essa diferenciacdo na presenca do virus. De fato,
células B cultivadas no mesmo poc¢o, porém sem contato direto com as demais
contidas nas PBMCs (atraves de transwells) foram capazes de se diferenciarem em
ASCs novamente (Figura 32 A-B). Entretanto, com uma menor magnitude que
guando cultivadas em contato direto com as demais células (Figura 32 A-B). Em
outras palavras, embora os fatores secretados pelas demais células do PBMC possam
induzir a diferenciacao das células B em ASCs, sem os sinais mediados pelo contato
direto célula-célula, a magnitude da diferenciacdo € muito menor. Cabe ressaltar que
esse fato ndo havia sido explorado até entdo por nenhum dos outros trabalhos
demonstrando a diferenciacdo de células B mediante infecgdo por DENV in vitro.
Respostas eficazes mediadas por anticorpos sdao, em geral, promovidas no centro
germinativo. Nestes, as células T helper foliculares (FH) sao criticas para a formacéo
e manutencao dos mesmos, induzindo a proliferagéo, diferenciacéo e troca de isotipo
de imunoglobulina nas células B, tanto pelo contato direto célula-célula, quanto pela
secrecédo de citocinas (GATTO; BRINK, 2010). Um estudo recente constatou que o
DENV poderia promover a formacéo de células Tfh in vitro e a subsequente producéo
de anticorpos (SPROKHOLT et al., 2017). Sendo assim, é possivel que a perda do
contato com as células T nos pocos de transwell tenha sido o principal fator
responsavel pela diminuicdo da diferenciacdo em ASCs.

Em seguida, decidimos avaliar o metabolismo celular durante a diferenciacao

das células B em ASCs induzida por DENV por dois motivos: |) para que possam
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exercer sua funcdo efetora, apos ativadas, as células B d&o inicio a um intenso
processo de reprogramacao metabdlica. Entretanto, pouco ainda se sabe sobre as
relacdes entre o0 metabolismo e como este suporta e até mesmo regula a maturacao,
ativacao e diferenciacédo das células B (CARO-MALDONADO et al., 2014; WATERS
et al.,, 2018); e Il) pacientes com Dengue apresentam maior atividade da enzima
Indoleamina 2,3-Dioxigenase (IDO), menores niveis de triptofano (TRP) e maiores
niveis de quinurenina (KYN) no soro soros durante os dias febris da doenca
(BECERRA et al., 2009a), sugerindo que este metabolismo tem um papel na resposta
imune mediada por DENV.

O TRP é um aminoacido essencial para a sintese proteica em todas as formas
de vida. Além disso, é o percursor de importantes compostos biologicamente ativos,
como a serotonina, a melatonina, a KYN, dentre outros (LE FLOC'H; OTTEN;
MERLOT, 2011). A via da KYN ¢é a principal via do metabolismo do TRP e patrticipa
de diversos processos biolégicos, como na modulagdo do sistema nervoso central,
imunoregulacao, protecao a exposicao ultravioleta etc. (WANG et al., 2015). Inclusive,
esta diretamente relacionada com a diferenciacéo de células T (METZ et al., 2014;
MEZRICH et al., 2010). Nesta via, o TRP é oxidado constitutivamente pela triptofano
2, 3-dioxigenase (TDO) nas células hepaticas. Nos outros tipos de células, ele é
catabolizado pela enzima IDO, induzivel sob certas condig6es fisiopatoldgicas como
estresse, inflamacdes e infec¢cdes (WANG et al., 2015). Apos a sua sintese pela IDO,
a KYN pode ser metabolizada por diversas outras enzimas, dando origens a
compostos com propriedades anti-inflamatérias como o acido quinurénico (KA, do
inglés kynurenic acid) e o acido antranilico (AA), ou com propriedades inflamatorias
como acido quinolinico (QA, do inglés quinolinic &acid), entre outros com as mais
variadas atividades (WANG et al., 2015). Ao avaliarmos nos sobrenadantes das
nossas culturas a quantidade de TRP e de seus metabdlitos, constatamos que,
contrariamente a estimulacdo por mitdgenos, a infeccdo pelo DENV levou a um
aumento no consumo de TRP (Figura 33 A), acompanhado de uma maior sintese de
KYN (Figura 33 B) e aumento da expressao génica de IDO (Figura 42). O que vai de
acordo com o reportado no soro de pacientes infectados com DENV (BECERRA et
al., 2009b). Ainda, dos metabdlitos resultantes da degradacédo da KYN, houve tanto

uma maior formacéo de QA (Figura 34 A) quanto de KA (Figura 34 B) nesse mesmo

grupo.
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Ja é sabido que infeccBes virais sdo capazes de alterar o metabolismo das
células hospedeiras (BARDELL, 1977; LEWIS; SCOTT, 1962; MAKINO; JENKIN,
1975). Entretanto, oS mecanismos e as consequéncias das reprogramacoes
metabolicas induzidas por virus s6 comecaram a ser estudados em detalhes na dltima
década (GRADY et al., 2013; HEATON et al., 2010; JORDAN; RANDALL, 2017;
MARTIN-ACEBES et al., 2014; THAI et al., 2015; YU; MAGUIRE; ALWINE, 2014).
Curiosamente, algumas das alteracdes impostas por infeccdes virais refletem as
mesmas alteracdes metabdlicas observadas em células cancerigenas (THAI et al.,
2014). Como por exemplo, o efeito Warburg: aumento do metabolismo glicolitico,
mesmo na presenca de oxigénio, ainda que esse seja menos eficiente para a
producdo de ATP do que o metabolismo oxidativo (WARBURG; WIND; NEGELEIN,
1927). Além disso, outras alteracdes metabodlicas associadas a tumorigénese e a
rapida proliferacdo celular também sdo observadas em infeccdes virais, como a
aumentada biossintese de nucleotideos e de lipideos (HEATON et al.,, 2010;
HEATON; RANDALL, 2010; THAI et al.,, 2014). Inclusive, estudos metabdlicos
realizados no soro de pacientes infectados pelo DENV revelaram alteracées no
metabolismo lipidico, em particular nos glicerofosfolipidios e esfingolipidios —
importantes componentes das membranas celulares (CUI et al., 2013; KHEDR et al.,
2016; VOGE et al., 2016) — diretamente associadas com o aumento da permeabilidade
endotelial (HUANG et al., 2005). Ainda, embora varios virus regulem o consumo de
nutrientes essenciais como glicose e glutamina e convirjam em vias metabolicas
semelhantes de anabolismo, as mudancas metabdlicas induzidas por cada virus
podem variar mesmo dentro da mesma familia viral ou da célula hospedeira (THAKER;
CH'NG; CHRISTOFK, 2019).

Particularmente em relacdo ao metabolismo do TRP, diversas infec¢des virais
ja demonstraram resultar em aumento da atividade de IDO e, quando avaliado,
acompanhada de aumento na sintese de KYN. Entre essas, aquelas tidas como
cronicas, causadas pelo HIV (BYAKWAGA et al., 2014; JENABIAN et al., 2015), virus
da hepatite B (COZZI et al., 2006), virus da hepatite C (COZZI et al., 2006), virus da
herpes (REINHARD, 1998) e virus Epstein-Barr (SONG et al., 2011), bem como
aguelas tidas como agudas, causadas pelo virus da influenza, virus da encefalite
japonesa (ADHYA et al., 2013; YEUNG et al., 2012), virus do oeste do Nilo (YEUNG
et al., 2012), virus Zika (SUN et al., 2017) e, é claro, DENV (BECERRA et al., 2009a;
FIALHO et al., 2017).
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Em Dengue, além dos ja reportados menores niveis de TRP e maiores niveis
de KYN séricos (BECERRA et al., 2009a), avaliacdes das populacdes de mondcitos
circulantes CD14+ CD16+ no sangue de pacientes infectados, relataram uma
presenca intensa de oxido nitrico sintases (iINOS) e IDO intracelular nessas células
(FIALHO et al., 2017). Essa populacdo IDO+ CD14+ CD16+ também foi
correlacionada com a concentracdo de IL-10 circulante (FIALHO et al., 2017), um
achado interessante, uma vez que Kwissa et al. (2014) reportaram que esse € um
importante fator indutor da diferenciacdo das ASCs em DENV. Em nosso trabalho a
quantificacédo de KYN nas amostras infectadas com DENV apresentou uma correlacao
positiva com a enumeracéo de ASCs vista (Figura 35). Esse fato sugere que, ainda
gue a diferenciacdo das células B em ASCs aconteca na mesma magnitude entre o
tratamento de PBMCs com mitdgenos e a infeccdo por DENV (Figuras 25 e 26), ela
varia metabolicamente entre esses dois estimulos. E mais, que a via do TRP parece
estar envolvida de alguma forma nessa diferenciagcdo. De fato, assim como em
Dengue, aumento nas concentracdes séricas de KYN ja foram reportados em outras
condicbes com massiva expansao de ASCs, como casos de mielomas (MARIANI et
al., 2013; STEINER et al., 2018). Da mesma forma, pacientes com HIV apresentam
tanto aumentos séricos de KYN quanto hiperglobulinemia (um indicativo de ativacédo
anormal das células B), ambas sendo revertidas apds terapia anti-retroviral
(BYAKWAGA et al., 2014; NOTERMANS et al., 2001).

