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Potencial efeito neuroprotetor, imunomodulador e anti-viral do dmega-3 (DHA) na

infecgdo neuronal e microglial pelo virus Zika
Heloisa Antoniella Braz de Melo
RESUMO

O virus Zika (ZIKV) possui um intenso tropismo por células neurais e tem sido
correlacionado com o desenvolvimento agravos neuroldgicos pos-infec¢do. Além disso,
a infeccdo por este virus estd associada ao estabelecimento de uma neuroinflamag&o
intensa, sendo esta majoritariamente orquestrada por células microgliais. O impacto
negativo da infeccdo pelo ZIKV no Sistema Nervoso Central (SNC) é amplamente
caracterizado na literatura. Contudo, a aplicacdo de moléculas capazes de proteger contra
os efeitos citotdxicos causados por este virus ainda é necessaria. Neste contexto, tem sido
extensamente demonstrado que o Acido Docosahexaenoico (DHA), um &cido-graxo poli-
insaturado de 6mega-3, é altamente neuroprotetor e desempenha diferentes funcbes
essenciais para a homeostase do SNC. Portanto, neste trabalho, nos investigamos o papel
protetor do DHA contra a patogénese do ZIKV em células SH-SY5Y, utilizadas como
neuronal-like cells, e em células microgliais humanas. Nossos dados demonstraram que
o pré-tratamento com DHA foi capaz de aumentar a viabilidade e proliferacdo de células
SH-SY5Y infectadas com ZIKV, bem como de reduzir a producdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatdrias produzidas durante a infeccdo. O DHA também foi capaz
de restaurar a funcdo mitocondrial e prevenir contra o estresse oxidativo que foram
induzidos pelo ZIKV. Em células microgliais, 0 DHA reduziu a proliferacdo, biogénese
de corpusculos lipidicos, producdo de espécies reativas e producdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatorias durante a infecgédo do ZIKV. Além disso, o DHA modulou
importantes marcadores de membrana associados a fungéo regulatéria e de apresentagdo
de antigenos peptidicos e lipidicos pela micréoglia. Investigando acerca de alteracoes
metabolicas durante a infec¢do, demonstramos que tanto o ZIKV como o0 DHA modulam
intermediarios do ciclo do acido citrico e o perfil metabdlico global da micréglia.
Ademais, o DHA foi capaz de reduzir a carga viral tanto das células microgliais, quanto
das neuronais. Em conjunto, esses dados demonstram que o DHA possui um potencial
neuroprotetor, imunomodulador e antiviral, sendo uma molécula promissora para

intervencdes terapéuticas contra a infecgdo do ZIKV.



Potential neuroprotective, immunomodulatory and antiviral effects of omega-3

(DHA) in neuronal and microglial Zika virus infection

Heloisa Antoniella Braz de Melo

ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) has a major tropism for neural cells and has been correlated with post-
infection neurological syndromes. Furthermore, this viral infection can lead to the
establishment of exacerbated neuroinflammation, which is mostly driven by microglial
cells. The negative impact of ZIKV infection on the Central Nervous System (CNS) is
widely characterized. However, the application of molecules capable of protecting against
cytotoxic effects caused by this virus still is necessary. In this context, it has been
extensively demonstrated that Docosahexaenoic Acid (DHA), a polyunsaturated omega
3 fatty acid, is highly neuroprotective and orchestrates essential functions for CNS
homeostasis. Therefore, in the present work, we investigated the protective roles of DHA
against ZIKV pathogenesis using SH-SY5Y, a neuronal-like cell, and human microglial
cells. Our data showed that pretreatment with DHA prior to infection was able to improve
viability and proliferation of SH-SY5Y cells, and to reduce cell death, pro-inflammatory
cytokines and chemokines induced by ZIKV. DHA pretreatment was also able to restore
mitochondrial function and prevent against oxidative stress that were induced by ZIKV
infection. In microglial cells, DHA reduced proliferation, lipid droplet biogenesis,
reactive species production and pro-inflammatory agents. In addition, DHA modulated
important membrane markers associated with the regulatory function and presentation of
peptide and lipid antigens by microglia. Investigating about metabolic shifts during ZIKV
infection, we demonstrated that both ZIKV and DHA modulate citric acid cycle
intermediates and the global metabolic profile of microglial cells. Furthermore, DHA was
able to reduce viral load in both microglial and neuronal cells. Taken together, these data
demonstrate that DHA has a neuroprotective, immunomodulatory and antiviral potential,
being a promising molecule for therapeutic strategies against ZIKV infection.
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1. INTRODUCAO

1.1.Virus Zika

O virus Zika (ZIKV) é um membro pertencente a familia Flaviviridae e
também classificado como arbovirus, compartilhando com outras arboviroses a
caracteristica de ser transmitido por artropodes, tais como mosquitos do género
Aedes. O virus foi inicialmente isolado de um macaco Rhesus em 1947 na Floresta
Zika, em Uganda, Africa e, anos ap6s sua descoberta, identificado pela primeira
vez em humanos em 1954, na Nigéria (1,2). Com os primeiros surtos ocorrendo
no Pacifico entre 2007 e 2015 e sua dispersdao para Américas, diferencas
epidemioldgicas da doenca foram notadas pela primeira vez, trazendo a atencéao
da comunidade cientifica ao redor do mundo para essa nova epidemia (3,4).
Também contribuindo para tal, o surgimento de sindromes neurolégicas pés-
infeccdo associadas ao ZIKV, até entdo sem precedentes comparado as outras
arboviroses, gerou uma situacdo emergencial em saude publica de relevancia
global (3). Além disso, a descoberta da transmissdo materno-fetal e deteccéo de
particulas virais ativas no trato reprodutor masculino e em secrec@es vaginais,
caracterizando a transmissdo vertical e sexual respectivamente, fomentou ainda
mais a necessidade de se estudar a patogénese do ZIKV. Especialmente em
relacdo a transmissdo sexual, discute-se amplamente que esta poderia facilitar a
prevaléncia e circulagdo do virus, mesmo que ndo seja a principal forma de
transmisséo da doenca (5-7). Com isso, saindo de um perfil de casos esporadicos
para uma expansdo geografica em cerca de 90 paises, 0 ZIKV implementou um
esforco global para o desenvolvimento de vacinas e tratamentos, visando
amenizar os efeitos danosos que a epidemia é capaz de trazer aos locais afetados
pela mesma.

O ZIKV ¢ um virus envelopado, de RNA fita simples (ssRNA), sentido
positivo, compartilhando similaridades estruturais e funcionais com outras
flaviviroses, como o virus da dengue (DENV), virus da encefalite japonesa (JEV)

e virus da febre amarela (YFV) (8). Seu genoma contém a informacéao usada para
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a sintese de proteinas estruturais, tais como do envelope (E), capsideo (C) e as
glicoproteinas de membrana (prM), bem como 7 proteinas ndo-estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (8). As proteinas estruturais formam a
particula viral, enquanto as proteinas nao-estruturais possuem um papel

fundamental na replicacdo, montagem e evasao do sistema imune (9).

A entrada do virus na célula ocorre via endocitose mediada por receptor,
especialmente através dos receptores tirosina-quinase Tyro3, AXL e Mer (TAM),
envolvidos na eliminagdo de células apoptoticas e regulacdo da resposta imune
(8,10) . Diferentes flaviviroses utilizam especialmente do AXL para uma invasao
silenciosa a partir da interagdo do virus com o ligante natural do receptor, a
proteina growth arrest-specific 6 (Gas6), que leva a internalizacdo da particula
pelo AXL por um mecanismo denominado mimetismo apoptético (11). Essa
interacdo desencadeia uma endocitose mediada por clatrina e, uma vez dentro do
endossomo, o virus utiliza da acidificagdo endossomal para fundir a membrana
viral e celular, liberando o0 RNA para o citoplasma (12). O receptor AXL é
expresso e foi demonstrado estar envolvido na entrada do ZIKV em diferentes
tipos celulares suscetiveis a infecgdo, como células de Sertoli, células endoteliais,
astrocito, microglia, células progenitoras neurais, entre outras (13-15). Além do
receptor AXL, o DC-SIGN (CD209), expresso na membrana de macrofagos,
micréglia e células dendriticas, também € abordado como candidato para entrada
do ZIKV na célula, levando em consideragdo a comprovada interacdo deste
receptor com o DENV e outros flavivirus (9).

O ZIKV, assim como outras flaviviroses, possui a caracteristica de formar
fatores de replicacdo membranosos (FRS), tais como vesiculas geradas a partir de
invaginacdes do reticulo endoplasmatico (RE) (12,16,17). Dentro destas
vesiculas, é formado um sitio seguro de replicacdo e montagem de virions, pois o
material genético consegue ser protegido contra RNAses e outros fatores
intracelulares que reconhecem o patdgeno viral. Especificamente com o ZIKV,
mostrou-se que em células placentarias o virus forma FRs a partir do RE, bem
como modula a estrutura, quantidade e funcao de corpusculos lipidicos (CLs) (18).
Além disso, usando inibidores especificos da biogénese de CL, observou-se

reducdo da carga viral, sugerindo um papel importante dessa organela para a
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1.2.

replicacdo viral (18). Demonstrou-se neste mesmo modelo que o perfil lipidico é
remodelado durante a infeccdo e que este processo esta relacionado a inflamacao
causada pelo virus, destacando o impacto direto do metabolismo lipidico na
patogénese do ZIKV (18).

Caracteristicas clinicas da infec¢ao por ZIKV

A maior parte dos casos de infecgdo por ZIKV sdo assintomaticos (50-80%)
(3,19). Quando sintomaticos, os sintomas sdo similares aos encontrados em outras
arboviroses, sendo essa uma problematica para o diagnostico clinico entre os
diferentes componentes deste grupo. A infeccdo por ZIKV € caracterizada por
febre baixa, cefaleia, exantema, mialgia e artralgia (Figura 2) (1). Também foram
relatados casos de conjuntivite e risco aumentado de perda de visdo associada a
inflamacdo ocular (20). Em idosos ou individuos portando algum tipo de
comorbidade, a doenca pode evoluir para quadros mais graves e ser fatal. Algumas
das manifestacOes associadas aos casos mais graves sdo trombocitopenia, choque
séptico, encefalite e outros agravos neuroldgicos (21,22). Os primeiros indicios
de agravamento neuroldgico aconteceram ainda na Polinésia Francesa e,
posteriormente, confirmados com a epidemia que atingiu as Américas, 0 que
alterou todo o cenério de pesquisas acerca da infeccdo por ZIKV a nivel global
(23,24).

O ZIKV possui um grande tropismo por células neurais, tendo como
consequéncia o desenvolvimento, pés-infeccdo, de sindromes congénitas em
neonatos e paralisia motora em adultos (25). A paralisia motora é resultante do
ataque aos nervos perifericos pelo sistema imune, caracterizando a sindrome
autoimune de Guillain-Barré. Ainda ndo se sabe como a infec¢do por ZIKV é
capaz de levar ao aparecimento desta sindrome, mas o que se relata, € que a
hiperativagdo da resposta imune causada pelo virus possa acarretar o
reconhecimento de antigenos proprios e ataque as proprias células, causando o
dano sistémico (24,26,27).

Além disso, durante a epidemia das Ameéricas, ocorreu um significativo

aumento de malformacdes congénitas, predominantemente no sistema nervoso
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central (28). Estudos iniciais detectaram o genoma do ZIKV no fluido amnidtico
de gravidas, demonstrando que a infec¢do poderia de fato ser a problematica dos
danos neuroldgicos observados (29). O espectro de anormalidades congénitas
associadas a infeccdo pelo ZIKV ¢ atualmente denominado como Sindrome da
Zika Congénita (SZC), englobando a microcefalia severa, desproporgdes
craniofaciais, anormalidades auditivas e oculares, calcificagdes subcorticais, ente
outras alteracdes (30). Com o0 avanco das pesquisas, descobriu-se que o ZIKV é
capaz de infectar trofoblastos in vitro, 0s quais sdo importantes células
constituintes da barreira placentaria, levando a reducao da expressdo de moléculas
de adeséo, 0 que poderia provocar 0 aumento da permeabilidade da barreira (31).
Atualmente, estudos reportam algumas hipGteses de como o virus, apos
ultrapassar a barreira placentaria, consegue alcancar o0 microambiente neural em
desenvolvimento. Um dos mecanismos citados é o de transcitose, pelo qual o virus
infecta células endoteliais microvasculares presentes na barreira hematoencefalica
e é transportado da regido apical para a basolateral, sem comprometer a

integridade das interacdes celulares da mesma (31,32).

Muscle pain

Figura 1: Principais sintomas encontrados na infec¢éo por
ZIKV. Os sintomas sdo caracterizados em vermelhiddo nos
olhos, febre baixa, artralgia, mialgia, artralgia, exantema e
cefaleia. Figura adaptada de: CDC, 2019. Zika Virus: Symptoms,

Testing and Treatment.
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1.3. Impacto da infec¢do por ZIKV na morte, proliferacdo e diferenciacdo de
celulas neurais

O ZIKV ¢ altamente neurotropico, sendo capaz de modular diversos
parametros do microambiente neural. Em modelos de primatas ndo-humanos,
autopsias de fetos advindos de mades infectadas demonstraram formacéo
incompleta, ou seja, hipoplasia, da matéria branca, acompanhada de intensa gliose
e injuria axonal (33). Foi demonstrado também que o virus infecta células
progenitoras neurais, se replica eficientemente, desregula a progressao do ciclo
celular, bem como induz morte por apoptose das mesmas (34,35). Além disso,
observou-se que células progenitoras neurais crescendo em neuroesferas, quando
infectadas pelo ZIKV, apresentam anormalidades morfologicas e padrdes
associados ao processo apoptético, sugerindo um impacto negativo no processo
de neurogénese durante o desenvolvimento cerebral (36). Ainda neste contexto,
foi demonstrado que as proteinas NS4A e NS4B do ZIKV é capaz de inibir a via
PI3K/Akt/mTor, sendo o funcionamento normal desta via essencial para a
neurogénese e controle autofagico da célula (37). Ademais, foi reportado que a
infeccdo do ZIKV causa um sequestro da proteina fosforilada TANK-binding
kinase 1 (pTBK1) dos centrossomos para a mitocondria, impedindo sua fungéo
durante o processo de mitose, ocasionando uma disfuncdo na proliferacdo de
células neuroepiteliais (38).

O controle metabolico é essencial para o desenvolvimento saudavel do
sistema nervoso, pois o processo de migracao, proliferacédo e diferenciacdo celular
dependem de um metabolismo controlado (39). Algumas infec¢des que atingem
0 sistema nervoso alteram o metabolismo basal, interferindo na disponibilidade
energeética das células neurais (39). O ZIKV demonstrou intensa modulacéo de
metabolitos lipidicos em células placentarias (18), e, apesar de uma caracterizacdo
em células neurais ainda ser necessaria, hipoteses que correlacionam modulacéo
de metabolismo com os agravos neuroldgicos ja foram abordadas (39).
Recentemente, um estudo demonstrou que a infecgdo por ZIKV é capaz de causar
disfuncdo mitocondrial em astrécitos derivados de células-tronco, bem como
aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio, favorecendo estresse

oxidativo celular (40). Neste sentido, é importante destacar que a modulagédo do
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1.4.

metabolismo energético tem sido fundamental para entender a patogénese do
ZIKV, podendo ser um dos mecanismos chave associados ao dano no SNC
causado pela infeccéo.

O ZIKV ¢ capaz de causar alteracdes ndo somente através da infeccdo
congénita. Durante os primeiros anos de vida, 0 sistema nervoso passa por
processos de sinaptogénese e mielinizacdo, 0s quais sdo essenciais para 0
desenvolvimento de aprendizado e memdria (41). Estudos demonstraram que a
infeccdo pos-natal com ZIKV é capaz de impactar negativamente o
desenvolvimento neurologico, acarretando anormalidades persistentes ao
comportamento e emocdes, declinio cognitivo, entre outras manifestacdes em
modelos de primatas ndo-humanos (42,43). O virus também € capaz de infectar e
causar danos as células-tronco neurais de camundongos adultos, levando a morte
e reducdo da proliferacdo celular, demonstrando que o sistema nervoso adulto
também é vulneravel a infeccdo por ZIKV (44). Modelos de tecidos cerebrais
humanos demonstraram que o ZIKV infecta e se replica em neurdnios maduros,
especialmente na regido do hipocampo (45). Complementar a isso, a infeccédo de
camundongos adultos demonstrou ativacdo da resposta pro-inflamatoria intensa
no microambiente cerebral, chamado a atencéo para possiveis danos cognitivos
causados pelo ZIKV também em organismos adultos (45). Também foram
investigados modelos de células neuronais de linhagem que sdo amplamente
usados dentro da neurobiologia (46), como a linhagem de neuroblastoma humano
SH-SY5Y. Estas foram reportadas como suscetiveis a infeccdo por ZIKV,
apresentando uma reducdo de viabilidade em tempos tardios pos-infeccéao (47,48).

Neuroinflamacéo

O desbalanco da resposta inflamatdria € um processo chave que orquestra a
morte neuronal em diversas doencas neurodegenerativas (49). Estudos mostraram
que neurénios infectados com ZIKV tiveram um aumento da producdo de
citocinas pro-inflamatorias e fatores neurotoxicos, tais como Interleucina-1p (IL-
1B), Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e glutamato (50). A producéo
aumentada desses fatores esta correlacionada ao processo de citotoxicidade,

mostrando que a propria célula neuronal contribui para o microambiente
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inflamatdrio e morte celular causada pela infeccdo (50). Contudo, as células
imunoldgicas residentes do SNC, denominadas microglias, sdo as que possuem
maior impacto sob o perfil inflamatério neural. As células microgliais sdo grandes
sensores de alteracdes que ocorrem no SNC, respondendo aos estimulos através
de alteracGes metabolicas e fenotipicas que levam a ativagdo celular (51). Estudos
mostraram que a microglia é suscetivel ao ZIKV e, quando infectadas, levam a
producdo de Interleucina-6 (IL-6) e a proteina quimiotatica de mondcitos-1
(MCP-1) (52). Também foi observado o aumento da citocina pro-inflamatdria
TNF-0 bem como uma reacgéo intensa denominada microgliose, pela qual ha maior
recrutamento e ativacdo microglial no sitio de infeccdo (45). Em contrapartida, o
virus é capaz de suprimir uma das principais respostas antivirais, inibindo a
ativacdo da proteina TBK-1, a qual tem como uma de suas funcdes ativar fatores
de transcricdo que regulam a expressao de IFN do tipo | (IFN-a e B) (53).

