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RESUMO

Nos ultimos anos, o surgimento, ou ressurgimento, de diferentes arboviroses gerou um alerta
global. A diferenca da infeccéo por outros flavivirus, a infeccdo pelo virus zika (ZIKV) pode
ocasionar alteracfes neurologicas, tais como malformagdes cerebrais em neonatos de maes
infectadas durante a gravidez, incluindo encefalite, mielite e microcefalia, conhecidas como
sindrome congénita do Zika (SCZ). Também foram relatadas outras alterac6es neurologicas,
como a sindrome de Guillain-Barré em adultos. A microcefalia € uma desordem de células
progenitoras neurais desencadeada por ZIKV da estirpe brasileira, a qual pode atravessar a
placenta e induzir neuroinflamacdo e ativacdo microglial. Virus da cepa africana também
mostrou ser capaz de infectar células-tronco humanas pluripotentes in vitro e induzir a morte
celular por apoptose, entretanto, ndo foram relatados casos de SCZ associados a esta cepa.
Estes dados juntos com as poucas informacdes disponiveis a respeito dos mecanismos de
neurodegeneracdo envolvidos nos disturbios neuroldgicos e o envolvimento de miRNAs em
processos neuroinflamatérios desencadeados por infeccbes virais, nos levaram a realizar
uma analise comparativa por gPCR da expressdo de miRNAs envolvidos na resposta
inflamatdria, assim como seus alvos celulares, apds infeccao de células imortalizadas da
microglia com ZIKV das cepas africana e asiatica.

Neste trabalho foi possivel observar que os isolados da cepa africana (ZIKVwures) € asiatica
(ZIKVee243) sdo capazes de infectar células da micrdglia de camundongos da linhagem BV2
e produzir virus infecciosos, embora em niveis menores que 0s descritos para outros tipos
celulares e ndo induzir efeitos citopatogénicos. Ambas os isolados induziram a expresséo
dos marcadores de ativacdo Ibal, CD68, enquanto a expressdo do MHC-II foi induzida
apenas pelo ZIKVmr7es. A infecgdo pelo ZIKV mostrou induzir a expressao diferencial dos
miRNAs 155, 146a, 132 e 125b, assim como dos respectivos alvos celulares envolvidos na
regulacdo da resposta imune inata. A infeccdo pelo ZIKVmr7es mostrou induzir niveis
maiores dos miRNAs que os induzidos pelo ZIKVpe243, especialmente do miR-146a em 24h
(>7 folds). Também, ambos os isolados mostraram induzir um padrdo diferencial na
expressao de citocinas pro e anti-inflamatorias, IFN-f, IFN-y e IL-10.

Esperamos que as diferencas observadas entre os isolados das duas cepas do ZIKV nos
auxiliem, numa etapa posterior, a esclarecer os mecanismos moleculares envolvidas na

doenca ou protecgdo, viruléncia, tropismo tecidual, patologia, e evasdo imune.

Palavras-chave: virus Zika, microRNA, microglia, resposta imune, neuroinflamacé&o.



ABSTRACT

In recent years, the emergence, or resurgence, of different arboviruses has generated a
global alert. In contrast to infection with other flaviviruses, Zika virus (ZIKV) infection
may cause neurological changes such as brain malformations in children of infected
mothers during pregnancy, including encephalitis, myelitis, and microcephaly, known as
Zika congenital syndrome (SCZ). Other neurological changes, such as Guillain-Barré
syndrome, have also been reported. Microcephaly is a disorder of neural progenitor cells
triggered by the Brazilian lineage (ZIKVpe243), which can cross the placenta and induce
neuroinflammation and microglial activation. The African strain (ZIKVwmr7es) has also
been shown to be able to infect pluripotent human stem cells in vitro and trigger cell death
by apoptosis; however, no cases of SCZ associated to this lineage have been reported.
These data, paired to the limited information available on mechanisms of
neurodegeneration involved in neurological disorders, and the involvement of miRNAs
in neuroinflammatory processes triggered by viral infections, led us to perform a g°PCR
to compare the miRNAs expression involved in the inflammatory response, as well as
their cell targets, after infection of microglia-BV2 cells with the African and Asian strains
of the Zika virus.

In this work it was possible to observe that the ZIKVmr7es and ZIKVpe243 Strains are
capable of infecting BV2 lineage microglial cells and producing infectious viral particles,
although at levels lower than those described in other cell types besides not inducing
cytopathogenic effects. Both strains induced the expression of Ibal, CD68 activation
markers, whereas MHC-II expression was induced only by ZIKVwmr7es. ZIKV infection
has been shown to produce differential expression of miRNAs 155, 146a, 132 and 125b,
as well as their respective cellular targets involved in the regulation of the innate immune
response. ZIKVwmr7es infection showed higher levels of miRNAs than that caused by
ZIKVpe243, especially miR-146a in 24h (> 7 folds). Also, both strains have been shown
to prompt a differential pattern in the expression of pro and anti-inflammatory cytokines,
IFN-B, IFN-y and IL-10.

We expect that the observed differences between the two ZIKV strains will help us, at a
later stage, to clarify the molecular mechanisms involved in the disease or protection,

virulence, tissue tropism, pathology, and immune evasion.

Key words: Zika virus, microRNA, microglia, immune response, neuroinflammation.
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1. Introducéao
1.1. Ovirusda Zika

1.1.1. Epidemiologia: histérico da doenga

Nos ultimos anos, o0 surgimento, ou ressurgimento, de diferentes arboviroses gerou
um alerta global de saude. A exemplo do virus Zika (ZIKV), que foi identificado pela
primeira vez em 1947 na Floresta Zika de Uganda durante uma intensa busca pelo virus da
febre amarela (YFV). Em 18 de abril daquele ano, a temperatura de um macaco Rhesus
engaiolado (n° 766) foi de 39,7°C. No terceiro dia de febre, uma amostra de sangue foi
coletada deste macaco e injetada por via intracerebral e intraperitoneal em camundongos
Swiss, e por via subcutanea em outro macaco Rhesus (n° 771). Todos os camundongos
inoculados intracerebralmente mostraram sinais de doenca 10 dias ap6s a inoculagdo, o
macaco n° 766 ndo mostrou mais nenhuma anormalidade além da pirexia e 0 macaco n° 771
ndo mostrou qualquer anormalidade nem temperatura corporal elevada. O agente isolado do
macaco n° 766 foi neutralizado e referido como ZIKVmr7es (DICK; KITCHEN; HADDOW,
1952). O isolamento do virus de um macaco Rhesus sentinela e de um pool de mosquitos
Aedes (Ae.) africanus indicou que o Zika era essencialmente uma infeccdo silvestre
transmitida de um hospedeiro animal para outro (G. W. A. DICK, 1952). Apesar de ja em
1956, Boorman e Porterfield ja terem constatado a suscetibilidade do Aedes aegypt urbano
ao virus e a potencialidade do mosquito de transmitir e espalhar a doenca (BOORMAN;
PORTERFIELD, 1956), principalmente nas regides onde os primatas estdo indisponiveis
para atuar como reservatorios primarios da infeccao e 0os humanos se tornariam os principais
hospedeiros de amplificacdo (HOWARD, 2016).

Por muito tempo os seres humanos foram considerados hospedeiros incidentais
(WEINBREN; WILLIAMS, 1958), acreditando que as primeiras infeccdes humanas
relatadas foram por Macnamara em 1954 em um surto de ictericia na Nigéria
(MACNAMARA, 1954) e por Bearcroft que inoculou o virus em um voluntario
(BEARCROFT, 1956). Porém, uma década depois, o Centro para Controle e Prevencéo de
Doencas (CDC) constatou que o virus isolado por esses trabalhadores era proximo, se nao
idéntico, ao virus Spondweni (CDC, 1985), e que o primeiro caso humano comprovado de
infeccdo pelo virus Zika foi relatado por Simpson em 1964 de um pesquisador que ficou
doente durante uma coleta de Ae. africanus na floresta Zika em 1962-63 (SIMPSON, 1964).
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Assim, desde a sua descoberta até 2007, o virus Zika permaneceu como um obscuro
virus transmitido por mosquitos, que se acreditava estar restrito a um estreito cinturdo
equatorial na Africa e na Asia. Apenas quatorze casos esporadicos confirmados
laboratorialmente foram relatados com quadro clinico classico: exantema maculopapular
pruriginoso, febre, conjuntivite, artralgia e, as vezes, cefaleia e mialgia. Até que o virus se
espalhou em uma grande epidemia na llha Yap nos Estados Federados da Micronésia, onde
estima-se que 73% da populacéo foi infectada (DUFFY et al., 2009). Além de se levar em
conta que as manifestacdes clinicas sdo percebidas em somente cerca de 20% dos infectados

e da doenca ser, consequentemente, subnotificada (LANCIOTTI et al., 2008).

O que se sabia até entdo era que o ZIKV era um arbovirus (arthropod borne virus)
pertencente ao género Flavivirus da familia Flaviviridae, assim como o virus da dengue
(DENV), virus da febre amarela, virus da encefalite japonesa (JEV), virus do Nilo Ocidental
(WNV), entre outros (FAGBAMI, 1979), e que se encontrava na natureza mediante
transmissao bioldgica entre hospedeiros vertebrados suscetiveis e artrdpodes hemat6fagos
(HAYES, 2009). Até que entre outubro de 2013 e abril de 2014, uma nova epidemia atingiu
a Polinésia Francesa, de onde vieram as primeiras indica¢fes do envolvimento neural
descrevendo a sindrome de Guillain-Barré (GBS) em adultos e outras complicacdes
neuroldgicas (CAO-LORMEAU et al., 2016). A GBS € caracterizada por neuropatias
periféricas mediadas por mecanismos imunoldgicos que se manifestam geralmente com
uma paralisia motora simétrica com ou sem envolvimento sensorial e autonémico
(OEHLER et al., 2014), ja reportada em outras arboviroses como WNV (LEIS; STOKIC,
2012),JEV (RAVIetal., 1994), DENV (MISRA etal., 2006) e Chikungunya virus (CHIKV,
Togaviridae) (LEBRUN et al., 2009). ZIKV também foi isolado do sémen de um paciente
(MUSSO et al., 2015), confirmando a transmissdo ndo-vetorial, provavelmente sexual,
observada em 2011 nos Estados Unidos da América (EUA) (FOY et al., 2011). No entanto,
a maior preocupacao foi com o aumento da incidéncia de microcefalia entre os recém-
nascidos no Brasil em 2015 em relacdo ao passado, com a possivel capacidade do ZIKV ser
transmitido por via transplacentaria. A microcefalia é uma doenca que envolve proliferacdo
prejudicada e morte de progenitores corticais no cérebro, que pode levar a graus variados
de retardo mental (CHEN, 2018). Em abril de 2016, foi constatada a presenc¢a do ZIKV no
cérebro de fetos (MLAKAR et al., 2016) e no liquido cefalorraquidiano de adultos
(CARTEAUX et al., 2016). O surgimento da microcefalia e de outras desordens

neuroldgicas fez da neuropatia do ZIKV um foco de aten¢do em todo o0 mundo.
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Foi sugerido que o ZIKV foi apresentado ao Brasil pela primeira vez durante a Copa
do Mundo de futebol de 2014 (ZANLUCA et al., 2015), porém equipes de paises com
circulagdo continua do ZIKV ndo participaram da competicdo. Neste mesmo ano, no
entanto, o Brasil também sediou o Campeonato Mundial de Canoagem de Primavera no Rio
de Janeiro, com a participacdo de quatro paises do Pacifico em que o ZIKV estava
circulando: Polinésia Francesa, Nova Caledénia (DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015),
llhas Cook (MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU, 2014) e llha de Pascoa (TOGNARELLI
et al., 2016). Estudos filogenéticos sugerem que o ZIKV pode ter sido introduzido no Brasil
durante este evento esportivo (BARONTI et al., 2014; CAMPOS; BANDEIRA; SARDI,
2015).

Em seguida, outros paises da América relataram a transmisséo do virus sendo que, até
final de 2016, setenta e seis paises e territorios no mundo confirmaram transmissao vetorial,
0 que sdo mais de 1,5 milhdo de casos suspeitos como mostrado na Figura 1. Essa
disseminacdo sem precedentes, combinada com as condi¢fes neuroldgicas associadas,
resultaram com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) declarando uma emergéncia de
salide publica global em fevereiro de 2016 (WHO, 2017).

Na América Latina, o Aedes (Stegomyia) aegypti e o Aedes (Stegomyia) albopictus
sdo amplamente distribuidos e muito numerosos (PETERSEN et al., 2016). Como em outros
continentes, o rapido crescimento populacional humano e a urbanizacdo descontrolada
tornaram muito dificil reduzir as populacdes de mosquitos a niveis seguros. O ZIKV tem
como principal vetor o Ae. Aegypti, porém € apenas mais um virus a lista de arbovirus
transmitidos pelas espécies deste subgénero, as quais se adaptaram bem a ambientes urbanos
(MARCONDES; XIMENES, 2015). O subgénero Stegomyia inclui 128 espécies, que dentre
elas Ae. luteocephalus (FAGBAMI, 1979), Ae. vitattus (DIAGNE et al., 2015), Ae. furcifer
(HAYES, 2009), Ae. hensilii (LEDERMANN et al., 2014) e Aedes apicoargenteus
(MCCRAE; KIRYA, 1982) ja foram vetores da transmissdo do ZIKV. O ZIKV também foi
isolado de pools de varias outras espécies de mosquitos como Culex perfuscus, Mansonia
uniformis, Anopheles gambiae e Anopheles coustani (MARCONDES; XIMENES, 2015).
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Zika Virus Outbreaks, janvier 2016
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Figura 1. Surto de Zika virus, janeiro 2016. Paises e territorios mostrando a linha histérica do
tempo de propagacéao do virus Zika (1947 - 2015). O virus Zika ndo esta necessariamente presente
em todo o pais/territério sombreado neste mapa. Paises em vermelho estdo com transmissao ativa
do ZIKV; em roxo, possuem presenga enzodtica, infeccdo silvestre; e em rosa, tém suspeita por
dados soroldgicos. Modificado de SIB, 2016.

Nos ultimos anos, esses mosquitos foram introduzidos em novas areas, como nas
Américas (Ae. Aegypti e Ae. Albopictus) (FAUCI; MORENS, 2016) e Europa (Ae.
albopictus), sendo implicados como vetores de varios arbovirus (JULIANO; LOUNIBOS,
2005). O Ae. aegypti parece raramente invadir ambientes silvestres e tem sido implicado
como vetor do CHIKV (MORENS; FAUCI, 2014), DENV e do virus Mayaro em ambientes
urbanos (VIEIRA et al., 2015). Ocasionalmente, o Ae. aegypti foi encontrado infectado com
0 WNV no Brasil na ultima década (MELANDRI et al., 2012), cujo principal vetor é o
mosquito da espécie Culex (GRANWEHR et al., 2004). Também tem servido como vetor
urbano do YFV, que tinha sido considerado erradicado de contextos urbanos no Brasil desde
1942 (FIGUEIREDO et al., 2018). No Distrito Federal, apenas 6 casos de ZIKV foram
confirmados por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) entre 2017 e 2019 (SESDF, 2019).
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1.1.2 Classificacdo filogenética

A andlise filogenética da sequéncia parcial do ZIKV revelou que os isolados virais
podem ser categorizados em cepas africanas e asiatica, em que a cepa africana é subdividida
em estirpes nigerianas e MR766 (FAYE et al., 2011). Estudos genéticos sobre o gene da
proteina ndo estrutural 5 (NS5) indicam que o ZIKV foi provavelmente originario da Africa
Oriental e se espalhou em direcdo a Africa Ocidental e Asia a aproximadamente 50-100
anos atras (FAYE etal., 2014).

Um virus foi isolado em Recife - Brasil em 2015 de um paciente com erupc¢éo na face
e membros; artralgia das maos, punho e tornozelo; edema nas méos e punho; e sem sintomas
neuroldgicos. Foi completamente sequenciado e relatado como ZIKV/Homo sapiens/
Brasil/PE243/2015 (abreviado para ZIKVpeez2s3) (DONALD et al., 2016). Os dados das
sequéncias obtidas da epidemia do Brasil confirmaram que séo derivados da cepa asiatica e
estdo mais relacionados a linhagem do surto da Polinésia Francesa em 2013, como
demonstra a Figura 2 (MUSSO, 2015).
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Figura 2. Analise filogenética do genoma completo do virus Zika. O nimero de acesso do
GenBank, ano de isolamento e pais de origem s&o indicados nas filiais do ZIKV para todas os
isolados, exceto para os identificados em 2015 e 2016. A barra de escala 0,01 indica a distancia
genética nas substituicdes de nucleotideos por sitio. Na poliproteina do ZIKV Bahia, Brasil, 23
polimorfismos foram detectados em comparagdo com a estirpe da Micronésia e 5 polimorfismos em
comparagdo com o isolado da Polinésia Francesa. Adaptado de Mlakar et al., 2016.
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Os virus da cepa africana foram esporadicamente associados a infec¢cdo humana ao
longo do século passado, enquanto os da cepa asidtica surgiram como um novo énus para a
salde publica devido a sua capacidade de transmitir de humano para humano e causar
anormalidades neurolégicas (HADDOW et al., 2012). Alteracbes genéticas entre as
linhagens do ZIKV sdo atribuidas a disseminacéo global de novos fenétipos e ao surgimento
de neuropatogenicidade aumentada. Anéalise filogenética e de variante de aminoacidos dos
isolados de estirpes espacialmente diferentes do ZIKV - MR766 (Uganda, 1947), P6-740
(Malésia, 1966), DAKAR 41519 (Senegal, 1984), FSS13025 (Camboja, 2010) e PRVABC
59 (Porto Rico, 2015) - revelaram distintas origens filogenéticas e diferencas significativas
de aminoé&cidos na poliproteina viral. Niveis mais elevados de altera¢cGes acumuladas foram
relatados na proteina do envelope, na regido terminal da prée-membrana (prM), na NS2A e
nas regides da proteina NS5 dos genomas do ZIKV (TRIPATHI et al., 2017).

Entretanto ndo ha explicacdes virologicas Obvias, baseadas na analise de sequéncias,
para 0 aumento da ocorréncia de casos de doencas neuroldgicas associadas ao surto no
Brasil. Ndo foram encontradas mutacGes especificas no genoma viral associadas a casos
graves (FARIA et al., 2016). Apesar das regides ndo traduzidas (UTR) estarem amplamente
ausentes em muitos sequenciamentos de isolados das Américas e dessa informacdo ser
importante, dada a relevancia dessas regides gendmicas nao-codificadoras na traducéo,
replicacdo e patogénese do virus. A 5'UTR do ZIKV é amplamente conservada entre
isolados da mesma cepa e tem aproximadamente 107 nucleotideos (nt) em isolados da cepa
asiatica, semelhante ao comprimento da cepa africana. Da mesma forma, existem poucas
diferengas entre os 3'UTRs conhecidos em isolados asiaticos e africanos. Donald e
colaboradores encontraram forte similaridade entre os isolados ZIKVpe243 € Natal RGN,
sendo este ultimo a sequéncia completa de um isolado brasileiro associado a microcefalia,

enguanto a primeira é associada a sintomas classicos (DONALD et al., 2016).