Embora possa ser questionado se esse achado é causa ou consequéncia da
diferenciacdo das células B em ASCs, é sabido que, secundério a ativagéo de IDO, o
esgotamento do TRP pode atuar como um potente sinal regulador de vias moleculares
de resposta ao estresse, como por exemplo, através da ativacdo da quinase de
controle geral n&do-desreprimivel 2 (GCN2, do inglés General Control
Nonderepressible 2) (HINNEBUSCH et al., 2005). Ao detectar a privagcao desse
aminoacido no meio, a GCN2 fosforila o fator de iniciacdo da traducao eucariética 2a
(elF2a, do inglés Eukaryotic translation Initiation Factor 2a), ativando-o (FOUGERAY
et al., 2012). O elF2a, além de induzir a autofagia (FOUGERAY et al., 2012) — ja
mencionado anteriormente como capaz de impulsionar a diferenciacdo de células B
em ASCs (ARNOLD et al.,, 2016) — tem como alvo o fator transcricional Blimpl
(BARNES et al., 2009), essencial na diferenciacao das células B em ASCs. O Blimp1l
por sua vez, atua como um agente de feedback negativo, reprimindo a expresséao de
IDO (BARNES et al., 2009). Utilizando dados publicos de transcriptoma, noés
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detectamos que tanto a expressédo de GCN2 (codificada pelo gene EIF2AK4) quanto
a expressao de elF2a (codificado pelos genes EIFS1-3) estd aumentada em pacientes
com Dengue em relacdo aos individuos saudaveis (Figura 37). Ainda, ja foi
demonstrado que o desenvolvimento e a funcédo das ASCs sdo comprometidas com a
fosforilacdo deficiente de elF2a (MIELKE et al., 2011). Com isso, € possivel que as
alteracdes no metabolismo do TRP vistas em Dengue, possam estar colaborando para
a diferenciacao das células B em ASCs.

Ainda, a KYN é um ligante do receptor aril hidrocarboneto (AhR, do inglés Aryl
hydrocarbon receptor) (NGUYEN et al., 2014). Embora esse ja tenha sido descrito
como um importante imunossupressor (NGUYEN et al., 2014), capaz de bloquear a
diferenciacdo das células B em ASCs (VAIDYANATHAN et al., 2017), em nossas
analises de dados publicos de transcriptoma, sua expressdo estava diluida nos
pacientes infectados em relacdo aos controles (Figura 37). Outro grupo também
reportou menores expressdes de AhR em pacientes com Dengue (OLIVEIRA et al.,
2018). Curiosamente, uma proteina do virus Epstein-Barr, a EBNAS3, foi descrita como
capaz de interagir com o AhR, levando a sua ativacdo (KASHUBA et al., 2006),
demonstrado, assim, a habilidade de certos virus em modular a mesma. Entretanto,
se 0 DENV é capaz de interferir antagonicamente com o AhR, ainda néo foi descrito.

Embora outros virus tenham sido descritos como capazes de induzir o
metabolismo do TRP em KYN, néo ha relatos que esses induzam uma diferenciacao
massiva em ASCs como o DENV. Em nosso estudo, culturas de PBMCs infectadas
por dois diferentes isolados clinicos de ZIKV e a cepa vacinal da YFV, de fato nao
foram capazes de alcancar as magnitudes de diferenciacéo obtidas nas infeccdes pelo
DENV (Figura 38 A). Estas, também nao apresentaram qualquer correlacdo entre a
producdo de KYN e a enumeracao de ASCs, diferentemente do DENV (Figura 38 B-
E). E possivel que nestas, a quantidade de KYN gerada seja inferior a aquelas geradas
durante a infeccdo pelo DENV. Em concordancia com essa hipétese, infec¢des pelo
virus Epstein-Barr induzem ativacdes de IDO muito inferiores a aquelas vistas em
tumores (LIU et al., 2014).

Em nosso trabalho nés tentamos avaliar o perfil de expressdo de genes
relacionados com a diferenciacdo de células B em ASCs em células B (CD19+)
isoladas de pacientes infectados pelo DENV (Figuras 44 a 46). Entretanto, nao
detectamos nem a expresséao dos fatores de transcricdo chaves para a diferenciacéo

IRF4 e PRDM1 (Figura 44), nem de genes descritos na literatura como mais
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expressos durante a Dengue, como STAT3 e SYK (Figura 45). Esses achados
sugerem que nessas amostras as ASCs ndo estavam presentes apds o isolamento
por citometria de fluxo. Exitem duas possibilidades para isto: a primeira, e mais
provavel, € que o congelamento tenha impactado na viabilidade das ASCs e estas
tenham sido descartadas durante o processo de isolamento (por ndo estarem viaveis).
A perda da viabilidade em mais de mais de 70% ASCs viaveis ap0s o congelamento
ja foi demonstrada (KYU et al., 2009). Isso, somado ao fato de termos iniciado nossos
ensaios com um numero relativamente baixo de PBMCs, pode explicar a completa
auséncia de expressao de alguns genes testados e a menor expressao de outros nos
pacientes com Dengue em relacao aos individuos controle. A segunda hipotese é que
0 momento de coleta dessas amostras tenha sido anterior a presenca dessas células
na circulacao.

Por fim, apesar das limitagdes, nosso trabalho trouxe novas percepcdes sobre
como a resposta imune humoral é regulada durante a infecgcdo pelo DENV,
particularmente sobre como o metabolismo e a sinalizacdo das células B estédo
conectados nesse processo. Ainda, este trabalho abre perspectivas para uma série
de estudos futuros direcionados a melhor compreensdo dos mecanismos aqui

descritos.
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7. CONCLUSOES
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Figura 48 — Principais fatores hipoteticamente envolvidos na diferencia¢éo de
células B em ASCs durante a infeccao pelo virus da Dengue abordados nesse
trabalho. Principais resultados encontrados nesse trabalho. Dados em vermelho
foram avaliados in vitro. Dados em preto foram avaliados in silico. Setas indicam
inducdo. Linhas seguidas de barra indicam represséo.

A utilizacdo de ferramentas in silico foi fundamental para o screening de
moléculas potencialemente envolvidas no processo de massiva diferenciacdo de
células B em ASCs durante infeccao pelo DENV.