Durante o processo de ativacdo da microglia, observa-se um funcionamento
anormal do ciclo de &cido citrico e uma atividade aumentada das vias de sintese
de acidos-graxos de novo (51). Este processo culmina na maior biogénese de
Corpusculos Lipidicos (CL), sendo estes importantes organelas associadas ao
armazenamento lipidico, biossintese de mediadores inflamatdrios e sinalizacdo
celular (51,54). Foi reportado que tanto a distribuicdo quanto a composic¢ao dos
CL sdo capazes de influenciar nos diferentes perfis de ativacdo microglial,
demonstrando a importancia do controle do metabolismo lipidico para a funcédo
desta célula imunoldgica (51).

A micrdglia é fundamental para a modulagcéo de uma resposta imune robusta
no SNC. Além de ser linha de frente da resposta imune inata, as células
microgliais agem também como apresentadoras de antigenos (APC), tendo um
papel fundamental na manutencéo de uma resposta imune adaptativa proveniente
de linfdcitos T infiltrantes no SNC (55). Assim como outras APCs, as celulas
microgliais possuem a capacidade de apresentar antigenos peptidicos gerados em
compartimentos de vias endociticas para células TCD4+ especificas (55,56). Esse
tipo de apresentagdo antigénica é proporcionado pela presenca de moléculas do
Complexo Maior de Histocompatibilidade Classe 11 (MHC-I1), constitutivamente
expressas na membrana de APCs. Apesar da expressdo de MHC-I11 ser baixa em

células microgliais em estado de repouso, a inducgdo da expressao desta molécula
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¢ uma caracteristica comumente encontrada quando a microglia estd ativada,
sendo este perfil aumentado de microglia MHC-11+ observado em diferentes
doencas neurodegenerativas (57). A ativacao do linfocito TCD4+ pela microglia
(e por APCs em geral) requer tanto a exposicdo do complexo MHC-antigeno,
como a expressdo de moléculas co-estimulatorias da familia B7 na superficie da
célula (58). Estas moléculas, tais como CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2), sdo
responsaveis em gerar um segundo sinal que impede o estabelecimento do estado
de anergia da célula T, promovendo a ativagdo linfocitaria (55,57). Além disso,
outras proteinas de membrana sdo capazes de influenciar no tipo de resposta que
sera induzida pela micrdglia. Foi reportado que essa célula pode expressar, em
determinadas condi¢0es, o ligante de morte programada 1 (PD-L1), sendo este um
importante ligante com acdo inibitéria da resposta de células T (55,59). Além
disso, também foi demonstrado que a micrdglia expressa a proteina DC-SIGN
(CD209), considerada marcadora de polarizacdo alternativa de macrofagos (M2)
e associada a um perfil supressor da resposta imune em células microgliais
(60,61).

Indicios demonstram uma forte modulacdo do metabolismo associada a
infeccdo por ZIKV e essa alteragdo direciona novos caminhos a serem explorados
guanto a sua patogénese (18,39). Dentro da resposta imune, estuda-se uma familia
de glicoproteinas de membrana denominadas cluster de diferenciacdo 1 (CD1), as
quais podem ser expressas constitutivamente (CD1d) ou serem induzidas (CD1a,
CD1b e CD1c) em células apresentadoras de antigeno (APC), tais como células
dendriticas, macréfagos e microglia (62). A familia CD1 tem a capacidade de se
ligar e apresentar antigenos lipidicos a um conjunto de células T restritas a esse
tipo de reconhecimento antigénico. Estas sdo denominadas células natural killers
T, que podem ser do tipo 1 (iINKT) ou tipo 2 (NKT), e, recentemente, demonstrou-
se que as células T yd possuem a capacidade de reconhecer antigenos lipidicos
apresentados via CD1c (63,64). Infecgdes virais podem alterar o perfil metabolico
da célula, alterando o espectro de lipideos que normalmente sdo apresentados pela
familia CD1, induzindo uma resposta antiviral que pode ser essencial para
combater o patogeno (65). Ainda nédo se tem dados explorando o potencial do
ZIKV em modular apresentacéo de antigenos lipidicos e peptidicos pela microglia

e qual o impacto disso na resposta do hospedeiro. Contudo, analisando o potencial

20



1.5.

modulador do metabolismo associados a infeccdo por este virus, é possivel que
esse tipo de apresentacdo antigénica tenha um papel importante na patogénese do
ZIKV.

Considerando o efeito citopatico e inflamatorio comprovado em neurénios
e outros modelos semelhantes as células neuronais, como neuroblastoma, verifica-
se que é altamente pertinente estudos com moléculas capazes de exercer um efeito
neuroprotetor e anti-inflamatoério contra a infeccdo por ZIKV. Neste contexto,
existe uma classe biomoléculas lipidicas de 6mega-3 que tem sido amplamente
estudas pelo seu potencial de manutencdo da homeostase metabdlica, e
especialmente acerca do seu proeminente efeito neuromodulador, desencadeando
uma série de pesquisas aplicando tais moléculas contra doencas

neurodegenerativas.

Os &cidos graxos poli-insaturados de dmega-3

Os acidos graxos de poli-insaturados de 6mega-3, comumente chamados de
®-PUFAS, sdo &cidos graxos que possuem mais de uma ligacdo dupla, sendo a
primeira delas localizada entre o terceiro e o quarto carbono a partir do grupo metil
ao final da cadeia carbdnica do lipidio (66). Sdo acidos graxos essenciais que ndo
podem ser sintetizados a partir da via de novo da célula, logo devem ser adquiridos
pela dieta. As principais formas de obtencdo de w-PUFAs se da pela ingestéo de
peixe de aguas frias e outros organismos marinhos, ou pela suplementacdo com
6leo de peixe (67). Outros alimentos comuns a dieta, tais como chia, linhaca, 6leo
de soja e de canola apresentam em sua COmposi¢do um precursor importante para
a sintese de ®-PUFAs no organismo (68), contudo, essa producdo €

demasiadamente limitada.

Atualmente, os PUFAs de dmega-3 que mais possuem efeitos bioldgicos
descritos sdo os é&cidos a-linolénico (ALA), docosapentaenoico (DPA),
docosahexaenoico (DHA) e eicosapentaenoico (EPA) (69). O metabolismo do
ALA é capaz de levar a sintese enddgena de diferentes o-PUFAs, como o0 EPA e
DHA, por uma série de reacfes de oxidacgdo e elongacdo (Figura 2). Contudo, a

concentracdo desses lipideos proveniente desse processo é considerada baixa em
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humanos, além de fatores como idade e alteragdes metabolicas reduzirem ainda
mais a producdo enddgena (70). Com isso, sugere-se a implementacdo diaria
desses lipideos na dieta para obtencdo de maiores concentracbes para que 0S

mesmos possam executar suas diferentes funcdes benéficas no organismo.

Estudos recentes demonstraram que os ®-PUFAS possuem relevancia
clinica devido ao seu potencial antitumoral comprovado in vivo e in vitro em
diferentes tumores (71-73), bem como mecanismos protetores contra doencas
cardiovasculares e sindromes metabdlicas (74-76). Contudo, uma das
propriedades mais exploradas destes &cidos-graxos, é a sua proeminente atividade
neuroprotetora. Atualmente, estudos reportam que o DHA é o PUFA mais
importante para 0 microambiente neuronal, sendo o cérebro o 6rgéo que possui as

maiores taxas deste lipidio em sua composicao (77).

a-Linolenic Acid (ALA) 18:3n-3  Tetracosahexaenoic Acid 24:6n-3
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Figura 2: Bioconversdo de ALA em DHA, DPA e EPA. Através da acdo enzimatica progressiva, 0s w-PUFAs de
cadeia longa séo sintetizados a partir do metabolismo do ALA, sendo o inicio da cascata de reacdes no reticulo
endoplasmético formando EPA e DPA, seguido da translocagdo do intermediério acido tetracosahexaenoico para o
peroxissomo, onde o DHA é formado por um ciclo da via de B-oxidagdo. Adaptado de: Dyall, Simon C. 2015. Long-

chain 6mega-3 fatty acids and the brain: a review of independent and shared effects of EPA, DPA and DHA.
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1.6. Efeito neuroprotetor e anti-inflamatério do DHA

O DHA apresenta um papel fundamental para o processo de maturagédo e
desenvolvimento neuronal (78,79). Estudos mostraram que o tratamento com DHA
foi capaz de estimular o crescimento de neuritos, expressdo de proteinas sinépticas,
entre outras modulacdes positivas para o desenvolvimento neuronal (80). Além
disso, trabalhos demonstraram que o DHA é capaz de ter acdo protetora contra
injurias cerebrais e declinios cognitivos, através do estimulo de vias classicas de
sobrevivéncia celular (78,81), tais como PISK/AKT/mTOR (82,83) e aumento da
expressao das proteinas Bcl-2 e Bcl-xL (84). Foi demonstrado também que o DHA
leva a inibicdo de proteinas pré-apoptoticas, como Bax, Bad e caspase-3 (75,84),
bem como mantém a integridade da membrana em quadros de lesdes isquémicas
hipoxicas e em agregagdes de B-amiloide, protegendo contra a morte celular litica e

apoptotica massiva observada nestas condi¢oes (85,86).

O DHA é também um importante constituinte de membranas biol6gicas,
especialmente no SNC, onde observa-se uma alta retencdo deste lipidio na
membrana celular de neurdnios e células gliais (87,88). Também foi reportado um
acumulo consideravel deste lipidio no cérebro em formacdo durante o
desenvolvimento fetal, aumentando progressivamente até os dois primeiros anos de
vida (68,88-90). A composicéo lipidica da membrana influencia substancialmente
nas propriedades fisicas da mesma. Interacbes de proteinas que residem na
membrana com os lipideos que a compde, criam diferentes agregaces ordenadas
que se diferem da membrana circundante, comumente chamadas de dominios ou,
pelo termo recém abordado na literatura, raft lipidico (91,92). O conjunto dos
diferentes rafts lipidicos conferem a capacidade de assumir alteracbes na
responsividade e propagacao de sinais a depender da composicdo lipidica diversa
da membrana celular (91). Neste contexto, reportou-se que o armazenamento do
DHA na forma de diferentes fosfolipidios na membrana neuronal altera a
composi¢cdo da mesma, e, consequentemente, modifica também o raft lipidico,
impactando na integridade e excitabilidade da membrana celular, bem como
transmisséo de sinais entre células (70,93). Essa retencdo de DHA atua como um
reservatorio, podendo ser liberado pela agdo de fosfolipases a depender da demanda
intracelular e servindo como ativador de fatores transcricionais, ou como importante

precursor da biossintese de mediadores lipidicos (70). Ademais, a incorporagéo de
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DHA na membrana celular reduz a concentracdo de acido araquidénico na mesma,
sendo este o precursor da biossintese eicosanoides, 0s quais sdo potentes

mediadores lipidicos pro-inflamatérios (94).

Um dos mecanismos mais explorados das ac¢bes benéficas do DHA no
microambiente neuronal é através da biossintese de potentes mediadores lipidicos,
denominados docosandides, os quais sdo capazes de alterar o perfil de expressao
génica e levar a uma alteracdo na resposta inflamatéria da célula (75,95). Neste
processo, 0 DHA age como precursor da acdo enzimética de cicloxigenases,
lipoxigenases e da familia do citocromo P450, que a depender de diferentes
condigBes, podem sintetizar mediadores anti-inflamatdrios, tais como maresinas,
resolvinas e protectinas (68,75). Além disso, um dos mediadores com um dos
maiores impactos na sobrevivéncia neuronal, a neuroprotectina D1 (NPD1),
também é produzida por este mecanismo (96). A NPDL1 é reportada como um agente
protetor sintetizado em quadros de injaria neuronal (96,97), sendo capaz de proteger
contra infiltracdo leucocitaria no SNC, bem como age inibindo a producdo de

citocinas desencadeada pela via da enzima cicloxigenase-1 (COX-1) (96,98).

Apesar dos diversos efeitos benéficos descritos acerca da suplementacéo
com DHA, ainda é pouco explorado o seu potencial de proteger contra danos

neuronais causados por infeccdes virais que atingem o SNC.
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Figura 3: Mediadores lipidicos derivados do DHA. A partir da acdo de cicloxigenases e
lipoxigenases, 0 DHA pode ser convertido em diferentes mediadores lipidicos que possuem papel
fundamental no controle da resposta imune. Entre estes mediadores que podem ser produzidos,
destacam-se as maresinas, resolvinas e as neuroprotectinas. Adaptado de: Dyall, S., 2015. Long-
chain omega-3 fatty acids in the brain: a review of independent and shared effects of EPA, DPA and

DHA.
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2. Justificativa

O ZIKV apresenta um elevado tropismo por células neurais, modulando
negativamente diversas vias associadas a proliferacéo, sobrevivéncia e progressao
do ciclo celular. A quebra da homeostase neuronal causada pela infec¢do conduz
a uma neuroinflamacéo intensa, sendo a micréglia um importante contribuinte
deste processo inflamatorio. A modulacéo de vias morte, bem como a inflamagéo
prolongada induzida pela infec¢do auxiliam na manutencdo de um microambiente
desfavoravel a sobrevivéncia neuronal. Com isso, é evidente a necessidade de
pesquisas que visam identificar moléculas com potencial protetor contra os efeitos
citotoxicos causados pelo ZIKV. Nos ultimos anos, 0 PUFA de édmega-3 DHA
vem sendo aplicado em diversos modelos de doencas neurodegenerativas. Foi
reportado que o DHA é capaz de ativar vias de sobrevivéncia, de inibir vias de
morte celular e de modular o microambiente neural para um perfil anti-
inflamatdrio, reduzindo o comprometimento tecidual em doencas que afetam o
SNC. Ap06s a descricdo da patogénese do ZIKV e abordagem dos efeitos deletérios
que 0 mesmo causa em células neurais, investigar a aplicacdo do DHA contra esta
infecgdo é altamente promissor, uma vez que ambos agem em vias similares, de
formas opostas. Ainda ndo se sabe se 0 DHA possui algum impacto sobre a morte
celular, proliferacdo, disfuncdo mitocondrial e neuroinflamacdo causadas na
infecgdo pelo ZIKV. Além disso, indicios apontam que o0 ZIKV induz uma intensa
modulacdo do metabolismo celular, sendo esta crucial para a sua patogénese e
replicacdo. E necessario melhor elucidar este processo em células microgliais,
pois as mesmas podem ter um perfil de ativacdo diferencial através da alteracdo
metabolica. Ademais, € relevante identificar se 0 DHA, que também modula o
metabolismo celular, poderia impactar na patogénese do ZIKV, o que poderia

refletir em consequéncias na propria replicagdo viral.
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3. Objetivos

3.1.0Dbjetivo geral

Avaliar o potencial efeito neuroprotetor, imunomodulador e anti-viral do

o6mega-3 (DHA) na infeccdo neuronal e microglial pelo ZIKV.

3.2.0Dbjetivos especificos

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Avaliar o impacto da infeccdo pelo ZIKV, na presenca e auséncia do pré-tratamento

com DHA, sobre a viabilidade, morte e proliferacdo da linhagem neuronal humana.

Investigar o efeito da infecgdo do ZIKV, na presenca e auséncia do pré-tratamento

com DHA, na fun¢do mitocondrial na linhagem neuronal humana.

Caracterizar o perfil inflamatério da linhagem da neuronal humana durante a

infeccdo com ZIKV, na presenca e auséncia do DHA.

Avaliar as modulagdes na viabilidade e proliferacdo causadas pelo ZIKV sobre as

células microgliais, na presenca e auséncia do DHA.

Caracterizar o perfil de ativacdo celular e apresentacdo antigénica das células

microgliais durante a infeccéo pelo ZIKV, na presenca e auséncia do DHA.

Caracterizar o perfil de citocinas e quimiocionas produzidas por células microgliais

durante a infeccdo pelo ZIKV, na presenca e auséncia do DHA.

Avaliar a funcdo mitocondrial e estresse oxidativo celular durante a infeccdo pelo

ZIKV, na presenca e auséncia do DHA.

Avaliar o impacto da infecgéo pelo ZIKV, na presenca e auséncia do DHA, no perfil

metabolico das células microgliais.

Avaliar o impacto do pré-tratamento com DHA na carga viral das linhagens de

neuronal humana e microglia humana.
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4. Metodologia

4.1. Preparo das células, pré-tratamento e infeccbes

4.1.1. Cultivo Celular

SH-SY5Y: Célula de neuroblastoma humano (ATCC SH-SY5Y), usada como
modelo semelhante a célula neuronal, cultivada em meio DMEM/F12 (1:1),
suplementadas com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 100uM de
penicilina/estreptomicina, adquiridos pela Sigma Aldrich. As células foram
mantidas em uma estufa & 37°C e 5% de COx.

C20: Linhagem microglial humana obtida por David Alvarez-Carbonell (Case
Western Reserve University) (99), o qual realizou um processo de isolamento da
microglia primaria de tecido cerebral humano, seguido de imortalizacdo com uso
do antigeno T do virus simio 40 (SV40 T) e da inducdo da transcriptase reversa da
telomerase humana (hTERT). O clone representativo C20 foi caracterizado a nivel
de expressdo génica, marcadores de superficie e perfil de citocinas secretadas (99).
A linhagem foi cedida gentilmente pelo Professor Hugo Paes, cultivada em
DMEM/F12 (1:1), suplementada com 10% de SFB e 100uM de
penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich). As células foram mantidas em uma
estufa a 37°C e 5% de COo.

Vero: Linhagem de células derivadas de tecido epitelial do rim de macaco
(Cercopihecus aethiops), comumente usada para expansao viral. Foi cultivada em
DMEM/F12 (1:1), suplementada com 10% de SFB e 100uM de
penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich). As células foram mantidas em uma
estufa a 37°C e 5% de CO..

BHK-21: Células derivadas de fibroblasto do rim de hamster (Mesocricetus
auratus), comumente usada para titulacdo viral. Foram cultivadas em DMEM/F12
(1:1), suplementadas com 10% de SFB e 100uM de penicilina/estreptomicina

(Sigma Aldrich). As células foram mantidas em uma estufa a 37°C e 5% de CO..
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C6/36: Células da larva do mosquito (Aedes albocictus). Foram cultivadas em meio
TC100 suplementado com 10% de SFB e encubadas em uma estufa & 37°C na

auséncia de COa-.