Apesar das grandes epidemias terem sido causadas pelo virus da cepa asiatica, estudos
sugerem que a cepa africana seja mais virulenta. Tripathi et al. observaram que os ZIKV da
cepa africana induzem episédios curtos de sintomas neuroldgicos graves, seguidos de
letalidade. Em comparacdo, os virus da cepa asiatica provocam sinais prolongados de
disfungdes neuronais, ocasionalmente causando a morte de camundongos STAT2”
(nocaute). O ZIKVAT gera niveis mais altos de citocinas e marcadores inflamatorios
associados a infiltracdo celular no cérebro de camundongos infectados, o que pode explicar

a patogénese exacerbada em comparagdo com a cepa asiatica (TRIPATHI et al., 2017).
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1.1.3 Estrutura e Genoma

Semelhante a outros Flavivirus, o genoma do ZIKV é uma fita simples de RNA de
senso positivo (SSRNA +) com cerca de 11 kb de comprimento e contém uma Unica fase de
leitura aberta (ORF), flanqueada por regides ndo codificadoras nos lados 5 e 3. A
extremidade 5' do genoma possui um cap de nucleotideo metilado para traducéo celular e o
terminal 3' ndo é poliadenilado, mas forma uma estrutura em loop. A ORF codifica uma
poliproteina que € clivada por proteases hospedeira e viral em capsideo (C), precursor de
membrana (prM), envelope (E) e sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A NS4B e NS5) como ilustra a Figura 3 (HEMERT; BERKHOUT, 2016). Muitas
copias da proteina C envolvem a fita simples de RNA formando o nucleocapsideo, que é
responsavel pelo reconhecimento e montagem do RNA viral (FRANCOLINI et al., 2018).
A proteina prM (gp23) tipicamente se associa com E para formar heterodimeros que séo
ancorados na bicamada lipidica derivada do hospedeiro através de seus dominios
transmembrana e é importante para o dobramento apropriado do envelope (XUE et al.,
2018). A glicoproteina do envelope € altamente conservada e composta por noventa dimeros
dispostos em uma simetria quase icosaédrica que cobre completamente a superficie viral, a
qual medeia a ligacdo, entrada e fusdo as células hospedeiras dos mosquitos e dos mamiferos
e é o alvo principal dos anticorpos neutralizantes (DA et al., 2016). Além de controlar a
traducdo e replicacdo viral, as proteinas NS estdo envolvidas na patogéneses e na atenuagdo
das respostas antivirais do hospedeiro (XUE et al., 2018).

A glicoproteina NS1 (gp46) existe como um homodimero associado a membrana
(mNS1), apés translocacdo para o limen do RE, e é necessaria durante a replicacdo do
genoma viral e maturagdo do virion (SHI; GAO, 2017). Células infectadas secretam NS1
(SNS1) no espaco extracelular como uma particula de lipoproteina hexamérica (XU et al.,
2016). A lipoproteina da SNS1 pode provocar ndo apenas anticorpos protetores, mas também
autoanticorpos que contribuem para a sindrome do choque da dengue (DSS). Além disso,
a sNS1 esta envolvida na patogénese pela ativacdo de células da imunidade inata (levando
a DSS), interagdo com diferentes componentes do sistema do complemento e pelo
envolvimento na evasdo da resposta imune. NS1 também representa o principal marcador
antigénico para infeccdo viral (YOUNG et al., 2000). A proteina NS1 de vérios flavivirus
demonstrou conferir protecdo contra a infeccdo em modelos animais na auséncia de
anticorpos neutralizantes detectaveis. No entanto, se a imunizagdo com a proteina NS1 de
ZIKV tem capacidade de protecdo semelhante, é atualmente desconhecida (EDELING;
DIAMOND; FREMONT, 2014).
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Figura 3. Estrutura do virion e composi¢cdo do genoma viral do Zika. A. Virion:
envelopado, esférico, com cerca de 50 nm de diametro. As proteinas de superficie estdo dispostas
em uma simetria semelhante a icosaédrica. B. Genoma: monopartide, linear, SSRNA+ de 10.794
bases. A extremidade 5' do genoma possui um cap de nucleotideo metilado para traducéo celular. O
terminal 3' ndo é poliadenilado, mas forma uma estrutura em loop. Esta estrutura secundaria leva a
formacdo de um sfRNA através da degradacdo incompleta do RNA gendmico pela XRN1 do
hospedeiro. O sfRNA € essencial para a patogenicidade e pode desempenhar um papel importante
na inibigdo da atividade antiviral do RIG-1 do hospedeiro, um receptor de reconhecimento de padréo.
O RNA do virion é infeccioso e serve tanto como genoma quanto como RNA mensageiro viral. O
genoma é traduzido em uma poliproteina de 3.419 aminoacidos de comprimento, que é processada
co e pos-traducionalmente por proteases hospedeira e viral. Adaptado de SIB, 2016.
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Por outro lado, as NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sdo pequenas proteinas de membrana
hidrofébicas necessérias para a montagem do virus e desempenham um papel importante na
inibicdo da resposta do interferon (IFN). NS3 e NS5 possuem diferentes atividades
enzimaticas: a proteina NS3 codifica a serina protease viral (ativa apenas com o cofator
NS2B), helicase, nucleosideo trifosfatase e RNA trifosfatase; a NS5 é a maior e mais
conservada proteina viral, codifica uma metiltransferase no N-terminal, enquanto o C-
terminal codifica 0 RNA polimerase dependente de RNA. Uma pesquisa identificou um
inibidor de protease do ZIKV in vitro, propondo que a combinacdo de bromocriptina e IFN
poderia ser um tratamento para a infeccdo pelo ZIKV (CHAN et al., 2017; DUAN et al.,
2017; LEl et al., 2016).

Mostrou-se que as 5' e 3' UTRs dos genomas de flavivirus possuem estruturas
secundarias conservadas e sao importantes para a ligacao a varias proteinas do hospedeiro,
além de proteinas envolvidas em complexos de replicacao viral, traducdo, estabilizacdo do
genoma e empacotamento de RNA (BRINTON; BASU, 2015). Além disso, a 3' UTR
expressa RNA subgendmico de flavivirus (sSfRNA), que é produzido pela degradacdo
incompleta do RNA viral por uma 5'-3' exoribonuclease 1 (XRN1) celular devido a
estruturas de loop de haste do RNA e pseudo-nds nessa regido (PIJLMAN et al., 2008).
Estas moléculas demonstraram ser mais do que um subproduto, pois estdo envolvidas na
patogénese e na interferéncia viral de respostas imunes inatas, tanto em vertebrados como
em invertebrados, através da antagonizacdo do IFN tipo | e de respostas de RNA de
interferéncia (RNAI) (KHROMYKH et al., 2012). Estruturas secundarias, especificas para
3'UTRs de flavivirus, foram encontradas no ZIKVpe243 assim como nos virus da encefalite
Murray Valley, YFV, DENV, JEV e virus Kunjin. Também foram realizadas analises para
comparar as sequéncias 3'UTR entre 0 ZIKVpe243 € trés isolados africanos, as quais sugerem
que as diferencas sequenciais entre estes isolados asiatico e africanos ndo afetam, ou sdo

improvaveis que afetem, a estrutura predita do sSfRNA (DONALD et al., 2016).

Um estudo demonstrou que uma unica substitui¢do de serina por asparagina (S139N)
na proteina de membrana (prM), detectada em linhagens contemporaneas do ZIKV da cepa
asiatica, aumentou substancialmente a infectividade em células progenitoras neurais (NPCs)
humanas e levou a maior neuroviruléncia em camundongos neonatais em relacdo a
linhagens ancestrais da mesma cepa. Ja a substituicdo reversa, N139S, do virus parental
diminuiu significativamente a mortalidade causada pelo virus em fetos de camundongos

(YUAN etal., 2017). A co-expressao de prM e E de varios flavivirus resulta na secrecdo de



23

particulas semelhantes a virus (VLPs) denominadas particulas subvirais recombinantes. A
proteina prM sofre um evento de clivagem durante a maturacao do virus como na Figura 4.
Portanto, as proteinas prM e E tém sido os principais alvos para o desenho racional de
vacinas recombinantes (BOIGARD et al., 2017).

Immature virus Immature virus Immature virus Mature virus
non-infectious non-infectious non-infectious infectious

pH 7.0 pH 6.0 pH 6.0 pH7.0
ER TGN TGN Extracellular

Figura 4. Clivagem de prM durante a maturagéo do virus. Virions imaturos/ndo infecciosos sao
formados no reticulo endoplasmatico (ER), onde a proteina E se liga com o prM. Em condicdes de
pH é&cido, 3 heterodimeros prM-E dissociam-se e reorganizam-se para formar uma protrusao
trimérica com as alcas de fusdo inserindo-se na membrana endossdmica. Este movimento puxara as
membranas do virus. 60 heterodimeros prM-E triméricos entram na rede trans-Golgi (TGN).
Durante a maturagdo do virion, o peptideo pr é clivado da proteina M intracelularmente por protease
do tipo Furina. Quando o virion € liberado no espaco extracelular em condigéo de pH neutro, o pr é
dissociado. Nessa circunstancia, as protrusdes triméricas de prM-E sdo rearranjadas para formar 90
homodimeros de E, gerando a superficie lisa no virion maduro/infeccioso. No entanto, este processo
é sempre ineficiente, e o virus geralmente contém prM sem cortes. A extensao da clivagem de prM
necessaria para a transicao de particula ndo infecciosa para infecciosa é desconhecida. A presenca
de prM influencia a interacéo de virions e anticorpos. Adaptado de Kuhn, 2015.

Comparacdes entre as sequéncias e as estruturas da proteina E do ZIKV com outros
flavivirus mostram que partes dessa proteina se assemelham aos neurovirulentos WNV e
JEV, enquanto outras partes sdo semelhantes ao DENV. Observou-se que a particula do
virus é estruturalmente estavel mesmo quando incubada a 40°C, em contraste acentuado
com o DENV menos estavel termicamente, o que se reflete na infectividade em diferentes
temperaturas (KOSTYUCHENKO et al., 2016, 2013). A microscopia crioeletronica mostra
um virus com uma superficie mais compacta. Esta estabilidade estrutural do virus pode
ajuda-lo a sobreviver nas dificeis condi¢cbes do sémen, saliva e urina, por exemplo
(MANSUY et al., 2016; BRUGNARO et al., 2016; GOURINAT et al., 2015). Anticorpos
ou drogas que desestabilizam a estrutura podem ajudar a reduzir o resultado da doenca ou

limitar a disseminacdo do virus.
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1.1.4 Replicacao viral

Assim como outros flavivirus, a replicacdo do genoma do ZIKV ocorre em complexos
de replicagdo associados & membrana do reticulo endoplasmaético (ER). Para isto, séo
explorados maquinarios celulares para formagdo de vesiculas, uma vez que 0s virus sdo
limitados em seu tamanho genémico e ndo possuem a capacidade de codificar todas essas
funcBes. Assim, eles tém que desenvolver estratégias para explorar as vias hospedeiras
envolvidas na sintese lipidica e proteica (CANN, 2005). Os virus de RNA de cadeia positiva
replicam-se no citoplasma de células infectadas e induzem a formagao de compartimentos
membranares intracelulares para abrigar os locais de sintese de RNA viral. Essas fabricas de
replicacdo devem concentrar os componentes da replicase e proteger os intermediarios da
defesa imunoldgica inata da célula hospedeira (HARAK; LOHMANN, 2015).

O ZIKV interage com a membrana endossémica da célula hospedeira através da
glicoproteina E com os receptores da superficie celular para iniciar a endocitose mediada
por clatrina, uma proteina que ajuda na biogénese e enderecamento de vesiculas (PERERA-
LECOIN et al., 2014). Foi demonstrado que o ZIKV é capaz de infectar células utilizando
os fatores de adesdo DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin), TIM 1 e 4 (T-cell Immunoglobulin and Mucin domain), Tyro3, Axl|
e Mer (TAM, receptores de tirosina quinase) (HAMEL et al., 2015). A entrada do ZIKV
mediada por TAM requer o ligante Gas6 (Growth-arrest-specific 6) e ProS (proteina S
dependente de vitamina K), que reconhece fosfatidilserina (PtdSer) exposta na superficie do
envelope viral e liga as particulas do virus as células (MVEERTENS et al., 2017). Por outro
lado, os receptores TAM desempenham um duplo papel durante a infeccdo por flavivirus.
Na entrada, os receptores TAM capturam os complexos virus-Gas6/ProS e melhoram a
internalizacdo de virus através de mecanismos ainda desconhecidos. Paralelamente, esses
complexos também ativam os receptores TAM, que recrutam o receptor de interferon
(IFNAR) para induzir a expressdo do supressor da sinalizagdo de citocinas (SOCS) 1/3,
inibindo assim as respostas antivirais inatas e facilitando a replicagcdo, como na Figura 5
(PERERA-LECOIN et al., 2014).
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Figura 5. Adesdo do ZIKV ao hospedeiro e o papel dual dos receptores TAM. Modelo proposto
de reconhecimento direto de ZIKV pelos receptores TIM. J& as proteinas TAM se ligam
indiretamente a PtdSer viral através de seus ligantes naturais Gas6 e ProS, que agem como moléculas
ponte. Além de melhor a internalizagéo do virus, em paralelo, a ativagéo dos receptores TAM recruta
o receptor de interferon (IFNAR) para induzir a expressdo de SOCS1/3, inibindo assim as respostas
antivirais inatas. Modificado de Meertens et al., 2012 e Perera-Lecoin et al., 2014.

Apos a ligacdo ao receptor, 0 ZIKV é internalizado por mimetismo apoptotico através
de endocitose mediada por clatrina e trafega por endossomos para estabelecer uma infecgéo
produtiva (MEERTENS et al., 2017). No citoplasma, 0 ambiente acido do endossomo induz
as particulas do virus a se desmontarem, o que resulta na fusdo das membranas viral e celular,
e 0 RNA gendmico é liberado. Posteriormente, 0 RNA é traduzido em uma poliproteina, que
é clivada em proteinas ndo estruturais e estruturais, para produzir as proteinas envolvidas na
replicacéo e formacao do nucleocapsideo. A replicacdo do genoma viral ocorre na superficie
do ER em fabricas virais citoplasmaticas e comeca a produzir RNAs de cadeia dupla a partir
do genoma de RNA de cadeia Unica positiva, que é seguido por transcricdo e replica¢do para
fornecer mais mRNAs e novos genomas ssRNA+. A montagem do virus ocorre no ER e 0
nucleocapsideo, por sua vez, é envolvido por uma membrana derivada do hospedeiro
modificada com duas glicoproteinas virais (prM e E) para se reunir em virions prematuros
que brotam do lumen. Através do processamento no complexo de Golgi, os virus maduros
séo produzidos pela clivagem mediada por furina da proteina prM e liberados por exocitose

para a proxima rodada de infeccdo, como ilustrado na Figura 6 (NEAL, 2014).
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Estudos sugeriram que o receptor de superficie celular AxI funcionaria como o
receptor primario para a entrada do ZIKV em células precursoras neurais (NSCs), células da
glia radiais, astrocitos e microglia, por ser altamente expresso nestas (NOWAKOWSK] et
al., 2016; TABATA et al., 2016; SHERIDAN et al., 2017). Porém, Li e colaboradores
demonstraram que a delecdo do AXL ndo reduzia a replicacdo do ZIKV em cérebros de

camundongos, indicando que 0 AXL ndo desempenha um papel essencial na infecgéo pelo

Zika em cérebros de camundongos (LI et al., 2017).
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Figura 6. Ciclo de replicacdo viral. O ZIKV entra na célula por meio de endocitose mediada por
receptor. O ambiente acido no endossomo induz a fuséo viral liberando o0 RNA gendmico. O RNA
viral é traduzido em uma poliproteina que é posteriormente processada por proteinas hospedeiras e
codificadas por virus. O complexo de replicacdo de flavivirus € montado préximo a membrana do
ER. Apds a replicacdo viral, aembalagem ocorre na superficie do ER e os virions imaturos resultantes
sdo translocados para o complexo de Golgi, onde a clivagem mediada por furina de prM para M gera
virus maduros que séo liberados via exocitose. Adaptado de Saxena et al., 2016.
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1.15 Resposta Imune

Logo apos a entrada do virus, o hospedeiro desencadeia uma rede de defesa integrada,
composta de fatores envolvidos nas respostas imune inata e adaptativa. O virus se replica na
area da inoculacdo, em ceélulas dendriticas (CD) locais e nos macréfagos, os quais
transportam o virus para os linfonodos e outros tecidos linfoides para iniciar uma resposta
imune adaptativa. Posteriormente nos tecidos linfoides, ocorre o recrutamento de mondcitos
que disseminam o virus pela corrente sanguinea e o espalha para tecidos pelos quais tem
tropismo. Durante este periodo de incubacdo silencioso, a carga viral na circulagdo aumenta
rapidamente para atingir niveis séricos elevados de particulas infecciosas (HAMEL et al.,
2015).

A entrada e replicacdo de flavivirus acionam a resposta imunitaria do hospedeiro,
estimulando a producédo de IFN tipo I. Concomitante a isso, o trauma associado a picada do
mosquito, que é seu principal transmissor, e a presenca de proteinas salivares induzem um
recrutamento de varios tipos celulares, como mastdcitos e neutrofilos. A degranulacdo de
mastocitos e a expressao de altos niveis da citocina pro-inflamatoria interleucina-1 (I1L-1),
desempenham um importante papel na inducdo de resposta inflamatéria (PINGEN et al.,
2016, 2017). E importante, no entanto, ressaltar que os resultados obtidos a partir da analise
de citocinas em pacientes com infec¢do por arbovirus sdo frequentemente contraditérias.
Assim, para a mesma infeccdo viral, as discrepancias entre os estudos podem refletir
diferentes origens genéticas, condicdes sanitarias heterogéneas, estratégias de manejo do
paciente ou diferencas nas técnicas laboratoriais (PETITDEMANGE et al, 2014,
PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015).

1.15.1. Resposta Imune Inata

Estudos iniciais mostraram que, em certos casos, as proteinas virais sdo o gatilho da
resposta imune inata, porém, que os ativadores mais predominantes sao 0s acidos nucleicos.
Estes padrbes moleculares associados a patogenos (PAMPS) sdo detectados por receptores
de reconhecimento de padrdo (PRRs), presentes na superficie celular ou em compartimentos
intracelulares. Entre eles incluem os receptores Toll-like (TLRs), os receptores semelhantes
a RIG (RLRs), os receptores semelhantes a NOD (NLRs) e sensores de DNA citosélico
(KAWALI; AKIRA, 2010; MEYLAN; TSCHOPP; KARIN, 2006).
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Sabe-se que a resposta do IFN do hospedeiro é essencial para combater infeccfes virais
e prevenir a replicagdo do virus (CASTILLO RAMIREZ; URCUQUI-INCHIMA, 2015). A
resposta imune inata contra os flavivirus é desencadeada pela detec¢do dos PAMPs atraves
dos PRRs citosdlicos RIG-1 (gene induzivel pelo acido retindico 1) e MDAS (proteina
associada a diferenciacdo do melanomab), e TLR 7/8 ou TLR3 endossémicos, que sinalizam
a indugéo da producédo de IFN-o/p (JOGI et al., 2015). Isso foi especificamente ilustrado
para 0 ZIKV, uma vez que estudos de patogénese in vivo requerem modelos murinos IFN
tipo I (LAZEAR et al., 2016). Enquanto o IFN tipo 111 mostrou ter um papel protetor contra

a infeccdo por ZIKV em células placentarias humanas (BAYER et al., 2016).

No entanto, 0s virus empregam mecanismos que permitem contrabalancar as respostas
de IFN do hospedeiro para replicar com eficiéncia, manipulam a sinalizagéo de TLR para
evitar respostas imunes ou até mesmo explora-lo para seu proprio beneficio. Ensaios usando
indutores especificos dos componentes de inducdo de IFN tipo I, RIG-1 e MDA-5,
permitiram entender melhor o mecanismo de acdo das moléculas de sfRNA do ZIKV. A
estimulacdo de RIG-I resulta em uma diminuicdo significativa da atividade do promotor de
IFN-B na presenga de sfRNA de DENV e ZIKV. Em contraste, a estimulacdo de MDA-5
ndo alterou a atividade do promotor de IFN-B na presenca de sfRNA de DENV, embora
tenha sido observada uma diminuicdo fraca, mas significativa, em células que expressam
sfRNA de ZIKV. Estes dados sugerem que tanto o ZIKV quanto o DENV antagonizam a
inducgéo de IFN tipo | mediada por RIG 1. Apenas o sSfRNA do ZIKV antagonizou a atividade
do MDA-5 nestes ensaios, embora o significado bioldgico disto ainda ndo tenha sido
esclarecido. A producédo de sfRNA na infeccdo pelo ZIKV pode ser um importante fator para
a patogénese associada (DONALD et al., 2016).