A construcdo de uma hipotética via de diferenciacdo de células B em ASCs
durante infeccdo pelo DENV, combinando dados publicos de transcriptoma,
demonstrou que moléculas relacionadas a via do STAT3, sejam upstream (IL-10 e IL-
6) ou downstream (IRF4 e BLIMP1 — chave no processo de diferenciacdo em ASCS),
apresentam sua expressao aumentada nos individuos com DF. Ainda, moléculas que
respondem aos sinais de célcio, como a Calcineurina (também responsavel por
modular negativamente o STAT3) e as moléculas NFATC1l, DOK3 e GRB2
apresentaram sua expressdo reduzida nos pacientes infectados. Ja moléculas
encontradas in silico por mineracdo de dados textuais também possuem grande
associagcado com a ativacao da via NF-kB/STATS3.
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Células B presentes nas PBMCs séo capazes de se diferenciarem em ASCs
(com aquisicao de fendtipo e fungdo) mediante tratamento com mitdgenos ou infeccéao
pelo DENV em mesma magnitude. Essa diferenciagdo néo esta correlacionada com a
exposicao prévia ao virus por parte dos doadores das amostras e nao parece ter
associacao com o sexo dos mesmos. Ainda, para que a diferenciagcdo possa ocorrer
nessa magnitude, a viabilidade viral € importante, uma vez que a inativacao do virus
por UV-prejudica a mesma. Entretanto, ndo conseguimos estabelecer uma correlagéo
entre a diferenciacdo e a carga viral, uma vez que esta foi indetectavel no sétimo dia
de cultura.

Por outro lado, quando isoladas, as células B ndo séo capazes de se
diferenciarem em ASCs apoés infeccédo pelo DENV, independente do MOI utilizado.
Esse estado pode ser parcialmente revertido quando as células B sao cultivadas na
presenca de fatores secretados pelas demais células das PBMCs infectadas. Porém,
sem o contato célula-célula, a magnitude da resposta é prejudicada.

PBMCs infectadas por DENV apresentam aumentada expressdo de IL-10 e
BAFF em relacao ao controle e as culturas estimuladas com mitdogenos, suportando a
hipétese da literatura de que essas moléculas estariam colaborando com a massiva
expansao de ASCs em Dengue.

Assim como visto em pacientes, culturas de PBMCs infectadas por DENV
apresentam um maior consumo de triptofano, associado a maior expresséo de IDO e
maior sintese de quinurenina. Ainda, as concentracfes de quinurenina estao
positivamente correlacionadas com a enumeragdo de ASCs nessa cultura. Em
contrapartida, o tratamento dessas células com mitégenos ndo induz esse mesmo
perfil metabdlico. Esses dados sugerem que nao apenas o metabolismo do triptofano
participe diretamente da inducédo da diferenciacdo das células B em ASCs durante a
Dengue, mas também que a diferenciagdo em ASCs pode ocorrer por vias
metabolicas distintas.

Por fim, outros flavivirus que induzem baixa resposta de ASCs in vivo, como o
ZIKV e a cepa vacinal da YFV nédo induziram a mesma magnitude de diferenciacéo
das células B em ASCs in vitro como a vista com o DENV. T&ao pouco apresentaram
correlacdo entre a enumeracdo de ASCs e a sintese de quinurenina. Suportando
dessa forma, a hipotese da literatura de que essa seja uma caracteristica exclusiva
do DENV.
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Histdrico do aluno no Doutorado (Ficha do aluno)

02/09/2019

FJanus - sistema Administrativo da Pés-Graduacio

9136 = 8154427/3 = Vivian Bonezi
Email:

Data de Nascimento:

Cédula de Identidade:

Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduagao:
Mestrado:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite para o Depdsito:

Orientador:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Prorrogacgéo(Ges):

Data de Aprovacio no Exame de
Qualificagao:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao da
Banca:

Data de Aprovagio da Banca:

Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:
Resultado da Defesa:

Histérico de Ocorréncias:

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

vivianbonezi@usp.br
27/07/1987

RG - 44,292,441-0 - 5P
Estado de Sao Paulo
Brasileira

Farmacéutico - Centro Universitario S8o Camilo - S&o Paulo - Brasil - 2010

Mestra em Ciéncias - Area: Andlises Clinicas - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas -
Universidade de Sao Paulo - S4o Paulo - Brasil - 2015

Doutorado

Farmacia (Fisiopatologia e Toxicologia)

Andlises Clinicas

08/07/2015

08/07/2015

04/11/2019

Prof(a), Dr(a). Rosario Dominguez Crespo Hirata - 06/07/2015 até 31/01/2017, Email:
rosarichirala@usp.br

Prof{a). Dr(a). Eduardo Lani Volpe da Silveira - 01/02/2017 até o presente, Email:
eduardosilveira@usp.br

Inglés, Aprovado em 06/07/2015

120 dias
Periodo de 06/07/2019 até 03/11/2019

Aprovado em 04/09/2017

Primeira Matricula em 06/07/2015
Prorrogacao em 16/05/2019

Aluno matriculado no Regimento da Pos-Graduagio USP (Resolugio n® 6542 em vigor de 20/04/2013 até 28/03/2018).
Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 15/07/2019
Impresso em: 02/08/2019 12:05:43
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02/09/2019

Janus - Sistema Administrativo da Pés-Graduagio

Universidade de S3o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 8154427/3 = Vivian Bonezi

Térmir

Nome d

isciplina

|BMESEZ4- RMA em suas Malliplas Funges (Instituto de

12 Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao Pauloy 00002015 12/10/2015 120 8 100 A N Concluida
FBCST88 Tépicos em Andlises Clinicas IV 04/08/2015 16/11/2015 15 1 100 A N Concluida
|IMAGS5002- Genética Molecular Humana e Gendmica (Instituto
L de Biociéncias - Universidade de Sao Paulo) 14/08/2015  26/11/2015 120 & g6 A N Concluida
MCM5749- Temas Avangados em Transplante Renal
{Faculdade de Medicina - Universidade de Sao 08/09/2015  12(10/2015 75 5 100 A N Concluida
Paulo)
|EMEBa27. Aspectos Atuals da Fisiopatologia Renal (Instituto
0 ~ de Ciéncias Biomédicas - Universidade de Sao 1302015 2911002015 30 2 91 A N Concluida
Paulo)
FBCT92- Tépicos em Andlises Clinicas I 08/03/2016  20/06/2016 15 1 10 A N Conduida

ODO5700- Docéncia Universilaria e Estratégias de Ensino-
32 Aprendizagem (Faculdade de Odontologia - 08/08/2016  28/11/2016 75 5 86 A N Concluida
Uriversidade de Sao Paulo)

Matricula
cancelada

BIF5794- Sinalizagao Celular (Instituto de Biociéncias -
21 Universidade de $ao Paulo)

FBC5734- Aplicagoes da Citometria de Fluxo em Meodelos
an Experimentais

FBCS5710-
81

05/08/2017  1311/2017 120 0 - - N
20/08/2018  26/08/2018 30 2 100 A N Cencluida

Vacinas e Adjuvanles 19M11/2018  0912/2018 90 6 100 A N Concluida

min s obtidos

ime de qualific

Disciplinas: 0 38

Estagios:
Total: 0 20 38

Créditos Atribuidos & Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédite; B - Bom, com direito a crédite; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado; T -
Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 15/07/2019
Impresso em: 02/09/2019 12:05:43
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ANEXO 2
Curriculo Lattes

| Vivian Bonezi

Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/6217088119558311
Ultima atualizago do curriculo em 03/09/2019

Doutoranda pelo pelo Programa de Pds Graduagdo em Farmdcia (Fisiopatologia e Toxicologia) da Universidade
de Sao Paulo (USP), no departamento de Analises Clinicas, com énfase em Imunologia de linfdcitos B no contexto de
infeccdes pelo virus da Dengue (em andamento - inicio em 2015). Mestre em Ciéncias pelo Programa de Pds
Graduagdo de Farmécia (Analises Clinicas) - USP, na area de Analises Clinicas, onde era membro do Laboratdrio de
Biologia Molecular Aplicada ao Diagndstico e trabalhava com expressdc génica e microRNAs (2015). Possui
graduagdo em Farmacia Generalista pelo Centro Universitario Sdo Camilo (2010), onde ja organizou e ministrou o
curso "Farmacogendmica: a individualizagdo da terapéutica", com a duracdo de 5 semanas (2017). Ja atuou como
monitora nas disciplinas de Fisiopatologia (2014), Fisiologia do Sistema Hematopoético (2016) e Imunodiagnéstico
(2018), através do Programa de Aprimoramento de Ensino (PAE), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP,
onde pdde adquirir experiéncias em didatica e em metodologias ativas de ensino (incluindo TBL). Foi membro da
Comissdo Organizadora do International Symposium on Pathophysiology and Toxicology & Simpdsio de Pds-
Graduagdo em Andlises Clinicas, por dois anos consecutivos (2015 e 2016), e representante discente junto a
Comissdo Coordenadora do Programa de Pos Graduagao (2015-2016). (Texto informado pelo autor)

Identificagao

Nome Vivian Bonezig®
Nome em citagdes bibliogréaficas BONEZI, V.
Endereco

Formacdao académica/titulacao

2015 Doutorado em andamento em Ciéncias Farmacéuticas (Conceito CAPES 7).
Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Avaliacdo da sinalizagdo intracelular em células B humanas apos infecgdo pelo virus da
Dengue,

Orientador: @ Eduardo Lani Volpi da Silveira.
Grande area: Ciéncias da Salde
Grande Area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Imunologia.
Grande Area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Microbiologia / Subdrea: Biologia e Fisiologia dos
Microorganismos / Especialidade: Virologia.