4.1.2. Expansao viral

A cepa viral do ZIKV brasileira foi denominada ZIKV BR (ZIKV/Homo
sapiens/PE243/2015, GenBank: KX197192.1) utilizado nesse trabalho foi isolada
no Brasil, do soro de um paciente em fase aguda no estado do Pernambuco durante
0 periodo do surto em que ocorreu na regido em 2015. Inicialmente o virus foi

propagado uma vez em células C6/36 e mais duas vezes em células Vero.

Para a propagacéo viral, a confluéncia das células a serem infectadas estava
em cerca de70% e, um dia anterior a infeccdo, a concentracdo de SFB no meio de
cultura foi reduzida para 2%. Uma aliquota do virus foi utilizada para infectar as
células e apds cinco dias observou-se um efeito citopatico da infecgdo. Com isso, 0
meio de cultura foi coletado e centrifugado a 4°C, a 300g (1800 rpm) durante 5
minutos. O sobrenadante foi filtrado com auxilio de filtros de 0,22 um e
posteriormente congelado a -80°C gerando o estoque viral, o qual foi quantificado

posteriormente.

4.1.3. Titulagéo Viral

Para titulacdo viral através da analise das unidades formadoras de placas
(PFU), foram utilizadas as células BHK-21. Estas foram plaqueadas em placas de
24 pogos, na densidade de 10° células, em meio de cultura suplementado com 2%
SFB. Para realizar a infecgéo das placas, foram feitas 7 dilui¢bes do ZIKV em meio
de cultura. Apos o periodo de 2h de infeccdo, o sobrenadante foi descartado e o
meio semissolido (DMEM + SFB 2% + 2,9% Carboximetilcelulose (CMC)) foi
adicionado aos pocos. A placa foi incubada a 37°C durante o periodo de 6 dias e em
seguida o meio semissélido foi retirado e o fixador formalina 3.7% foi adicionado,
mantido overnight a 4°C. Apos fixagéo, foi adicionado o corante Cristal violeta pelo
periodo de 3h para fazer a coloracdo das celulas, e, em seguida, a placa foi
encaminhada para a etapa de lavagem em agua destilada. A placa foi
cuidadosamente secada para devida visualizagdo e contagem dos spots. Para o
calculo da titulacdo viral é feita a contagem dos spots resultantes dos pogos em
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triplicata, seguida da média aritmética entre eles. Apds a média ser feita, esta é
inserida na formula: PxFxD=(PFU/ml),sendo P a média do nimero de placas, F o
fator de corregdo para expressar o titulo de PFU/ml (1000pl/volume do inoculo) e
D o fator de diluicdo que as unidades de placas foram formadas. O titulo obtido foi
equivalente a 10'° PFU/ml, o que foi posteriormente confirmado por PCR

quantitativa em tempo real (RTg-PCR).

4.1.4. Tratamentos e infecgOes
Para os experimentos, foram usadas as seguintes condigdes:
UNS: Células ndo-tratadas e ndo-infectadas.
DHA: Células ndo-infectadas, tratadas com DHA.
ZIKV: Células infectadas com ZIKV, ndo-tratadas com DHA.
ZIKV+DHA: Células infectadas com ZIKV, tratadas com DHA.

As células SH-SY5Y e C20 foram pré-tratadas (ou ndo) com o DHA
(Sigma-Aldrich), na concentracdo de 12,5uM. O DHA estd na concentracdo
estoque de 20mM, tendo como veiculo etanol puro. A diluicdo foi feita em vidros
préprios para manipulacdo de lipidios e, uma vez tendo adicionado o volume
requerido de DHA, foi deixado todo o etanol passar pelo processo de evaporagao
antes de se adicionar o meio para completar a diluicdo. Uma vez evaporado,
adicionou-se 0 volume necessario de meio e o recipiente foi encaminhado para 10
minutos na sonicadora, em temperatura ambiente, para abertura das cadeias de
acido-graxo e melhor incorporacédo do lipidio a célula. Apds sonicacdo, o estimulo
foi feito de imediato e as células foram mantidas por 1h na estufa a 37°C e 5% de
CO.. Apds o periodo de incubagdo, as células foram lavadas delicadamente com
tampéo fosfato-salino (PBS) e, posteriormente, infectadas (ou ndo) com ZIKV
PE243 MOI 10, diluido em meio DMEM/F12 com 2% de SFB. Células nao-tratadas
com DHA que sdo do grupo ZIKV também foram lavadas com PBS e infectadas,
utilizando as mesmas condigdes. Foram incubadas a 37°C e 5% de CO:z e, ap0s este
periodo, adicionou-se meio novo as células, as quais permaneceram na estufa por
24, 48, 72 ou 96h, a depender da analise necessaria. As células da condi¢cdo UNS

foram lavadas com PBS, tiveram o meio novo adicionado e foram mantidas
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incubando junto as outras condicdes.

4.2 .Andlises de viabilidade e morte celular

4.2.1. Ensaio de viabilidade mitocondrial por MTT

As células SH-SY5Y e C20 foram plagueadas em placas de 96 pocos
(n=5), com densidade celular de 5.10* células por pogo. Apds 24, 48, 72 e 96h de
infeccéo e tratamento, a viabilidade celular dependente da atividade mitocondrial
foi avaliada pelo uso do MTT (Thermo Fisher 5mg/ml), usado em uma solucéo de
10% de MTT em meio DMEM/F12 sem SFB. As células com MTT 10% foram
incubadas a 37°C e 5% de CO: por 1h. A deteccdo da coloracao roxa proveniente
dos cristais de formazan, formados pela redugdo do MTT por desidrogenases
mitocondriais, foi feita por espectrofotometria a 570nM, utilizando o equipamento

SpectraMax M2 (Molecular Devices).

4.2.2. Viabilidade Celular por Cristal Violeta

As células C20 foram plaqueadas em placas de 96 pocos (n=5), com
densidade celular de 5.10* células por pogo. Apds 96h de infeccdo e tratamento, a
viabilidade celular foi mensurada de forma indireta usando o protocolo de
marcacdo com Cristal Violeta ja descrito na literatura (100). Células aderentes se
soltam da placa quando entram em processo de morte celular, ja o cristal violeta
tem a capacidade de ligar e marcar células que ficaram aderidas no poco. Logo é
possivel inferir a respeito de viabilidade e proliferacdo de forma indireta, pois
quanto maior a marcagdo para este reagente, maior a densidade celular desta
condicdo. Sabendo disso, as células foram lavadas com PBS, fixadas com PFA 4%
por 30 minutos e, posteriormente, marcadas com a solucéo de cristal violeta (0,2%)
por 10min. Apos a marcacéo, a placa foi lavada com agua destilada e adicionou-se
SDS (1%) para fazer eluicdo do reagente. As amostras foram lidas usando o
SpectraMax M3 (Molecular Devices) a 570nM. A variacdo dos valores de

absorbancia foi usada para associar as modulacgdes na viabilidade celular.
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4.2.3. Andlise de Morte celular por Anexina-Pl

As células SH-SY5Y foram plagueadas em placas de 24 pogos (n=3), com
densidade celular de 1.10° células por poco. Apos 96h de infecgo e tratamento, a
morte celular litica e apoptética foi avaliada pela marcacdo com as sondas
Anexina-V FITC (BD Biosciences) e lodeto de Propidio (PI-Sigma-Aldrich),
sendo este dltimo usado na concentracdo de 50ug/ml. As células foram
desaderidas da placa com uso de tripsina e transferidas para tubos Eppendorf, onde
as mesmas foram marcadas com 50ul das sondas diluidas em Binding Buffer por
15min, a temperatura ambiente. Apds a marcacdo, as amostras foram lavadas 1x
com PBS, ressuspendidas em Binding Buffer e analisadas por citometria de fluxo,
utilizando o equipamento BD FACS-Verse e o software FlowJo.

4.3.Analise de Proliferacéo e Ciclo celular

4.3.1. Anadlise de proliferacéo celular por CFSE

As células SH-SY5Y e C20 foram plaqueadas em placas de 24 pogos
(n=3), com densidade celular de 1.10° células por pogo. Anteriormente aos
estimulos, as ceélulas foram marcadas com o CFSE (Thermo Fisher), na
concentracdo de 5uM em meio sem SFB e incubadas por 15min a temperatura
ambiente. Apds incubacdo, foi feita a etapa de blogueio por 5min com SFB puro,
seguida de uma lavagem com PBS e dos respectivos estimulos/infeccdes. A sonda
CFSE interage com aminas biogénicas e uma vez que a célula que o incorporou
passe pelo processo de divisdo celular, as células filhas apresentam metade da
fluorescéncia da célula original; logo, quanto maior a proliferagdo, menor a
fluorescéncia da condicdo analisada. Ap6s 96h de interacdo, as celulas foram
analisadas por citometria de fluxo, utilizando os equipamentos BD FACS-Verse

e FACS-Calibur, e posteriormente o software FlowJo.

4.3.2. Andlise de Ciclo Celular por PI

As células SH-SY5Y foram plaqueadas em placas de 24 pocos (n=5), com
densidade celular de 1.10° células por pogo. Apds 72h de tratamento e infecgéo,
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as células foram desaderidas e fixadas usando etanol 70% (v/v) por duas horas.
Em seguida, as mesmas foram suspensas em 50ul de solugéo de PI, composta de:
0.1% de citrato de sddio, 0.1% Triton-X (v/v), 20ug/ml de PI, 50ug/ml de RNAse,
diluidos em PBS. Apds incubacédo de 30min a temperatura ambiente, adicionou-
se PBS as amostras e estas foram analisadas por citometria de fluxo, utilizando o

equipamento BD FACS-Verse e o software FlowJo.

4.4.Analise da funcao mitocondrial e estresse oxidativo

4.4.1. Andlise de espécies reativas intracelulares

As células SH-SY5Y e C20 foram plagueadas em placas de 24 pocos
(n=3), com densidade celular de 1.10° células por pogo. Apds 96h de infecgdo e
tratamento, as células foram desaderidas e marcadas por 30min com a sonda DCF-
DA (Sigma-Aldrich), na concentracdo de 20uM. Apds a marcacdo, as células
foram lavadas 3x com PBS, fixadas com PFA 1% logo e, em seguida, analisadas
por citometria de fluxo, utilizando os equipamentos BD FACS-Verse e FACS-
Calibur, e, posteriormente, o software FlowJo.

4.4.2. Respirometria de alta resolugéo

As células SH-SY5Y e C20 foram plaqueadas em placas de 6 pogos (n=5),
com densidade celular de 1.10° células por poco. Apds 48h de infeccdo e
tratamentos, as células foram suspensas em um total de 2ml de meio sem SFB e a
taxa de consumo de oxigénio (OCR) foi avaliada usando um respirdmetro de alta
resolucdo (OROBOROS Oxygraph-2k), a 37°C, em agitacao continua a 750rpm.
Ao inicio de cada dia de experimento rodado, o equipamento foi calibrado com o
meio usado para fazer o cultivo das linhagens, DMEM/F12 sem SFB. Diferentes
inibidores foram adicionados e o consumo de oxigénio analisado apo6s
estabilizacdo do sinal frente a estes estimulos. Os inibidores usados foram:
inibidor da ATP sintase Oligomicina 1.25uM, pelo qual foi possivel a obtencéo
do dado de consumo de oxigénio acoplado a sintese de ATP; o desacoplador da

cadeia transportadora de elétrons FCCP, adicionado em pulsos de 100nM, o qual
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permite analisar a capacidade respiratoria maxima da célula; inibidor do complexo
I1l da CTE Antimicina A 2.5uM, pelo qual foi possivel analisar o consumo de
oxigénio residual (ROX).

4.4.3. Deteccéo de mitocondrias por microscopia fluorescente

As ceélulas SH-SY5Y foram plaqueadas em placas de 24 pocos (n=3)
contendo laminula para microscopia, em uma densidade celular de 1.10° células
por poco. Apods 72h de infeccdo e tratamento, as mitocondrias das células viaveis
foram marcadas, por 45 minutos a 37°C, com a sonda MitoTracker Red CMXRos
(Thermo Fisher), na concentragdo de 100nM, diluida em meio sem SFB. Apos a
marcacdo, as células foram lavadas 3x com PBS e fixadas com formalina 3.7% por
15 minutos. Posteriormente, as células tiveram seu nicleo marcado marcadas com
a sonda DAPI, diluida em PBS (1:1000), incubadas a temperatura ambiente por 5
minutos e lavadas com PBS apds a marcacdo. As amostras foram analisadas pelo
microscopio de fluorescéncia EVOS Cell Imaging System (Thermo Fisher) e a

quantificacdo da intensidade de fluorescéncia feita através do software ImageJ.

4.5.Analise do Perfil Inflamatdrio

4.5.1. Dosagem de Citocinas por ELISA

O sobrenadante proveniente das células SH-SY5Y e C20 foi coletado em
diferentes tempos pos-infec¢do e tratamento e armazenado a -20°C até o momento
do experimento. A secregdo das citocinas IL-6, IFN-y, TGF-f, IL-1B, TNF-a e da
quimiocina MCP-1 foi quantificada pela técnica de ELISA, usando Kits
comerciais da BD Biosciences e seguindo as especificacdes dos protocolos
elaborados pelo fabricante. Os valores de absorbancia foram gerados atraves da
leitura no espectrofotbmetro SpectraMax M3 (Molecular Devices), em um
comprimento de onda de 450nM. A concentragéo das citocinas foi calculada com
base na curva padrdo feita para cada uma delas, demonstradas em valores

absolutos em pg/ml.
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4.5.2. Dosagem de Eicosanoides

O sobrenadante proveniente das células SH-SY5Y e C20 foi coletado em
diferentes tempos pos-infec¢do e tratamento e armazenado a -20°C até o momento
do experimento. Estes foram usados para a deteccdo dos eicosanoides LTB4 e
PGE,, ambos da Cayman Chemical ELISA Kit, seguindo o protocolo
disponibilizado pelo fabricante. A concentracéo destes lipidios é calculada com
base em um ensaio competitivo, onde a absorbancia detectada pelo
espectrofotdmetro é inversamente proporcional a concentracdo de LTB4 ou PGE>
presente na amostra. As placas foram lidas no SpectraMax M3 (Molecular
Devices), a 412nM, e as concentracdes, baseadas na curva padréo, expressas em
pg/ml.

4.5.3. Quantificacdo de Oxido Nitrico (NO)

O sobrenadante proveniente das células SH-SY5Y foi coletado em
diferentes tempos de infeccdo e tratamento e armazenado a -20°C até o momento
do experimento. Estes foram usados para a quantificacdo de NO através do
Reagente de Griess (Sigma-Aldrich), o qual permite estimar a concentracdo de um
importante produto da quebra NO, o nitrito. O protocolo seguido foi
disponibilizado pelo fabricante. Apds adicdo das amostras e do reagente, incubou-
se por 10min a temperatura ambiente. Foi feita a leitura a 540nM utilizando o
SpectraMax M3 (Molecular Devices). As concentracGes foram estimadas a partir

da curva padrdo de Nitrito de Sodio (NaNO3), representada em M.

4.5.4. Biogénese de corpusculos lipidicos por citometria e espectrofotometria

As células C20 foram plaqueadas em placas de 24 pogos (n=3) para anélise
de citometria ou plaqueadas em 96 pocos (n=5) para a analise de
espectrofotometria, com densidade celular de 1.10° e 5.10* células
respectivamente. Apos 96h de infeccdo e tratamento, a biogénese de CL foi
analisada por citometria de fluxo através da aplicagdo da sonda lipofilica
fluorescente Bodipy 493/503 (Life Techonologies), a qual se liga a lipidios
neutros presentes em CLs. O Bodipy foi diluido em PBS (1:1000) e as celulas
foram marcadas com essa solucdo a 4°C, por 30min. Apds incubacéo, as células
foram lavadas com PBS e em seguida analisadas por citometria de fluxo,
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utilizando o equipamento FACS-Calibur e o software FlowJo. Também foi
realizado o ensaio quantitativo por espectrofotometria, utilizando um corante
lipofilico denominado Oil Red O que também apresenta afinidade por lipidios
neutros armazenados no CL. As células foram fixadas ainda na placa com PFA
4% e em seguida marcadas com a solucédo de trabalho (diluicdo de 2:3 de Oil Red
O, o qual deve estar previamente diluido em isoprapanol, em &gua destilada).
Apo6s 50min incubando a temperatura ambiente, as amostras foram lavadas com
agua destilada, seguida da eluicdo com isopropanol 100% e leitura a 520nM no

SpectraMax M3 (Molecular Devices).

4.5.5. Andlise da ativacdo microglial por citometria de fluxo

As células C20 foram plaqueadas em placas de 24 pocos, em uma
densidade celular de 1.10° células por pogo. Apds 24h de infeccéo e tratamento,
foram avaliados, pelo uso de anticorpos humanos, parametros relacionados a
ativacdo microglial, tal como apresentacdo de antigenos com anti-MHC-I1I
(Abcam); expressdo de moléculas co-estimulatérias com anti-CD80
(eBiosciences); expressdao do ligante de morte programada-1 com anti-PD-
L1/CD274 (BD Biosciences); expressdao de marcadores microgliais anti-
inflamatorios com anti-DC-SIGN/CD209 (eBiosciences); apresentacdo de
antigenos lipidicos com anti-CD1a, anti-CD1b e anti-CD1c (Biolegend). Os
anticorpos foram diluidos em PBS em uma concentracdo de 1:30 e incubados por
30min a 4°C. Ap0s incubacdo, as células foram lavadas 2x com PBS, suspensas
em PBS com 2% de SFB e em seguida por citometria de fluxo, utilizando o
equipamento FACS-Calibur e o software FlowJo. Para cada uma das analises, um
controle de isotipo dos respectivos anticorpos conjugados foi disponibilizado para

configuracdo correta do citbmetro.

4.6.Analise do Perfil Metabdlico

4.6.1. Extracdo dos metabolitos e preparo das amostras

As células C20 foram plagqueadas em placas de 6 pocos, em uma densidade
celular de 5.10° células por pogo. Para a extracio dos metabolitos, as células foram
desaderidas ap6s 48h de infecgdo e tratamento e transferidas para tubos eppendorf,
nos quais foram adicionados 1000ul de metanol (Sigma-Aldrich) puro e 60ul de
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ribitol (0.1mg/ml). Em seguida, as amostras foram incubadas a 4°C overnight e,
apos incubacgdo, foram sonicadas a temperatura ambiente por 15 minutos, seguida
de uma centrifugacdo a 10000g por 15min. Apds este processo, a fracdo aquosa
superior contendo os metabdlitos foi transferida para um novo tubo, separando-se
do lisado celular contaminante, e direcionada para a proxima etapa experimental.
Estas aliquotas foram secadas a vacuo e passaram pelo processo de derivatizagao,
0 qual foi realizado com uso de 40ul de cloridrato de metoxiamina 20mg/mi
(Sigma-Aldrich) em piridina (Merck) e incubado por 2h, a temperatura ambiente
e agitacdo constante. Apos incubacdo, foi adicionado MSTFA as amostras, as

quais foram incubadas por 30 minutos a 37°C.