Apbs o reconhecimento do PAMP, a transducéo de sinal através destes receptores pode
ser iniciada pelo recrutamento de MyD88 (fator de diferenciacdo mieloide 88) e fosforilacéo
de IRAK1 (quinase 1 associada a IL-1R), a qual requer uma poliubiquitinacdo pelo TRAF6
(fator 6 associado ao receptor de TNF). A ativacdo de IRAK1 resulta na propagacdo da
transcricdo de genes dependentes do fator nuclear-«B (NF-kB), cujos produtos séo
necessarios para iniciar uma resposta inflamatéria (DUMBREPATIL et al., 2019). Outra
possivel via desencadeada pelo reconhecimento de PAMPs virais pelos TLRs é a que
envolve a molécula adaptadora contendo o dominio TIR (TRIF - também conhecida como o
dominio TIR contendo a molécula 1, TICAM1), que resulta na ativacdo do fator regulador
de IFN 3 (IRF3), IRF7 e proteina ativadora 1 (AP-1) (THOMPSON et al., 2011). Essas vias
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culminam na transcricao de citocinas pré inflamatdrias, IFN tipo I, quimiocinas, peptideos
antimicrobianos e genes relacionados com a resposta imune inata (Figura 7) (BARBALAT
et al.,, 2011; BARTON; KAGAN, 2009; KAWAI; AKIRA, 2011). Os IFNs tipo | sdo
citocinas que se ligam ao IFNAR presente em quase todas as células, induzindo a via de
sinalizacdo Janus quinases (JAKS) e as vias de transducéo de sinal e ativacdo da transcricdo
de proteina (STAT) 1 e STAT 2. Estas proteinas ativam a sintese de centenas de genes
estimulados por IFN (ISGs), muitos dos quais conferem efeitos antivirais diretos, ao gerar
um estado celular antagbnico ao crescimento do virus, enquanto outros facilitam e
coordenam respostas imunes adaptativas (SCHOGGINS; RICE, 2011). Além disso, foi
demonstrada a importancia da resposta do IFN na modulagéo da infecg¢do pelo ZIKV e no
resultado da doenca (BAYER etal., 2016; XIE; SHAN; SHI, 2016). No entanto, é crucial a
existéncia de mecanismos para evitar a amplificacdo excessiva deste sinal. Um desses
mecanismos é mediado por microRNAs induzidos por TLR (Figura 8). As proteinas SHIP1
(Src homology 2-containing inositol 5’polyphosphatase 1) e SOCS1 (Supressora de
Sinalizacéo de Citocinas) também regulam a via do NF«B inibindo a expressdo de citocinas
pré inflamatoérias (THOUNAOJAM et al., 2014). Desta maneira, 0s proprios sinais induzidos
por este receptor podem ajustar os niveis de resposta através da regulacdo de proteinas
celulares (O’NEILL; SHEEDY; MCCOY, 2011).

O sistema de IFN representa uma resposta antiviral compartilhada por todos os
vertebrados, evolutivamente moldada por milénios através da exposicdo a uma grande
variedade de patégenos (TENOEVER, 2016). O resultado desta interacdo é uma resposta
celular protetora, eficaz contra uma ampla gama filogenética de virus potencialmente
patogénicos (CASTILLO RAMIREZ; URCUQUI-INCHIMA, 2015). Por isso, a expressao
dos TLRs é distinta em diferentes tipos de células. Sabe-se que macréfagos humanos
expressam altos niveis de TLR2 e TLR4, enquanto as células dendriticas plasmocitoides
(pCDs) expressam principalmente TLR7 e TLR9. Os TLRs sdo abundantemente expressos
no sistema imune periférico, mas também estdo presentes no sistema nervoso central (SNC),
onde medeiam tanto as fungdes imunoldgicas quanto as respostas a lesdo. Microglias, as
principais células imunes do SNC, expressam o repertorio completo dos TLRs. Evidéncias
experimentais sugerem que TLRs distintos regulam a plasticidade neural e o
desenvolvimento em neurdnios. Por exemplo, o TLR3 inibe a proliferacdo de células
progenitoras neurais no telencéfalo do rato embrionario e regula o crescimento axonal. Uma

maior expressao de TLR3 é observada em neurdnios, astrocitos e microglia, sugerindo uma
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funcdo especifica em resposta aos virus encefalitogénicos no SNC. Além disso, 0 TLR8 esta
envolvido na leséo e no desenvolvimento de neuritos associados ao desenvolvimento neural.
Finalmente, TLR2 e TLR4 desempenham um papel na neurogénese adulta do hipocampo. O
papel dos TLRs no desenvolvimento do cérebro e na morfogénese dos vertebrados além
dessas configuracdes especificas € praticamente desconhecido. Embora existam ligantes
enddgenos de TLRs, incluindo proteinas da matriz extracelular e proteinas de choque
térmico, as moléculas derivadas do hospedeiro que estimulam os TLRs no contexto do
desenvolvimento do SNC permanecem nao identificadas (MATSUMOTO; OSHIUMI;
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Figura 7. Resposta imune inata contra o virus Zika. O ZIKV entra nas células através da interacdo
com receptores celulares como DC-SIGN/TIM-1/TIM-4/AXL/TYROS3, sendo endocitado através de
mecanismos mediados por clatrina. Dentro da célula, o RNA viral é reconhecido por PRRs como
TLR3/MDA-5/RIG-1. O reconhecimento viral estimula varias cinases, que, por sua vez, ativam 0s
fatores de transcricdo NF-xB, IRF3 e IRF7. Os fatores de transcri¢do ativados sdo translocados para
0 nucleo, levando a transcricdo dos genes de IFN-I e a subsequente secrecdo de IFN-o e IFN-B. Os
IFNs podem estimular a mesma célula (autdcrina) ou células vizinhas (parécrina). Os IFN-1 se ligam
aos receptores de IFN (IFNAR) celulares, ativando a sinalizagdo JAK-STAT, que leva a formacéao
do complexo de genes estimulados por interferon 3 (ISG-3), composto por dimeros de STAT-1,
STAT-2 fosforilados e fator regulador do IFN 9 (IRF9). Este complexo se transloca para o nicleo e
se liga aos elementos de resposta estimulados por IFN (ISRE) no DNA, levando & transcrigdo de
ISGs que restringem a infecgdo e propagacéo viral nas células, contribuindo com um estado antiviral.

Adaptado de Shaily; Upadhya, 2019.
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SEYA, 2011; NAGYOSZI et al., 2010; ALEXOPOULOU; DESNUES; DEMARIA, 2012;
EDWARDS et al., 2003; KAWAI; AKIRA, 2011; POTH et al., 2010; THOMPSON et al.,
2011; VINCENT et al., 2011). Os padrdes de expressdo desses receptores também variam
entre as espéecies. Membros da familia TLR em humanos sdo TLRs 1-10, enguanto no
camundongo sdo TLR 1-9 ¢ TLR 11-13. Os TLR 1/2/4/5/6/10 estdo localizados
extracelularmente, no qual o TLR4 é ativado por LPS, e os TLR 3/7/8/9 estdo localizados
dentro de endossomos no citoplasma, os quais reconhecem &cidos nucléicos produzidos
durante infeccGes virais, em que o sSRNA € reconhecido pelos TLR 7/8 (JAHANBAN-
ESFAHLAN et al., 2019). O TLR9, por exemplo, € restrito a poucos tipos de células em
humanos, porém amplamente distribuido em camundongos. Neuronios do SNC de embrides
e recém-nascidos de camundongo aumentam o TLR7 transitoriamente em torno do
nascimento. Em contraste, a expressdo de TLR9 aumenta constantemente durante a fase
embrionaria tardia e p6s-natal até a neurogénese adulta do hipocampo (KAUL et al., 2012).
Além disso, as pCDs sdo Unicas, pois expressam constitutivamente o fator de transcri¢do
IRF7, permitindo a producdo rapida de altos niveis de IFN do tipo | em resposta a infeccéo
viral, enquanto outros tipos celulares, como macrofagos, podem responder de maneira mais
tardia. Dessa forma, a resposta a PAMPSs virais idénticos pode diferir entre os tipos celulares,
tanto na natureza das moléculas efetoras produzidas, quanto na cinética da resposta.
Proteinas codificadas por virus, que subvertem ou distorcem a resposta TLR, complicam
ainda mais esse quadro (COLONNA; TRINCHIERI; LIU, 2004; HONDA et al., 2005).
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Figura 8. Os microRNAs funcionam em conjunto com outros mecanismos para controlar a
expressao dos componentes de sinalizacdo TLR. A via de sinalizacdo canénica de TLR4 utiliza a
proteina MyD88 e MAL para propagar a transcricdo do gene dependente de NF-kB. No entanto, é
crucial que exista mecanismos para mudar este caminho para evitar a amplificacdo excessiva deste
sinal. Um desses mecanismos € mediado por miRNAs induzidos por TLR, véarios dos quais sdo
regulados por NF-kB. Os miRNAs inibem a sintese de produtos génicos, tais como citocinas e
componentes das vias de sinalizagdo de TLR. As moléculas de sinalizacdo TLR que atualmente séo
conhecidas por serem alvos de miRNAs incluem MyD88, MAL, BTK, IRAK1, IRAK2, TRAF®,
TAB2, IkB, IKKa e IKKf. Desta maneira, 0s sinais induzidos por TLR podem adaptar os niveis de
proteina na célula apés a infecgdo. Pri-miRNA, microRNA primario. Adaptado de O’Neill; Sheedys;
Mccoy, 2011.

1.1.5.2. Resposta Imune Adaptativa

A resposta imune adaptativa também é essencial para restringir a replicacdo do
ZIKV. A acdo das células T €, principalmente, dirigida contra peptideos imunodominantes
das proteinas E, prM, NS3 e NS5, 0s quais sdo altamente conservados entre as cepas do virus
(ELONG NGONO etal., 2017). Contudo, as respostas humoral e celular ndo sdo igualmente
importantes para a resisténcia a reinfeccdo. A inducgdo de anticorpos anti-ZIKV é essencial
para a controle viral, ja que a transferéncia adotiva do soro imune, mas ndo esplendcitos
imunes, foi capaz de salvar camundongos da infeccdo letal intracerebral do ZIKV
(NAZERAI et al., 2018). Por outro lado, em situacBes em que o individuo ja apresentou
infecOes prévias por flavivirus, seus anticorpos circulantes podem se ligar ao virus com alta
avidez e estarem presentes em altas concentragdes, podendo restringir a infecgao pelo ZIKV.
Entretanto, se o0s anticorpos presentes forem de baixa afinidade e estiverem em
concentracdes subneutralizantes, eles podem contribuir para um aumento da viremia por um
fendmeno chamado aumento de infectividade dependente de anticorpos, conhecido como
“pecado antigénico original” (NGONO; SHRESTA, 2018; VATTI et al., 2017).

Por outro lado, tem sido mais debatida a contribuicdo dos linfécitos T,
particularmente das células LT-CD8", na protecdo e imunopatologia. Trabalhos com
camundongos suprimidos de IFNAR sugerem um importante papel para estas células na
infeccdo, enquanto estudos com camundongos adultos imunocompetentes sugerem que sua
presenca serve principalmente como um mecanismo de backup, quando os niveis de nAbs
nédo sdo suficientemente elevados (ELONG NGONO et al., 2017; NAZERAI et al., 2018;
WINKLER et al., 2017). Isto é apoiado por dados preliminares recentes que sugerem que,
em camundongos com niveis apropriados de IFN tipo |, a atividade antiviral das células LT-

CD8" é precoce, desde que estejam presentes em grande ndmero. Em um estudo com
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camundongos deficientes de IFN tipo I, as evidéncias indicam que as células LT-CD8*
especificas contra o virus ndo s6 contribuem para o controle viral mas também causam
paralisia dos membros posteriores (JURADO et al., 2018). Por outro lado, as células LT-
CD4*, dado o seu papel em respostas humorais adequadas, foram consideradas criticas para
a protecdo tanto em modelos de camundongos imunocompetentes, como de
imunocomprometidos (HASSERT et al., 2018, LUCAS et al., 2018, NAZERAI;
CHRISTENSEN; THOMSEN, 2019).

Durante as fases aguda e convalescente da infec¢do por ZIKV, niveis aumentados
de citocinas relacionadas as respostas do tipo Thl, Th2, Th9, Th1l7 foram relatadas,
sugerindo que € necessaria uma resposta polifuncional das células T para a que o individuo
se recupere da infeccdo (TAPPE et al, 2016). No entanto, uma imunoativagdo
desequilibrada, com altos niveis de IL-6 e IL-8 no liquido cérebro-espinhal (CSF), tem sido
associado a encefalomielite (GALLIEZ et al., 2016). Embora o principal papel seja
desempenhado pela resposta humoral, foi recentemente sugerido que existe um
envolvimento da resposta por células LT-CD8" na protecdo contra a infeccdo por ZIKV, em
um modelo de camundongo (ELONG NGONO et al., 2017; SAPPARAPU et al., 2016).
Além disso, a ativacdo de células T e sua polarizacdo para Thl também tem sido
demonstrada em camundongos (PARDY et al., 2017). No entanto, uma ativacdo excessiva
de células T observada durante doencas virais graves, como infeccdo por DENV grave ou
Ebola (EBOV), pode ser prejudicial ao hospedeiro, aumentando a inflamagéo e promovendo
uma anergia de células T protetoras (AGRATI et al., 2016; FALASCA et al., 2015;
MATHEW; ROTHMAN, 2008, MCELROY et al., 2015). Pardy e colaboradores
demonstraram que a infeccdo por ZIKV induz uma ativacdo significativa de células LT-
CD8" e LT-CD4". A frequéncia de células LT-CD8" co-expressando CD38 e moléculas
HLA-DR (antigeno leucocitario humano de classe I1) do complexo de histocompatibilidade
maior (MHC-1I) foi semelhante em pacientes com ZIKV e DENV, porém menor que durante
a infeccdo por EBOV, sugerindo que uma ativacdo moderada pode estar associada a
atividade protetora e um perfil leve da doenca (AGRATI et al., 2016; MATHEW,;
ROTHMAN, 2008; MCELROY et al., 2015). Em infec¢es agudas, como as causadas pelos
DENV ou EBOV, a ativacdo de células T estd associada a uma expressdo aumentada de
marcadores apoptoticos, porém o papel da apoptose durante a infecgdo por ZIKV ainda néo
foi esclarecido (TORRENTES-CARVALHO et al., 2014; PARDY et al, 2017).
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A capacidade dos linfocitos T de se diferenciarem em células efetoras também é
uma caracteristica chave de uma resposta protetora. Durante a infec¢do pelo ZIKV, foi
descrita uma diferenciacdo das células LT-CD4" em células de memodria e efetoras,
sugerindo a aquisicdo de perfis de citotoxicidade e de producéo de citocinas (PARDY et al.,
2017). O mesmo fenotipo efetor de células T foi também descrito em um modelo de infecgédo
por ZIKV em camundongos. No entanto, observou-se uma reducéo significativa de células
LT-CD4" produtoras de IFN-y em relagdo aos pacientes com DENV, sendo possivel
especular que as células LT-CD4* foram polarizadas durante a infeccdo pelo ZIKV para
produzir citocinas e quimiocinas diferentes do IFN-y. A capacidade do ZIKV de inibir a
producéo e a resposta do IFN-1 foi relatada, mas a reducdo da producdo de IFN-y pelas
células T representa uma nova descoberta, cujo papel no contexto de protecdo/patogénese
necessita de mais investigacdes (BOWEN et al., 2017; GRANT et al., 2016).

Além disso, Cimini e colaboradores demonstraram uma expansdo substancial de
células Tyd2 de fenotipo efetor, expressando granzima B, durante a infecc¢do pelo ZIKV, que
foi mais pronunciada durante os primeiros dias do inicio dos sintomas (CIMINI et al., 2017).
A importancia do papel das células Ty62 em uma resposta imune bem orquestrada contra a
infeccdo viral estd bem documentada (POCCIA et al., 2005). De fato, as células Tyd
humanas podem afetar a progressdo e o resultado de doencas infecciosas (POCCIA et al.,
2006; TU et al., 2011). Células Tyd2 ativadas sdo capazes de exercer atividades antivirais
diretas e realizar vérias atividades estimulatorias em ambas as células imunes, inatas e
adaptativas (AGRATI et al., 2009; POCCIA et al., 2005; VANTOUROUT; HAYDAY,
2013). Varios estudos sugerem um papel protetor durante infec¢des virais agudas, como em
resposta a infec¢do pelo WNV, as células Tyd expandem-se rapidamente e produzem uma
quantidade significativa de IFN-y, limitando a carga viral ¢ protegendo o hospedeiro da
encefalite letal (WANG, 2011; WANG et al., 2006). Alem disso, o perfil Thl das células
TV32 pode contribuir para a lesdo da placenta e/ou inflamacao que ¢ correlacionada com a
lesdo cerebral fetal durante a infecgédo pelo ZIKV (MOR, 2016). Finalmente, as células Tyd
também podem desempenhar um papel durante as doencas autoimunes e, em particular,
durante a sindrome de Guillain Barre, contribuindo para os danos autoimunes (PAUL;
SHILPI; LAL, 2014; VAN RHIJIN et al., 2003; WINER et al., 2002).
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1.1.6 Mecanismos de Evasao Viral

Em defesa a respostas antivirais do hospedeiro, 0s virus reagem por diversos
mecanismos. A evasdo imunitaria é mediada pelas proteinas ndo estruturais, especialmente
NS1 e NS5, que atuam coletivamente para limitar e escapar das respostas imunes através da
interferéncia com vias de sinalizacdo. Foi mostrado que as proteinas virais NS1, NS4B e
NS2B3 inibem a inducdo de ISGs a jusante de IFN através de varias vias, incluindo a inibi¢éo
da sinalizagdo de IFN-B ¢ JAK STAT (WU et al., 2017). Além disso, o ZIKV inibe a
sinalizacdo da via de IFN tipo | e RIG | em CDs, antagonizando a fosforilacdo de STAT1 e
STATZ2, além de bloquear as respostas mediadas por células NK, sistema complemento,
linfécitos B e T (ASIF et al., 2017; BOWEN et al., 2017; JOST; ALTFELD, 2013; YE et
al., 2013). Um estudo mostrou que a proteina NS5 de um isolado brasileiro recente do ZIKV
bloqueou a indugdo do IFN tipo I a jusante dos RLRs e também inibiu a sinalizacdo do
IFNAR (HERTZOG et al.,, 2018). Mecanisticamente, a NS5 mediou a degradacéo
proteassomica de STAT2 humana, mas ndo de camundongo, e bloqueou a fosforilagéo de
STAT]1, dois fatores de transcrigdo ativados por IFN tipo | (GRANT et al., 2016; KUMAR
et al., 2016). Outra pesquisa mostrou que a proteina NS5 da estirpe ZIKVmr7es antagonizou
a producdo de IFN através da inibicdo da ativacdo da quinase ligadora de TANK 1 (TBK1),
que fosforila o IRF3. A proteina NS5 interagiu com o dominio semelhante a ubiquitina de
TBK1, o que resulta em menos complexo de TBK1 e TRAF6, levando a ativacdo atenuada
de TBK1 e fosforilacdo de IRF3 (LIN et al., 2019).

Glasner e colaboradores observaram que a infeccdo pelo ZIKV é detectada por
RIGI e IRF3, o que leva a secrecdo do IFN tipo I, resultando em um aumento da expressao
do MHC-I. Ja havia sido demonstrado que flavivirus sdo capazes de regular as moléculas do
MHC-I durante a infeccdo, em parte induzindo a expressdo de IFN-B em camundongos ¢
humanos, e foi demonstrado que este processo € dirigido pela via do NFkB (KESSON;
KING, 2002; KING; KESSON, 1988; SHEN et al., 1997). A elevagéo da expressdo de MHC
classe I resulta em um aumento da lise de células T e inibicdo da morte de células NK (LIU
et al., 1989). Propde-se que o ZIKV nao inibe completamente a resposta de IFN, mas sim a
explora, com objetivo de regular positivamente as proteinas do MHC classe | e, assim, inibir
a atividade das células NK. Esta hipdtese é apoiada pela observagdo do aumento da secre¢do
de IFN-y pelas células NK apoés a sua interagdo com células infectadas, 0 que provavelmente
contribui com a capacidade das células alvo de regular as moléculas de MHC classe | e
escapar da morte direta pelas células NK. O fato de MHC classe | estar significativamente
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superexpresso indica que 0s mecanismos de escape do virus sao direcionados principalmente
contra as células NK. Especula-se que a auséncia de mecanismos virais para inibir a
atividade das células T seja devida a sua réapida cinética de replicacdo (GLASNER et al.,
2017).