2013 - 2015 Mestrado em Farmécia (Fisiopatologia e Toxicologia) (Conceito CAPES 7).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Relagdo entre o perfil de expressao de genes envolvidos na farmacodinamica de
imunossupressores e de microRNAs reguladores, com a resposta terapéutica em
transplantados renais,Ano de Obtengdo: 2015.

Orientador: @ Rosario Domingues Crespo Hirata.
Bolsista do(a): Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES, Brasil.
Palavras-chave: Farmacogendmica; Expressdo génica; miRNA; Imunossupressores;
Transplante renal.
Grande area: Ciéncias da Salide
Grande Area: Ciéncias da Satde / Area: Farmadia.
Grande Area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Imunologia.
2006 - 2010 Graduagdo em Farmacia.
Centro Universitario Sdo Camilo, USC, Brasil.
Titulo: DPOC e Asma: Protocolo de Atengdo Farmacéutica.
Orientador: Valter Luiz da Costa Jinior.
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Formacao Complementar

2017 - 2017

2012 - 2013

Atuacdo Profissional

Docéncia no Ensino Superior: Uma primeira Aproximacdo. (Carga horaria: 8h).
Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

Programa de Atualizac&o Profissional. (Carga horaria: 400h).

Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional
2018 - 2018
Outras informagdes

Vinculo institucional
2016 - 2016
Outras informagdes

Vinculo institucional
2014 - 2014
Outras informagdes

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitor
Monitoria académica vinculada ao Programa de Aprimoramento de Ensino na disciplina
Imunodiagndstico

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitor, Carga hordria: 6
Monitoria académica vinculada ao Programa de Aprimoramento de Ensino na disciplina
Fisiologia do Sistema Hematopoético

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitor, Carga horéria: 6
Monitoria académica vinculada ao Programa de Aprimoramento de Ensino na disciplina
Fisiopatologia I1I

CordCell - Centro de Terapia Celular, CORDCELL, Brasil.

Vinculo institucional
2010 - 2012

Outras informagdes

Vinculo: Celetista, Enquadramento Funcional: Gestdo Laboratorial, Carga horaria: 50,
Regime: Dedicacdo exclusiva.

Experiéncia em atividades de criopreservacdo de células tronco hematopoiéticas, sejam elas
provenientes do sangue de corddo umbilical e placentério, de coletas de stem cell periférico
ou de coletas de medula dssea em centros cirlirgicos. Desenvolvimento nas dreas de gestdo
de processos e pessoas, sistema da qualidade, certificagGes e acreditages.

Centro Universitario Sdo Camilo, USC, Brasil.

Vinculo institucional
2017 - 2017

Outras informacoes
Vinculo institucional
2009 - 2009

Outras informagdes

Projetos de pesquisa

Vinculo: Professor Visitante, Enquadramento Funcional: Professor, Carga horéria: 4
Organizou e ministrou o curso "Farmacogendmica: a individualizacdo da terapéutica”

Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Monitor, Carga horéria: 8
Monitoria académica na disciplina de Cosmetelogia, incluindo pratica laboratorial.

2017 - Atual

Avaliagdo da sinalizagdo intracelular em células B humanas apds infecgdo pelo virus da
Dengue

Descricdo: O agente causador da Dengue € um virus da familia Flaviviridae que é transmitido
pelo mosquites vetores Aedes aegypti ou Aedes albopictus aos humanos. Este virus causa um
gigantesco impacto anualmente na satide plblica das areas endémicas de infeccdo (paises
tropicais). De acordo com a Organizagdo Mundial de Saide (OMS), cerca de 50-100 milhdes
de infecgBes sdo detectadas anualmente em mais de 100 paises tropicais no mundo. Entre
estes paises, estd o Brasil que apresenta praticamente uma nova epidemia dessa infecgdo a
cada ano. Em 2015, houve um aumento significativo no nimero de casos confirmados em
relagdo a 2014. Ha 4 diferentes sorotipos do virus da Dengue (DENV-1, -2, -3 e -4), os quais
possuem uma certa diversidade quanto as sequiéncias de proteinas. Apos a infeccdo primaria,
acorre a produgdo de anticorpos que, na sua maioria, reagem cruzadamente com os
diferentes sorotipos, mas ndo s&o neutralizantes contra eles, mas somente contra o préprio
sorotipo. Inicialmente, essa resposta humoral ndo € efetiva, ja que é detectada no soro
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2015 - 2016

2013 - Atual

Areas de atuagdo

normalmente apos o declinio da viremia. Apesar disso, a resposta celular que suporta a
producdo de anticorpos é extremamente alta e especifica. Pacientes infectados pelo virus da
Dengue apresentam um grande aumento na fregiiéncia de plasmablastos (células secretoras
de anticorpos de vida curta) na circulagdo durante os primeiros 7 dias apds o
desenvolvimento de sintomas. A grande maioria destes plasmablastos é especifica a epitopos
do envelope viral. Além disso, pacientes que apresentam dengue grave (hemorragica) tém
uma maior magnitude de resposta de plasmablastos especificos que os pacientes com
Dengue moderada. Curicsamente, a quantidade de plasmablastos oriundos desta resposta
equivale a mais de 50% de todas as células B circulantes no sangue. Essa representatividade
& muito maior que a observada durante respostas imunes induzidas contra outros flavivirus
(vacina da febre amarela) ou outros virus (gripe), as quais ndo atingem 10% de média.
Assim, como a infecgéo pelo virus da Dengue é capaz de induzir uma resposta t&o alta de
plasmablastos? Para responder essa pergunta, estamos abordando quais vias de sinalizagéo
sdo ativadas (e alteradas) durante esta resposta de células B durante esta infeccdo viral para
gerar tantas células, utilizando abordagens in silico, in vitro e amostras de pacientes
infectados pelo virus. Ainda, estamos investigando o papel do metabolismo do triptofano na
imunoregulacdo desse processo..

Situagao: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Vivian Bonezi - Coordenador / Eduardo Lani Volpi da Silveira - Integrante.
miRNoma exossomal urinério como fonte de biomarcadores potenciais de nefropatia do
enxerto renal

Situagdo: Desativado; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Vivian Bonezi - Integrante / Rosario Domingues Crespo Hirata - Coordenador /
Mario Hiroyuki Hirata - Integrante / alvaro Cerda - Integrante / Patricia de Cassia Salgado -
Integrante / Cristina Fajardo - Integrante / Helio Tedesco Silva Junior - Integrante / Claudia
Rosso Felipe - Integrante / Sonia de Qauteli Doi - Integrante.