4.6.2. Perfil metabdlico por GC/MS

Com aderivatizacdo completa, 100ul das amostras foram transferidos para
insercBes de vidro de microvolume para cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS), a qual foi realizada através do CG-MS
quadruplo Agilent 7890-5975, equipado com uma coluna HP5-MS 30m (Agilent).
As amostras foram injetadas em pulsos (10:1) a 230°C, em fluxo continuo de
0.6ml min't, usando o hélio como gas carreador. Os cromatogramas obtidos foram
direcionados para analise preliminar de varredura completa (70 m/z a 600 m/z) e
usadas para estabelecer um método SIM (monitoramento seletivo de ions), que
foram entéo usados para deteccdo de acidos organicos. Em relacao a estes ultimos,
os ions-alvo foram malato 233, fumarato 245, succinato 247, citrato 273 e 0
padrdo interno ribitol 319. Para analise dos demais metabdlitos, foi feito um
alinhamento através do software MetAlign, com posterior analise utilizando a
plataforma MetaboAnalyst. Os picos de identificagdo foram realizados usando o
software NIST MSSEARCH e a biblioteca espectral de NIST. A intensidade dos
picos foi corrigida em relacdo as variacBes do padrdo interno ribitol usado no

experimento.

4.7.Andlise de carga viral
4.7.1. Extracdo de RNA

As células SH-SY5Y e C20 foram plaqueadas em placas de 24 pogos, em
uma densidade celular de 1.10° células por pogo. Apds 24, 48 e 96h de infeccdo e
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tratamento, foi realizada a extracdo de RNA apenas do lisado celular, através do
Kit de Extracdo QlAampR Viral RNA (QIAGEN), com base no protocolo
disponibilizado pelo fabricante. Resumidamente, 140pl do lisado celular foram
adicionados a 560l do tampado de lise AVL, seguidos de incubacédo a temperatura
ambiente por 10min. Posteriormente, adicionou-se 600ul de etanol absoluto,
seguido de homogeneizagao vigorosa das amostras. As amostras foram passadas
pelas colunas de silica (2x de 600ul) e centrifugadas a 4°C. Apds as passagens,
foram feitas as lavagens com tampao AW1 e AW2, com posterior eluicdo do RNA

viral contido nas colunas usando 30l de tampdo AVE e armazenamento a -80°C.

4.7.2. Anélise de carga viral por RT-qPCR

Os RNAs extraidos das amostras foi levado ao Laboratorio Central do
Distrito Federal (LACEN), onde foi realizada a RT-qPCR para quantificacdo do
RNA do ZIKV, por método j& estabelecido na literatura (101). Foram utilizados
5ul de amostra e um total de 20ul dos reagentes em uma microplaca Optica (PE
AppliedBiosystems), os quais foram: 12,5ul de Master Mix (Promega — 2x), 1ul
de Agua Ultrapura, 1pl de Primer F ZIKV (Integrated DNA Technologies -
10uM), 1pl de Primer R ZIKV (Integrated DNA Technologies -10uM), 2ul da
sonda GoTaq Probe qPCR (Promega), 1pl de Primer F RNAse P (Thermo Fisher
- 10uM), 1pul de Primer R RNAse P (Thermo Fisher - 10uM), 0,5ul de enzima
(Promega — 50x). Apds adicdo das amostras e reagentes, a placa foi selada com o
adesivo filme denominado OpticalAdhesive Cover (PE AppliedBiossystems) e
conduzida para amplificacdo do material. A reacdo foi feita um passo Unico
seguindo as especificacbes do fabricante, através do OneStep Real Time PCR
System (AppliedBiossystem) e utilizando o LightCyler Systems (Roche). Foi
usado um conjunto de primers provenientes da sequéncia génica que codifica a
proteina do envelope do ZIKV, amplamente utilizados na literatura, onde a
sequéncia destes pode ser encontrada em Lanciotti et. al., 2008 (101). Como
housekeeping gene foi utilizada a amplificacdo para RNAse P; como controle
positivo foram utilizadas amostras provenientes do cerebro de camundongos
imunossuprimidos infectados com ZIKV; como controle negativo foram usadas
amostras de soro de pacientes previamente diagnosticados negativos para este

virus. Para andlise dos dados, o cycle threshold (Ct) considerado positivo foi entre
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01 e 37. Para quantificacdo da carga viral por ml, foi realizada uma curva de
titulacdo, na qual foram usadas diluigdes seriadas do ZIKV, sendo este de titulagcdo

previamente conhecida.

4.7.3. Titulo Viral pelo ensaio de TCIDso

As células SH-SY5Y foram plaqueadas em placas de 96 pocos (n=6), em
uma densidade celular de 60000 células por pogo. As condicbes de tratamento
foram pré-tratadas e, posteriormente, foram infectadas em 10 dilui¢bes diferentes
do ZIKV (10! a 1019). Foram incubadas por 4 dias a 37°C, com monitoragio
constante acerca do efeito citopatico e formacdo de placas que cada diluicdo do
ZIKV é capaz de causar. A titulacdo por TCIDso/ml foi calculada de acordo com
0 método de Reed and Muench (102), a fim de encontrar qual a diluicdo
responsavel em causar efeito citopatico em 50% das celulas que foram infectadas.
Apo6s obtencdo dos valores de TCIDso, estes foram usados para predi¢do de
valores em PFU/mI pela distribuicdo de Poisson, no qual aborda que 0,7 PFU/ml
= 1TCIDso (103). Com isso, os titulos obtidos em TCIDsg foram multiplicados por

0,7 para obtencdo dos valores em PFU/m.

4.8.Andlises Estatisticas
Os dados foram representados graficamente e analisados utilizando o
software GraphPad Prism version 6.3 ou FlowJo version 10. A significancia
estatistica de amostras com multiplas varidveis foi analisada através do teste Two
Way Anova, com pos-teste de Bonferroni. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de p<0.05.

5. Resultados

5.1. O DHA protege contra a morte celular causada pelo ZIKV em células de

neuronais humanas

Sendo amplamente aplicado como modelo de célula neuronal-like, o
neuroblastoma humano SH-SY5Y foi também utilizado com este proposito no

presente trabalho, em sua forma nativa/ndo-diferenciada. Para encontrar o melhor
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tempo para analise dos parametros de viabilidade e morte, as células foram
infectadas com ZIKV na mulitiplicidade de infeccdo 10 (MOI 10) e apo6s 24, 48,
72 e 96h, a viabilidade mitocondrial foi avaliada (Figura 4A). NGs observamos
que o0 ZIKV reduz a viabilidade mitocondrial em tempos mais tardios, partindo de
uma pequena modulacdo em 72h de infeccéo, e progredindo até cerca de 50% de
perda neuronal em 96h de infec¢do. Considerando este resultado, nds avaliamos
se 0 pré-tratamento com DHA poderia interferir nos efeitos danosos a viabilidade
mitocondrial causados pela infeccdo. Apos 96h de estimulo, constatou-se que o
DHA é capaz de proteger significativamente contra a perda de viabilidade
mitocondrial induzida pelo ZIKV em células neuronais (Figura 4B). Tendo este
primeiro indicio de protecdo, nds avaliamos se o pré-tratamento com DHA poderia
ter efeito especificamente contra a morte celular induzida pelo ZIKV através da
marcacdo com Anexina-V e Pl (Figura 4C). Apds 96 horas de infeccdo, observou-
se um aumento de cerca de 24% da populacdo positiva de células para Anexina-
V quando infectadas, demonstrando uma inducé@o de morte por apoptose causada
pelo virus. Quando a células foram pré-tratadas com DHA previamente a infeccéo,
observou-se reducdo de metade da populacdo positiva para apoptose, o que foi
posteriormente confirmado ter diferenca estatistica ao se plotar o gréafico de
quantificacdo da marcacdo (Figura 4D).
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Figura 4: DHA protege contra o dano a viabilidade mitocondrial causado por ZIKV. Viabilidade
mitocondrial por MTT de células SH-SY5Y infectadas com ZIKV (MOI 10) e analisadas apds 24, 48,
72 e 96h de infeccdo (a). Células SH-SY5Y pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e
posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV (MOI 10). Ap6s 96h de infeccdo, a viabilidade celular
foi avaliada pelo ensaio de MTT (b) e a morte celular avaliada pela marcacdo de Anexina-V e Pl (c).
A quantificacdo da morte por apoptose foi representada em grafico de barras (d). Cada um dos
experimentos foi repetido pelo menos trés vezes de forma independente. Todos os gréficos de barra
foram gerados através do GraphPad Prism Version 6.3. O dotplot de citometria é o representativo e foi
plotado utilizando FlowJo Version 10. Os valores significativos de P foram representados por
asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (*¥***).
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5.2. DHA aumenta a capacidade proliferativa de células neuronais infectadas
com ZIKV

Considerando a caracteristica de proliferacdo celular ativa da linhagem
neuronal, analisamos o impacto do pré-tratamento com DHA na progressdo do
ciclo celular, na presenca e auséncia da infeccdo com ZIKV. Além disso,
averiguamos se a reducdo de viabilidade causada pelo ZIKV poderia ser através
de uma parada ao ciclo celular, além do proprio processo de morte. Apos 72h de
infeccdo com ZIKV MOI 10, observamos que o ZIKV leva a um aumento sutil na
porcentagem positiva de células para o ciclo G2/M comparado as células UNS.
Ademais, as células infectadas previamente expostas ao DHA apresentaram um
aumento significativo da porcentagem de células positivas na fase G2/M do ciclo
celular quando comparadas tanto as infectadas sem DHA e as UNS (Figura 5A).
Né&o foram observadas diferencgas entre ZIKV e ZIKV+DHA nas fases S e G1.
Complementar a este dado, foi avaliada a proliferacdo celular pelo ensaio de
CFSE, onde este possui sua fluorescéncia reduzida a medida que a proliferacédo
celular acontece, logo quanto menor a fluorescéncia, mais as células proliferaram.
O dado foi demostrado através do grafico de porcentagem positiva de células para
a marcacdo com CFSE (Figura 5B) e pela estimativa da capacidade proliferativa
(Figura 5C). Ap6s 96h de infeccdo (MOI 10), observamos que o ZIKV néao
modulou significativamente a proliferacdo da linhagem neuronal humana,
contudo, quando exposto previamente ao DHA, constatamos um aumento da

capacidade proliferativa na presenca e auséncia da infeccédo por ZIKV.
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Figura 5: DHA aumenta a capacidade proliferativa das células SH-SY5Y. Células de
neuroblastoma pré-tratadas (ou ndao) com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou néo)
com ZIKV (MOI 10). Apo6s 72h de infeccdo, avaliou-se a progressao do ciclo celular pela
marcacdo com Pl e analise por citometria de fluxo (a). Apdés 96h de infecgdo, avaliou-se a
proliferacdo celular pela marcacdo com CFSE (b) e a estimativa da capacidade proliferativa (c).
Os gréficos de barra foram gerados através do GraphPad Prism Version 6.3. O histograma de
citometria é o representativo e foi plotado utilizando FlowJo Vel0. Os valores significativos de
P foram representados por asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (****). Os
valores significativos associados a fase G2/M foram representados por cerquilha: p<0.01 (##),
p<0.001 (##) e p<0.0001 (###H).
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5.3.DHA previne da disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo causado pelo
ZIKV em células neuronais

Para aprofundar os mecanismos associados a morte neuronal causada por
ZIKV, bem como os indicios de reducédo de viabilidade mitocondrial observados
na Figura 1, avaliamos o consumo de oxigénio e funcdo mitocondrial através da
respirometria de alta resolucdo (Figura 3A). A andlise foi feita apds 48h de
infeccdo e tratamento, tempo este em que ainda ndo ha morte celular causada pela
infeccdo por ZIKV. N6s observamos que a respiracao basal € menor nas células
infectadas na auséncia de DHA, em relacdo a todas as outras condi¢cdes. Ademais,
ao inibir a ATP sintase com oligomicina, é possivel analisar o consumo de
oxigénio diretamente associado a sintese de ATP (ATP linked). Observamos que
a infeccdo com ZIKV sem DHA possui menor ATP linked comparado as outras
condicdes, sendo este um grande indicativo de disfuncdo mitocondrial (Figura 6A
e 6B). Ademais, ao se desacoplar o gradiente de protons adicionando em pulsos o
FCCP, a capacidade respiratdria méxima foi obtida e observou-se que esta Gltima
é menor nas células infectadas com ZIKV sem DHA. A pré-exposi¢do ao DHA
antes da infeccdo fez com que a funcdo mitocondrial fosse preservada quanto a
respiracdo basal, consumo de oxigénio associado a sintese de ATP e a capacidade
respiratéria maxima, indicando que ha protecédo contra a disfuncao mitocondrial e
de possiveis disturbios ao metabolismo pelo tratamento com DHA.

Avaliamos se além de causar disfuncdo mitocondrial o ZIKV também
induziria um estresse oxidativo celular, utilizando a marcacdo de espécies reativas
por DCF-DA (Figura 6C). Ap6s 96h de infec¢do, observamos que o ZIKV induziu
uma alta producdo de especies reativas (RS), a qual foi prevenida pelo pré-
tratamento com DHA anterior a infec¢do. Curiosamente, quando as células foram
expostas a0 DHA na auséncia da infeccdo, uma alta nas RS foi observada,
demonstrando que a presenca do virus € capaz de influenciar na atividade que o
DHA exerce na célula.

Apos caracterizar a disfungdo mitocondrial associada a infec¢éo do ZIKV
e o potencial protetivo do DHA neste processo, nos investigamos se haveria
modulacdo da abundancia de mitocondrias de células viaveis, através marcagado
com MitoTracker e da visualizacdo por microscopia de fluorescéncia (Figura 7A).

72h pos-infecgdo, observamos que a infec¢do do ZIKV na auséncia de DHA leva
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a uma notoria reducdo no namero de células viaveis, bem como reducdo na
intensidade de fluorescéncia de forma significativa (Figura 7B), indicando
reducdo da viabilidade mitocondrial. O pré-tratamento com DHA foi capaz de
manter tanto o numero de células, como a abundancia de mitocéndrias viaveis
durante a infeccdo com ZIKV, reforcando o carater protetivo contra o dano
mitocondrial. Estes dados corroboram com o ensaio de MTT, onde este mesmo
evento de dano/protecdo foi observado avaliando a atividade da enzima

desidrogenase mitocondrial (Figura 4B).
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Figura 6: O DHA previne contra a disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo
causados pelo ZIKV. Células SH-SY5Y foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM)
e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV (MOI 10). Ap6s 48h, a taxa de consumo
de oxigénio (OCR) (a) e o consumo de oxigénio associado a sintese de ATP (ATP linked)
(b) foram analisados por respirometria de alta resolucdo, sob a acdo dos inibidores
Oligomicina (1.25uM), FCCP (100nM) e antimicina-A (2.5uM). Ap6s 96h de infeccéo, a
producdo de RS foi avaliada usando DCF-DA e analisada por citometria de fluxo (c). Os
graficos foram gerados através do GraphPad Prism Version 6.3. Os valores significativos
de P foram representados por asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (¥***).
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Figura 7: DHA protege contra o dano mitocondrial causados pelo ZIKV. Células SH-
SY5Y foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou néo)
com ZIKV (MOI 10). Apds 72h de infecgdo, mitocondrias vidveis foram analisadas pela
marcacdo com MitoTracker e analisadas por microscopia de fluoroscéncia (a). A intensidade
de fluorescéncia foi obtida com andlise de experimentos independentes e quantificada usando
ImageJ (b). Os valores significativos de P foram representados por asteriscos: p<0.01 (**),
p<0.001 (***) e p<0.0001 (****),

47



5.4.DHA ameniza a resposta pro-inflamatoria induzida pelo ZIKV em células
neuronais

O processo inflamatério exacerbado gera um microambiente desfavoravel
a sobrevivéncia celular. Durante a infeccéo pelo ZIKV, a neuroinflamagdo tem
uma participacdo importante no estabelecimento do dano neural. Com base nisso,
avaliamos se o pré-tratamento com DHA poderia ter um papel anti-inflamatério
contra o ZIKV, analisando, apds 24, 48, 72 e 96 de infeccdo, a secrecdo da
quimiocina MCP-1 (Figura 8A) e das citocinas IL-6 (Figura 8B) e TGF-p (Figura
8C). Observamos que o ZIKV, sem DHA, aumenta significativamente a producéo
dos agentes pré-inflamatorios IL-6 e MCP-1, desde os tempos inicias. Em
contrapartida, o pré-tratamento com DHA foi capaz de reduzir a secrecdo de
MCP-1 em 48 e 72 horas, bem como amenizar a producdo de IL-6 em 96h.
Ademais, o pré-tratamento foi capaz de aumentar a secrecdo da citocina anti-

inflamatdria TGF-f em 24 ¢ 72 horas pds-infeccao.

Considerando trabalhos prévios que demonstram uma reducdo da
biossintese de mediadores lipidicos derivados do acido araquiddnico causada pela
suplementacdo com DHA, nds avaliamos se este teria potencial de modular os
niveis da molécula pré-inflamatéria LTB4, produzida pela via de eicosanoides
(Figura 9A). No6s observamos que ndo houve modulacéo deste eicosanoide em 96h
em nenhuma das condic¢des, sugerindo que o ZIKV ndo possua acdo por esta via.
Além disso, o DHA, neste tempo, também ndo teve impacto sob a biossintese
desse eicosanoide. Além disso, avaliamos também a formacao de NO, sendo este
outro importante marcador da resposta inflamatdria e da citotoxicidade celular
associada a sua producéo nao-controlada (Figura 9B). Observamos que o0 NO néo
foi modulado significativamente por nenhum dos estimulos, sendo necessarias
analises em tempos distintos para confirmar qual o seu papel na patogénese do
ZIKV.
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Figura 8: DHA ameniza o perfil pré-inflamatdrio durante a infeccdo com ZIKV. O sobrenadante de células SH-
SY5Y pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV (MOI 10) foram
usados para dosagem da quimiocina MCP-1 (a) e das citocinas IL-6 (b) e TGF-B (c) pela técnica de ELISA. Os gréaficos

foram gerados através do GraphPad Prism Version 6.3. Os valores significativos de P foram representados por

asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (****).
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Figura 9: Anélise da produgéo de LTB4 e NO durante a infecgdo por ZIKV e tratamento
com DHA. O sobrenadante de células SH-SY5Y pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM)
e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV (MOI 10) foram usados para dosagem do
mediador lipidico Leucotrieno B4 (a) e de éxido nitrico (b). Os graficos foram gerados através
do GraphPad Prism Version 6.3. Os valores significativos de P foram representados por
asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (****).