1.1.7 Patogénese do Zika

O processo inflamatério que ocorre apds a disseminagdo do virus para os tecidos
causa 0 recrutamento de mondcitos inflamatorios e células NK, em associagdo com o
desenvolvimento de varios sintomas clinicos, incluindo dores de cabeca, nas costas e
musculares, nauseas e vomito, erupcdo cutanea, artralgia e mialgia (PETITDEMANGE et
al., 2014; PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015; PINGEN et al., 2017,
SCHWARTZ; ALBERT, 2010). No entanto, apesar de certas semelhancas clinicas nas
infeccdes por flavivirus, também existem diferencas nas manifestacdes mais graves das
doencas, como a proeminente e prolongada artralgia causada pelo CHIKV, a febre
hemorragica pelo DENV e a microcefalia e outras manifestagcdes neuroldgicas pelo ZIKV
(GOULD; SOLOMON, 2008; PETITDEMANGE; WAUQUIER; VIEILLARD, 2015;
WIKAN; SMITH, 2016).

O ZIKYV apresenta extenso tropismo celular e tecidual, sendo encontrado em varios
fluidos corporais, como sangue, lagrimas, saliva, sémen, secre¢cdes vaginais, urina, liquido
cefalorraquidiano e liquido amniético (MINER; DIAMOND, 2017; NGONO; SHRESTA,
2018). A presenca do ZIKV afeta a fungdo de muitos 6rgdos do hospedeiro mamifero,
especialmente os érgdos e tecidos privilegiados, como cérebro, olhos, testiculos e placenta.
Estes 6rgdos suportam a infeccdo, amplificacdo do virus e podem servir como reservatorios
virais (KALKERI; MURTHY, 2017). Além disso, 0 ZIKV € capaz de atravessar a placenta
e infectar o liquido amniotico e os tecidos cerebrais fetais, causando um impacto
significativo no desenvolvimento cerebral (MAGNANI et al., 2018). Estudos recentes
mostraram que a patogénese das infeccbes por ZIKV depende dos estagios do
desenvolvimento cerebral. A infecgdo no inicio do periodo gestacional causa a morte fetal,
enquanto a infec¢do no final do periodo gestacional esta associada a reducdo significativa
das NPCs, ja que o ZIKV induz uma lesdo substancial no cerebral fetal, ao inibir a
proliferacdo de células-tronco neuronais e induzir a sua diferenciacdo prematura
especialmente no cértex temporal, no giro dentado e no hipocampo (ADAMS WALDORF
etal., 2018; COFFEY etal., 2018; LI et al., 2016a). Ja a infecgdo pds-natal causa alteragdes
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estruturais e funcionais persistentes do sistema nervoso central, incluindo mudancas

maturacionais em regides especificas do cérebro (MAVIGNER et al., 2018).

Além disso, a infecgdo interrompe a homeostase metabdlica celular, o que favorece
a replicacdo viral nas células infectadas (ALLONSO et al., 2015; FONTAINE et al., 2015;
TIWARI et al., 2017). O perfil global de expressdo génica de diferentes linhagens celulares
infectadas, incluindo a microglia, revelou diferencas significativas nos processos
metabdlicos do hospedeiro (TIWARI et al., 2017). Foi demonstrado que a infeccdo pelo
ZIKV induz a reprogramacdo do metabolismo da glicolise, a fim de apoiar a sintese de
proteina e RNA virais (FRUMENCE et al., 2016). Na infeccdo de células da glia, foi
observado um aumento da expressdo de superdxido dismutase 2 (SOD2) mitocondrial, um
gene antioxidante, em resposta ao estresse oxidativo elevado, além de modular o
metabolismo celular nas células neuronais com base nos estagios de diferenciacdo. Por outro
lado, a ativacdo do p53 e a inibicdo da via da rapamicina em mamiferos (MTOR) pelas NS4A
e NS4B do ZIKV em células-tronco neuronais induzem diferenciacdo prematura, apoptose
e exaustdo de células-tronco, colaborando com a inibicdo da neurogénese, com 0 aumento
da replicagdo viral e com a patogénese neuroldgica associada (Figura 9) (ROTHAN et al.,
2019; TRICARICO et al., 2017).
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Figura 9. Duas proteinas do ZIKV, NS4A e NS4B, inibem a sinalizacdo de Akt-mTOR,
bloqueiam a neurogénese e promovem a autofagia. A sinalizacdo de Akt-mTOR € uma das vias
essenciais para o desenvolvimento do cérebro e para a regulacdo da autofagia, a qual também é um
mecanismo ativo de protecdo celular contra a infeccéo viral. A ativacdo de mTOR pela sinalizacéo
de Akt e MAPK suprime a autofagia, e a inativacdo de mTOR pela AMPK e sinalizacdo de p53
promovem autofagia. Os virus tentam, assim, modular a autofagia para beneficiar seus ciclos de vida
e estabelecer infeccdo persistente. A infec¢do do ZIKV em células-tronco neurais fetais humanas
causa inibicdo da via Akt-mTOR, levando a neurogénese defeituosa e a ativacao aberrante da
autofagia. Adaptado de Liang et al., 2016.
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1.1.8 Virus Zika e o Sistema Nervoso Central

O ZIKV foi detectado nos cérebros post-mortem de fetos microcefalicos ou
natimortos e no CSF de adultos encefaliticos, indicando que o virus invade de alguma forma
0 SNC (CARTEAUX et al., 2016; MLAKAR et al., 2016). De fato, numerosos estudos
indicaram que o ZIKV € neurotrépico. RNA viral foi detectado no cérebro de camundongos
inoculados por diferentes vias, também em organoéides cerebrais infectados in vitro, e no
CSF de macacos rhesus infectados (ALIOTA et al., 2016; CUGOLA et al., 2016; GARCEZ
et al., 2016). ZIKV da linhagem brasileira pode infectar o feto, causando restricdo no
crescimento intrauterino, incluindo sinais de microcefalia em camundongos. Por outro lado,
achados clinicos e epidemioldgicos apontaram uma correlacéo entre a infecgdo pelo ZIKV
e 0 aumento de casos de manifestacfes neuroldgicas semelhantes a GBS (CAO-LORMEAU,
2014; VAN DEN BERG et al., 2014). Virus da cepa africana (ZIKVmr7e6) também foi capaz
de infectar in vitro células-tronco humanas pluripontentes derivadas de NPCs, induzindo

morte celular por apoptose (TANG et al., 2016).

A infeccdo pelo ZIKV foi associada a anormalidades cerebrais graves, como a
Sindrome Congénita do ZIKV (SCZ), em recém-nascidos (CHIMELLI et al., 2017; DEL
CAMPO et al., 2017, SCHULER-FACCINI et al., 2016). A SCZ se caracteriza por
microcefalia e outras anormalidades, como defeitos visuais, deficiéncia auditiva,
deformidades esqueléticas e epilepsia, e ocorre em 6% a 12% dos casos de gestantes
infectadas pelo ZIKV (FRANCA et al., 2016). Estas observacGes sugerem que a infec¢do
pelo ZIKV durante a gravidez ndo € completamente responsavel pelo fenétipo da SCZ e
outros fatores de suscetibilidade podem estar envolvidos. Estudos realizados por Mc Grath
e colaboradores demonstraram que NPCs de diferentes individuos poderiam responder
diferentemente a infeccdo pelo ZIKV. Isto foi observado pela modulacéo diferencial das vias
de sinalizacéo intracelular, especialmente as relacionadas a imunidade inata, ciclo celular e
sinalizacéo pelaviamTOR (MCGRATH et al., 2017). Gémeos discordantes representam um
bom caso-controle para testar a contribui¢do genética que determina o resultado dos fetos da
infeccdo gestacional. Um estudo realizado por Caires-Janior e colaboradores mostrou que
NPCs derivadas de gémeos dizigdticos discordantes para a SCZ apresentaram significativas
diferencas na expressdo de genes relacionados a reguladores das principais vias do
desenvolvimento neural (MTOR e Wnt), o que poderia explicar as diferentes suscetibilidades
a infeccdo pelas cepas de ZIKV. Entretanto, ndo foi possivel identificar um locus principal

associado a sindrome, sugerindo que a SCZ poderia ser um distdrbio multifatorial, em que
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determinados gendtipos localizados em regides reguladoras poderiam ser responsaveis por
diferentes respostas epigenéticas, tornando estas preditoras da SCZ (CAIRES-JUNIOR et
al., 2018).

Os virus podem atingir o cérebro através de diferentes mecanismos, incluindo o
sistema nervoso periférico e transporte axonal, além da via hematogénica. Dada a natureza
sistémica da infeccdo por flavivirus, e o fato de que a ruptura da barreira hematoencefalica
(BHE) é frequentemente observada em modelos experimentais de infeccéo, acredita-se que
0 cruzamento dessa estrutura seja um mecanismo importante para a neuroinvasao dos
flavivirus (JURADO et al., 2018; VERMA et al., 2010; WANG et al., 2018). A BHE é uma
estrutura complexa, composta por células endoteliais da microvasculatura cerebral
(BMECsS), que estdo associadas a pericitos, astrocitos e microglia (DA CONCEICAO et al.,
2013; MINKIEWICZ; DE RIVERO VACCARI; KEANE, 2013; SOFRONIEW, 2015).

Jurado e colaboradores investigaram o papel da deficiéncia de IFNAR em células
hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas em um modelo de infeccdo por ZIKV em
camundongo. Foi demonstrado que a resposta do IFN em células ndo hematopoiéticas era
essencial para protecdo contra disseminacdo viral no cérebro, a ruptura da BHE e a
neuropatologia induzida pelo ZIKV. J& a paralisia induzida pelo virus foi dependente da
infiltracdo de células LT CD8" no cérebro, indicando que a infiltracdo de leucécitos devido
a ruptura da BHE pode ser um fator relevante na neuropatogénese. A inoculagédo de ZIKV
em camundongos C57BL/6J ou 129S1/SvimJ, no 14° dia do periodo embrionario, afetou o
desenvolvimento neurovascular, resultando em microcefalia pos-natal e dano cerebral. A
analise dos cérebros no periodo p6s-natal indicou um aumento significativo na densidade e
didametro dos vasos no cortex cerebral, com evidéncias de permeabilidade da BHE. Além
disso, os cérebros exibiram extensa ativagdo microglial, astrogliose e altos niveis de IL-1p e
TNF-0, sugerindo que uma resposta imune excessiva tambem pode prejudicar o
desenvolvimento neurovascular, levando ao aumento da permeabilidade da BHE e danos
cerebrais (SHAO et al., 2016).

A infecgcdo de BMECs por virus pode resultar em morte celular ou diminuicéo da
expressdo e organizacdo de proteinas de jungdo celular (TJ), impactando diretamente na
integridade da monocamada endotelial. (DA CONCEICAO et al., 2013; PAPA et al., 2017a;
ROCHFORT et al., 2014; SCHREIBELT et al., 2007). As células endoteliais da BHE séo

circundadas pela membrana basal, cuja estrutura e funcdo séo sustentadas e reguladas por
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pericitos adjacentes, astrdcitos e microglia (CHOW; GU, 2015). Os mediadores produzidos
apos a ativagdo da BMEC ou ap6s o dano no SNC afetam a funcéo dos astrocitos. Além
disso, essas células podem ser diretamente infectadas e ativadas por virus (CHANG et al.,
2015; HUSSMANN et al., 2012). Todos esses estimulos citados promovem uma resposta
denominada astrogliose, no qual ha producdo citocinas, quimiocinas, prostaglandinas e
oxido nitrico (NO). Esses mediadores modulam a angiogénese, afetam a expressdo e
organizacao das proteinas TJ, restringem ou estimulam a infiltracdo de leucdcitos e causam
impacto na funcdo neuronal (ARGAW et al., 2012; SOFRONIEW, 2015; ZAMANIAN et
al., 2012). Assim, insultos como infeccdo viral e inflamacao podem estimular as BMECs,
astrocitos, microglias e outras células a secretarem mediadores que afetam a integridade da
BHE e a funcdo do SNC (ALVAREZ; KATAYAMA,; PRAT, 2013; ARGAW et al., 2012;
FABRY etal., 1995; HEINEMANN; KAUFER; FRIEDMAN, 2012).

Dada a natureza sistémica da infeccdo por flavivirus e a funcédo fisioldgica da
BHE, acredita-se que a ruptura da barreira seja um evento determinante que precede a
invasdo viral. Um ponto importante que sustenta essa concepcao é que as BMECSs, que sao
0s principais tipos celulares na BHE, sdo suscetiveis a todos os flavivirus neurotropicos
(JEV, WNV, ZIKV e virus da encefalite transmitida por carrapatos, TBEV) e a infec¢do
induz a apoptose (DA CONCEICAO et al., 2013; LAZEAR et al., 2015; PAPA et al., 2017a;
VERMA et al., 2009; WANG et al., 2008a, 2008b). Porém, evidéncias crescentes sugerem
que os flavivirus também podem alcancar o SNC cruzando a BHE sem rompé-la. A liberacdo
basolateral de particulas infecciosas apds a replicacdo do virus em BMECs foi descrita em
diferentes modelos experimentais, nos quais nenhum efeito citopéatico significativo foi
detectado (PAPA et al., 2017a; VERMA et al., 2009). O ZIKV pode atravessar a barreira
endotelial como virus livre de células ou também pode atingir o SNC como particula
associada a células, através de um mecanismo chamado “cavalo de Tréia”. Neste contexto,
os leucdcitos periféricos infectados transmigram através da camada de células endoteliais e
liberam virus dentro do SNC. Apds a entrada no cérebro por qualquer uma das vias descritas,
os flavivirus podem infectar os astrdcitos, microglias, pericitos e neurénio. A infeccdo dessas
células, especialmente astrocitos e microglias, induz a liberagdo de mediadores inflamatérios
e metaloproteinases que medeiam a regulacdo negativa de proteinas da TJ, resultando em
aumento da permeabilidade (MUSTAFA et al., 2019). A invasdo viral no SNC por todos
esses mecanismos é frequentemente seguida por infiltracdo de leucdcitos. Tanto a replicagédo

viral em neurénios quanto a resposta inflamatoria local desencadeada posteriormente foram
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relatadas como sendo relevantes na neuropatogénese da infeccdo por flavivirus. A
inflamacdo subsequente induzida apds a invasdo do SNC pelo virus também pode contribuir
para a degradacdo da BHE e amplificar todo o processo (DOUAM et al., 2017; LI et al.,
2015; LUCAS et al., 2018; ROE et al., 2012; VELANDIA-ROMERO; ACOSTA-LOSADA;
CASTELLANOS, 2012; WANG et al., 2018).

A infeccdo pelo ZIKV induz neuroinflamagcdo na microglia, culminando na
producgdo de IL-6, TNF-a, IL-1B, IFNs, 0xido nitrico sintase (iNOS) e NO. A expressdo
dessas citocinas foi detectada no tecido cerebral fetal priméario de pacientes infectados pelo
ZIKV (LUM et al., 2017). Por outro lado, confirmam e ampliam a observacdo de que a
infeccdo por flavivirus induz a producdo de uma ampla gama de mediadores pro-
inflamatorios pelas células microgliais, como mostrado anteriormente em um modelo animal
experimental de JEV (GHOSHAL et al., 2007). J& foi mostrado que a infecgdo pelo ZIKV é
capaz de desregular a progressao do ciclo celular e induzir apoptose, além de causar morte
neuronal através da producdo de altos niveis de NO, o que pode contribuir com os distarbios
neuroldgicos causados pelo ZIKV (BROWN; VILALTA, 2015; GARCEZ et al., 2016; LI
etal., 2016a; TANG et al., 2016). O acumulo de citocinas e quimiocinas consistente com a
forte resposta inflamatdria, contribui para o dano tecidual, e tem sido hipotetizado como
causador das doencas autoimunes decorrentes da infec¢do pelo ZIKV, como a GBS (CAO-
LORMEAU et al., 2016).

Além disso, o ZIKV ¢ capaz de regular a lisofosfatidilcolina (LPC) na micrdglia.
Essa cadeia de &cidos graxos esta envolvida na alteracdo das estruturas de membrana e
podem mediar a inflamacéo aguda em toda a vasculatura e tecidos locais (DI1OP et al., 2018).
Foi demonstrado que a exposicéao in vitro e in vivo de células microgliais a LPC induz a
transformacédo da morfologia, de ramificada para ameboide, o que sugere a ativacdo dessas
celulas (STREIT; WALTER; PENNELL, 1999). De fato, foi demonstrado que a LPC
estimula o processamento e a liberacao de IL-1B pela microglia (STOCK et al., 2014). Este
lisofosfolipideo também estd envolvido na neuroinflamagdo pela ativagdo da via do
inflamassoma na microglia, induzindo o aumento da produgdo de IL-1fB e assim, a
neuroinflamacédo (HISHIKAWA et al., 2008). Além da LPC, a expressédo de fosfatidilcolina
(PC) também foi induzida em células gliais infectadas pelo ZIKV. A PC foi previamente
associada a ativacao celular durante a infeccdo com virus de RNA de fita positiva, resultando

em um aumento ou acimulo dessa classe de lipidios. E importante destacar que a PC é
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utilizada na formacdo de particulas virais, e € sintetizada no local dos complexos de
replicacéo viral (ZHANG et al., 2016).

Os esfingolipidios C14 esfingomielina e ceramida determinam as propriedades
biofisicas das membranas celulares, desempenhando um importante papel em diferentes
processos, como a diferenciacdo celular e a regulacdo da apoptose (BOLLINGER;
TEICHGRABER; GULBINS, 2005). Ambos os metabdlitos foram detectados durante a
infeccdo pelo ZIKV, e a sua presenca pode ser devida a biossintese ativa dos esfingolipidos,
que € necessaria para a infeccdo das células pelos flavivirus (MARTIN-ACEBES;
VAZQUEZ-CALVO; SAIZ, 2016). Tem sido demonstrado que as ceramidas medeiam a
producdo de citocinas inflamatorias através da fosforilacdo da Quinase c-Jun N-terminal
(JNK), enquanto a ceramida ativa o receptor TLR 4 e o inflamassoma, o que resulta na
produgdo de TNFa, IL-6 e IL-1B. Portanto, a indugéo de tais citocinas pro-inflamatorias em
células microgliais infectadas pelo ZIKV é provavelmente mediada também por
esfingolipidios (NISHIYAMA et al., 2018). Por fim, pode-se destacar o importante papel da
microglia na neuroinflamacao e no metabolismo lipidico durante a infeccdo pelo ZIKV. A
sintese de metabolitos lipidicos por essas células pode contribuir para a producdo de
citocinas pro-inflamatorias que desempenham um papel crucial na neuroinflamacéo induzida
pelo ZIKV (DIOP et al., 2018).

1.1.8.1 SNC e Microglias

As microglias distribuem-se no encéfalo e na medula espinhal, representando
cerca de 5 a 20% de todas as células da glia. Em contraste com as outras células da glia,
a micréglia tem origem mesodérmica, derivando da linha hematopoiética (GRAEBER;
STREIT, 2010; HUBER et al., 2013; SAIJO; GLASS, 2011). Sua morfologia é distinta
guando comparada com 0s macrofagos presentes em outros tecidos, apresentando muitos
prolongamentos finos e curtos, o que permite uma elevada area de contato com o meio
circundante. Esta morfologia ¢ designada de “ramificada” e reflete o estado residente da
micrdglia. Por outro lado, em condicGes de fagocitose, frente a uma lesdo do SNC,
adquirem uma morfologia semelhante a dos macréfagos, esférica e sem prolongamentos,
contendo numerosos vacuolos fagocitarios, sendo designada “microglia ativada” ou
“microglia ameboide” (BOCHE; PERRY; NICOLL, 2013).