Relagdo entre a perfil de expressdo de genes envolvidos na farmacodindmica de
imunossupressores e de microRNAs reguladores, com a resposta terapéutica em
transplantados renais

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Vivian Bonezi - Integrante / Cristina Moreno Fajardo - Integrante / Rosario
Domingues Crespo Hirata - Coordenador / Maric Hiroyuki Hirata - Integrante / alvaro Cerda -
Integrante / Patricia de Cassia Salgado - Integrante / Cristina Fajardo - Integrante / Helio
Tedesco Silva Junior - Integrante / José Osmar Medina Pestana - Integrante / Claudia Rosso
Felipe - Integrante / Nagilla Oliveira - Integrante / Sonia de Qauteli Doi - Integrante [ Fabiana
Dalla Vecchia Gengivir - Integrante.

1. Grande &rea: Ciéncias da Satide / Area: Farmacia.

2 Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Imunologia.

3. Grande &rea: Ciéncias Bioldgicas / Area: Bioguimica / Subdrea: Biologia Molecular.
Idiomas

Inglés Compreende Bem, Fala Razoavelmente, Lé Bem, Escreve Razoavelmente.

Prémios e titulos

2015

Producdes

Mengdo Honrosa entre os trabalhos cientificos apresentados na forma oral, XVIII Congresso
Farmacéutico de Sdo Paulo e X Semindrio Internacional de Ciéncias Farmacéuticas.

Produgéo bibliografica

Resumos publicados em anais de congressos
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Aprese
L

GENVIGIR, F. D. V. ; NISHIKAWA, A. M. ; SALGADO, P. C. ; SALAZAR, A. B. C. ; BONEZI, V. ; FELIPE, C. R. ; SILVA JUNIOR,
H. T.; PESTANA, J. O. M. ; DOI, S. Q. ; HIRATA, M. H. ; HIRATA, R. D. C. . Influéncia de polimorfismos nos genes ABCC2 e
ABCG2 em parametros farmacocinéticos e na seguranca do tratamento com tacrolimo e micofenolato de sédio em
transplantados renais. In: 432 Congresso da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas, 2016, Sdo Paulo. Revista Brasileira de
Andlises Clinicas, 2016. v. 48. p. 45-45.

BONEZI, V.; SALGADO, P. C. ; CERDA, A. ; HIRATA, M. H. ; FELIPE, C. R. ; OLIVEIRA, N. ; SILVA JUNIOR, H. T. ; PESTANA, 1.
O. M. ; FAJARDO, C. M. ; GENVIGIR, F. D. V. ; DOI, S. Q. ; HIRATA, R. D. C. . Association of PPP3CA, FKBP5 and FKBP1B mRNA
expression in leucocytes with tacrolimus blood levels in kidney transplant recipients. In: XVIII Congresso Farmacéutico de Sdo
Paulo, 2015, Sdo Paulo. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 2015. v. 51. p. 104-104.

SALGADO, P. C. ; GENVIGIR, F. D. V. ; CERDA, A. ; BONEZI, V. ; FELIPE, C. R. ; SILVA JUNIOR, H. T. ; PESTANA, J. 0. M. ;
DO S. Q. ; HIRATA, M. H. ; HIRATA, R. D. C. . Influence of CYP3A5 and PPP3CA polymorphisms on tacrolimus response in the
Brazilian kidney transplant recipients. In: XVIII Congresso Farmacéutico de S&o Paulo, 2015, Sdo Paulo. Brazilian Journal of
Pharmaceutical Sciences, 2015. v. 51. p. 109-109.

BASTOS, G. M. ; LEITE, G. G. S. ; SILVA, J. L. ; SANTOS, J. G. ; BONEZI, V. ; FAJARDQ, C. M. ; HIRATA, R. D. C. ; HIRATA, M.
H. . HspX protein of Mycobacterium tuberculosis enhances the IL-1b mRNA expression and cytokine secretion in macrophage-
like THP-1 cultures. In: 23rd European Society of Clinical Microbiology and Infectious Disease, 2013, Berlin. European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Disease, 2013.

BASTOS, G. M. ; LEITE, G. G. S. ; SILVA, J. L. ; FAJARDO, C. M. ; SANTOS, J. G. ; BONEZIL, V. ; FREITAS, K. V. ; MYATA, M. ;
SOUZA, W. A. ; HIRATA, R. D. C. ; HIRATA, M. H. . PROTEfNA HSPX DO MYCOBACTERTUM TUBERCULOSIS ALTERA A
EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS COM A SINTESE DE COMPONENTES DA PAREDE CELULAR. In: XXI ALAM - Congresso
Latinoamericano de Microbiologia, 2012, Santos - SP. XXI ALAM - Congresso Latinoamericano de Microbiologia, 2012.

ntagoes de Trabalho

LOS, B. ; FREITAS, R. C. C. ; BORTOLIN, R. H. ; HERNANDEZ, C. D. ; BORGES, J. B. ; BONEZI, V. ; HIRATA, R. D. C. ;
HIRATA, M. H. . mRNA-microRNA integrated analysis in Familial Hypercholesterolemia using Watson platform and microarray
datasets. 2018. (Apresentagéo de Trabalho/Conferéncia ou palestra).

BONEZI, V.. Palestra: Dengue - Avangos e desafios. 2018. (Apresentacéo de Trabalho/Outra).

BONEZI, V.; LIMA, D. S. ; BURGER, M. ; PEREIRA, L. ; FERREIRA, L. C. S. ; CORTEZ, M. ; NAKAYA, H. T. 1. ; SILVEIRA, E. L. V.
. B cell signalling on antibody - secreting cell differentiation in vitro and in dengue patients. 2018. (Apresentagdo de
Trabalho/Outra).

BONEZI, V.; LIMA, D. S. ; BURGER, M. ; FAJARDO, C. M. ; PEREIRA, L. ; FERREIRA, L. C. S. ; CORTEZ, M. ; NAKAYA, H. T. L. ;
SILVEIRA, E. L. V. . B cell signalling on antibody - secreting cell differentiation in vitro and in dengue patients. 2018.
(Apresentacdo de Trabalho/Cutra).

BONEZI, V.; LIMA, D. S. ; BURGER, M. ; FAJARDO, C. M. ; PEREIRA, L. ; FERREIRA, L. C. S. ; CORTEZ, M. ; NAKAYA, H. T. L. ;
SILVEIRA, E. L. V. . B cell signalling on antibody - secreting cell differentiation in vitro and in dengue patients. 2018.
(Apresentagdo de Trabalho/Outra).

BONEZI, V.; LIMA, D. S. ; BURGMAN, M. ; FAJARDO, C. M. ; PEREIRA, L. ; FERREIRA, L. C. S. ; CORTEZ, M. ; NAKAYA, H. T. 1.
; SILVEIRA, E. L. V. . B cell signalling on antibody - secreting cell differentiation in vitro and in dengue patients. 2018.
(Apresentacéo de Trabalho/Outra).

BONEZI, V.; LIMA, D. 5. ; BURGER, M. ; FERREIRA, L. C. 5. ; CORTEZ, M. ; NAKAYA, H. T. I. ; SILVEIRA, E. L. V. . B cell
signalling on antibady - secreting cell differentiation in vitro and in dengue patients. 2018. (Apresentacdo de
Trabalho/Simpdsio).

SANTOS, M. A. ; OLIVEIRA, R. ; MORAES, T. ; BONEZI, V. ; CERDA, A. ; SALAZAR, A. B. C. ; FAJARDO, C. M. ; HIRATA, R. D.
C. . Relationship of polymorphisms in the perilipinel, visfatin, resistin and ghrelin genes with the response to the nutritional
orientation program for the reduction of body weight. 2017. (Apresentacdo de TrabalhofOutra).

Demais tipos de producdo técnica

Bancas

BONEZI, V.; COSTA, V. L. . Farmacogendmica: a individualizacdo da terapéutica. 2017. (Curso de curta duragdo
ministrado/Extenséo).

Participacdo em bancas de trabalhos de conclusdo

Trabalhos de conclusdo de curso de graduacgédo

s B

BORDIGNON, 1.; BONEZI, V.; GRECA, A. C. S.. Participagdo em banca de Theo Duarte dos Santos Goldenberg.Analise in vitro
do papel antiviral da naringenina contra o virus da Febre Amarela. 2019. Trabalho de Concluséo de Curso (Graduaggdo em
Ciéncias Bioldgicas) - Pontificia Universidade Catdlica do Parana.
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Eventos

Participagao em eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. 11 Jornada Académica de Farmacia e Biomedicina - Integrando Conhecimentes.Dengue - Avangos e desafios. 2018. (Outra).