5.5. O DHA protege contra o aumento de viabilidade e proliferacdo celular da
micrdglia humana

Considerando a importante influéncia do processo inflamatério nos danos
neurais associados a infec¢do pelo ZIKV, analisamos a principal linha de frente
que orquestra a inflamacdo do SNC, células microgliais humanas. A linhagem
utilizada neste trabalho é denominada C20 e, até 0 momento, ainda sdo ausentes
os dados de interacdo desta linhagem com o ZIKV, sendo necessarios estudos
iniciais para entender como as celulas responderdo a este patégeno. Com isso,
analisamos a modulagdo da viabilidade mitocondrial em 48, 72 e 96 horas pos-
infeccdo (Figura 10A). Diferentemente do que foi observado com celulas de
neuroblastoma, a microglia teve sua viabilidade mitocondrial aumentada, de
forma tempo dependente, durante a interagdo destas com o virus Zika. Ponderando
acerca de um indicativo de ativagdo microglial, analisamos também a proliferacdo
apos 96h de infeccdo (Figura 10B). Observou-se que, de fato, ZIKV leva a um

aumento significativo da proliferacdo de células quando infectadas, apontado pela
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reducdo da média de intensidade (MFI) de fluorescéncia do CFSE, indicando que

estas respondem a infeccéo pelo ZIKV.
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Figura 10: ZIKV aumenta a viabilidade e proliferacdo da micrdglia humana. Células C20 foram
infectadas (ou ndo) com ZIKV (MOI 10). Apos 48, 72 e 96h de infec¢do, a viabilidade celular foi

avaliada por MTT e analisada por espectrofotometria (a); apds 96h de infec¢do, a proliferacdo celular

foi avaliada por CFSE e analisada por citometria de fluxo (b). O gréfico com as médias de intensidade

de fluorescéncia (MFI) obtidas em experimentos independentes foi gerado através do GraphPad

Prism Version 6.3 (c). Os valores significativos de P foram representados por asteriscos: p<0.01

(**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (*¥***),
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Com isso, avaliamos se o pre-tratamento com DHA seria capaz de
interferir na modulacédo de viabilidade e proliferacdo causada pela infeccdo do
ZIKV na micréglia humana. Como 0 aumento destes pardmetros podem estar
correlacionados com a ativacao desta célula imune, investigar a forma com que o
DHA influencia neste processo é de relevancia no quesito protecdo do
microambiente neural. Apds 96h de infeccdo e pré-tratamento, avaliamos a
viabilidade mitocondrial por MTT (Figura 11A) e a viabilidade celular por cristal
violeta (Figura 11B). Observamos que as células infectadas na presenca do DHA
foram capazes de manter viabilidade mitocondrial e celular em estado basal,
apresentando porcentagens semelhantes as células ndo-estimuladas e
significativamente menores do que células infectadas na auséncia do DHA. Além
disso, ao avaliar o parametro de proliferacdo celular por CFSE (Figura 11C),
observou-se que a exposi¢do ao DHA anteriormente a infeccdo leva a um aumento
sutil da porcentagem positiva de células quando comparadas as células infectadas

sem tratamento, sugerindo uma reducéo na proliferagéo celular induzida por Zika.
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Figura 11: O DHA mantém a viabilidade celular e reduz a proliferacdo da microglia
humana. Células C20 foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e posteriormente
infectadas (ou ndo) com ZIKV (MOI 10). Ap6s 96h de infeccdo e tratamento, a viabilidade
mitocondrial (a) e celular (b) foram avaliadas por MTT e cristal violeta respectivamente, e
analisadas por espectrofotometria. Também foi avaliada a proliferacdo celular por CFSE,
seguida de analise por citometria de fluxo. Os graficos foram gerados usando GraphPad
Prism 6.3 e FlowJo V10. Os valores significativos de P quando comparados as células UNS
foram representados por asteriscos: p<0.01 (¥*), p<0.001 (***) e p<0.0001 (****). Os
valores significativos de P entre as demais condi¢8es foram representados por cerquilhas:
p<0.01 (##), p<0.001 (###) e p<0.0001 (#H###).
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5.6. O DHA reduz a biogénese de corpusculos lipidicos durante a infeccéo pelo
ZIKV

Ap0s a andlise dos resultados de viabilidade e proliferacdo, avaliamos
diferentes fatores associados a ativacdo celular para melhor elucidar os
mecanismos envolvidos neste processo durante a infeccéo pelo ZIKV, bem como
a possivel acdo do DHA mitigando a inflamagdo causada por este patdgeno.
Iniciando por parametros gerais de ativagdo celular, avaliamos a biogénese de
corpusculos lipidicos, apos 96h de infeccdo e estimulo, atraves da marcagdo com
a sonda Bodipy (Figura 12A) e quantificacdo utilizando o corante Oil Red (Figura
12B). Nestes dados, observamos que a infeccdo pelo ZIKV aumenta a biogénese
de corpusculos lipidicos, apontado pelo aumento da fluorescéncia observado no
grafico A e da absorbancia observada no grafico B. Por sua vez, a presenca do
DHA, possivelmente por ser um lipidio, também aumenta essa biogénese de
corpusculos lipidicos comparado as células UNS; contudo, essa biogénese foi
mitigada de forma significativa quando comparado as células infectadas com

ZIKV sem tratamento, como apontado pelo grafico quantitativo de Oil Red.
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Figura 12: Anélise da biogénese de CL durante a infeccdo com ZIKV. As células C20 foram
pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV (MOI
10). Apds 96h, a biogénese de CL foi avaliada através da marcacdo com Bodipy (a) e pela
quantificagdo usando o corante Oil Red, (b). Os gréaficos foram gerados usando GraphPad Prism
6.3 e FlowJo V10. Os valores significativos de P quando comparados as células UNS foram
representados por asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (****). Os valores
significativos de P entre as demais condi¢des foram representados por cerquilhas: p<0.01 (##),
p<0.001 (###) e p<0.0001 (####).
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5.7.0 DHA ¢é capaz de amenizar o processo proé-inflamatoério da microglia

durante a infeccdo do ZIKV

Explorando acerca do processo inflamatorio microglial, analisamos
marcadores solUveis, como citocinas e quimiocinas, que sdao demasiadamente
importantes para elucidar o perfil de ativagdo de células imunes. Usando o
sobrenadante da micrdglia, a concentracao de IL-6 (Figura 13A), TNF-a (Figura
13B), MCP-1 (Figura 13C) foi determinada pelo ensaio de ELISA. Apds 48h,
observamos que a infeccdo do ZIKV aumenta a producdo de IL-6, TNF-a e de
MCP-1, importantes marcadores de um perfil de polarizacdo microglial pro-
inflamatério (M1). Por sua vez, a condi¢do ZIKV+DHA foi capaz de reduzir
moderadamente a producédo de IL-6 e MCP-1, mas drasticamente a producdo de
TNF-a no tempo de 48h. No tempo de 96h ndo foi observada modulacdo destas
citocinas pelo DHA na presenca de ZIKV. Como um marcador de perfil anti-
inflamatorio (M2), avaliamos a produgéo da citocina TGF-p por ELISA (Figura
14A). Apds 96h, observamos que o ZIKV reduziu a citocina TGF- e a condicdo
ZIKV+DHA levou ao aumento parcial desta citocina, demonstrando que o pré-
tratamento é capaz de reduzir fatores pro-inflamatorios e induzir a citocina anti-

inflamatdria durante a infeccdo do ZIKV.
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Figura 13: A modulacgéo de IL-6, TNF-a e MCP-1 durante a infecgdo do ZIKV
e tratamento com DHA. Células C20 foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA
(12,5uM) e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV MOI 10. Ap6s 48 e 96h
de estimulo e infec¢do, a dosagem de IL-6 (a), TNF-a (b), MCP-1 (c) foi feita pela
técnica de ELISA. Os gréficos foram gerados usando GraphPad Prism 6.3. Os
valores significativos de P quando comparados as células UNS foram
representados por asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (****). Os
valores significativos de P entre as demais condi¢fes foram representados por
cerquilhas: p<0.01 (##), p<0.001 (###) e p<0.0001 (HH###).
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Figura 14: Modulacdo da citocina TGF-B durante a infeccdo com ZIKV e
tratamento com DHA. Células C20 foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM)
e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV MOI 10. Apds 48 e 96h de estimulo e
infeccdo, a dosagem de TGF-p foi executada pela técnica de ELISA. Os graficos foram
gerados usando GraphPad Prism 6.3. Os valores significativos de P quando comparados
as celulas UNS foram representados por asteriscos: p<0.01 (*¥*), p<0.001 (***) e
p<0.0001 (****), Os valores significativos de P entre as demais condi¢des foram
representados por cerquilhas: p<0.01 (##), p<0.001 (###) e p<0.0001 (##Ht#).
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5.8. O DHA modula o perfil de apresentacdo de antigenos lipidicos e peptidicos
da microglia

A fim de avaliar como a infecgéo e o tratamento com DHA s&o capazes de
influenciar no processo de apresentacdo antigénica pela micrdglia humana,
processo fundamental para construir a ponte entre a resposta imune inata para a
resposta adaptativa efetora, analisamos a modulagdo de marcadores de
apresentacdo de antigenos peptidicos e lipidicos. Apds 24h de tratamentos e
infeccdo, analisamos a expressdo de MHC-I11 e da molécula coestimuladora CD80
na superficie de células microgliais (Figura 15A). Observamos que a infec¢do do
ZIKV ndo modulou a porcentagem de células positivas para MHC-11 e CD80.
Curiosamente, o pré-tratamento com DHA na auséncia da infeccdo foi capaz de
aumentar em aproximadamente 7 vezes a porcentagem de células duplamente
positivas, indicando o aumento da expressdao de ambos os marcadores. Além disso,
é possivel observar um aumento consideravel de CD80, uma vez que a
porcentagem de células dentro do quadrante dessa marcagdo isolada também
aumentou em 23% em comparacdo as células UNS. Contudo, essas modulacGes
ndo foram observadas nas células tratadas com DHA e infectadas com ZIKV,
sugerindo que o virus possa, de alguma forma, impedir a ativacdo dessa via de

apresentacao antigénica.

Complementar as analises da micréglia em sua funcdo de APC, avaliamos
a modulacdo de proteinas associadas a apresentacdo de antigenos lipidicos por
citometria de fluxo. Apds 48h de infeccdo e tratamentos, avaliamos a expressao
de CD1a, CD1b e CD1c na superficie das células microgliais. Observamos que a
porcentagem positiva de para CD1a aumentou de forma sutil pela infeccdo do
ZIKV e o pré-tratamento com DHA, na presenca de ZIKV, aumentou ainda mais
este marcador (Figura 16A). Observamos também uma modulagéo sutil (9%) na
porcentagem positiva de células para CD1b, especificamente em células pré-
tratadas e infectadas com ZIKV, quando comparadas as outras condi¢des (Figura
16B). Além disso, verificamos uma modulacdo ainda mais notavel da expressdo
de CD1c, onde hd um aumento de 19% na porcentagem positiva de celulas

exclusivamente quando pre-tratadas com DHA e infectadas com ZIKV (Figura
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16C), comparadas as outras condi¢Bes, demonstrando que a apresentacdo de

antigenos lipidicos € modulada pelo DHA durante a infeccdo do ZIKV.

Isotype

4
03213 2,36

0 92,3 317
10 T T T
10 1[‘1 \'J’ 10 10
UNS ZIKV ZIKV+DHA DHA
4 w? S
" 42,57 4,07 12,05 3.27 © 33,66 444
100 100 j 0° _-
101’ 102 = 1°2__;
70,3 23,1 . 1780 166 76,8 15,1
10° . . . — 10 LREEELL | ™ T 10 '
10 10 10 10 10° 10 o' 10” 1o 10 10 10 10 10 10
MHC-II

Figura 15: Apresentacdo de antigenos peptidicos durante a infeccdo pelo ZIKV e tratamento com DHA. Células
C20 foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV (MOI 10). Ap6s
24h de infecgdo e tratamento, a expressdo de MHC-I1 e CD80 foi analisada por citometria de fluxo. Os gréaficos foram

gerados usando o software FlowJo V10.
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Figura 16: Apresentacdo de antigenos lipidicos durante a infec¢do do ZIKV e tratamento com
DHA. Células C20 foram pré-tratadas (ou nao) com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou
ndo) com ZIKV (MOI 10). Apds 72h de infecgdo e tratamento, a expressdo de CD1a (a), CD1b (b) e de
CD1c (c) foi analisada por citometria de fluxo. Os gréficos foram gerados usando o software FlowJo
V10. O quadrante representa a % positiva de células para as respectivas marcagdes de cada gréafico.
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5.9. O pré-tratamento com DHA e a infec¢do pelo ZIKV modulam moléculas

regulatdrias na superficie de microglias

A fim de analisar a expressao de outras moléculas com funcéo regulatéria
na membrana de células microgliais, avaliamos a modulac¢do de DC-SIGN, uma
importante proteina associada a polarizacdo de um perfil anti-inflamatério (M2)
da micrdglia (Figura 17A). Observamos que o pre-tratamento com DHA foi capaz
de aumentar em mais de 70% a positividade de células para DC-SIGN,
demonstrando que o lipideo induz pardmetros associados a um perfil anti-
inflamatdrio na micréglia. Curiosamente, a porcentagem de células positivas na
condicdo tratada e infectada (ZIKV+DHA), mesmo que maior em comparagao as
UNS e infectadas na auséncia de DHA, apresentou uma reducdo de 18%
comparada as células tratadas sem infeccdo. Complementar a expressao de DC-
SIGN, avaliamos a expressdo de PD-L1, um ligante expresso na membrana de
diversas células, como as células microgliais, que possui alta capacidade de
supressao da resposta linfocitaria (Figura 17B). Observamos que o ZIKV na
auséncia de DHA foi capaz de aumentar em 70% a porcentagem de células
positivas para PD-L1, indicando um alto potencial da microglia em suprimir a
resposta imune adaptativa por este mecanismo. Por sua vez, a condi¢do
ZIKV+DHA obteve uma reducdo de 26% na porcentagem positiva de células,
reducdo a qual foi ainda maior quando as células sdo tratadas sem posterior
infeccdo. Esse conjunto de dados indica que apesar de o tratamento com DHA
induzir um perfil anti-inflamatério, este ndo torna a microglia totalmente

supressora dessa resposta, fator essencial para o préprio combate ao ZIKV.
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Figura 17: Modulagao de proteinas regulatdrias durante a infeccao do ZIKV e tratamento com

DHA. Células C20 foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou
ndo) com ZIKV (MOI 10). Apés 24h de infeccdo e tratamento, a expressdao de DC-SIGN (a) e de

PD-L1 (b) foi analisada por citometria de fluxo. Os gréficos foram gerados usando o software FlowJo

V10. O quadrante representa a % positiva de células para as respectivas marcacoes de cada grafico.
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5.10.Modulacéo da funcdo mitocondrial pelo ZIKV e tratamento com DHA na
microglia

Ap0s analisar as alteracdes no perfil de ativagdo da micrdglia, se torna
relevante verificar se a fungdo mitocondrial também pode ser modulada neste
processo. Apos 48h de infeccdo e tratamento, diferentes parametros foram obtidos
atraves da respirometria de alta de resolucdo, a qual avalia o fluxo de oxigénio sob
diferentes inibidores que agem na fosforilacdo oxidativa. Observamos que a
respiragdo basal (ou de rotina) ndo foi modulada durante a infecgéo pelo ZIKV e
0 pré-tratamento com DHA também ndo teve efeito neste parametro (Figura 18A).
Apesar da infeccdo pelo ZIKV sugerir um aumento no fluxo de oxigénio acoplado
a sintese de ATP (ATP-linked), nenhuma diferenca significativa foi observada
quando comparamos as células ndo-estimuladas ou infectadas na presenca de
DHA (Figura 18B). Contudo, ao avaliarmos a capacidade respiratoria maxima,
observamos que ha uma reducdo deste parametro em célula infectadas na presenca
de DHA, comparado a infec¢do na auséncia deste (Figura 18C). Essa mesma
reducdo da capacidade respiratdria ndo foi observada ao se comparar células pré-
tratadas com DHA e células ndo-estimuladas (controle). Além disso, também
observamos uma reducdo da capacidade de reserva (Spare Respiratory Capacity)
quando pré-tratamos as células com DHA em comparacdo as células infectadas
sem o tratamento (Figura 18D). Apesar da reducdo na capacidade de reserva e da
capacidade respiratdéria maxima serem associadas a parametros que apontam
disfuncdo mitocondrial, ndo obtivemos alteracdes significativas entre o tratamento
com DHA e células ndo-estimuladas (controle). Esse resultado sugere que,
possivelmente, o tratamento com DHA apresenta uma modulacdo da atividade
oxidativa da microglia, a qual se difere das causadas pelo ZIKV, mas se assemelha

as células controle, demonstrando auséncia de dano a fungdo mitocondrial.

Para complementar as anlises acerca da fun¢do mitocondrial e entender
melhor a modulagdo do DHA, avaliamos também a producéo de especies reativas
(RS), marcando as células com a sonda DCF-DA 48h pdés-infeccdo e estimulo.
Curiosamente, verificamos que apesar de a infecgdo pelo ZIKV nédo causar
disfuncdo mitocondrial aparente pelos ensaios de respirometria, uma intensa
producdo de RS foi induzida por este patdégeno nas células microgliais (Figura

18E). Por sua vez, o DHA foi eficaz em prevenir a formacgéo exacerbada de RS
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durante a infeccédo, tendo papel importante contra o estresse oxidativo celular.
Esse resultado fortalece a hipotese de que o DHA altera a atividade oxidativa da
microglia de forma protetiva contra modulagBes do ZIKV, necessitando de

analises mais acuradas para conclusdes acerca desta modulacao.
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Figura 18: Avaliacdo da funcdo mitocondrial da microglia por respirometria de alta
resolucdo. Células C20 foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e posteriormente
infectadas (ou ndo) com ZIKV MOI 10. Apds 48h de estimulo e infeccdo, as anélises acerca da
respiracdo basal (@), respiracdo acoplada a sintese de ATP (ATP-linked) (b), capacidade
respiratéria maxima (c) e a capacidade respiratéria de reserva (d) foram executadas por
respirometria de alta resolucdo, sob a a¢éo dos inibidores Oligomicina (1.25puM), CCCP (100nM)
e antimicina-A (2.5uM). A producéo de RS foi avaliada por marcagdo com DCF-DA e analisada
com base na Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) (e). Os graficos foram gerados através
do GraphPad Prism Version 6.3. Os valores significativos de P foram representados por
asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001 (****).