Durante o desenvolvimento encefalico, a microglia da suporte a sinaptogénese

através da sintese de fatores neurotroficos, da regulacdo e remodelamento da transmissao
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sinaptica (POLLARD, 2004). Além disto, auxilia na sobrevivéncia dos neur6nios através
da liberacdo de diversos fatores, como o Fator de Crescimento do Nervo (NGF), o Fator
de Crescimento Transformador-B (TGF-p), entre outros (SAIJO; GLASS, 2011). Por fim,
a microglia também auxilia a remielinizacdo, a oligodendrogénese e a angiogénese, além
de controlar diretamente a morte neuronal (OUSMAN; KUBES, 2012). Por outro lado,
sabe-se que a atividade neuronal e o seu microambiente controlam o estado quiescente da
microglia, e a sua propria atividade é alvo da supervisdo neuronal. Os neur6nios
suprimem a ativacdo da micrdglia por intermédio do contato célula-a-célula, através da
liberacdo de moléculas como, por exemplo, o ligante da quimiocina CX3C (CX3CL1) e,
ainda, por proteinas regulatérias expressas na sua superficie, como CD47, CD200, CD22
(SAIJO; GLASS, 2011). Além disso, as micrdglias sdo as principais células imunes no
SNC, sendo consideradas os macréfagos do SNC, pois podem ser ativadas por uma ampla
variedade de estimulos patoldgicos, incluindo trauma, inflamacdo, degeneracdo e
isquemia, além de fatores fisicos, como radiacdo eletromagnética, radiacdo ionizante e
infrassom (GIULIAN et al., 1989; GONZALEZ-SCARANO; BALTUCH, 2002; ITO et
al., 1998; MCGEER; MCGEER, 1995; MOORE; THANOQOS, 1996).

O efeito que essas células exercem no SNC € dubio, podendo contribuir para a
eliminacdo de microrganismos e debris deletérios, além de estar envolvida na
neuroprotecao através da producdo de fatores neurotréficos (MOORE; THANOS, 1996;
STREIT; GRAEBER; KREUTZBERG, 1988). Por outro lado, a micrdglia também pode
exercer uma funcdo citotdxica, através da liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), NO e citocinas inflamatdrias, que podem promover a neuroinflamacdo e o dano
tecidual no SNC (COLTON; GILBERT, 1987, SMITH; VAN DER MAESEN;
SOMERA, 1998). O lipopolissacarideo (LPS) é um forte indutor de ativacdo microglial,
modulando fatores de transcricdo como o NFkB, além de produzir iNOS, NO, IL-1p, IL-
6 e TNF-o (HORVATH et al., 2008; GENC; TUFEKCI; GENC, 2011). Estudos
realizados em macrofagos periféricos in vitro e na microglia de animais, resultaram na
definicdo de dois estados de ativacdo especificos: M1 (ativacdo classica - pro
inflamatoria) e M2 (ativagdo alternativa - anti-inflamatoria). Alguns autores sugeriram
que estes estados de ativagdo podem ser de fungBes sobrepostas continuas, ao invés de
categorias. Porém, embora a ativacdo microglial possa ser acompanhada por alteracdes

morfologicas, ndo pode-se prever com precisdo a funcao que esta sendo realizada por uma
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célula microglial somente por este fator (GORDON; MARTINEZ, 2010; MOSSER;
EDWARDS, 2008; SCHWARTZ et al., 2006).

Os marcadores mais usados na identificacdo da microglia sdo o cluster de
diferenciacéo 45 (CD45), CD11b, CD68 (também denominado macrossialina), MHC-1I
e a Molécula Adaptadora de Ligacdo ao Calcio lonizado 1 (Iba-1) (BOCHE; PERRY;
NICOLL, 2013). CD68 é uma glicoproteina transmembranar lisossomal/endossomal de
110 kDa expressa nas células da linhagem hematopoiética miel6ide, incluindo a
micrdglia, sendo regulada pela via mTOR (HOLNESS; SIMMONS, 1993;
MATSUMOTO et al., 2007; SHEN; SIDIK; TALBOT, 2016). A microglia quiescente
expressa niveis baixos de CD68, porém sua expressao sofre acentuada elevagdo na
microglia ativada em todo o cérebro, sendo frequentemente usado como um marcador de
ativacdo microglial (TANAKA et al., 2013; VAN VLIET et al., 2012). Porém, Zhao e
colaboradores observaram um aumento de CD68 desacompanhado do aumento da
expressdo de citocinas inflamatdrias, o que indica que a microglia ativada nédo
necessariamente apresenta perfil inflamatorio (ZHAO et al., 2018). Assim como 0 CD68,
0 MHC-II, expresso por todas as células apresentadoras de antigeno, também tem baixa
expressao na microglia quiescente, elevando na microglia ativada (GRAEBER;
SCHEITHAUER; KREUTZBERG, 2002; OUSMAN; KUBES, 2012). Ja Ibal é uma
proteina de 17 kDa de expressdo constitutiva especifica da micrdglia, também
regulada positivamente durante as respostas reativas, possui um papel importante na
mobilidade celular e fagocitose (IMAI et al., 1996; ITO et al., 2011; OHSAWA et al.,
2000).

1.2 MicroRNAs e Infecgdes Virais

A resposta do hospedeiro a infecgdo microbiana é um processo amplamente estudado
e caracteriza-se por mudancas na expressao génica, tanto do hospedeiro como do patégeno
(LEE etal., 2014). Os microRNAs (miRNAs, miRs) sdo uma classe importante de pequenos
RNAs (20-25 nt) de fita simples, ndo-codificantes, que desempenham papéis cruciais no
desenvolvimento, proliferacdo, diferenciacéo, apoptose e defesa do hospedeiro (BARTEL,
2009).

Os miRNAs regulam a expressdo génica pés-transcricional por ligacao a sequéncias

parcialmente complementares, normalmente na regido 3' UTR do mRNA alvo (GRIMSON
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et al., 2007). Dependendo do grau de complementaridade, a ligacdo pode resultar em
repressdo traducional, degradacdo ou regulacdo positiva do mRNA alvo (FILIPOWICZ;
BHATTACHARYYA; SONENBERG, 2008). Os possiveis mecanismos de repressao
génica mediada por miRNAs em células animais sao: inducdo a deadenilacao e a degradagéo
de mRNAs alvo (WU; FAN; BELASCO, 2006); repressdo do inicio da traducdo tanto no
estagio de reconhecimento do cap (MATHONNET et al., 2007), quanto no estagio de unido
com a subunidade 60S (CHENDRIMADA et al., 2007); repressao pds-inicia¢do da tradugdo
devido ao alongamento retardado ou ao "drop-off" do ribossomo (PETERSEN et al., 2006);
e clivagem proteolitica de polipeptideos nascentes, também foi proposto como um
mecanismo de repressdo da producdo de proteinas induzida por miRNAs (NOTTROTT,;
SIMARD; RICHTER, 2006). Além dos miRNAs celulares, muitos miRNAs codificados por
virus tém sido descritos desde a primeira descoberta dos miRNAs codificados pelo virus
Epstein-Barr (PFEFFER et al., 2004).

Estudos demonstraram que os miRNAs estdo intimamente relacionados com a
ocorréncia e desenvolvimento de doengas, regulando tanto as respostas imunes inatas,
guanto as adaptativas na neuroinflamacdo (ALVAREZ-GARCIA, 2005; CROCE; CALIN,
2005; MENDELL, 2005). Ja foi demonstrado que mecanismos epigenéticos, como miRNAS
e metilacdo do DNA, participam da neuroinflamacdo em condi¢cdes neuropatolédgicas
(CHERAY; JOSEPH, 2018; SAIKA etal., 2017). Além disso, numerosos miRNAs tém sido
associados a doencas infecciosas, desempenhando um papel importante no retardo da
progressao da doenca, ou ajudando o virus a escapar da resposta imune do hospedeiro
(CHEN et al., 2012; SONG et al., 2010; ZHU et al., 2014).

Os miR-155, 146a e 124 desempenham papéis significativos tanto na ativacao, como
na resolucdo da resposta inflamatoria das micrdglias, podendo ser classificados como de
expressao inicial e tardia (Figura 10) (SU; ALOI; GARDEN, 2016). Evidéncias consistentes
indicaram que o aumento do miR-155 em condic¢des neuroldgicas esta associado com o
aumento da inflamacdo no SNC e alteracdes patologicas (THOME et al., 2016). Alem disso,
0 miR-155 foi o primeiro miRNA relatado a estar diretamente ligado a ativagdo microglial.
Evidéncias indiretas ttém mostrado que a inibigdo do miR-155 melhora a patogénese do AVC
isquémico em camundongos, diminuindo a producao de mediadores pro-inflamatorios, e este
processo provou ser mediado pela via de sinalizagdo do NF«xB em macrofagos
(CABALLERO-GARRIDO et al., 2015; WU et al., 2014). Outros estudos indicaram que o

miR-155 exerce efeitos pro-inflamatdrios ao visar diferentes mediadores da sinalizacéo
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inflamatdria, incluindo SOCS-1 e SHIP1 (CARDOSO et al., 2012; CEPPI et al., 2009;
ELTON et al., 2013). SHIP1 inibe as interagdes TLR-MyD88 dependentes de PI3-quinase
e a ativacdo de NF-kB, regulando negativamente a sinaliza¢do de TLR (MANN, 2011). Ha
evidéncias crescentes de que 0 miR-155 regula negativamente as vias de sinalizacdo de TLR
inibindo proteinas chaves da sinalizacdo. Assim, a proteina de ligacao 2 da quinase 1 ativada
por TGF-B (TAB2), uma molécula a jusante de TRAF6 que ativa proteino-quinases ativadas
por mitégenos (MAPK), foi confirmada como um alvo direto de miR-155 (CEPPI et al.,
2009).
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Figura 10. MicroRNAs envolvidos nas respostas inflamatérias da micrdglia. Quando um estresse
(patégenos ou dano ao DNA) é detectado, a micrdglia inicialmente transforma sua morfologia e
assinatura molecular, levando ao inicio da resposta pré-inflamatéria. A microglia pro-inflamatoria
demonstra aumento de miR-155 e diminuicdo dos miR-124 e miR-146a. Essas alteracGes nos
mMiRNAs promovem a atividade transcricional do NF-kB e a expressdo de moléculas pro-
inflamatorias (IRAK-1, IL-6, TNFa, IFN-B). Apds a indugdo de mediadores pro-inflamatoérios, a
expressdo dos miRNAs muda para regulacdo negativa de miR-155 e regulacdo positiva dos miR-
146a e miR-124. Isto promove um estado inflamatorio transitério em que a expressao de moléculas
anti-inflamatdrias (IL-10, TGF-B) ocorre. A regula¢do positiva de mediadores anti-inflamatorios
promove as funcdes de reparacdo tecidual da microglia e a reducdo mediada por miRNAs de
reguladores transcricionais pro-inflamatdrios e a regulacdo positiva de moléculas envolvidas na
reparacédo tecidual. Adaptado de Su; Aloi; Garden, 2016.

Ap0s a exposicdo a um sinal pré-inflamatorio, como por exemplo LPS, a micrdglia
passa a expressar 0 miR-155, mas tem a expressao reduzida de miR-146a e miR-124. Apds
a inducdo de mediadores pro-inflamatérios (IL-6, TNFa), a expressdo dos miRNAs muda

para regulacdo negativa do miR-155 e positiva do miR-146a e miR-124, promovendo a
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expressao de moléculas anti-inflamatdrias (IL-10, TGF-B, c-Maf) (SU; ALOI; GARDEN,
2016). O miR-155 aumenta a secre¢do de citocinas pro-inflamatdrias, por mecanismos
envolvendo a inibicdo do MRNA da proteina SOCS1 e participando da rede pro-inflamatéria
mediada por p53 na micréglia (JAYADEV et al., 2011; SU et al., 2014). SOCS1 regula
negativamente a via de sinalizacdo JAK/STAT que culmina na producao de IFN, além de se
associar a IRAK1-TRAF6 e bloquear a sinalizagdo de TLR (BAETZ et al., 2004; MANN,
2011). J& 0 miR-146a tem como alvos moleculares validados a IRAK1, IRAK2 e 0 TRAF6
(TAGANOV et al., 2006), componentes da via de MyD88. Pelo que foi postulado, 0 miR-
146a pode regular negativamente a via de sinalizacdo MyD88-NFkB ativada pelos TLRs 2,
4e5 (HOU etal., 2009). A sinalizagdo pré-inflamatoria através da via de transcricdo NFkB
leva ao aumento da expressdo de miR-146a, o qual subsequentemente suprime a atividade
transcricional de NFxB (LI et al., 2011), servindo como um mediador de feedback negativo
de respostas pro-inflamatorias. J& o miR-124 promove a quiescéncia da micrdglia
(CALDEIRA et al., 2014; PONOMAREV et al., 2011), levando a uma regulacdo negativa
de mediadores pré-inflamatérios, como a IL-6 € TNF-0, bem como aumento da expressdo
de varias proteinas associadas a resolucdo da inflamacdo e/ou reparo tecidual
(PONOMAREV et al., 2011). Dessa forma, tanto 0 miR-155 como o miR-146a, parecem
desempenhar um papel fundamental no perfil inflamatério da micréglia. Enquanto 0 miR-
146a atua como um regulador negativo da inflamacdo pela supressédo da atividade
transcricional do NFxB, o miR-155 geralmente atua como um potencializador das respostas
pré-inflamatorias mediadas pela micréglia (SU; ALOI; GARDEN, 2016).

Muitos estudos tém mostrado que as principais funcbes dos miRNAs estdo
relacionadas com a inducdo de um feedback negativo mediante a inibi¢cdo de fatores de
transcricao necessarios para sua propria inducdo (MARTINEZ; WALHOUT, 2009). Alguns
exemplos s&o 0 miR-155/FOXP3/NF-kB (GOTTWEIN et al., 2007; KOHLHAAS et al.,
2009), o miRNA-27b/PPARY (JENNEWEIN et al., 2010) e 0 miRNA-132/CREB (LAGOS
et al., 2010). Por outro lado, 0s miRNAs também podem ter como alvo mRNAs de citocinas
inflamatdrias. Por exemplo, a superexpressao do miR-146a, miR-155 e miR-9 modulam a
sinalizacdo do receptor de IL-1 (IL-1R), como resultado da direta inibicdo de IRAK1 e
TRAF6 pelo miR-146a, da ligacdo de TAB2 por miR-155 e o da subunidade p50 do NF«xB
pelo miR-9 (Figura 11). A sinalizagdo induzida por IL-6 pode ser modulada atraves da
repressdo de SOCS1 pelo miR-155, como descrito anteriormente. Os miRNAs também

podem competir com proteinas de ligacdo ao RNA para proteger a estabilidade do mRNA.
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Um exemplo seria 0 papel do miR-155 na estabilizacdo por ligagdo ao mRNA do TNFa,
enquanto o miR-125b tem um importante papel na desestabilizacdo deste alvo (TILI et al.,
2007). O miR-132 age inibindo a producdo de citocinas pro-inflamatorias induzida por TLR.
Pesquisas mostraram que a inducdo de miR-132 mediada por herpes virus associado a
sarcoma de Kaposi em células endoteliais linfaticas prejudica a expressdo de genes
antivirais, como IFN-B. O miR-132 maduro liga-se a 3>UTR mRNA p300 e reduz expressdo
de p300. Isso causa a atenuacdo da transcricdo de genes com elementos responsivos ao
interferon ou kB em seus promotores (ISRE ou kB RE), regulando a resposta antiviral
inibindo a transcricdo de genes inflamatorios e facilitando a expressao génica viral (LAGOS

etal., 2010).
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Figura 11. Controle de citocinas induzidas por TLRs e sinalizacdo de IL-1 mediado por
MiRNAs. A superexpressdo do miR-146a, miR-155 e miR-9 modula a sinalizacéo do receptor IL-1
(IL-1R), que pode ser o resultado do direcionamento direto de IRAK1 e TRAF6 por miR-146a, 0
direcionamento da proteina TAB2 por miR-155 e/ou o direcionamento da subunidade p50 do NF-kB
pelo miR-9. IkB, inibidor de NF-kB. Adaptado de O’Neill; Sheedy; Mccoy, 2011.
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1.2.1 microRNAs e a Resolucdo da Inflamagéo via TLR

Estudos sugerem que a ativacdo da expressao de miRNAS na resposta imune as
infeccdes microbianas esteja vinculada ao reconhecimento dos patégenos pelos TLRs. Tal
reconhecimento inicia uma via de transducdo de sinal que culmina com o aumento da
expressdo de genes dependentes do fator de transcricio NFkB (O’NEILL; SHEEDY;
MCCOY, 2011).

A via do NF«B ativa a transcricdo de miRNAs que se ligam a regido 3’UTR do
MRNA de genes de citocinas e de moléculas adaptadoras da via de sinalizacdo ativada pelo
TLR, inibindo assim a sintese de tais proteinas. Os miRNAs induzidos por TLRs ativados
apos infeccdo viral, tém um papel importante na regulacao da resposta imunoldgica, de modo
a prevenir uma resposta inflamatdria excessiva que poderia causar danos teciduais ao
hospedeiro, como ja ilustrado na Figura 8 (EULALIO etal., 2012). O que é interessante com
relacdo as moléculas de sinalizacdo de TLR que séo alvos de miRNAs é que relativamente
poucas proteinas foram confirmadas como alvos diretos de miRNAs. No entanto, essas
proteinas sdo componentes de varias vias de sinalizacdo de TLR, o que indica que uma vez
gue um TLR é acionado, o direcionamento de proteinas comuns de sinalizacdo mediadas por
miRNA poderia silenciar a sinalizacdo através de multiplos TLRs. Como a maioria dos
patdgenos pode envolver varios TLRs, os miRNAs podem ajudar a evitar respostas pro-
inflamatorias excessivas ap0s a exposicdo ao patdgeno, interrompendo Varias vias de TLR.
E provéavel que os miRNAs trabalnem em conjunto com Varios outros mecanismos para
controlar a expressao de componentes de sinalizacdo de TLR. A combinacdo destes
mecanismos pode resultar na reducdo e terminacdo oportuna da resposta pré-inflamatoria
(O’NEILL; SHEEDY; MCCOY, 2011).