2. 1 Workshop on Arbovirus Research.B cell signalling on antibody - secreting cell differentiation in vitro and in dengue patients.
2018. (Outra).

3 S&o Paulo School of Advanced Science on Vaccines.B cell signalling on antibody - secreting cell differentiation in vitro and in
dengue patients. 2018. (Outra).

4. VIII Simpdsio de Pés-Graduagdo em Andlises Clinicas (SIMPAC) ans 111 International Symposium on Pathophysiology and
Toxicology (ISPAT).B cell signalling on antibody-secreting cell differentiation in vitro and in Dengue patients. 2018. (Simpdsio).

5. XXII T Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia.B cell signalling on antibody - secreting cell differentiation in vitro and in
dengue patients. 2018. (Outra).

6. XVI Simpdsio de Biosseguranga e Descarte de Produtos Quimicos Perigosos em Instituigbes de Ensino em. 2017. (Simposio).

7. XV Simpdsio de Biosseguranga e Descarte de Produtos Quimicos Perigosos em Instituighes de Ensino em Pesquisa. 2016.
(Simpésio).

8. XVIII Congresso Farmacéutico de Sdo Paulo. Association of PPP3CA, FKBP5 and FKBP1B mRNA expression in leucocytes with
tacrolimus blood levels in kidney transplant recipients. 2015. (Congresso).

9. XIII Simpésio de Biosseguranga e Descarte de Produtos Quimicos Perigosos em InstituicGes de Ensino em Pesquisa. 2014.
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ANEXO 3

Descricdo das relagcfes entre moléculas incluidas na hipotética via de

diferenciacéo de células B em plasmablastos durante infec¢cdo pelo DENV

(Figura 16)

Molécula(s)

Associacéo

Referéncia

Células B murinas deficientes de ERK demonstraram-se

ERK1 incapazes de gerar ASCs afetivamente. (ALLMAN;
BLIMP1 Intensas ativagdes de ERK foram necessarias para iniciar CANCRO, 2011)
a producéo de BLIMP1
TAX1BP1 restringe a ativagdo de ERK e a expressao de
TAX1BP1 BLIMP1
ERK1 Camundongos deficientes de TAX1BP1 apresentam (MA-aFISUZ%TgA et
BLIMP1 reduzida formagdo de centros germinativos e menores v
titulos de anticorpos antigeno-especificos
A20 demonstrou ser essencial para controlar os sinais
indutores de ativacéo do NF-KB
Camundongos deficientes de A20 em suas células B
A20 apresentam aumenta(_jos nameros d,e _células B de centros (TAVARES et al.,
NE-KB germinativos, autoanticorpos e depositos de glomerulares 2010)
de imunoglobulinas
Células B deficientes de A20 sdo hiper-responsivas a
multiplos estimulos e apresentam exagerada resposta de
NF-KB
Células B deficientes de A20 apresentam menores limiares
A20 de ativagdo e aumentada proliferacdo e sobrevida, de (CHU etal., 2011)
maneira gene-dose-dependente
LYN é um regulador chave na sobrevida e sinalizagdo de
ASCs limitando sua acumulagédo e autoimunidade
LYN Camundongos deficientes de LYN apresentam maiores (INFANTINO et
IL-6 nameros de ASCs al., 2014)
LYN previne em ASCs sinais excessivos em resposta a IL-
6
ETS1 _Cé[ulas B defici_entes _de ETS1 apresentam propenséo (LUO et al., 2014)
intrinseca a se diferenciarem em ASCs
BAFF A perda de BTK resulta em defectivas ativa¢gbes mediadas
BTK por BAFF e NF-KB_ _ (SHINNERS et
IKK Camundongos deficientes de BTK apresentam menor al., 2007)
NF-KB sobrevida em suas células B e menor capacidade de v
resposta humoral.
ETS1 ETS1 regula a diferenciacdo em ASCs interferindo com a (JOHN et al.,
BLIMP1 atividade transcricional de BLIMP1 2008)
Células B duplamente deficientes de NFATC1 e NFATC2
séo hiper-reativas
HEQ$€% Camundongos deficientes de NFC1 e NFATC2 em suas (PE%%S al.
células B apresentam elevados titulos de IgG1 e IgE, bem
como maior expansdo de ASCs
Ca2+ Calcineurina é uma serina/treonina fosfatase dependente (YANG et al
CALCINEURINA de Ca2+/calmodulina que desfosforila NFATC1, STAT3 e 2013) v

STAT3

STAT6

CALCINEURINA

Calcineurina efetivamente promove a degradacgéo proteica

(MURASE, 2013)

STAT3 de STAT3
IL-10 A sinalizacéo de IL-10 promove a diferenciacéo de células (HEINE et al.,
B em secretoras de Ig-M ou Ig-G 2014)
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Molécula(s)

Associacéo

Referéncia

IL-6

STAT3 e |L-6 media a ativagcdo de STAT3 através de JAK em células B (KOPAI;I'(I)’(Z)ZE)V etal,
JAK
DOK3 . (;amundongos de]ficientes de, DOKS apre§entam menores (OU et al., 2014)
titulos de IgG1-antigeno especifico em relacéo aos selvagens
e Ensaios de imunopreciptacdo da cromatina demonstraram (KIKUCHI et al
GCN5 que a GCNS5 se liga ao gene da IRF4, favorecendo sua 2014) v
transcri¢cdo
e Células B deficientes de EZH2 apresentam diminuida
proliferacéo e inapropriada manutencao de vias inflamatérias
EZH2 e ASCs deficientes de EZH2 apresentam inapropriada  (GUO et al., 2018)
manutencdo da expressdao de fatores de transcricdo da
linhagem de células B e de genes reprimidos por BLIMP1
SYK e Sinais de TLR4 em linfécitos B sdo transmitidos via BCR e (SCHWEIGHOFFER
TLR4 SYK etal., 2017)
P38 e Ensaios de imunopreciptagéo revelaram que P3819 (molécula (LIN et al., 2016)
GCN5 adjacente ao P38) se liga ao complexo STAGA do GCN5 "’
’:';?41- . A'indugéo de IRF4 por NFAT leva a expresséo de IL-10 em (RANGASWAMY;
IL-10 células B SPECK, 2014)
e A delecdo especifica de FRA1 em células B resulta em
FRA1L aumentada diferenciacdo em ASCs e exacerbada resposta de )
BLIMP1 anticorpos (GROTSCH et al.,
FOS e FRAL reprime a expressdo de BLIMP1 e interfere com a 2014)
interacdo dos membros de ativagdo AP-1 (como FOS) na
regido promotora de BLIMP1
BLIMP
CPX)\((SC e BLIMPL1 reprime a transcricdo de C-MYC e PAX5 (SHAFZI(:)gg etal,
e Ensaios de imunoprecipitacdo cromatina em células
NF-KB dendriticas demonstraram que a subunidade RelB do NF-KB (KIM et al., 2016)
IDO se ligam as sequéncias consenso ao NF-kB presentes no v
promotor de IDO1, induzindo sua expressao
PI3K e A DENV NS4A demonstrou ser a responsavel pela protecéo (MCLEAN et al
AKT contra a morte celular, induzindo autofagia de maneira 2011) N
NS4 dependente de PI3K
e Analises utilizando o sistema de duplo-hibrido de levedura
T'A,‘\lxslfAPl reportaram a interagdo direta entre DENV NS4A e TAX1BP1. (KHA2DOK1A1 etal,
; A . )
A resultante dessa interacdo néo foi descrita
AKT e Akt r(_egula a atividade transcricional NF-KB, i_n(_ju_zindo a
PI13K fosforilagdo e a subsequente degradagéo do seu inibidor IkB.  (BAI; UENO; VOGT,
NF-KB e NFkB é importante para a transformagéo oncogénica induzida 2009)
por Akt ou PI3K
e A IL-2 produzida por células T ativou a via ERK em um nivel
IL-2 Iimiar que desencadgou, além da indugéo da progressdo do
ERK ciclo celula~r, a geracgdo de ASCs. ' . (LE GALLOU et al.,
BLIMP1 e A expresséo de BACHZ e IRF8 foi reguladg negatlygnjente 2012)
BCL6 através da via de sinalizagdo MEK-ERK em células B iniciadas
por IL-2.
e AIL-2reforcou a repressdo muitua entre BCL6 e BLIMP1
IL-4 e A4 eo BAF!: fortemente sinergizam para promover a (GRANATO et al.,
BAEF maturacao das c_elqlas_ B _ 2014)
e AIL-4 também diminuiu a morte celular mediada por BCR
P53 e O trata[nentg .de fibrobla;tos com IFN-b aumentou a (TAKAOKA et al.,
IEN-B expressdo génica e proteica de p53 de maneira dose- 2003)
depoendente
e a p53 ativada pode combinar diretamente com o fator
IFN-B regulador 9 (IRF9) da via do interferon, o que aumenta o nivel  (MUNOZ-FONTELA
P53 de expressao dos genes relacionados ao interferon e o efeito et al., 2008)
antiviral
NF-KB e Asubunidade p65 do NF-kB, é capaz de induzir a atividade de (WU; LOZANO,
P53 p53 por ligar-se ao seu promotor 1994)
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Molécula(s)