66



5.11. Os intermediarios do ciclo do &cido citrico sdo modulados durante a infec¢cdo
do ZIKV e tratamento com DHA

Um dos processos comumente observados em células microgliais quando
ativadas, € o acimulo de diferentes intermediarios do ciclo tricarboxilico (TCA),
ou Ciclo do Acido Citrico, em decorréncia de uma intensa reprogramagao
metabolica que leva ao funcionamento anormal desta via. Com isso, para avaliar
como o metabolismo microglial se comporta acerca da infeccdo do ZIKV e
tratamento com DHA, avaliamos alguns intermediarios do TCA através da analise
de monitoramento de ion selecionado (Selected lon Monitoring-SIM) por GC-MS.
Detectamos a abundéncia relativa dos &cidos organicos Fumarato (Figura 18A),
Malato (Figura 18B), Succinato (Figura 18C) e Citrato (Figura 18D) ap6s 48h de
infeccdo e estimulos. Observamos que o ZIKV leva ao aumento dos quatro
intermediarios do ciclo TCA, quando comparado as células UNS, demonstrando
o0 alto potencial do virus em modular diferentes vias metabdlicas da célula e
influenciar no processo de ativagao da microglia também por este mecanismo. Em
contrapartida, o pré-tratamento com DHA foi capaz de impedir o aumento de dois
dos intermediarios durante a infeccdo, sendo estes fumarato e malato, mantendo
em niveis similares aos encontrados em células UNS. Apesar do papel importante
do citrato na regulacdo e alteracdo de vias metabolicas, diferencas estatisticas

entre ZIKV e ZIKV+DHA ndo foram observadas para este intermediario.
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Figura 19: Modulacao de intermediarios do Ciclo do Acido Citrico pela infec¢o do ZIKV

e tratamento com DHA. Células C20 foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e

posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV MOI 10. Ap6s 48h de estimulo e infeccéo, a

abundancia de fumarato (a), malato (b), succinato (c) e citrato (d), foi acessada utilizando GC-

MS. Os gréficos foram gerados usando GraphPad Prism 6.3. Para o célculo de abundancia

relativa, foi utilizado o ribitol como padréo. Os valores significativos de P quando comparados as

células UNS foram representados por asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e p<0.0001

(****). Os valores significativos de P entre as demais condi¢cbes foram representados por
cerquilhas: p<0.01 (##), p<0.001 (###) e p<0.0001 (H###).
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5.12. O ZIKV e DHA modulam o perfil metabdlico global da microglia

Para avaliar a modulacdo do perfil metabolico global da micrdglia quando
infectada com ZIKV e tratada com DHA, foi utilizada a analise de GC-MS para
detec¢do de diferentes metabolitos. Ao todo, foram identificadas 22448 variaveis,
entre as quais 250 foram moduladas diferencialmente entre os grupos, com p<0.05
(Figura 20A). Para obter informacdo acerca da distin¢cdo entre os grupos
experimentais, realizamos a andlise de projecdes ortogonais para analise
discriminante de estruturas latentes (OPLS-DA). Também avaliamos o grupo de
metabdlitos que impulsionam a separacdo dos grupos observada pelo OPLS-DA,
tendo estes plotados na forma pontuacdo de VIP (VIP score). A analise de OPLS-
DA revelou que hd uma separacdo distinta do perfil metabélico entre os quatro
grupos experimentais (UNS, ZIKV, ZIKV+DHA e DHA) (Figura 21A).
Curiosamente, 0s grupos com maior distanciamento entre si apontado pelo OPLS-
DA foram as condi¢des DHA e DHA+ZIKV, demonstrando que a presenca do

virus impacta fortemente as modula¢fes metabolicas induzidas pelo DHA.

Comparando células UNS e infectadas com ZIKV (sem DHA), avaliamos
quais foram os principais metabdlitos envolvidos na separacdo dos grupos,
plotados na forma de VIP score (Figura 21B). Apesar da identificacdo completa
dos metabolitos estar em andamento, identificamos a glicose (319_4090) como o
metabdlito que mais influencia a separacdo dos grupos, com maior abundancia nas
células infectadas comparado as células controle (Figura 21B). Além disso,
observamos um aumento da abundancia de &cidos organicos, como o acido
palmitico (313_4454), nas células infectadas com ZIKV. Quando comparamos
celulas infectadas com ZIKV na auséncia e na presenca de pré-tratamento com
DHA, a identificacdo dos metabolitos do VIP score revelou maior abundéncia de
glicose (319 _4091) em células com DHA, comparado as infectadas na auséncia
deste (Figura 21C). Em contrapartida, alguns metabdlitos apresentaram menor
abundancia na condicdo ZIKV+DHA, como o fosfato (299 1391) e o acido
palmitico (313_4454). Alguns outros acidos orgénicos também foram apontados,

contudo, uma identificagdo mais acurada ainda esta em andamento.
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Para entender os efeitos do DHA por si s6 ha modulacdo do metabolismo
da microglia, comparamos também células ndo-estimuladas e células pré-tratadas
sem ZIKV. Entre os principais metabolitos apontados pelo VIP score, as células
pré-tratadas com DHA obtiveram uma reducdo da abundancia de Inositol (Myo-
Inositol 73_4742), sendo este importante metabolito associado a sinalizacdo
celular e, muitas vezes, possui acao na neuroinflamacao (Figura 21D). Além disso,
foi observado um aumento da abundéancia de acido latico (147 _311) e fosfato
(299 1391) em células pré-tratadas com DHA. Também avaliamos se o perfil
metabolico do pré-tratamento com DHA poderia ser influenciado pela infeccao
do ZIKV, comparando as condi¢des DHA e DHA+ZIKV (Figura 21E). Dentre a
identificacdo dos metabdlitos do VIP score disponivel até o0 momento, apenas a
glicose (319_4091) foi confirmada, apresentando maior abundéancia relativa em

células infectadas (Figura 22D).
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Figura 20: Teste ANOVA com os metabdlitos obtidos pela GC-MS. Células C20 foram pré-tratadas
(ou ndo) com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV MOI 10. Apés 48h de
estimulo e infeccdo, foram submetidas & GC-MS, com posterior analise pela plataforma
MetaboAnalyst. Para andlise multi-grupo, os metabdlitos diferencialmente modulados foram
determinados utilizando teste ANOVA, com limiar (threshold) de p<0.05. Os circulos com a cor roxa
determinam os metabdlitos que obtiveram significancia, considerando o limiar determinado. Os
valores de p foram transformados por -log10, de modo que os metabdlitos mais significativos (com

menor valor de p), foram plotados em uma posi¢dao mais alta no grafico.
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Figura 21: Perfil metabodlico de células microgliais infectadas com
ZIKV e tratadas com DHA. Células C20 foram pré-tratadas (ou néo)



com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV
MOI 10. Apo6s 48h de estimulo e infeccdo, foram submetidas a GC-MS,
com posterior andlise pela plataforma MetaboAnalyst, pela qual foi
plotado o score OPLS-DA (a) e o VIP score comparando células UNS e
ZIKV (b); ZIKV e ZIKV+DHA (c), DHA e UNS (d); DHA e
ZIKV+DHA (e).
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5.13. O DHA reduz a carga viral do ZIKV em células neuronais e microgliais

Para analisar se as modulacdes feitas pelo DHA durante a infecgédo

do

ZIKV seriam capazes de prejudicar o processo de replicacdo viral, avaliamos a

carga viral nas células neuronais apos 24, 48 e 96h de infeccéo e estimulos, por

RT-gPCR (Figura 22A). Observamos que o ZIKV infecta e se replica de forma

eficaz nestas células, considerando o aumento significativo de sua carga viral ao

longo do tempo de infeccio, chegando a 10! copias virais/ml no tempo de 96h.

Surpreendentemente, quando as células sdo pré-tratadas com anteriormente a

infeccéo, observamos uma reducdo da carga viral desde o tempo inicial de 24h,

demonstrando que, de fato, as modulacdes feitas pelo DHA sdo capazes

de

impactar o ciclo viral. Além disso, avaliamos também se haveria impacto também

sob o titulo viral, contabilizado através do efeito citopatico as células as quais

infecta, acessado por PFU (Figura 22B). Observamos que o0 DHA também possui

um papel protetor, reduzindo o titulo viral e, consequentemente, protegendo

contra o efeito citopatico do virus, como constatado em resultados anteriores.

Para avaliar se 0 mesmo efeito seria observado na microglia, verificamos

a carga viral por RT-gPCR ap6s 48h de infeccdo e estimulo (Figura 22C).

Observamos que o ZIKV infecta eficientemente a microglia C20, dado ainda ndo

disponivel na literatura para essa linhagem. Mesmo que as modulagGes causadas

pelo DHA tenham sido, parcialmente, distintas entre a linhagem neuronal e a de

micréglia, observamos reducdo da carga viral com o pré-tratamento também na

célula microglial. Esse resultado demonstra a importancia do tratamento com

DHA contra essa arbovirose e sugere que este lipideo possa, de fato, causar uma

interrupgdo ao ciclo viral em diferentes tipos celulares.
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Figura 22: Andlise de carga viral nas células neuronais e microgliais. Células SH-SY5Y
foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV
(MOI 10). Ap6s 24, 48 e 72h de infeccdo, a carga viral foi analisada por RT-qPCR (a) e o titulo
viral determinado por PFU (b). Células C20 foram pré-tratadas (ou ndo) com DHA (12,5uM) e
posteriormente infectadas (ou ndo) com ZIKV MOI 10. Apés 48 de estimulo e infeccdo, a carga
viral foi analisada por RT-qPCR (c). Os gréficos foram gerados usando GraphPad Prism 6.3. Os
valores significativos de P foram representados por asteriscos: p<0.01 (**), p<0.001 (***) e
p<0.0001 (*%%*¥),
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6. Discusséo

A epidemia do ZIKV ocasionou um aumento substancial de agravos
neuroldgicos pos-infecgdo, como a Sindrome de Guillain-Barré e a Sindrome da
Zika Congénita (1). O grande tropismo que o virus apresenta por células do SNC
e os distarbios neurais causados pela infeccdo, alertou a comunidade cientifica
acerca da urgéncia de terapias eficazes e desenvolvimento de vacinas contra essa
arbovirose. Apesar dos estudos crescentes explorando a aplicagdo do DHA, um
acido-graxo  poli-insaturado de 6mega-3 (PUFA), contra doencas
neurodegenerativas (68,86,96,98), a acdo deste contra infeccdes que afetam o
SNC ainda é pouco conhecida. Considerando o potencial neuroprotetor do DHA
e os efeitos deletérios do ZIKV em células neurais, se torna de grande interesse
investigar como a infeccdo desta arbovirose poderia ser afetada pelo tratamento

com DHA, visando aplicacdes terapéuticas dessa biomolécula de dmega-3.

Na busca por modelos que pudessem representar neurdnios humanos para
avaliar a patogénese do ZIKV, a linhagem de neuroblastoma humano (SH-SY5Y)
foi utilizada em alguns trabalhos, especialmente devido a sua extensa aplicacédo
em estudos com a doenca de Parkinson e outros modelos dentro da neurociéncia
(48,104-106). E uma célula que apresenta propriedades bioquimicas e funcionais
de um “neurdnio imaturo”, sendo comumente chamada de célula neuronal-like ou
neuroblast-like. Um dos estudos publicados utilizando a linhagem SH-SY5Y
avaliando a patogénese do ZIKV demonstrou que o virus € capaz de causar um
efeito citopatico a partir de 72h de infec¢do (107), considerado um tempo tardio,
sendo este 0 mesmo evento observado quando analisamos a viabilidade celular
por MTT. Esse resultado alertou acerca de importantes modulagdes causadas pelo
ZIKV em tempos iniciais que poderiam anteceder a morte celular, as quais seréo
discutidas mais a frente. Além da analise de viabilidade, observamos uma indugéo
especificamente de morte celular apoptotica durante a infeccdo. Esse evento ja foi
reportado por alguns trabalhos utilizando células progenitoras neurais, nas quais
observou-se a ativacdo de importantes fatores associados a esta via de morte,
como a ativacdo da Caspase-3 e fosforilacdo de P53 (38,39,108,109). Neste
contexto, avaliamos a eficacia do pré-tratamento com DHA contra os parametros
de morte induzidos pelo virus. A biomolécula lipidica apresentou uma agéo anti-

apoptdtica e, consequentemente, protetora contra a infecgdo do ZIKV. Em outros
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modelos neurais e diferentes perguntas experimentais, 0 DHA, e moléculas
derivadas deste, foram previamente reportadas como indutoras de Bcl-2, uma
importante proteina anti-apoptotica, bem como apresentaram acéo inibitoria da
ativacdo de Caspase-3 (84,110,111).

Uma das vantagens em se aplicar o modelo de neuroblastoma como célula
neuronal-like, é o seu ciclo celular ativo e alta capacidade proliferativa, a qual
possibilita um longo tempo de cultivo in vitro (106). Contudo, esse efeito leva a
problematica acerca da modulacdo da viabilidade celular induzida pelo ZIKV,
uma vez a reducdo poderia estar associada tanto a uma interrup¢do do ciclo
celular, quanto pela inducdo do préprio processo de morte. Foi demonstrado na
literatura, usando células progenitoras neurais, que o ZIKV atenuou a
proliferacdo, bem como induziu um impacto negativo a progressdo do ciclo
celular, com formacdo anormal do fuso mitético (38,112,113). Verificando se o
mesmo efeito ocorreria com a célula neuronal-like, observamos que a infeccéo
ndo teve acgdo sob a proliferacdo celular, assim como ndo impactou negativamente
a populacédo de células na fase G2/M, a qual a célula se prepara para 0 processo
de mitose. Com isso, a modulagéo da viabilidade celular observada anteriormente
se da, majoritariamente, pela ativacdo das vias de morte e ndo pela desregulacao
do ciclo celular. Por sua vez, o DHA levou ao aumento da proliferacdo e
porcentagem de células na fase preparatdria para mitose, independentemente da
infeccdo com ZIKV. De fato, 0s o-PUFAS, especialmente o DHA, tém sido
reportados na literatura como importantes agentes promotores da proliferacao
neuronal (88,114,115). A linhagem SH-SY5Y apresenta caracteristicas em
comum com neuroblastos e, dessa forma, expressa fatores de transcricao
importantes para o processo de proliferacdo e diferenciacdo neural, tais como 0s
fatores bHLH (Basic Helix-Loop-Helix) (116). Foi demonstrado que estes Gltimos
podem ser modulados pela suplementacdo com DHA, sendo um processo
fundamental para a fungdo que este lipideo exerce no processo de
desenvolvimento do SNC (115,117,118).

Para entender melhor as modulagdes causadas pela infeccdo do ZIKV que
antecedem a morte celular observada em 96h pos-infec¢do, avaliamos como o

virus impacta a funcdo da mitocondria, organela central para a homeostase
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metabolica. Alguns estudos reportaram que a infeccéo é capaz de causar falha na
atividade mitocondrial em células progenitoras (38) e também de astrécitos (40).
No modelo de células neuronal-like, observamos que o virus reduz a respiracdo
basal e consumo de oxigénio acoplado a sintese de ATP, sendo forte indicativo de
respiracdo desacoplada e dano a funcdo mitocondrial. Para suprir a alta demanda
metabdlica e manter a alta taxa de proliferacéo celular, estudos demonstraram que
a linhagem de neuroblastoma podem aumentar tanto a glicélise, como a
fosforilacdo oxidativa (OXPHOS) para a producdo de ATP (119,120). Com isso,
a inducdo de disfuncdo mitocondrial causada pela infeccdo pode prejudicar a
demanda metabdlica, tornando essas células vulnerdveis ao estresse oxidativo
celular e apoptose, modulagfes que de fato foram demonstradas quando
infectamos as células com ZIKV. Por sua vez, o DHA foi eficaz em prevenir
contra a disfuncdo mitocondrial e da producdo aumentada de espécies reativas
(RS) induzidas pelo ZIKV, levando a maior resisténcia das celulas pré-tratadas
contra a massiva morte celular causada pela infeccdo. Curiosamente, quando
usamos 0 DHA na auséncia da infeccdo pelo ZIKV, observamos um aumento de
RS. Buscando na literatura, um estudo utilizando a linhagem de neuroblastoma
SK-N-BE, comumente usada como modelo de célula neural em estudos com a
doenca de Alzheimer, demonstrou que o DHA foi capaz de atenuar ou amplificar
a producdo de RS, a depender da concentracdo usada do lipideo (121). De fato,
em doses mais altas (50uM), o DHA € capaz de estimular estresse oxidativo e
peroxidacdo lipidica de células tumorais, incluindo neuroblastoma (121,122).
Contudo, na concentracdo de DHA utilizada neste trabalho, os seus efeitos
neuroprotetores foram significativamente mais evidentes do que sua acao
antitumoral, demonstrando ser um tratamento promissor contra os efeitos
deletérios do ZIKV.

A modulacdo do perfil inflamat6rio € um importante contribuinte para o
dano neural associado a infec¢do do ZIKV. A inflamacao proveniente do neurdnio
possui um papel importante, especialmente através da producdo de fatores
neurotoxicos que promovem morte celular associada a infec¢do do ZIKV (50).
NO6s observamos um aumento de fatores pré-inflamatérios, como a citocina I1L-6
e a quimiocina MCP-1, quando o ZIKV infecta as células neuronais. Estas foram

atenuadas pelo tratamento com DHA, concomitante ao aumento de TGF-j,

78



importante citocina anti-inflamatéria. E importante ressaltar que o DHA atenuou
a resposta pré-inflamatoria, sem a inibir por completo, mantendo um equilibrio
essencial para impedir o dano celular, mas conseguir combater a infec¢do ao
mesmo tempo (123,124). Também avaliamos a producdo do mediador lipidico
LTB4, uma molécula altamente pro-inflamatoria, a qual pode ter sua concentragéo
alterada quando ha maior disponibilidade de DHA na célula (94). Contudo, néo
observamos modulagbes da biossintese deste mediador em 96h de infecg&o.
Também avaliamos a producéo de oxido nitrico (NO), uma importante molécula
sinalizadora que possui tanto um papel fundamental para o funcionamento do
SNC, quanto no estabelecimento de desordens neurolégicas, quando sua producao
é exacerbada (125). Apesar disso, ndo observamos alterac6es da producédo de NO

por nenhum dos estimulos nas células neuronais.