Uma resposta pro-inflamatdria inicial pode ser mediada pela indugdo precoce da
expressdo do miR-155 via TLR, limitando ou inibindo a expressdo dos principais
reguladores negativos da sinalizacdo TLR e assim, promovendo a expressdo de citocinas.
Além disso, let-7i e miR-125b s&o regulados negativamente no inicio da resposta imune para
permitir a producdo dos mediadores pro-inflamatorios TLR4 ¢ TNFa, respectivamente. A
posterior indugdo do miR-146a regula negativamente a resposta imune inata, desativando as
vias de sinalizagdo de TLR (Figura 12). Posteriormente, 0 miR-21 é induzido a promover

um efeito anti-inflamatorio, facilitando a producao de IL-10, que por sua vez pode inibir a
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expressao do miR-155, contribuindo assim para um efeito anti-inflamatorio (Figura 13)
(O’NEILL; SHEEDY; MCCOY, 2011).
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Figura 12. Papel dos miRNAs na resolugdo da inflamagdo desencadeada pelo s TLRs. A
ativacdo dos TLRs resulta na inducdo sequencial de importantes miRNAs que controlam a
intensidade e duracdo de uma resposta inflamatéria. A sinalizagdo TLRm induz fortemente a
expressdo do miR-155, o qual aumenta a resposta inflamatdria através da inibigdo de reguladores
negativos, como SHIP1 e SOCS1.A diminuicdo do miRNA let-7i e miR-125b poderiam contribuir
para este efeito devido a falta de repressdo dos respectivos TLR4 e TNF. Posteriormente, a inducdo
do miR-146a e miR-9 resolve a resposta pro-inflamatoria, inibindo TRAF6 e IRAKL, que séo
componentes-chave das vias de sinalizacdo de TLR, e a subunidade nuclear p-kB (NF-kB)
subunidade p50, respectivamente. A expressdo miR-132 também demonstrou estar aumentada pela
sinalizacdo de TLR e limitaria a resposta antiviral por inibicdo da p300. Posteriormente, 0 miR-21 é
induzido e aumenta a expressdo de I1L-10 reprimindo a morte celular programada 4 (PDCD4), o que
pode contribuir para a indugdo de uma resposta anti-inflamatdria através da inibicdo do miR-155.
miR-147 também promove uma resposta anti-inflamatoria, reprimindo a producgdo de citocinas.
Adaptado de O’Neill; Sheedy; Mccoy, 2011.
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Figura 13. Ajuste fino da sinalizagdo de TLR4 pelos miR-155 e miR-21. A sinaliza¢do de TLR4
aumenta os niveis de miR-155, o que leva a degradacdo de SHIP1, um regulador negativo da
sinalizag8o deste receptor. No entanto, a ativagdo de TLR4 também aumenta o nivel de miR-21, que
tem como alvo 0 mRNA que codifica a morte celular programada 4 (PDCD4), que é um inibidor da
traducdo de IL10. A IL-10, entdo, se alimenta novamente na via e inibe especificamente a indugéo
do miR-155. Isso, por sua vez, leva a um aumento de SHIP1 e a inibi¢do da sinalizacdo do TLR4.
Este processo pode ser importante para o efeito inibidor da IL-10 na sinalizacdo de TLR e pode ser
relevante para tolerancia a LPS ou para a resolucao de respostas inflamatorias induzidas por TLR4.
Adaptado de O’Neill; Sheedy; Mccoy, 2011.

1.2.2 mMiRNAs nas Infeccbes por Flavivirus

Os miR-155, miR-29b e miR-146a foram envolvidos na producdo de citocinas
inflamatorias e supressdo da resposta imune inata na micrdglia ap6s a infec¢do por JEV
(IYERetal., 2012; SOLOMON, 2003). Por outro lado, 0 miRNA-15b mostrou desempenhar
um papel na regulacdo da expressao citocinas em astrocitos e microglia induzidos pelo JEV,
sugerindo que os astrocitos sdo tdo importantes quanto as micréglias na regulagdo da
inflamacéo induzida pela infeccdo do JEV (LANNES; SUMMERFIELD; FILGUEIRA,
2017). Também foram identificados os miR-181 e miR-146a sendo secretados por astrocitos
e envolvidos na resposta inflamatéria (I'YER et al., 2012). Recentemente, foi observado que
na infeccdo pelo JEV, ocorre o envolvimento do microRNA-19b-3p na regulagédo da resposta
inflamatdria de células neuronais, 0 que leva ao aumento da produgdo de citocinas
inflamatdrias, incluindo TNF-a, IL-6, IL-1 e CCL5. Esta resposta inflamatéria foi
relacionada a astrogliose, microgliose e morte de neurénios (ASHRAF et al., 2016).

Embora grandes avangos venham sendo descritos quanto a identificagdo de miRNAs
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importantes na regulacdo da resposta imune as infeccdes bacterianas e virais, ndo existem
relatos sobre o papel destes pequenos RNAs regulatérios na resposta imune inata pro-
inflamatoria por parte de células da micrdglia infectadas pelo ZIKV (Bl; LIU; YANG,
2009).

2. Relevancia da Pesquisa

Nos ultimos anos, o surgimento, ou ressurgimento, de diferentes arboviroses gerou
um alerta global. Um exemplo é o ZIKV, que em 2015 ocasionou um surto epidémico no
Brasil, o qual se propagou para outros paises da América atingindo mais de 1,5 milhdo de
casos, 0 que levou a OMS declarar emergéncia de saude publica global em fevereiro de
2016 (WHO, 2017). Os primeiros estudos em cérebros de recém-nascidos expostos ao
ZIKV no periodo pré-natal mostraram consequéncias devastadoras, incluindo microcefalia,
hidrocefalia, necrose, calcificagédo periventricular e cortical, astrogliose difusa e ativacao da
microglia, conhecida como sindrome congénita do Zika (SCZ) (BRITO, 2016). A SCZ
ocorre em 6% a 12% dos casos de gestantes infectadas pelo ZIKV, o que sugere que outros
fatores de suscetibilidade podem estar envolvidos. Dentro deste contexto, um estudo
molecular mais aprofundado se faz necessario para esclarecer o papel da microglia nas
neuropatologias observadas na infeccdo pelas diferentes cepas do ZIKV. Demonstraram o
envolvimento dessas células e miRNAs em processos neuroinflamatérios desencadeados
por infeccdes virais, como a JEV, como sendo os principais reguladores da neuroinflamacéo
(ALVAREZ-GARCIA, 2005; CROCE; CALIN, 2005; HAMMOND, 2006). Assim, a
identificacdo de miRNAs envolvidos na interacdo patégeno-hospedeiro mostra-se relevante
para 0 entendimento das bases moleculares da resposta do hospedeiro a infeccdo e é
essencial para o melhor conhecimento dos mecanismos envolvidos na resposta imune as

infeccOes virais e patogénese.

3. Objetivos

Estudar a expressdo diferencial de microRNAs e seus respectivos alvos nos
mecanismos moleculares e imunoinflamatérios relacionados a infeccdo de células da

microglia - BV2 — por isolados da cepa africana e asiatica do virus da Zika.

3.1. Objetivos especificos

a.  Produzir virus infeccioso das linhagens ZIKVpg243 € ZIKVMRr7ss;

b. Infectar células de micrdglia da linhagem BV-2 com ZIKV e avaliar a citotoxicidade;
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c.  Analisar a cinética de replicacéo das linhagens ZIKVpe243 € ZIKVMmRr766 €M BV2,;

d.  Avaliar a expressao de marcadores de ativacao de células BV2 em resposta a infecgdo
por ZIKVpe243 € ZIKVMmRr766 COMparando com as nédo infectadas;

e.  Analisar a expressdo dos miR-155, miR-146a, miR-132, miR-125b e seus alvos nas

células infectadas com ZIKV;

4. Materiais e Métodos

4.1. Cultura de células

Linhagem celular de microglia de cérebro de camundongo C57BL/6, BV2, foi
comprada do Banco de Células do Rio de Janeiro (cdigo BCRJ 0356, lote 001228). As
células sdo semi-aderentes cultivadas em meio RPMI-1640 (LGC, codigo: BR30255-05),
acrescido de L-Glutamina 2,05 mM, hepes 25 mM, bicarbonato de sédio 2 g/L e 10% de
soro fetal bovino (SFB — Gibco, codigo: 12657-029), pH 7,4.

Células C6/36 (linhagem celular de glandula da larva do mosquito Aedes
albopictus), gentilmente cedidas pelo Dr. Bergmann Morais Ribeiro (Instituto de
Biologia, UnB), foram cultivadas em meio TC-100 (Vitrocell Embriolife, lote 005/16)
acrescido de bicarbonato de sodio, L-glutamina, antibidtico, antimicético, triptose Broth
e 5% de SFB, pH 7,3.

Células Vero (linhagem celular de epitélio de rim de macaco verde africano)
foram mantidas em meio DMEM high glucose (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium —
Gibco, cddigo 31600-026) suplementado com L-glutamina, piruvato de sodio, 2,5% de
hepes, 5% de SFB e 1% penicilina- estreptomicina, pH 7,2.

Todas as células foram mantidas em estufa Umida a 37°C com injecdo de 5% de

CO_, com excecdo das C6/36, que foram mantidas em incubadora a 28°C sem COs..

4.2. Manutencdo e propagacao do virus Zika

Foram utilizados ZIKV provenientes de duas linhagens distintas, da cepa de
referéncia africana isolado de macaco - ZIKVur7es (ATCC VR1838) - e um isolado
humano brasileiro de Pernambuco - ZIKVpe243 (KX197192) -, gentilmente cedidos pela
Dra. Luciana Barros de Arruda (Instituto de Microbiologia, UFRJ). Para propagacao
viral, células C6/36 ou Vero foram plaqueadas em garrafas de 75 cm? overnight até

atingirem 70% de confluéncia. As células foram, entdo, incubadas com o0s virus em
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multiplicidade de infeccdo (MOI) 0,01 em 5 mL de meio TC-100 ou DMEM sem SFB.
Apo0s 2h de adsorcdo viral foi acrescentado 10 mL de meio TC-100 com 2% de SFB
(C6/36) ou 10 mL de meio DMEM com 2% de SFB (Vero). As células foram mantidas a
28°C (C6/36) ou 37°C (Vero). Apos sete dias de infeccdo, os sobrenadantes das células
foram coletados e centrifugados, os pellets foram descartados, os virus foram
concentrados e filtrados em filtro de 0,22 um, e, finalmente, aliquotados e armazenados
a -80°C. Os titulos dos virus estoque foram determinados por ensaio de placa de lise em
células Vero (COELHO et al., 2017).

4.3. Titulacéo viral por ensaio de placa de lise (PFU)

Foram plaqueadas 4x10* células Vero por pogo em placas de 24 pocos. No dia
seguinte, se as células apresentassem 70% de confluéncia, prosseguia-se com o ensaio.
Em seguida, as células foram cultivadas com dilui¢fes seriadas das amostras de ZIKV,
em meio DMEM sem SFB. Apo6s 2h de incubacdo sob leve agitacdo, os pocos foram
lavados com PBS, e o meio da infec¢do foi substituido por meio DMEM com 1,5% de
carboxi-metil-celulose (CMC — ThermoFisher) e 1% de SFB. As placas foram, entéo,
incubadas por 5 dias a 37°C. Apds esse periodo, as células foram fixadas com formaldeido
10% overnight e coradas com cristal violeta 1%, diluido em metanol a 20%, por 5 min.
As placas de lise formadas foram contadas e o resultado expresso em log de unidades
formadoras de placa por mL (PFU/mL) (CONTRERAS; ARUMUGASWAMI, 2016).

4.4. Infeccdo de BV2 com ZIKV

Células BV2 foram plaqueadas, em duplicata, em placas de 6 pocos, na
concentracio de 2x10* células por pogo. No dia seguinte se as células apresentassem 70%
de confluéncia prosseguia-se com o ensaio. Para manter o mesmo numero de células, o
sobrenadante é coletado e centrifugado, para reutilizar o pellet. As células foram lavadas
com PBS e infectadas com os virus ZIKVpe243 ou ZIKVmr76s, em MOI de 1, diluidos em
apenas 600 pL de meio RPMI sem soro para aumentar o contato entre célula e virus.
Como controle, as células de um par de pocos foram cultivadas com a mesma quantidade
de meio de cultura sem soro. As placas foram incubadas por 2h a 37°C com leve agitagéo
a cada 15 minutos para evitar que alguma parte do pogo seque. Apds a incubacgéo, 0 meio
com virus é substituido por meio suplementado com 5% de SFB. As células s&o coletadas

com 24, 48 e 72 horas poés infeccdo (p.i.). Como controle positivo de inflamacéo, as
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células sdo submetidas a 18 horas de tratamento com LPS [0,1 mg/mL] e em contato com

ATP a 1 mM nos ultimos 30 minutos.
4.5. Ensaio de viabilidade celular utilizando o teste de XTT

BV2 foram plaqueadas em placa de 96 pogos, em triplicata, em uma concentracao
de 10* células por poco, infectadas com ZIKVpezs ou ZIKVmr7es, COMO descrito
anteriormente, em MOI de 0,1, 1 e 5. Foi utilizado como controle negativo, células
tratadas com meio de cultura RPMI sem SFB, designadas como “meio”, e tratadas com
sobrenadante de células C6/36 ndo infectadas, chamadas de “mock”. Nos tempos de 1 a
7 dias apos a infeccdo, as células foram diariamente incubadas com solucéo de 2,3-Bis-
(2-metoxi-4- Nitro-5-Sulfofenil) -2H-Tetrazolium-5-Carboxanilida (XTT) (Sigma-
Aldrich) e Phenazine methosulfate (PMS) (Sigma-Aldrich) por 2 a 4 horas em estufa a
37°C. A metabolizacdo foi avaliada no espectrofotometro (SpectraMax) a 450 nm de
densidade otica (OD). Como controle positivo de morte, foi usado tratamento com 1% de
Triton X100.

4.6. Avaliacdo da replicacao viral

BV2 foram infectadas com os virus ZIKVpe243 0u ZIKVmr766. ApOS 0 periodo de
adsorcdo do virus, um poco foi lavado com meio, que foi armazenado a -80°C e
processado junto com as amostras para ser o controle de input, tempo O de infeccdo. A
cinética de replicacdo viral em BV2 foi avaliada por RT-gPCR, nos tempos de 0, 8, 16,
24, 48 e 96 horas p.i., e ensaio de placa de lise, com o0s sobrenadantes dos tempos de 0,
16, 24, 48, 96, 120, 144 e 168 horas p.i.. Para analise de RNA viral intra e extracelular,
extrato de células e sobrenadantes foram recolhidos para realizar a extracdo do RNA total
pelo reagente LS TRIzol (Ambion), seguindo as recomendacgdes do fabricante. Para
realizar o ensaio de transcricdo reversa (RT PCR) do RNA, foram utilizados 7,1 puL do
RNA total obtido do sobrenadante. A concentracdo de RNA extraido do pellet foi
quantificada e normalizada para uma quantidade entre 1-2 pg, de acordo com as
recomendacdes do fabricante. Esse material foi misturado a 2,9 pLL do mix do kit High-
Capacity cDNA Kit (Applied Biosystems), que utiliza oligonucleotideos iniciadores
randoémicos, seguindo o protocolo do fabricante, o qual segue 0s seguintes parametros no
termociclador (Bio-Rad): 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos
e 4°C. Posteriormente, 5 uL. do DNA complementar (cDNA) obtido foi submetido a PCR
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quantitativa em tempo real (QPCR) para quantificacdo do RNA utilizando o kit TagMan
Universal Master Mix (Applied Biosystems). A reacéo foi realizada no aparelho StepOne
Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems) com os seguintes ciclos: 50°C por 2
minutos e 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto
para ambos 0s virus. Foi utilizada uma curva padrdo com diferentes concentracfes de
PFU para determinar a concentracdo equivalente de RNA. Os valores obtidos foram
normalizados a partir da divisdo pelos valores de input. Os primers utilizados estéo
descritos no quadro 1. Para analise da concentracdo de virus infeccioso, os sobrenadantes
recolhidos das infecges com virus ZIKVee243 ou ZIKVmr7es foram utilizados no ensaio

de titulacdo por placa de lise de acordo com o procedimento descrito anteriormente.

4.7. Quantificacdo da expressdo de microRNAs e mediadores

inflamatorios em BV2 infectadas por ZIKV

BV2 foram plaqueadas em placa de 6 pogos, em uma concentragio de 5x10*
celulas por poco, e infectadas com ZIKVpe2ass ou ZIKVmr7es, COMO descrito
anteriormente. Apos 24, 48 e 72 horas, o extrato celular foi recolhido para extracdo de
miRNA e mRNA com o kit mirVana PARIS (Protein and RNA Isolation System -
Invitrogen, cddigo AM1556), que separa 0s miRNAs dos RNAs >200nt da amostra, e
ambos s&o eluidos em &gua livre de nucleasse e de inibidores de PCR. Para garantir uma
Otima performance do ensaio, as amostras de mRNA extraidas foram corridas em gel de
agarose livre de RNAse para garantir que estavam integras e ndo contaminadas com
DNA, e esse resultado é extrapolado para o seu correspondente miRNA. A concentragdo
de mRNA e miRNA extraidos do pellet foi quantificada no fluorimetro Quantus
(Promega) e normalizada para uma quantidade de 2 pg para mMRNA e 10 ng para miRNA,

de acordo com as recomendag0es do fabricante.

O mRNA foi misturado a 5,8ul. do mix do kit High-Capacity cDNA (Applied
Biosystems), que utiliza oligonucleotideos iniciadores randémicos, seguindo o protocolo
do fabricante como descrito anteriormente. O cDNA obtido foi diluido 20x e 1 pL da
diluicdo foi submetida a gPCR. Para quantificar a expressédo de transcri¢do de IFN-p, IFN-
Y, TNF-a, SHIP1, SOCS1, IRAK1, TRAF6, IL-6, IL-10 e CD68 foi utilizado o kit
PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). A reacdo foi realizada no
aparelho StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems) com 0s seguintes
ciclos: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 seg, 55°C por 30 seg
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e 60°C por 1 min, seguido de 95°C por 15 seg. Para o ensaio, foram utilizados os primers
descritos no quadro 1 e os que l& ndo constam, sdo primers comerciais. A quantificacéo
de HPRT1 foi utilizada para padronizar a quantidade de células extraidas por ser um
controle enddgeno de expressdo celular. Os valores de expressdo relativa dos alvos em
células infectadas foram normalizados a partir dos valores atingidos pelo controle
enddgeno celular (HPRTL) e pelo controle negativo de infeccdo (mock) por célculo de
AACT, corrigido com o valor da eficiéncia (PFAFFL, 2001).

Ja o miRNA foi misturado a 7 pL do mix TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems), que ndo utiliza oligonucleotideos iniciadores
randémicos. Por isso, cada amostra € submetida a uma reacao de transcri¢ao reversa com
primers especificos do microRNA que se deseja quantificar. Para a RT-PCR, segue 0s
seguintes parametros no termociclador: 16°C por 30 minutos, 42°C por 30 minutos, 85°C
por 5 minutos e 4°C. Posteriormente, 1 uL. do cDNA obtido foi submetido a qPCR
utilizando o kit TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems). A reagdo foi
realizada no aparelho StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems) com
0s seguintes ciclos: 50°C por 2 min, 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 seg e
60°C por 1 min. Analisou-se 0s miRNAs miR-125b, miR-132, miR-146a e miR-155.
Todos os valores obtidos de expressdo génica foram normalizados a partir dos valores
adquiridos do pequeno RNA nuclear enddgeno U6 e controle negativo de infecgéo (mock)
por calculo de AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.8. Analise Estatistica

A média e o desvio padrdo foram calculados para cada situacdo experimental. As
diferengas entre os grupos foram analisadas pelo One-Way ANOVA seguido de teste de
Tukey para comparagfes multiplas usando a ferramenta de analise estatistica do programa
GraphPad Prism versdo 5.0. Para todas as analises estatisticas os resultados com p<0,05

foram considerados significativos.
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Quadro 1. Sequéncia de iniciadores e sonda utilizados para ensaio de PCR em tempo real.