Associagcéo

Referéncia

IDO
P38 P38 e JNK estéo envolvidos na inducdo de IDO1 (OPITZ et al., 2011)
JNK
TGF-B
AKT
NF-KB Os receptores de TGF- também podem ativar as vias de 4
P38 sinalizagpéo ndo-Smad, como ERK?L,Z, p38, JNK e NF-kB (KRSTIC etal., 2015)
ERK1/2
JNK
gGMFYI?: O proto-oncogene c-myc é reprimido pelo TGF-beta (FREDSE(I)S)K etal.,
SOCS3 A SOCS3 se Iigargi é_ I_DO, sinalizando o complexo IDO / (ORABONA et al.,
IDO SOCS3 para a ubiquitinacdo e subsequente degradacéo 2008)
proteasomal
TGF-B O TGF-beta induz a expressao de IDO e transforma células (BELLADONNA et
IDO dendriticas de imunogénicas em células tolerogénicas al., 2008)
TGF-B Vias induzidas por TGF-B1 s&o importantes para os efeitos (PARK; LETTERIO;
IFN-Y inibitérios de TGF-B1 nas respostas de IFN-y em células T GORHAM, 2007)
ERK1/2 A constante sinalizacdo do BCR, através do ERK, impede a (RUI et al., 2006)
BLIMP1 diferenciacéo em ASCs por bloguear a expressédo de Blimpl ’
NS1 A proteina NS1 do DENV é capaz de ativar diretamente (MODHIRAN et al.,
TLR4 receptores do tipo TLR4 2015, 2017)
IRF4 Triagens de genes modulados por STAT3 identificaram o (BANDINI et al.,
STAT3 IRF4 2018)
BLIMP1 . . .
STAT3 o STAT? demonstrou ohretamente induzir o aum?nto da (SCHMIDLIN et al.,
BCL6 expressao de BLIMPL1, independente da expressdo de BLC6 2008)
IL6 A via de sinalizac@o do STAT3 pode ser ativada por uma
IL10 série de citocinas, entre elas a IL10 e a IL6. O engajamentos ~ (SCHINDLER; LEVY;
STAT3 dessas com seus receptores resulta na fosforilagcdo de JAKs DECKER, 2007)
JAK gue, em consequéncia, fosforilam o STAT3, ativando-o.
EIF2a (0] desenvolv_ime~nto ea fun(;éo das ASCs sdo comprometidas (MIELKE et al., 2011)
com a fosforilag&o deficiente de elF2a
EIF2a O esgotamento do TRP no meio ativa a GCN2, fosforilando e =~ (FOUGERAY et al.,
GCN2 ativando a EIF2a 2012)
IDO A deplecao de triptofano mediada por IDO leva a ativagéo de
EIF2a EIF2 a N _ (BARNES et al.,
BLIMP1 A EIF2a tem como alvo o fator transcricional Blimp1 2009)
Blimp1 se liga ao promotor de IDO e reprime sua resposta
IL6
\I]DAi IL-6 induz expressao de IDO1 através da via JAK / STAT (KIM et al., 2012)
STAT3
S¥§%3 A DENV NS1 mostrou ser capaz de interagir com STAT3 (LIU; NG, 2008)
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ANEXO 4

Deteccdo de particulas infectivas no sobrenadante das culturas por titulagéo

AMOSTRA Tl-r(g:ES/r\QSAL AMOSTRA Tl-r(g:ES/r\QSAL
PBMC + DV-3 #1 - PBMC + ZIKA PE243 #16 3,20E+03
PBMC + DV-3 #2 - PBMC + ZIKA MR766 #1 5,00E+02
PBMC + DV-3 #3 - PBMC + ZIKA MR766 #2 4,00E+02
PBMC + DV-4 TVP #1 - PBMC + ZIKA MR766 #3 5,00E+02
PBMC + DV-4 TVP #2 - PBMC + ZIKA MR766 #4 2,50E+03
PBMC + DV-4 TVP #3 - PBMC + ZIKA MR766 #5 1,75E+03
PBMC + DV-4 TVP #4 1,20E+01 PBMC + ZIKA MR766 #6 2,30E+03
PBMC + DV-4 TVP #5 - PBMC + ZIKA MR766 #7 2,60E+03
PBMC + DV-4 TVP #6 - PBMC + ZIKA MR766 #12 3,80E+03
PBMC + DV-4 TVP #7 - PBMC + ZIKA MR766 #13 1,30E+04
PBMC + DV-4 TVP #8 2,10E+02 PBMC + ZIKA MR766 #14 1,65E+03
PBMC + DV-4 TVP #9 - PBMC + ZIKA MR766 #15 4,38E+03
PBMC + DV-4 TVP #10 - PBMC + ZIKA MR766 #16 2,10E+04
PBMC + DV-4 TVP #11 - PBMC + YFV 17DD #1 -
PBMC + DV-4 TVP #12 - PBMC + YFV 17DD #2 -
PBMC + DV-4 TVP #13 - PBMC + YFV 17DD #3 -
PBMC + DV-4 TVP #14 - PBMC + YFV 17DD #4 -
PBMC + DV-4 TVP #15 - PBMC + YFV 17DD #5 -
PBMC + DV-4 TVP #16 1,20E+01 PBMC + YFV 17DD #6 -
PBMC + DV-4 422 #4 - PBMC + YFV 17DD #7 -
PBMC + DV-4 422 #5 - PBMC Mock #1 -
PBMC + DV-4 422 #6 - PBMC Mock #2 -
PBMC + DV-4 422 #7 - PBMC Mock #3 -
PBMC + DV-4 422 #12 - PBMC Mock #4 -
PBMC + DV-4 422 #13 - PBMC Mock #5 -
PBMC + DV-4 422 #14 - PBMC Mock #6 -
PBMC + DV-4 422 #15 - PBMC Mock #7 -
PBMC + DV-4 422 #16 - PBMC Mock #8 -
PBMC + ZIKA PE243 #1 - PBMC Mock #9 -
PBMC + ZIKA PE243 #2 - PBMC Mock #10 -
PBMC + ZIKA PE243 #3 - PBMC Mock #11 -
PBMC + ZIKA PE243 #4 3,60E+03 PBMC Mock #12 -
PBMC + ZIKA PE243 #5 2,10E+02 PBMC Mock #13 -
PBMC + ZIKA PE243 #6 1,20E+03 PBMC Mock #14 -
PBMC + ZIKA PE243 #7 2,20E+03 PBMC Mock #15 -
PBMC + ZIKA PE243 #12 5,00E+02 PBMC Mock #16 -
PBMC + ZIKA PE243 #13 1,30E+03 PBMC + Mit #1 -
PBMC + ZIKA PE243 #14 5,75E+02 PBMC + Mit #2 -
PBMC + ZIKA PE243 #15 2,00E+02 PBMC + Mit #3 -
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AMOSTRA
PBMC + Mit #4
PBMC + Mit #5
PBMC + Mit #6
PBMC + Mit #7