Apesar do papel importante da inflamacdo proveniente do proprio
neurdnio, a linha de frente de resposta contra patégenos no SNC €é a microglia
(126), a qual inicia o processo de neuroinflamacéo a partir do reconhecimento de
padrdes moleculares associados a danos celulares ou a patégenos (DAMPS e
PAMPS, respectivamente) (127). Uma vez ativada, a micréglia passa por
processos de proliferacdo e alteracbes metabodlicas, sendo estes parametros
importantes para avaliar a responsividade dessa célula frente a diferentes
estimulos, como, por exemplo, em infeccdes por patdgenos (51,128). Neste
trabalho utilizamos a linhagem microglial C20, que em sua caracterizacdo
apresentou similaridades morfoldgicas de células primarias, bem como
marcadores solUveis e de membrana que sdo fundamentais para a funcdo da célula
imune (99,129,130). Na auséncia de estudos utilizando essa linhagem quanto a
patogénese do ZIKV, demonstramos pela primeira vez que essa célula ¢
responsiva ao virus, com aumento de proliferacdo e da viabilidade mitocondrial
quando infectadas. Diferentemente do que foi observado com as células neuronais,
o DHA foi capaz de prevenir contra 0 aumento de viabilidade mitocondrial e
celular, além de atenuar o processo de proliferacdo induzidos pelo ZIKV,

sugerindo uma importante acédo protetiva contra ativagao da micréglia.

Para entender melhor acerca do processo de ativacao microglial, iniciamos

uma andlise de parametros gerais associados a este processo, como a biogénese de
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corpusculos lipidicos (CLs). As alteracdes metabolicas que acompanham a
ativacdo microglial culminam na maior biogénese de CLs, caracterizando o
acumulo destes como hallmark da hiper-reatividade microglial (51,131,132).
Considerando a importancia dessa organela para a ativacdo da microglia,
observamos que o ZIKV aumenta a biogénese de CLs, corroborando com dados
publicados em células placentarias (18). E importante enfatizar que CLs vém
sendo apontados como essenciais para a replicacdo de diferentes virus, servindo
como plataforma de montagem da particula viral e provendo importantes
componentes que favorecem o ciclo viral (133-136). O DHA, por sua vez,
atenuou a biogénese de CLs comparado as células infectadas sem o tratamento,
podendo ter impacto tanto na ativagdo microglial, quanto acerca da replicacdo

viral, considerando os pontos discutidos previamente.

Para avaliar a resposta imune proveniente da micréglia, se torna crucial
identificar citocinas e quimiocinas produzidas por essa célula imune, a fim de
determinar se o perfil polarizacdo induzido pelo estimulo se caracteriza como M1
(pré-inflamatério) ou M2 (anti-inflamatério). Citocinas e quimiocinas classicas,
consideradas marcadores de um perfil M1, foram avaliadas neste contexto, sendo
essas IL-6, TNF-a e MCP-1 (137,138). Corroborando com estudos previamente
publicados (45,128), a infeccdo do ZIKV aumentou a producdo destas citocinas
pela micrdglia, sugerindo uma polarizacdo M1 em resposta a infeccdo por esse
virus. Em contrapartida, o DHA mitigou a producdo destes marcadores pro-
inflamatorios, além de estimular a citocina anti-inflamatéria TGF-B, a qual é
comumente produzida por células com perfil M2 (137). Esses resultados
fortalecem a importante acdo anti-inflamatéria do DHA, o qual foi capaz de

modular a principal célula que guia o processo inflamatério do SNC.

Além da producéo de citocinas, a microglia apresenta uma fungéo central
na ponte entre a resposta imune inata e adaptativa, agindo como célula
apresentadora de antigenos (APCs) peptidicos e lipidicos, guiando a resposta
proveniente de linfocitos T infiltrantes no SNC (55,57,139,140). Contudo, a
fungdo de APC da microglia ainda é pouco explorada na literatura, especialmente
acerca de infeccGes que afetam o SNC. Visando elucidar os mecanismos de

ativacdo microglial induzidos pelo ZIKV, bem como contribuir para a literatura
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escassa a respeito da apresentacdo de antigenos pela micrdglia, investigamos a
expressdo de MHC-I1 e da proteina co-estimulatoria CD80, sendo estas moléculas
comumente aumentadas durante processos inflamatérios. Observamos que a
infeccdo pelo ZIKV ndo modula essa via de apresentacéo de antigenos peptidicos;
contudo, curiosamente, a infecgdo parece influenciar a forma com que o DHA age
na expressdo dessas moléculas, uma vez que verificamos o aumento de ambas
apenas na condicdo tratada e ndo-infectada. Com base na literatura, estudos
reportaram que infeccdes virais podem bloquear essa via de apresentacéo
antigénica atraves da atenuacdo da sinalizacdo de IFN-y (141). Quanto ao DHA,
estudos o abordaram como potente modulador da composic¢do lipidica da
membrana celular, podendo alterar rafts ou dominios, de interacdo de lipideos
com proteinas de membrana (93). Foi demonstrado que essa modulacdo de raft
lipidico é capaz de alterar a organizacdo de moléculas de MHC na membrana e
aumentar o reconhecimento destas por anticorpos especificos (142). Contudo, a
modulacdo dessa via de apresentacdo antigénica pelo DHA ainda € controversa e

ndo possui uma concluséo acerca do seu efeito (143,144).

A apresentacdo de antigenos lipidicos vem emergindo como uma
importante via de combate a patdgenos virais, através da expressao das moléculas
da familia CD1 (65). Essas moléculas sdo capazes de ativar um grupo restrito de
linfocitos T, bem como células T yd (64,145). Foi demonstrado que o virus da
hepatite B (HBV) pode levar ao aumento de um grupo seleto de fosfolipases A2
(PLAZ2), que clivam cadeias lipidicas enddgenas e as tornam imunogénicas (146).
Essas moléculas sdo apresentadas via CD1 e ativam a respostas de células natural
killers T (NKT), aumentando tanto a capacidade do organismo de eliminar o HBV
como a especificidade da resposta imune via células B e T a longo prazo (64). O
impacto da infeccdo pelo ZIKV sob esse tipo de apresentacdo antigénica ainda
ndo foi reportado na literatura. Avaliando diferentes componentes dessa familia,
verificamos que o ZIKV ndo modulou a expressdo das moléculas CD1; contudo,
0 pré-tratamento com DHA foi capaz de aumentar a expressdo de CD1c na
superficie da micrdglia humana durante a infeccdo do ZIKV. Pouco se sabe a
respeito da apresentagdo de antigenos lipidicos durante a suplementagdo com ®-
PUFAs, porém, a alteracdo do repertério lipidico induzido por essas biomoléculas

poderia ser uma das explicacdes para a modulacdo dessa via de apresentacao
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antigénica (147). Como a infeccdo pelo ZIKV também possui impacto sob o
metabolismo lipidico, a apresentacdo antigénica via CD1 induzida pelo DHA pode

ser importante para aprimorar o combate a este virus pela resposta imune.

Além de participar do processo de apresentacdo de antigenos, a microglia
também expressa importantes moléculas com fungGes regulatérias, que podem
estimular ou atenuar a resposta imune. Explorar esses marcadores pode ser
importante para entender como essa célula modula o microambiente inflamatorio,
além de prover informacgdes acerca do seu perfil de ativacdo. Com isso,
observamos que o pré-tratamento com DHA aumentou intensamente a expressao
de DC-SIGN (CD2019), sendo este um receptor de lecitina expresso
majoritariamente na membrana de APCs (148). Estudos demonstram que em
células microgliais e em macrofagos, o aumento da expressao de DC-SIGN esta
associado a polarizacao de um perfil M2 (57,61). Esse resultado corrobora com 0s
achados observados no perfil de citocinas, nos quais 0 DHA também modulou

marcadores de um perfil anti-inflamatorio da microglia humana.

Em contrapartida, ao avaliarmos a expressdo de PD-L1, observamos que a
infeccdo pelo ZIKV induz uma alta expressdo deste marcador, enquanto o DHA
atenuou esse efeito. PD-L1 é um ligante do receptor inibitério PD-1, comumente
expresso na membrana de linfocitos T (149,150). A interacdo do receptor com o
seu ligante leva a um estado de baixa responsividade pelo linfécito, processo
também conhecido por anergia, impedindo a acdo efetora proveniente da célula T
(151). Uma das respostas antivirais mais eficazes sdo provenientes de linfécitos T
(152,153), ou seja, o efeito de aumentar a expressao de PD-L1 causado pelo ZIKV
poderia ser um mecanismo associado a evasdo do sistema imune (152). O ZIKV
causa uma producdo exacerbada dos fatores classicos da resposta imune inata,
mas, a0 mesmo tempo, estimula uma resposta que pode ser inibitéria de linfocitos
T, levando a um desbalanco do processo inflamatério. Em contrapartida, apesar
de o DHA modular um perfil M2 na micrdglia, este lipidio ndo apresenta
supressdo total da resposta imune microglial, mantendo niveis cruciais para que
essas células sejam capazes de eliminar o patdgeno, sem causar dano celular. Esse
conjunto de dados demonstram a importdncia do DHA como agente

imunomodulador e restaurador da homeostase de células imunes.
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Devido ao intenso processo de alteracdo metabolica que acompanha a
ativacdo da micrdglia (51,154), avaliamos como a fungdo mitocondrial poderia ser
modulada durante a infeccdo pelo ZIKV e tratamento com DHA. Diferente do que
foi observado com as células neuronais, bem como reportado na literatura em
astrécitos (40), o virus ndo causou disfuncdo mitocondrial em 48h pos-infecgéo.
Ao se ativar, a microglia passa por processos de shift, ou alteracdo, metabdlica
que supre a elevada demanda energética e mantém a funcdo mitocondrial em
estagios iniciais (126,138). Contudo, a manutenc¢édo do estado de ativacédo celular
a longo prazo leva ao acumulo de ROS e intermediarios que ativam vias
inflamatorias, levando a perda de funcéo da micrdglia e expansao da inflamacéo
no SNC (126,155). Neste processo, o estado disfuncional da microglia leva a
liberacdo de fatores neurotdxicos, como mitocéndrias fragmentadas, que podem
ativar um processo inflamatorio em outras células do SNC, como astrécitos (156).
Contudo, no tempo analisado, observamos que mesmo ativando a célula
microglial, o ZIKV ndo causou uma falha a fosforilacdo oxidativa e funcéo da
mitocéndria. O DHA, comparado apenas a infeccdo pelo ZIKV, atenuou a
capacidade respiratdéria maxima e a capacidade de reserva, sendo esta ultima
caracterizada como a capacidade de producéo de ATP pela OXPHOS em caso de
aumento repentino da demanda de energia (157,158). A reducdo desses
parametros pode ser tanto indicativo de disfuncdo mitocondrial, como pode ser
também indicativo de alteracdo da via oxidativa para outras vias metabolicas,
como a via das pentose-fosfato (157). O shift metabdlico para a via das pentoses-
fosfato ja foi demostrado na literatura, sendo uma via importante para 0 processo
de ativacdo da micrdglia, pois esta possui como um dos seus principais produtos
o carreador de elétrons NADPH (126,128,138). A producdo de NADPH ¢é
fundamental para o controle do estresse oxidativo da microglia, através do seu
papel na manutencédo da capacidade antioxidante da glutationa (159). Por sua vez,
o DHA foi reportado como um importante agente antioxidante que pode reduzir a
producdo de ROS através do complexo da glutationa (160-162). Com isso, para
explorar a hipétese de que o DHA poderia ter um impacto acerca dessas vias,
avaliamos a producdo de RS e observamos que, de fato, o DHA reduziu
significativamente essas espécies durante a infec¢éo pelo ZIKV. Contudo, apesar

de serem indicativos, analises especificas acerca do complexo REDOX da
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glutationa e da producdo de NADPH precisam ser avaliadas para confirmar a

hipotese.

Uma importante modulacdo que ocorre na micréglia durante o seu
processo de ativacdo € o acumulo de intermediérios do ciclo do &cido critico,
devido ao funcionamento anormal desta via em decorréncia da atividade
aumentada da via glicolitica (51). Neste contexto, nds observamos que a infecgédo
pelo ZIKV foi capaz de aumentar a abundéncia de citrato, succinato, fumarato e
malato, sendo estes importantes intermediarios do ciclo do &cido citrico,
corroborando com os dados previamente discutidos acerca do aumento da ativagéo
microglial causado pela infeccdo. O DHA atenuou a abundancia de fumarato e
malato, dois desses intermediarios, demonstrando uma acéo regulatoéria do ciclo
do acido citrico. Como acumulo desses intermediarios é associado ao perfil de
ativagdo da micrdglia, o fato de o DHA modular de forma diferencial em relacéo
ainfeccdo do ZIKV (sem o pré-tratamento) demonstra uma modula¢do metabolica
distinta entre essas condicdes, influenciando também em formas distintas da
ativacdo microglial. O papel de w-PUFAs no ciclo do &cido citrico ainda é pouco
elucidado, contudo, em células hepaticas, a suplementacdo demonstrou um
aumento da enzima malato desidrogenase, a qual catalisa a oxidacdo de malato
em oxaloacetato (163). Essa modulacdo pode ser determinante para os niveis de
malato, pois a reacdo leva ao consumo deste intermediario, e consequentemente,

poderia reduzir sua abundancia na célula.

Para verificar se a infec¢cdo pelo ZIKV e o tratamento com DHA poderiam
ter influéncia no perfil metabdlico global da microglia, utilizamos a anélise de
GC-MS para identificar essas modulacdes e entender melhor sobre as alteracfes
metabodlicas observadas nessa célula imune. Observamos que as células
apresentam um perfil metabolico distinto tanto durante a infeccdo, quanto pelo
tratamento com DHA. Uma analise preliminar dos principais metabolitos
envolvidos no processo foi executada e observamos uma importante modulagéo
da glicose, aumentada durante a infeccdo pelo ZIKV e com niveis ainda mais
abundantes quando as células foram pré-tratadas com DHA, com posterior
infeccdo. Como reportado na literatura, um shift metabolico comumente

observado na microglia, seja por ativacdo ou outras demandas celulares, € a
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alteracdo da OXPHOS para uma hiperativacao da glicolise e, mesmo na presenca
de oxigénio, aumento do fluxo de fermentagéo da glicose a lactato, aumentando a
atividade da enzima lactato desidrogenase (126,164). Esse fenébmeno ja foi
descrito em diferentes células tumorais, sendo denominado Efeito Warburg
(165,166). Mesmo nao sendo a forma mais eficiente de sintese de ATP, é uma
forma répida de obtencdo deste Ultimo, além de possibilitar o desvio para
diferentes vias anabdlicas importantes para as novas demandas metabdlicas da
célula microglial. Quando ha esse shift metabolico na microglia, € comumente
observado um aumento do uptake de glicose, atraves da expressao aumentada de
transportadores GLUT, em resposta a alta demanda energética. Além disso, o
efeito Warburg é também associado ao desvio para a via das pentoses-fosfato, pela
qual precursores fundamentais para a proliferacdo, como nucleotideos e proteinas,
podem ser disponibilizados para suportar a alta taxa de proliferacdo, bem como
para produzir NADPH e manter o controle REDOX das células (51,126,164).
Neste trabalho, a maior abundancia de glicose encontrada em células tratadas com
DHA, bem como aumento da abundancia de acido latico séo fortes indicativos
que, de fato, esse -PUFA aumente o efeito Warburg de células microgliais, o que
poderia favorecer a via das pentose-fosfato e manutencdo da atividade
antioxidante da micréglia, protegendo contra danos associados ao processo de

ativacdo celular.

Dentre a identificacdo dos metabdlitos, também observamos uma maior
abundéancia de acido palmitico em células infectadas pelo ZIKV na auséncia de
DHA em comparacdo as células infectadas com o pré-tratamento. O &cido
palmitico, e produtos derivados do seu metabolismo, sdo capazes de estimular vias
pro-inflamatorias e modular o estresse oxidativo celular em macrofagos
(167,168). A menor abundancia do acido palmitico no pré-tratamento com DHA
demonstra os diferentes mecanismos pelos quais o0 DHA age atenuando o perfil

inflamatorio e estresse oxidativo da microglia durante a infeccao pelo ZIKV.

Por fim, para avaliar se as alteragdes metabdlicas e inflamatdrias causadas
pelo DHA durante a infeccdo pelo ZIKV poderia interferir na replicacdo viral,
avaliamos a carga viral de células neuronais e microgliais. Verificamos que houve

reducdo de carga viral nas duas linhagens celulares pelo pre-tratamento com DHA.
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Uma crescente relacdo entre as alteracfes metabolicas e infeccdes virais vem
sendo exploradas na literatura, demonstrando que a reprogramacdo metabdlica
causadas por diferentes virus pode favorecer a sua replicagdo viral (18,133,136).
Como demonstrado neste trabalho, o DHA também possui uma acéo direta ao
metabolismo celular, alterando a funcdo mitocondrial em células neuronais, e
agindo no metabolismo global de células microgliais. Essas modulagdes poderiam
influenciar na disponibilidade de fatores para a replicagédo do ZIKV e, dessa
forma, influenciar negativamente a sua replicagdo. A reducdo de carga viral
observada em duas linhagens onde o DHA modulou, em alguns parametros, de
forma distinta, demonstra o potencial antiviral desta molécula em diferentes
modelos e fortalece a sua aplicagdo contra especialmente infec¢des que afetam o
SNC.