Primer Orientacao Sequéncia
1086 Senso 5’- CCGCTGCCCAACACAAG -3
ZIKV 1162c Anti-senso | 5° - CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT -3’
1107 Sonda FAM | 5-AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA-3'
HPRT1 Senso 5’- CCCTGGTTAAGCAGTACAGC -3’
Anti-senso | 5’- ATCCAACAAAGTCTGGCCTG -3’
IL-6 Senso 5’- AGCGACACTGGGGACTATTTA-3’
Anti-senso | 5 — ACAGCCTTCGTGGTTGGAG -3’
IFN-B Senso 5'— TAGCACTGGCTGGAATGAGA - 3
Anti-senso | 5'- TCCTTGGCCTTCAGGTAATG - 3'
IRAK 1 Senso 5" - ATCAGGCTTTTTCCCAGGCTT -3’
Anti-senso | 5 — CACCTGATGCCTTTGGGCTA -3’
SOCS 1 Senso 5>~ CTGCGGCTTCTATTGGGGAC - 3’
Anti-senso | 5 — AAAAGGCAGTCGAAGGTCTCG -3’
TNF-a Senso 5> - CCTGTAGCCCACGTCGTAG -3’
Anti-senso | 5 - GGGAGTAGACAAGGTACAACCC - 3’
TRAF 6 Senso 5" - AAGATTGGCAACTTTGGATG - 3’
Anti-senso | 5° - GTGGGATTGTGGGTCGCTG -3’

4.9. Andlise qualitativa de CD68, Iba-1 e MHC-I11 por imunocitoquimica

Células BV2 foram plaqueadas por triplicata em laminulas de vidro na placa de

24 pocos, na concentragdo de 5x10* células por poco. As células foram infectadas com
ZIKVpe243 0U ZIKVMmRr765, MOI 1. Como controle negativo, as células foram cultivadas
nas mesmas condicdes ja descritas anteriormente, ja o controle positivo foi acrescido
apenas de LPS. Para toda placa ser fixada no mesmo dia, foi feita a infeccdo em tempo
reverso, ou seja, infectamos a placa por trés dias consecutivos. Assim, ao final do ultimo
dia, obteve-se pogos com células infectadas a 24, 48 e 72 horas. Toda a placa foi lavada
delicadamente com PBS aquecido a 37°C e todos os pocgos foram fixados com
paraformaldeido (PFA) a 4% a temperatura ambiente overnight. As células foram
permeabilizadas durante 4 min em PBS com 0,2% Triton X-100 e bloqueadas durante 30

min com 3% de BSA (Invitrogen) em PBS. Depois, as células foram incubadas overnight
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com os anticorpos primarios anti-lbal (Wako, cddigo 019-19741, produzido em coelho)
diluido 1:1000, anti-CD68 (Bio-Rad, MCA1957, produzido em rato) diluido 1:100 e com
anti-MHC Il conjugado com PE (amarelo) (eBioscience, ref. 12-5322-81) diluido 1:1000.
Em seguida, as células foram marcadas com os anticorpos secundarios com fluorescéncia
AlexaFluor488 (verde) e AlexaFluor647 (rosa). Todas as incubacdes foram seguidas por
lavagem extensiva com PBS. Para corar os nucleos, usamos meio de montagem contendo
4,6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) (azul) (Vectashield - Vector Laboratories). A
microscopia de fluorescéncia foi realizada toda ao mesmo tempo, com as mesmas
solucdes de anticorpo e todas as fotos foram tiradas com os mesmos ajustes do
microscopio confocal Zeiss 710 equipado com uma objetiva de 63x e sistema de imagem
digital (cAmera Roper Scientific e software Zen Black).

5. Resultados e Discussao
5.1. Producdo de ZIKV.

O ZIKVwmr7es replicou melhor em células de primatas Vero do que o isolado
brasileiro, provavelmente refletindo a adaptacéo prévia do virus a células de primatas ndo
humanas. J& a infeccdo de células de mosquito C6/36 com 0 ZIKVpe243 gerou a maior
producdo de progénies dentre todas as linhagens testadas. Com isso, 0 virus brasileiro
isolado em Pernambuco - ZIKVpe243 (KX197192) — foi propagado em células C6/36. Ja
0 virus de referéncia africana - ZIKVwmr7es (ATCC VR1838) — foi produzido e titulado
em células Vero. Os titulos obtidos foram 6x10° PFU/mL, como ilustrado na Figura 14,

e 3,5x107 PFU/mL, respectivamente.

Figura 14. Titulacdo do ZIKV por ensaio de placa de lise (PFU). Imagem representativa de
um ensaio em que células Vero foram infectadas por duplicata com diluicBes seriadas do
ZIKVpe243 (102-10°). O controle negativo foi tratado com sobrenadante de C6/36 sem virus.
Apos incubacdo de 5 dias, 0 meio semissolido imobiliza a particula infecciosa e sua descendéncia
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a infectar apenas as células vizinhas e formar placas de lise celular contaveis. As placas de lise
sdo zonas com células destruidas pela infeccdo, e podem ser evidenciadas por coloragdo das
células viaveis com corante cristal de violeta 1%, apds a fixagdo com formaldeido 10% das células
aderentes. O resultado é expresso em log de unidades formadoras de placa por mL (PFU/mL).

5.2. ZIKVpe243 € ZIKVMR766 NA0 induzem citotoxicidade em células BV2.

Para investigar qual seria a dose infecciosa letal de até 50% das células e escolher
a quantidade viral a ser utilizada nos experimentos seguintes, foi realizado o ensaio de
metabolizacdo de XTT. As células BV2 foram infectadas com ZIKVpe243 0u ZIKV MmR766
com MOI de 0,1, 1 e 5, incubadas com XTT diariamente por um periodo de 7 dias e a
metabolizacdo do substrato foi medida por leitura no espectrofotdmetro.

Como pode ser observado na Figura 15, ndo foram encontradas diferencas
significativas de morte nas BV2 infectadas com virus de ambas as cepas entre 0s
diferentes tempos e MOlIs testados. Todas as leituras resultaram em aproximadamente
100% de metabolizacdo do XTT, tanto em células infectadas, quanto nos controles
negativos, designados como meio e mock. Como controle positivo, as células tiveram a
morte induzida por triton X100 1%, as quais obtiveram a viabilidade consideravelmente
reduzida de forma proporcional a quantidade de células. A Figura 15A ilustra os
resultados de viabilidade de BV2 infectada com ZIKVmr7es, €nquanto a infecgdo por
ZIKVpe243 foi ilustrada na Figura 15B.
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Figura 15. Viabilidade celular pelo ensaio de metabolizacio de XTT. O teste de viabilidade
celular foi realizado com MOIs de 0,1, 1 e 5, nos tempos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas
pos infecgdo (1 a 7 dias p.i.) com o virus da cepa africana ZIKVvr7es (A.) € com da cepa asiatica
ZIKVpe243 (B.). Os controles negativos foram designados como “meio” (RPMI) e “mock” (sup
C6/36). O controle positivo teve a morte induzida por triton 1%. A porcentagem da viabilidade
das células infectadas foi normalizada através da comparacdo das absorbancias com o controle
negativo meio.
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Notavelmente, muitos relatos sugerem que o comprometimento da proliferacdo e
morte celular estd associado a infeccdo por ZIKV (LI et al., 2016a; TANG et al., 2016),
enquanto outro relato sugere que ZIKV pobremente estimula a resposta imune e o efeito
citopatico em neuroprecursores humanos obtidos de tecido fetal. Esta falta de resposta
imunolodgica forte permitiria que o ZIKV persistisse durante o desenvolvimento fetal e é
consistente com a replicacdo observada ao longo de algumas semanas neste tecido
(HANNERS et al., 2016). Essa diferenca patogénica é evidenciada pela comparacdo das
cepas em que mostra 0 ZIKV asiatico replicando em niveis menores, porém por longos
periodos, enquanto o africano infecta mais células, replica com maior titulo e gera mais
morte celular. Esses achados sdo consistentes com as manifestacdes clinicas associadas, em
que o primeiro tem a habilidade de gerar infecgdes cronicas, permitindo a continuagéo do
desenvolvimento fetal com ma formacdes e 0 segundo, gera respostas patogénicas agudas,

resultando na interrupc¢do da gestacdo (SIMONIN et al., 2016).

Nestes experimentos, ndo foi possivel observar diferencas significativas no efeito
citopatogénico pela infeccdo dos dois isolados. Em alguns casos, inclusive, foi detectada
mais metabolizacdo do XTT nas células infectadas que no mock, o que foi normalizado para
100%. O baixo efeito citopatico pode se relacionar aos baixos niveis de infec¢do observados

neste tipo celular, como mostrado na Figuras 16.

5.3. ZIKVpe23 € ZIKVmRr766 N80 replicam de forma eficiente em BV2,

Com o objetivo de avaliar se a linhagem celular de microglia-BV2 tem a
capacidade de sustentar uma infeccdo produtiva, as células foram infectadas com os virus
ZIKVpe243 0U ZIKVMRr766. A cinética de replicacdo viral intra e extracelular em BV2 foi
avaliada por RT-qPCR, nos tempos de 0, 8, 16, 24, 48, 72 e 96 horas p.i. (Figura 16 A-
D). Visto o tardio aumento de cdpias de RNA no sobrenadante, principalmente para o
ZIKV mRr7e6, 0 ensaio de placa de lise foi feito com os sobrenadantes dos tempos de 0, 16,
24, 48,72, 96, 120, 144 e 168 horas p.i. (Figura 16 E-F).

A. B.
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Figura 16. Cinética de avaliacdo da replicagdo do ZIKV em BV2. Células BV2 foram
infectadas com ZIKVpez243 0u ZIKVmr7es €m 3 MOIs distintos (0,1, 1 e 5). A-D. A cinética de
replicacdo de ambos os isolados foi avaliada no pellet e no sobrenadante por RT-qPCR nos tempos
de 0, 8, 16, 24, 48, 72 e 96 horas p.i. Os resultados foram expressos em log da quantidade de
copias de RNA viral. E-F. A titulagdo viral de ambas as cepas foi realizada em célula Vero com
sobrenadante de BV2 dos tempos de 0, 8, 16, 24, 48, 72, 144 e 168h p.i., dadas em PFU/mL.

Os experimentos de cinética de replicacdo viral demonstram que as células BV2
sdo permissivas a infeccdo por ZIKV e sdo capazes de produzir virus infecciosos. O RNA
detectado no pellet indica que o virus foi capaz de chegar ao espago intracelular. Ja o
RNA no sobrenadante (sup) evidencia que ha virus sendo produzido e liberado da célula.
Finalmente, o ensaio de PFU mostra que o virus produzido é capaz de infectar outros

tipos de celulas. Tanto os experimentos de gPCR, quanto os de PFU mostram uma liberagéo
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tardia de virus, embora ambos os isolados apresentem picos de infectividade em 24 e 72h.
Entretanto, é possivel constatar que BV2 replica ZIKVpe243 de forma menos eficiente que
ZIKVmRr7e6. Seria interessante investigar a possivel causa da queda da infectividade em

48h, visto que ndo ha queda também na producdo de mMRNAS virais no sobrenadante.

Os niveis de producdo viral observados nestes experimentos foram menores (~2
logs) aos descritos por HBMECs de ambas as cepas (PAPA et al., 2017). Os resultados
também contrastaram com os de células-tronco neuronais e organoides cerebrais, que
foram capazes de produzir altos titulos virais gerando, consequentemente, alta taxa de
morte celular (SIMONIN et al., 2017).

Outro estudo determinou se o estado hipoimune de células progenitoras neurais
humanas em resposta ao ZIKV impacta a replicacdo do virus a longo prazo, monitorando
a producéo de virus por 28 dias. Um aumento precoce foi detectado nos titulos virais 3
dias p.i., sequido por uma queda que coincide com o pico do efeito citopatico. Os titulos
atingiram o pico novamente no dia 7 e permaneceram até o dia 20, quando aumentaram
ligeiramente durante o restante do tempo de 28 dias. Estes dados indicam que, ap6s uma
fase citotdxica inicial, o ZIKV estabelece uma infec¢do persistente neste modelo de
cultura de hNPCs (HANNERS et al., 2016). Com isso, pode-se sugerir que a micréglia
seja um reservatorio neural de liberacdo viral, ainda que pouca, e de inflamac&o constante,
uma vez que ndo ha morte celular apesar da ativacdo, mostrada no experimento a seguir.
Para confirmar essa hipétese, teria que se estender novamente os tempos estudados para

encontrar o pico de liberacéo viral, assim como relatado na literatura.

5.4. ZIKVpe23 € ZIKVmr7es induzem a expressdao de marcadores de
ativacdo em células BV2.

Com o proposito de avaliar a possivel ativagdo das células BV2 induzida por
ZIKVpe243 0U ZIKVMRr7e6, @ expressdo das moléculas Ibal, MHC-11 e CD68, tipicos
marcadores de ativagdo de microglias, foram analisadas por imunocitoquimica (figura
17A). Adicionalmente, a expressao de CD68 também foi avaliada pela técnica de gPCR
(Figura 17B). Para isto, as células BV2 foram infectadas por ambos os isolados com MOI
1, avaliadas a 24, 48 e 72 horas p.i. e comparadas com o controle negativo “mock” e

positivo “LPS” para a imunocitoquimica, e “LPS+ATP” para a qPCR.
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Figura 17. Avaliacdo da ativacdo das celulas BV2 induzida por ZIKV. Células BV2 foram
infectadas por ZIKVpe243 0U ZIKVmr76s cOM MOI 1, avaliadas a 24, 48 e 72 horas p.i.. O controle
negativo é “mock” e 0 positivo, “LPS” para a imunocitoquimica e “LPS+ATP” para a qPCR. A.
BV2 marcada com anti-MHC 1l conjugado com PE (amarelo), anti-lbal com AlexaFluor488
(verde), anti-CD68 com AlexaFluor647 (rosa) e marcador de nicleos DAPI (azul). A microscopia
de fluorescéncia foi realizada toda ao mesmo tempo, com as mesmas solugdes de anticorpo e
todas as fotos foram tiradas com os mesmos ajustes do microscépio confocal. B. gPCR dos niveis
de copias de MRNA do gene CD68. Os resultados plotados do AACt foram normalizados em
relacdo ao HPRT1 e ao mock. A andlise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA,
considerando *p<0,05 e **p<0,01 como diferenca significativa em relagdo a amostra identificada
pela barra.

Como pode ser observado na Figura 17A, ZIKV e LPS induzem, em células BV2,
a expressao dos principais marcadores de ativacdo de microglia (HENDRICKX et al.,
2017). Entretanto, ZIKVmr7es parece aumentar mais a expressao desses marcadores em
comparacao ao ZIKVpe243. Semi-quantitativamente, Ibal parece ter o mesmo padréo de
expressao em ambas as cepas e elevar 0s seus niveis de forma crescente com o tempo,
enquanto MHC-11 parece n&o ser induzida por ZIKVpe243 quando comparado ao mock. O
fato do ZIKVmr7es Ser mais infeccioso que ZIKVpe243 pode explicar o fato de ter mais
moléculas apresentadoras de antigenos, MHC-I11. Percebe-se, também, que a expressao
das proteinas CD68 ndo acompanha a transcri¢do do seu mRNA (Figura 17B). Embora o
LPS sozinho ndo tenha efeito sobre 0 mMRNA de CD68 em células BV2 (WONG et al.,
2005), o tratamento com LPS e ATP teve um leve aumento ndo significativo em relacdo
ao mock. Foi possivel observar por gqPCR uma modulagdo negativa na transcrigdo do
marcador CD68 nas primeiras 24h e em 72h, enquanto hd modulacao positiva da proteina
nestes tempos na imunocitoquimica. Esta discrepancia pode se dever ao fato de que CD68

é expresso principalmente nas membranas lisossomais intracelulares, mas também na
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membrana plasmatica, e sofre regulacdo apds um dado nivel de expressdo, 0 que poderia
estar sendo detectado, talvez, 0 momento de expressdo da proteina e o feedback negativo
datranscrigdo. Outro fato que poderia ser investigado é sobre a viade mTOR, que, quando
ativada, faz com que a micrdglia aumente a expressédo de genes lisossomais (ZHAO et
al., 2018). Ainducdo da transcricdo de CD68, por exemplo, poderia ser uma consequéncia
direta da sinalizacdo alterada de mTOR. Entretanto, as proteinas ndo estruturais do ZIKV,
NS4A e NS4B, suprimem sinergicamente a via Akt-mTOR (Figura 9), induzindo uma
neurogénese defeituosa em NSCs fetais humanas (ROTHAN et al., 2019).
Consequentemente, essa inibi¢do pode atingir de alguma forma a expressdo de CD68.
Além de coincidir com os picos de infectividade do virus (Figura 16 E-F), que pode
explicar a inicial ativacéo das células e expressédo elevada de CD68 na imunocitoquimica,
a seguida inibicdo da transcricdo do gene lisossomal pelo ZIKV em 24h, com a
consequente queda da expressdo da proteina em 48h. A baixa infectividade do virus em
48h pode ter feito com que os niveis de transcricdo de CD68 voltem a aumentar,
significativamente em relacdo aos outros tempos no caso da infec¢do por ZIKVmrzes, € 0
resultado disso pode ser observado com o aumento da tradugdo em 72h. O outro pico de
infectividade viral em 72h se correlaciona, novamente, com a regulacdo negativa da

transcrigdo de CD68 neste mesmo tempo, como comparado na Figura 18.
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Figura 18. Relacéo inversa entre titulo viral e copias de RNA de CD68. Eixo esquerdo e linha
preta representam o titulo viral do A. ZIKVpe23 e do B. ZIKVwur7es. Eixo direito e linha rosa
apresentam o nivel de transcricdo de CD68 na célula infectada em relacdo ao mock. Grafico
comparativo do pico de infectividade viral em 24 e 72 horas com o pico de transcri¢do de CD68
em 48 horas.

5.5. Alinfeccdo de ZIKYV altera a expressdo de microRNAs em células BV2.

Com a finalidade de medir os niveis de expressao dos microRNAs, BV2 foram
infectadas com ou ZIKVwmr7es € 24, 48 e 72 horas p.i. 0s miRNA e mRNA foram
extraidos. Primeiramente, para garantir a integridade e a pureza das amostras, estas foram
corridas em gel de agarose livre de RNAse, cujo resultado é extrapolado para o seu

correspondente de miRNA, como na Figura 19.

ZIKV

Mock pe2a3 MR766  PE243 MR766 PE243 MR766

24h 48h 72h

Figura 19. Teste de integridade do RNA. 1 pL de RNA total foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1% livre de RNAse. Imagem representativa de um ensaio em que sdo mostradas
as bandas 28S e 18S do RNA ribossomal, sem bandas de DNA, indicando a integridade e pureza
das amostras.
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Apds confirmar a integridade do RNA extraido, os miRNAs 155, 146a, 132 e 125b
foram amplificados por gPCR apds a infeccéo das células BV2 com isolados das cepas
africana e asiatica nos tempos de 24, 48 e 72h. Inicialmente, foi proposto trabalhar
também com o miR-124, porém, curiosamente, ndo obtivemos amplificacdo nas nossas
amostras, contrastando com dados da literatura (YANG et al., 2019). A figura 20, mostra
a cinética de regulacdo da expressdo do miR-155, da proteina SOCSL1 - seu principal alvo,
assim como da proteina SHIP1 e da citocina IL-10, correlacionadas na via regulatéria do

TLR4, como na figura 12.
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Figura 20. Alteracdo da expressdo do miR-155 e seus alvos SOCS1, SHIP1 e IL-10
em células BV2 pela infec¢do do ZIKV. Células BV2 foram infectadas por ZIKVpez43 OU
ZIKVwmr7es com MOI 1, avaliadas a 24, 48 e 72 horas p.i.. O controle negativo é “mock” e 0
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positivo, “LPS+ATP”. gPCR dos niveis de copias de miRNAs e mRNA dos alvos. Os resultados
plotados do AACt foram normalizados em relagdo ao HPRT1 e ao mock para 0s mRNAs, e em
relacdo ao U6 e ao mock para os miRNAs. A anélise estatistica foi realizada por One-Way
ANOVA, considerando *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 como diferenga significativa, em
relacdo ao mock quando ndo identificado pela barra.

Como esperado, foi possivel observar um pronunciado aumento do miR-155 na
presenca do LPS - o controle positivo, em relacdo ao mock (>8 folds). Também foi
verificado um aumento estaticamente significativo na infec¢do com ZIKVumr7es N0 tempo
de 24h p.i. em relagdo ao mock, enquanto nas células infectadas com ZIKVpgos3, 0
aumento ndo foi significativo. Estes dados, provavelmente, indicam que a participagéo
deste miRNA nas etapas iniciais da resposta inflamatoria foi perdida e que ja estamos
observando a diminuicdo do aumento. Possivelmente, nos tempos analisados, a BV2 ja
esta saindo do estado pré-inflamatorio inicial e entrando no estado de transicao sugerido
na Figura 10, visto que o0 miR-146a (Figura 22A) ja mostra aumento neste tempo. Além
de, 48h apds a infeccdo, ser verificada a diminuicdo da expressdo deste miRNA nas
células infectadas por ambos os isolados, sugerindo a ativacdo de um mecanismo de
feedback negativo da reposta inflamatoria, também pode estar relacionado com a queda
na infecciosidade dos virus liberados neste tempo pelas BV2 (Figura 16 E-F). Também é
possivel observar um expressivo aumento do miR-155 em 72h induzido por ambos 0s
isolados (Figura 20A), se correlacionando com a possivel reinfec¢cdo com o outro pico de

infectividade neste tempo.