PBMC + Mit #8

PBMC + Mit #9

PBMC + Mit #10

PBMC + Mit #11

PBMC + Mit #12

PBMC + Mit #13

PBMC + Mit #14

PBMC + Mit #15

PBMC + Mit #16

PBMC + TVP inativado #8
PBMC + TVP inativado #9

PBMC + TVP inativado
#10
PBMC + TVP inativado
#11
PBMC + TVP inativado
#12
PBMC + TVP inativado
#13

Anexo 4

TITULO VIRAL
(FFU/mL)

AMOSTRA
PBMC + TVP inativado #14
PBMC + TVP inativado #15
PBMC + TVP inativado #16

Controle positivo dia 1
(DENV4 TVP
PBMC + B + TVP moi 10
#4
B + TVP moi 10 #6

B + TVP moi 10 #7
B + TVP moi 1 #4
B+ TVP moi 1 #5
B + TVP moi 1 #6
B + TVP moi 1 #7
B+ mo + TVP #8
B +mo + TVP #9
B + mo + TVP #10
B +mo + TVP #11
PBMC + TVP #17

PBMC + TVP #18
PBMC + TVP #0

Controle positivo dia 2
(DENV4 TVP)

TITULO VIRAL
(FFU/mL)

2,30E+06

3,75E+06



ANEXO 5

Deteccado de RNA viral no interior das células por PCR quantitativa

Carga viral estimada (FFU/mL)
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O DENV4 TVP/360

Detectcao de RNA viral no interior de PBMCs infectadas com DENV4 TVP/360
(MOQI:10). PBMCs humanas foram isoladas através de centrifugacdo em gradiente de
histopaque e mantidas em cultura por 7 dias apos infec¢do pelo virus da Dengue
sorotipo 4, cepa TVP/360 (DENV4 TVP/360), MOI:10, durante 1 hora, seguido de
remocao do indéculo viral e lavagem das células. Apos 7 dias, essas células foram
recuperadas e o RNA foi extraido utilizando o reagente de TRIzol™ Reagent
(Invitrogen). Apos a sintese do DNA complementar, as analises de expressao génica
foram realizadas através de reacdes em cadeia em tempo real e a carga viral estimada
com base em um controle positivo de FFU conhecido. FFU: unidades formadoras de
foco.
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ANEXO 6

Esquema representativo das vias de metabolismo do triptofano

VIA DA TRIPTAMINA

1 1
I Bufotenina ou Psilocina 13 i
! (OH-DMT) < | . :
: Dimetiltriptamina Triptamina | Acido |
\ P <+ P —» indolacético |
! (DMT) (TRY) (IAA) !
i Dimetilquinurenina Dimetilformiquinurenina | ? i
I 15 1
! (DMK) < (DMFK) 17 11 4 !
) 17 |
9e 10 Triptofano Tou2
VIA DA SEROTONINA ‘ (TRP)
R e L L EELEELEES Sl b el 1 e it e it
1 ] ! !
1 I ! :
: Melatonina 12 serotonina Lo Acido 4 : ; 3 Acido !
! ML) T (SER) .1 antranilico «——— QRSN quinurénico !
| o (AA) (KYN) (KA) !
13 11 1 ! 1
: 1 I 6 5 :
: A Do '
i - il-N2- il- cido 1 ! . ] !
\ Nt-acetil-N2-formil S-hidroxindolacético | - Acido 3-hidroxi- Acido :
' 5-metoziquinuramina “-hidroxindolacetico ' 3-hidroxiantranili p ; turéni [
! (AFMK) (H|AA] . | -nidroxiantranilico -+——— quinurenina ——» Xanturenico :
. o (HAA) (HK) (xa)
: N 1 e e — e ———————————— e ]
: 14 [T - $7 0
! ! ! | VIA DA QUINURENINA
| ' ' Acido :
| Alfa5- ! ! quinolinico |
! metoxiquinuramina | , (QA) :
i (AMK) | : ;
A : .' ve o
: Acido E
H nicotinico !
! (NA)
ENZIMAS
1 - triptofano 2,3 dioxigenase (TDO) 7 - 3-hidroxiantranilato 3,4-dioxigenase 13 - mieloperoxidades
2 - indoleamina 2,3 — diozigenase (IDO) 8 - nicotinato-nucleotideo difosforilase 14 - formidase
3 - quinurenina oxo-glutarato transaminase 9 - triptofano hidroxilase-1 15 - aminoacido aromatico descarboxilase
4 - quinureninase 10 - dopa descarboxilase 16 - indoletilamina-N-metil-transferase
5 - quinuerenina 3-monooxigenase 11 - monoamino oxidades 17 - peroxidases
6 - antranilato-3-monocoxigenase 12 - arilalquilamina-N-acetiltransferase

Esquema representativo das vias de metabolismo do triptofano, incluindo seus
principais metabdlitos e enzimas. As setas indicam conversdo de uma molécula em
outra. Os numeros posicionados ao lado das setas indicam as enzimas responsaveis por
esta conversdo. A nomenclatura das enzimas endicadas pelos numeros esta
disponibilizada na parte inferior da figura. As linhas pontilhadas delimitam as moléculas
envolvidas nas trés principais vias de metabolismo do triptofano: via da quinurenina, via
da serotonina e via da triptamina. Os metabdlitos avaliados neste trabalho foram
destacados em negrito.
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ANEXO 7
Metabdlitos do triptofano que nédo apresentaram diferenca (p>0,05) na sua
guantificacado entre os diferentes tratamentos

A) B)
Serotonina (SER) Triptamina (TRY)
s 0.015-
0.08- 5
E o g
N < -
S 0,06 S 0.010 o
£ ]
g 004 o o 0.005- o o
8 0.02 o 00° oo 8 9
s 0027 o (o} = 0
3 .9%0. _ﬁ&% S 0.000{ RIS -eaé- &5-
s 0001 %o S ° 3
< .02 . : : < .0.005 . : :
PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC PBMC
(Mock) + mitégenos + DENV4 (Mock) + mitégenos + DENV4
TVP/360 TVP/360
C) D)
Acido Xanturénico (XA) Acido indoleacético (IAA)
« 0.006- < 0.0067
3 o k) o
= N
g 0.004- € 0.0041
S £
c o e o
0.002- < i
3 08000 8 g 0002
3 O a
3 0.000- Qo ° o S 0.000{ © o % %
: o o o < 0.0007
s oy M e W 0
< _0.002 . . . < 0002
PEMC PBMC PBMC ' PBMC PBMC PBMC
(Mock) + mitégenos + DENv4 (Mock) + mitégenos + DENV4

TVP/360 TVP/360

Analise quantitativa dos metabdlitos do triptofano no sobrenadante de culturas
de PBMCs estimuladas por mitégenos ou infectadas por DENV4 TVP/360. O
sobrenadante de culturas de PBMCs estimuladas com mitdgenos ou infectadas por
DENV4 TVP/360 (MOI:10) ap6s 7 dias foi avaliado por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo LC-MS/MS. Dados
apresentados na forma de valores individuais da area do pico (circulos; n=19) e
mediana (linha) e estatisticamente comparados de forma pareada por teste Friedman
e poés teste Dunn’s. A linha pontilhada de cada grafico representa a quantificacao
daquele metabolito em um meio de cultura mantido nas mesmas condicdes
experimentais, entretanto, sem a presenca de nenhuma célula (branco). SER:
serotonina; TRY: triptamina; XA: acido xanturénico; IAA: acido indoleacético. Mock:
grupo estimulado com o sobrenadante de culturas de células de mosquito C6/36 nao
infectadas; equivalente ao veiculo dos modelos de infeccéao.
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