Ao analisar o alvo direto do miR-155, a proteina anti-inflamatéria SOCS1, foi
possivel observar um aumento, ndo estatisticamente significativo, apds tratamento com
LPS em relagdo ao mock. Este resultado pode ser explicado novamente pela perda da fase
pré-inflamatéria da microglia, como demonstrado por Cardoso e colaboradores
(CARDOSO et al., 2012) que observaram um aumento da expressdo de SOCS1 entre 2 e
4h apos o tratamento com LPS seguido por diminuicdo até 24h. J& ao analisar a expressao
de SOCS1 nas células infectadas por ZIKV, € observado um aumento de SOCS1 24h ap6s
infeccdo (Figura 20C). Este aumento inicial pode obedecer a uma regulagdo positiva
desencadeada pela interacdo do ZIKV com receptores TAM, 0s quais, apés sofrer
ativacdo pela ligacdo ao complexo virus-Gas6/ProS, recrutariam o IFNAR para induzir a
expressdo de SOCS1/3, inibindo assim as respostas antivirais inatas e facilitando a
replicacdo viral (Figura 5) (PERERA-LECOIN et al., 2014). Nesta mesma linha de
raciocinio, o maior aumento induzido pelo ZIKVmr7es em relagdo ao ZIKVpe243 (p<0,05),

poderia ser explicado pelas diferencas de patogenicidade entre as cepas, como descrito
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anteriormente. O aumento inicial na expressao de SOCS1 é seguido por uma diminuicéo
paulatina chegando a niveis menores que os basais a 72h, coincidindo com a maior

expressdo do miR-155.

Ao analisar o padrdo de expressdo da proteina SHIP1 (Figura 20D) é possivel
observar um modesto aumento, nao significativo, na expressdo desta proteina regulatoria
apos tratamento com LPS. Este aumento poderia obedecer a participacdo desta proteina
numa provavel regulacdo negativa da ativacdo do TLR4, principal receptor envolvido na
resposta & LPS (Figura 13). Ao analisar os niveis de expressdo de SHIP1 em células
infectadas pelo ZIKV, é possivel observar um aumento estatisticamente significativo
(p<0,01) 24h apds a infecgdo pelo ZIKVpe243, 0 qual se correlaciona inversamente com os
niveis de expressdo de miR-155. Entretanto, a repressao dos niveis de SHIP1 em 24h
observada na infecgdo pelo ZIKVwr7es Se correlaciona com dados da literatura, em que
24h de infeccdo por JEV também regulou negativamente SHIP1 em células BV2
(THOUNAOJAM et al., 2014). J& os niveis de expressao deste gene diminuem
marcadamente 72h ap6s a infeccdo com ambos os isolados, confirmando a regulacdo
repressiva deste miRNA.

Ao analisar o padréo de expressao da citocina anti-inflamatéria 1L-10, é possivel
observar um aumento muito significativo (>5 folds) apds tratamento com LPS. Visto que
esta interleucina imunossupressora inibe 0 miR-155, ao analisar 0s niveis de expressdo
em células infectadas pelo ZIKVmr7es, € possivel observar um aumento estatisticamente
significativo em 72h (Figura 20B), o que se correlaciona com 0 comego de uma resposta
anti-inflamatoria tardia (Figura 12). Confirmando, no mesmo tempo, a correlagéo inversa
de miR-155 com o ZIKVpe243. Provavelmente, por ndo ter niveis expressivos de IL-10 no
tempo de 72h, além de outras vias, 0 miR-155 est elevado na infec¢do por ambas as

cepas, conseguindo, consequentemente, inibir SHIP1 (Figura 13).

Um outro miRNA envolvido nos estagios iniciais da resposta imune, ¢ 0 miR-
125b. A expressao deste miRNA seria modulada para permitir a produgdo de mediadores

pro-inflamatorios, como TNF-a. A figura 21 mostra a cinética de expressdo do miR-125b.
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Figura 21. Alteracdo da expressdo do miR-125b e seu alvo TNF-a em células BV2
pela infeccdo do ZIKV. Células BV2 foram infectadas por ZIKVeezs3 0u ZIKV mr7ss cOm MOI
1, avaliadas a 24, 48 e 72 horas p.i.. O controle negativo é “mock™ ¢ 0 positivo, “LPS+ATP”.
gPCR dos niveis de copias de miRNAs e mMRNA dos alvos. Os resultados plotados do AACt foram
normalizados em relacdo ao HPRT1 e ao mock para os mRNAs, e em relacdo ao U6 e ao mock
para 0s miRNAs. A andlise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, considerando
*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 como diferenca significativa, em relagdo ao mock quando nado
identificado pela barra.

E esperado que 0 miR-125b atinja o 3°UTR do TNF-a, sendo seu alvo direto.
Varios estudos estabeleceram o TNF-a como sendo uma citocina crucial envolvida na
resposta ao LPS, o que pode ser observado em nosso ensaio. Entretanto, podemos
observar também um aumento do miR-125b em resposta a LPS e ATP. Estudos sugerem
que os niveis do miR-125b poderiam aumentar em resposta ao LPS em células do sistema
imune com objetivo de limitar a resposta inflamatéria (TILI et al., 2007). Sendo assim, o
grande aumento do TNF-a poderia estar induzindo, contraditoriamente, um aumento de

expressao desse miRNA nas células da micréglia, que sdo os macrofagos do SNC.

Ainda ndo héa estudos relacionando miR-125b com ZIKV ou com microglia,
porém ha estudos associando este miRNA com o aumento da replicagdo viral em
pacientes com Hepatite B por um mecanismo ainda desconhecido (LI et al., 2016). Além
de ser um microRNA abundante no cérebro, 0 miR-125b é um importante regulador
negativo da apoptose induzida por p53 durante a resposta ao estresse, se ligando na regido
3’UTR do mRNA de p53, podendo aumentar assim a capacidade de replicacao viral (LE
etal., 2009). O perfil de expressdo do miR-125b em BV2 infectadas com ZIKV obedece,

mais uma vez, aos niveis de infectividade do virus, com picos estatisticamente
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significativos em 24 e 72h no caso do ZIKVwrres (Figura 21A), porem néo foi observado

alteracdo da replicagdo do virus nesse mesmo periodo (Figura 16 C-D).

N&o foi possivel detectar mudancas expressivas na transcrigdo de TNF-a durante
a infec¢do com ZIKV, porém, ainda que modesta, acompanhou o perfil inverso do seu

miRNA repressor (Figura 21B).

Pesquisas recentes mostraram que o miR-125b pode regular negativamente
também citocinas pré-inflamatorias se ligando na sequéncia complementar do 3’UTR do
MRNA de TRAF6 (RASHEED et al., 2019). Os nossos ensaios confirmaram a correlacédo
inversa entre a expressdo de miR-125b e TRAF6 (Figura 22C).

Posteriormente foram analisados os niveis de expressao do miR-146a, assim como
seus alvos - as proteinas TRAF6, IRAK1 e IFN-y (Figura 22).
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Figura 22. Alteracao da expressdo do miR-146a e seus alvos TRAF6, IRAK1 e IFN-
vy em células BV2 pela infecgdo do ZIKV. Células BV2 foram infectadas por ZIKVpgz43 0U
ZIKVur7es cOm MOI 1, avaliadas a 24, 48 e 72 horas p.i.. O controle negativo é “mock™ e 0
positivo, “LPS+ATP”. gPCR dos niveis de copias de miRNAs e mRNA dos alvos. Os resultados
plotados do AACt foram normalizados em relagdo ao HPRT1 e ao mock para os mRNAs, e em
relacdo ao U6 e ao mock para os miRNAs. A anélise estatistica foi realizada por One-Way
ANOVA, considerando *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 como diferenca significativa, em
relacdo ao mock quando ndo identificado pela barra.

Foi possivel observar um aumento significativo do nivel de miR-146a apos o
tratamento com LPS+ATP, condizendo com estudos que apontam o aumento da
expressao de miR-146a apds estimulagdo com LPS ou IL-1B ¢ ndo com TNFa ou outros
ligante do mesmo TLR, sugerindo que a inducdo de miR-146a em resposta a estimulos

inflamatdrios é especifica para o tipo celular e ligante (L et al., 2017).

A inducdo da expressao de miR-146a mais tarde na resposta inflamatoria tem uma
importante funcdo como regulador negativo das respostas imunes inatas, inibindo as vias
de sinalizagéo de TLR. O miR-146a suprime a producéo de IFN tipo I inibindo IRAK1 e
TRAF6 (O’NEILL; SHEEDY; MCCOY, 2011). O perfil de expressdo deste miRNA
(Figura 22A) e seus dois alvos diretos (Figura 22C-D) coincidem inversamente, como
esperado. E possivel que o aumento desse miRNA, por controlar a expressio de TRAF6
e de IFN-pB, permita a maior replicacéo viral por ZIKVur7es. O ZIKVpe243, por sua vez,
ndo induz expressivamente esse miRNA, o que inibiria em menor grau a ativacao de
TRAF6, induzindo a expressdo de IFN-B na infeccéo (Figura 23B), que pode ser um fator

responsavel, por um lado, por controlar a replicacao e, por outro, levar a ativacéo celular.

TRAF6 é uma proteina adaptadora criticamente importante nas respostas
antivirais envolvendo a via de sinalizacdo do NF-kB. Pesquisas demonstraram que a NS5
de ZIKVmRr766 antagoniza a resposta imune inata do hospedeiro e promove a replicagéo
do virus interagindo com TBK1 e, assim, inibindo TRAF6 (LIN et al., 2019). Estes dados
sustentam nossos resultados quanto aos menores niveis de expressdo de TRAF6

observados na infec¢do pelo ZIKVmr7es (Figura 22C).

Além disso, a NS5 do ZIKV mostrou suprimir as respostas do IFN tipo 1 e 11, e
também foi capaz de ativar a sinalizagdo IFN tipo 11. Os IFNs tipo Il (IFN-y) sdo gerados
principalmente por células imunes e possuem algumas funcdes antivirais. A infeccao por
ZIKV, no entanto, é aumentada pela sinalizacdo de IFN tipo Il, que gera citocinas pro-
inflamatorias que podem facilitar a disseminacdo viral e exacerbar a doenca
(THURMOND et al., 2018). A supressao das vias de IFN dos tipos I e I11, assim como a
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ativacdo da via do IFN tipo Il mediada por NS5 foi sugerida ser por meio do aumento da
homodimerizagdo de STATI, que aumenta a expressdo génica em sitios ativados por y
(GAS). Como o ZIKV NS5 induz a degradacdo de STAT2, que é necesséria para a
formacéo de complexos de transcri¢do envolvidos na sinalizacdo de IFN tipo I e Ill, o
balanco intracelular de complexos contendo STAT muda para os dimeros STAT1-
STAT], resultando em aumento de IFN-y expressdo génica induzida. Até o momento, o
ZIKV NS5 é a unica proteina viral conhecida por suprimir concomitantemente as vias
dos IFN tipo I e 1l enquanto ativa o tipo Il (HERTZOG et al., 2018). O IFN-y € conhecido
por induzir a expressao de alguns fatores celulares que facilitam a replicacdo do ZIKV.
Em particular, os fatores de entrada AXL, Tyro3 e DC-SIGN sdo codificados por genes
estimulados por IFN-y. Além disso, a inflamac&o e a morte celular induzidas pelo IFN-y
também podem facilitar a disseminacdo do ZIKV in vivo (CHAUDHARY et al., 2017).
Isso corrobora com os dados de IFN-y estarem aumentados em 72h p.i. (Figura 22B) e

coincidir com o pico de infectividade do virus neste mesmo tempo (Figura E-F).
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Figura 23. Alteragdo da expressdo do miR-132 em células BV2 pela infeccdo do
ZIKV. Células BV2 foram infectadas por ZIKVpe23 0u ZIKVvr7es cOm MOI 1, avaliadas a 24,
48 e 72 horas p.i.. O controle negativo é “mock” e o0 positivo, “LPS+ATP”. gPCR dos niveis de
copias de miRNAs e mRNA dos alvos. Os resultados plotados do AACt foram normalizados em
relacdo ao HPRT1 e ao mock para os mRNAs, e em relagdo ao U6 e ao mock para 0s miRNAs.
A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, considerando **p<0,01 como diferenca
significativa em relagdo ao mock.

Finalmente, foram avaliados os niveis de expressdo do miR-132 em células BV2
infectadas pelo ZIKV (Figura 23). O padrdo de expressdo deste miRNA foi similar ao

observado nos miRNAs anteriormente analisados, com maiores niveis de expressdo as 24
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e 72hs pos infeccdo com os isolados. Uma vez mais os niveis deste miRNA foram maiores
em células BV2 infectadas com o ZIKVur7es em todos os tempos. Por outro lado, 0s
niveis de expressdo deste miRNA mostraram uma correlagdo negativa com os de IFN-
expressos pelas células infectadas, o que explicaria os maiores niveis de infectividade do
ZIKVmRr766 €M relacdo ao ZIKVpe24 descrito em varios tipos celulares incluso o utilizado
neste estudo (ESSER-NOBIS et al., 2019). Resultados obtidos por Lagos e colaboradores,
demonstram que o miR-132 suprime o fator de transcricdo CBP/p300 ap0s ativacao da
transcricao apos ligacdo viral regulando a resposta do IFN-B (LAGOS et al., 2010). Este
mecanismo foi envolvido na evasdo da imunidade inata os estagios iniciais infeccao
priméria (LIN et al., 2001). Por outro lado, a desregulagdo do equilibrio miR-132-p300
afetaria outros processos bioldgicos envolvidos na diferenciacao celular, com os relatados

pela infeccdo pelo ZIKV.
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Figura 24. Alteracéo da expressdo dos miR-155, miR-146a, miR-132, miR-125b agrupados
por tempo de infeccdo pelas cepas do ZIKV em células BV2. Células BV2 foram infectadas
por ZIKVpee243 0U ZIKVmr766 cOM MOI 1, avaliadas a 24, 48 e 72 horas p.i. por gPCR. O controle
negativo ¢ “mock” e o positivo, “LPS+ATP”. Os resultados plotados do AACt foram
normalizados em relagdo ao U6 e a0 mock. Todos 0s experimentos foram feitos por triplicatas
independentes.

A andlise do padrdo global de expressdo dos diferentes miRNAs durante a
infeccdo das células BV2 pelo ZIKVmr7es € ZIKVpe243 (Figura 24) nos permite realizar as

seguintes observacoes:

I.  Osniveis de expresséo global dos miRNAs analisados mostram maiores niveis 24

e 72h p.i. por isolados de ambas as cepas;



VI.

VII.

VIIIL.
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O ZIKVwmRr766 induz maiores niveis de expressao dos miR-125b, 155 e 146a que o
ZIKVpe243 Nas primeiras 24h p.i.;

A maior expressao do miR-155, nas primeiras 24h p.i. pelo ZIKVwmr7es, SUgere a
inducdo de uma resposta inflamatoria maior que a infeccao pelo ZIKVpg243;

O miR-146a mostrou o maior aumento entre 0s mMiRNAs analisados, apos infeccao
por isolados de ambas as cepas, sendo maior na infecc¢éo pelo ZIKVurzes;

O miR-125b mostrou o segundo maior aumento apés infec¢do por isolados de
ambas as cepas, e, igual ao observado no miR-146a, 0 ZIKVmr7es estimulou
maiores niveis de expressao que 0 ZIKVpg2a3;

E possivel observar um leve aumento na expressdo do miR-132 24, 48 e 72h ap6s
infecgéo pelo ZIKVmr7es em relagéo ao ZIKVpeas3;

O padréo de expressdao dos miRNAs nas primeiras 24h, seria compativel com o
final da fase inicial e/ou comeco da resposta imune tardia;

A ocorréncia varios ciclos de infeccdo viral nas primeiras 24h pode ser um fator
importante na pouca correlacdo entre os padrdes de expressao dos miRNAs e a

fase inicial da resposta inata;

6. Conclusoes

Os isolados ZIKVwmr7es € ZIKVpe243 N0 induzem efeitos citopatogénicos em
células da micréglia BV2;

As células BV2 sdo permissivas a infecgdo por ZIKV e capazes de produzir virus
infeccioso;

Os niveis de infectividade e replicacdo viral, de ambos os isolados em células
BV2, foram menores que 0s descritos para outros tipos celulares;

Os isolados ZIKVur7es € ZIKVpe243 induzem a expressdao dos marcadores de
ativacdo Ibal, CD68 em células BV2, enquanto a expressdo do MHC-II é
aparentemente induzida apenas pelo ZIKVmr7ss:

A infeccdo de células BV2 pelos isolados africano e asiatico do ZIKV mostrou
induzir a expressao dos miRNAs 155, 146a, 132 e 125b, envolvidos na regulacao
da resposta imune inata;

O miR-155 mostrou uma maior expressdo, apesar de ndo acentuada, 24h apds

infeccdo pelo ZIKVmr7es, 0 que sugere a indugdo de uma resposta inflamatoria
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maior que a infeccdo pelo ZIKVpe243, embora esses resultados representem o
periodo tardio da fase inicial da resposta inata;

A diminuigdo da expressdo do miR-155 em 48h e os niveis ndo tdo aumentados
24h p.i. por ambas os isolados é condizente com a fase tardia da resposta
inflamatoria;

A expressdo dos alvos celulares do miR-155 - SOCS, SHIP1 e IL-10 -
acompanharam as oscilacdes do miRNA e confirmam o padrdo de expressdo
compativel com as fases inicial-tardia, tardia e crénica, correspondentes a 24, 48
e 72h p.i., respectivamente;

O miR-146a mostrou o maior aumento em todos os miRNAs analisados, apés
infeccd@o por ambas os isolados, sendo maior na infeccéo pelo ZIKVurz7es;

O aumento do miR-146a se correlacionou, de uma forma geral, com a diminuigéo
de seus alvos TRAF6 e IRAK1, coincidindo com um padréo de resposta posterior
a fase inicial,

Os niveis de IFN-y observados 72h p.i. coincidem com um padrdo tardio da
resposta inata, sugerindo a possivel contribuicdo desta citocina com a replicacédo
viral nestas fases para ambas as cepas;

Os niveis do miR-125b mostraram o segundo maior aumento apds infeccdo por
ambas os isolados e, igual ao observado no miR-146a, 0 ZIKVmRr7es estimulou
maiores niveis de expressdo que 0 ZIKVpesz e também confirmaram a
coincidéncia dos tempos analisados com as fases tardias da resposta imune inata;
A observacdo inesperada de altos niveis de expressdo dos miR-125b e 146a nas
primeiras 24h se correlacionariam com o padrdo de expressdo correspondente ao
final de uma resposta inflamatéria aguda;

O miR-132 mostrou uma maior expressao 24, 48 e 72h p.i. pelo ZIKVmr7es, 0 que
suportaria a maior diminui¢do observada da expresséo de IFN-B pelas BV2, em
relacdo ao isolado brasileiro, embora essas diferencgas sejam discretas;
A diminuic&o observada tanto na replicacéo viral como na expressdo dos miRNAs
48h p.i. pelos isolados das duas cepas, € um fator intrigante que pode estar
relacionado a dindmica da resposta imune, coincidindo com uma fase tardia e
consequente diminuicdo das citocinas inflamatorias, fendbmeno que se reverte

posteriormente pela producgéo de citocinas pro-virais, como IFN-y e IL-10.
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Em base a analises dos resultados obtidos nesta primeira fase de nosso estudo, n6s

propomos 0s seguintes passos:

= Auvaliar a expressdo dos miRNAs 155, 125b, 146a e 132, assim como seus alvos

celulares nos tempos de 6 e 12h p.i. com objetivo de identificar o padrédo de

expressao na fase inicial aguda da resposta inata;

= Avaliar aexpressao dos alvos celulares por immunoblotting e ELISA com objetivo

de confirmar a expressao das diferentes proteinas;

= Auvaliar a expressao dos fatores celulares IRF3, IRF7 envolvidos na transducdo de

sinal das vias de ativagédo dos TLR;
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