Conclusodes
Considerando todos os resultados do presente trabalho em conjunto,

concluimos que:

e O pré-tratamento com o 6mega-3 DHA possui efeito protetor contra
a morte e impacto negativo a viabilidade causados pela infeccdo do
ZIKV em células neuronais, bem como promove a proliferacdo
destas;

e O ZIKV é capaz de causar disfuncdo mitocondrial e estresse
oxidativo em células neuronais e 0 dmega-3 DHA apresentou um
importante papel protetor contra essas modulaces;

e 0O ZIKV induz uma resposta pro-inflamatéria proveniente de células
neuronais e microgliais, a qual foi mitigada pelo 6mega-3 DHA,

e A infeccdo do ZIKV aumenta a biogénese de corpusculos lipidicos
e 0 dmega-3 DHA é capaz de atenuar este processo;

e O O6mega-3 DHA possui um papel imunomodulador fundamental
para a microglia durante a infeccdo com ZIKV, atenuando a
inflamacéo exacerbada, mas estimulando apresentacéo de antigenos
lipidicos e reduzindo moléculas supressoras da resposta de linfocitos
T;
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e Concomitante a ativacdo celular, a infeccdo do ZIKV causa uma
reprogramacao metabdlica na microglia, levando ao acumulo de
intermediarios do ciclo do &cido citrico, glicose e &cido palmitico;

e O Omega-3 DHA regula a fungdo mitocondrial, reduz estresse
oxidativo e modula intermediarios do ciclo do &cido citrico,
alterando a disponibilidade de malato e fumarato;

e O Omega-3 DHA aumenta os niveis de glicose e acido latico,
sugerindo um favorecimento do efeito Warburg em células
microgliais;

e As alteracGes metabolicas e inflamatorias causadas pelo 6mega-3
DHA sdo capazes de promover uma acdo antiviral, levando a

reducdo da carga viral de ZIKV em células neuronais e microgliais.
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Potential neuroprotective and anti-
inflammatory effects provided by
omega-3 (DHA) against Zika virus
infection in human SH-SY5Y cells

Heloisa Antoniella Braz-De-Melo(®?, Gabriel Pasquarelli-do-Nascimento?, Rafael Corréa?,
Raquel das Neves Almeida?, Igor de Oliveira Santos?, Paulo Sousa Prado?, Victor Picolo?,
Andreza Fabro de Bem3, Nathalia Pizato* & Kelly Grace Magalhdes®?**

Zika virus (ZIKV) has a strong tropism for the nervous system and has been related to post-infection
neurological syndromes. Once neuronal cells are infected, the virus is capable of modulating cell
metabolism, leading to neurotoxicity and cellular death. The negative effect of ZIKV in neuron cells has
been characterized. However, the description of molecules capable of reversing these cytotoxic effects
is still under investigation. In this context, it has been largely demonstrated that docosahexaenoic

acid (DHA), an omega-3 polyunsaturated fatty acid, is highly neuroprotective. Here, we hypothesized
that DHA's neuroprotective proprieties could have an influence on ZIKV-induced neurotoxicity in SH-
SY5Y cells. Our data showed that pre-treatment of SH-SY5Y cells with DHA increased the cell viability
and proliferation in ZIKV-infected cells. Moreover, DHA triggered an anti-inflammatory response in
those infected cells. Besides, DHA was capable of restoring mitochondria function and number in ZIKV-
infected SH-SY5Y cells. In addition, cells pre-treated with DHA prior to ZIKV infection presented a lower
viral load at different times of infection. Taking together, these results demonstrated that DHA has a
potential anti-inflammatory and neuroprotective effect against ZIKV infection in these neuron-like cells
and could be a useful tool in the treatment against this virus.

First discovered in Uganda Forest in 1947, Zika virus (ZIKV) is an arthropod-born Flavivirus, transmitted by
mosquitoes from Aedes genus, and, as recently discovered, an arbovirus sexually transmitted"?. ZIKV has been
associated with several neuronal alterations and congenital diseases’. Indeed, ZIKV is closely related to neuro-
logical disorders and presents a main tropism for nervous system, being isolated from animals born with micro-
cephaly and infected adult mice brain*®. Neuronal cells, both progenitors or differentiated ones, suffer a loss of
homeostasis when infected with ZIKV and present considerable changes in cell metabolism during infection, due
to the presence of specific required metabolites for viral replication®’. ZIKV-induced neuronal alterations can
directly impair neuronal homeostasis leading to decreased cellular proliferation and differentiation capacity of
those cells, followed by cell death’.

It was also reported that negative influence of ZIKV in neuronal cells has a strong relationship with
mitochondrial-sequestration of phospho-TBK1, an important factor that once relocated can cause a disruption
in mitosis process, creating a critical environment to neuronal survival®. In addition, specific ZIKV proteins
are capable of inhibiting Akt-mTOR pathway in neuronal stem cells, which plays essential role on neurogenesis
process, cell maturation and migration®!°. Such mechanisms act synergistically to induce neuronal apoptotic cell
death and loss of massive cell population during brain development and it can be accompanied by activation of
inflammatory response”!!2,

It is known that inflammation is a key process that orchestrates neuronal damage induced by ZIKV infection'.
It has been reported that ZIKV intensively induces the generation of pro-inflammatory factors in microglia cells,
such as IL-6 and MCP-1, when it infects human fetal brain'*. In addition, pro-inflammatory response triggered
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by ZIKV in neuronal cells can be mediated by NLRP3 inflammasome activation, in a reactive oxygen species
generation dependent manner, suggesting that oxidative stress plays an important role on ZIKV pathogenicity'.
Besides, neurotoxic factors released by infected neurons are important to promote neuronal cell death during
ZIKV infection'? Therefore, molecules with the ability to modulate inflammation could be useful to inhibit ZIKV
pathogenicity. It has been demonstrated that Docosahexaenoic acid (DHA, C22:6(omega-3)), a polyunsaturated
fatty acid derived from omega-3 family, can inhibit NLRP3 inflammasome'®!'” and reduce intracellular reactive
oxygen species'.

DHA is an essential fatty acid, therefore, it cannot be synthetized by de novo cell pathways and must be acquired by
diet, mainly from cold water fish, or its oil intake, or from a-linoleic omega-3 fatty acid metabolism'®. DHA has been
described to be essential for normal function of diverse cell types of the organism, protecting against cardiovascular
diseases and influencing positively retinal cells survival?*?!. Moreover, the central impact of DHA in the organism can
also be related to neuroprotection, increasing longevity of neuronal cells and decreasing neurodegeneration, inflam-
mation and cognitive decline?.

Neurons and glial cells retain high levels of DHA in their cell membrane and this presence can positively influence
electrochemical potential, membrane excitability, cell signaling and project an environment capable of maintaining
cell integrity once homeostasis is threatened*>**. DHA also produces a potent lipid anti-inflammatory mediator
called neuroprotectin-D1, a specialized pro-resolving mediator, which has anti-apoptotic actions, anti-oxidative
properties, up-regulating the expression of proteins that induces cell survival, such as Bcl-2 and Bel-xL>.

Here, we hypothesized that omega-3 (DHA) could protect against ZIKV-induced neurotoxicity. It is still
unknown the effect of DHA supplementation during ZIKV infection in experimental neuronal-like models.
Therefore, the aim of this work was to evaluate whether neuroprotective proprieties provide by DHA could have
an influence against ZIKV infection in human SH-SY5Y cells.

Results

DHA protects against ZIKV-induced cytotoxicity. We first analyzed the ability of omega-3 DHA to
modulate cell viability during ZIKV infection in SH-SY5Y cells. Cell viability of human SH-SY5Y cells was ana-
lyzed by MTT assay in ZIKV-infected or uninfected cells after 24, 48, 72 and 96 hours of infection, in the presence
or not of omega-3 DHA pre-treatment (Fig. 1a). We observed that ZIKV significantly reduced SH-SY5Y cells
viability from 72 hours forward compared to uninfected cells. At 96 hours, ZIKV triggered a 50% loss of SH-SY5Y
cells viability. Considering these results, we decided to investigate whether omega-3 DHA could protect SH-SY5Y
cells cells from cell viability loss observed at 96 hours of infection. We verified that DHA greatly restored cell via-
bility of the ZIKV-infected SH-SY5Y cells (Fig. 1b).

We also investigated what kind of induced cell death would be related to this reduction of cell viability caused
by ZIKV. After 96 hours of infection, human SH-SY5Y cell death was evaluated and we observed that ZIKV trig-
gered an increased apoptotic cell death compared to control cells (Fig. 1c). Apoptotic cell death was quantified
(Fig. 1d) and DHA pre-treatment significantly decreased the number of apoptotic cells induced by ZIKV infec-
tion, restoring the number of viable cells (Fig. 1d).

DHA enhances proliferative capacity of ZIKV infected cells.  We analyzed the ability of omega-3 DHA
to modulate cell proliferation during ZIKV infection in SH-SY5Y cells. We observed that ZIKV infection did not
alter significantly the cell proliferation of the SH-SY5Y cells after 96 h of infection (Fig. 2A,B). However, DHA
pre-treated cells prior to ZIKV infection presented a higher cell proliferation activity compared with infected
cells in the absence of DHA (Fig. 2A,B). This result was further confirmed when we analyzed cell cycle of these
cells under similar experimental condition. ZIKV infection did not modify significantly the percentage of cells in
G2/M phase when compared with uninfected cells after 72 h of infection (Fig. 2C). Moreover, DHA pre-treated
cells prior to ZIKV infection presented a significantly higher percentage of cells in G2/M phase (Fig. 2C), indi-
cating that omega-3 DHA has the ability to enhance cell proliferation ability of ZIKV-infected SH-SY5Y cells.

DHA softens pro-inflammatory response induced by ZIKV infection. We analyzed whether ZIKV
infection could modulate the secretion of cytokines, chemokines and lipid mediators by SH-SY5Y cells, after
24, 48, 72 and 96 hours of infection. We observed that ZIKV infection induced a pro-inflammatory profile in
SH-SY5Y cells by triggering the secretion of higher levels of the pro-inflammatory cytokine IL-6 and the chemok-
ine MCP-1, since initial times of infection (24 h) (Fig. 3a,b). DHA pre-treatment was capable of reducing this
secretion at 48 and 72 hours for MCP-1 and at 96 hours of infection for IL-6, where this cytokine had its apex of
secretion compared to other times.

It was also analyzed an anti-inflammatory cytokine during ZIKV infection and the role of omega-3 DHA in this pro-
cess. For this, we analyzed TGF-3 secretion in ZIKV-infected SH-SY5Y cells after 24, 48, 72 and 96 hours of infection.
We observed that ZIKV decreased TGF-(3 secretion at 72hours of infection (Fig. 3c). Moreover, DHA pre-treatment
was capable of increasing TGF-(3 secretion levels at 24 and 96 hours of infection in these cells. IL-10 was also measured,
but no significant differences were observed in all conditions and time points analyzed (data not shown).

We also investigated whether ZIKV could modulate the secretion of a lipid inflammatory mediator, the
Leukotriene B, (LTB,) and the role of omega-3 DHA in this process. We observed that ZIKV did not have any
influence in LTB, secretion SH-SY5Y cells after 96 hours of infection. Similarly, DHA pre-treatment prior to
ZIKV infection did not significantly modified LTB, levels (Fig. 3d). Taking together, these results demonstrated
that DHA pre-treatment has a potential to soften exacerbated inflammatory profile induced by ZIKV, not only
by decreasing pro-inflammatory factors, but also increasing an anti-inflammatory cytokine. Although DHA
pre-treatment decreased pro-inflammatory cytokine levels, it is important to emphasize that it does not abro-
gate the secretion of these mediators by the pre-treated cells, allowing an important factor for the activation of
immune response against ZIKV infection.
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Figure 1. SH-SY5Y cells were infected with ZIKV (MOI 10). After 24, 48, 72 and 96 hours of infection

cellular viability was assessed by 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT)
assay and analyzed by spectrophotometry. (a) SH-SY5Y cells were pre-treated (or not) with DHA (12,5 pM)
before ZIKV (MOI 10) infection. After 96 hours, cellular viability was assessed by MTT assay and analyzed by
spectrophotometry. (b) All MTT graphs were made using GraphPad Prism version 6.00. Additionally, SH-SY5Y
cells were treated (or not) with DHA (12,5 M) before ZIKV infection (MOI 10) and after 96 hours apoptotic
and lytic cellular death was evaluated by staining cells with Annexin V and Propidium Iodide, analyzed
thereafter by flow cytometry. (c) The dot plot is representative of three independent experiments and was
made using Flow]Jo Version 9. A quantitative graph of Annexin-V/PI assay using data from three independent
experiments was also performed. (d) All experiments here were performed in quintuplicate, each being
repeated at least three times independently. P values are represented by asterisks: p <0.01 (¥*), p <0.001 (***)
and p <0.0001 (**%*%*),
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Figure 2. SH-SY5Y cells were pre-treated (or not) with DHA before ZIKV infection (MOI 10). After 96 hours,
cell proliferation was assessed by Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) staining and analyzed by flow
cytometry. (A) Histograms are representatives of three independent experiments and were made using FlowJo
Version 9. A quantitative graph of CFSE was also performed using data from three independent experiments.
(B) Here, asterisks represent statistical significance with p < 0.001 (****). Additionally, SH-SY5Y cells were
pre-treated (or not) with DHA (12,5 uM) before ZIKV infection (MOI 10) and after 72 hours, cell cycle was
assessed by Propidium Iodide staining and analyzed by flow cytometry. (C) Flow cytometry data were plotted
in the graph using GraphPad Prism. All experiments here were performed in triplicate, each being repeated

at least three times independently. Here, symbols represent statistical significance comparing the untreated
ZIKV infected cells with DHA-treated ZIKV infected cells in the G2/M phase (*p <0.001) or in the S phase
("“*p<0.01).

DHA prevents the mitochondrial dysfunction and reactive species production induced by
ZIKV. Getting deeper into the mechanisms through which ZIKV induced SH-SY5 cell death, cellular oxy-
gen consumption was evaluated through a high resolution respirometry assay. The mitochondrial function of
SH-SY5Y cells was determined after 48 hours after ZIKV infection, a period of time where cell viability was not
affected by the virus (Fig. 4a,b). We observed that mitochondrial dysfunction was induced by ZIKV SH-SY5Y
cells, even before cell death had been noticed. Routine respiration was lower in ZIKV-infected cells in the absence
of the DHA pre-treatment compared with untreated or uninfected cells. In addition, oxygen consumption
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Figure 3. SH-SY5Y cells were pre-treated (or not) with DHA (12,5 M) before ZIKV infection (MOI 10)

and after 24, 48, 72 and 96 hours, inflammatory cytokines and chemokines released in the supernatant as
MCP-1 (a), IL-6 (b), and TGF-3 (c), was assessed by ELISA. Lipid inflammatory mediator Leukotriene B, was
also assessed in the supernatant only at 96 hours of infection. (e) All the experiments above mentioned were
analyzed by spectrophotometry and graphs were made using GraphPad Prism Version 6.00. Here, asterisks
represent statistical significance with p <0.05 (*) and p <0.01 (**). All experiments here were performed in
quintuplicate, each being repeated at least three times independently.

directed to ATP synthesis (ATP-linked) was lower on ZIKV-infected cells compared to uninfected cells, suggest-
ing that mitochondrial damage by ZIKV can start at initial times of infection. DHA also restored ATP-linked
oxygen consumption, protecting against SH-SY5Y cells mitochondrial dysfunction triggered by ZIKV infection.
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Figure 4. SH-SY5Y cells were pre-treated with DHA (12,5 uM) before ZIKV infection (MOI 10) and after
48hours, oxygen consumption rate (OCR) (a) and ATP-linked (b) was evaluated with a high respirometry assay
under different inhibitors action, as oligomycin (1,25 uM), FCCP (100 n1M) and antimicyn-A (2,5 uM). Graphs
were made using GraphPad Prism Version 6.00. SH-SY5Y cells were pre-treated (or not) with DHA (12,5 uM)
before ZIKV infection (MOI 10) and after 96 hours, reactive species was assessed by 2/,7’-Dichlorofluorescin
diacetate (DCF-DA) and analyzed by flow cytometry. (c) Graphs were made using GraphPad Prism Version
6.00. This experiment was performed in quintuplicate, each being repeated at least three times independently.
Additionally, SH-SY5Y cells were pre-treated (or not) with DHA (12,5uM) before ZIKV infection (MOI

10) and live mitochondria were assessed by MitoTracker staining and analyzed by fluorescence microscopy.
(d) Fluorescence intensity obtained in the independent experiments was quantified using Image]. (e) This
experiment was performed in triplicate, each being repeated at least three times independently. Asterisks
represent statistical significance with p <0.01 (**), p <0.001 (***) and p < 0.0001 (****).
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Figure 5. SH-SY5Y cells were pre-treated (or not) with DHA (12,5 uM) and after 24, 48 and 96 hours

of infection, intracellular viral load was assessed by RNA extraction and analyzed by RT-qPCR. (a) This
experiment was performed in triplicate. Additionally, SH-SY5Y cells pre-treated (or not) with DHA (12,5uM)
and after 96 hours of ZIKV infection, viral titers quantification was assessed by TCID-50 (50% Tissue culture
Infective Dose), followed by further mathematical conversion to PFU. (b) This experiment was performed in
sextuplicate. Asterisks represent statistical significance with p <0.01 (**) and p <0.0001 (****).

Taking to account that ZIKV-mediated cell damage could be related to oxidative stress, we investigated
whether DHA can protect SH-SY5Y cells from ZIKV-induced reactive species generation. At initial times (3 and
24hours), reactive species generation was not modulated (data not shown). After 96 hours of infection (Fig. 4¢),
considered a late time of infection, ZIKV significantly increased reactive species generation compared to unin-
fected cells. However DHA pre-treatment was capable of preventing reactive species generation in ZIKV-infected
cells.

Then, we addressed whether ZIKV could impair the number of viable mitochondria in SH-SY5Y cells and
whether omega-3 DHA could protect cells from this damage. For this, MitoTracker staining was performed in
SH-SY5Y cells and analyzed by fluorescence microscopy. It was possible to observe that ZIKV infected cells
presented the lowest amount of live cells and a significant reduction of viable mitochondria compared to all
other conditions analyzed (Fig. 4d). Moreover, DHA pre-treatment prior to ZIKV infection infection was capable
of protecting against ZIKV-induced loss of mitochondria viability (Fig. 4d,e), corroborating with MTT assay
(Fig. 1b).

DHA reduces ZIKV load and cytopathic effect in infected cells. Finally, we addressed whether
changes in mitochondrial function and other intracellular parameters by omega-3 could have an impact on viral
load in SH-SY5Y cells infected with ZIKV. For this, we analyzed the viral burden in DHA pre-treated or untreated
SH-SY5Y cells infected with ZIKV. The results showed that ZIKV is significantly increasing its charge over times
of infection, getting at 10! viral copies/mL at 96 hours. Surprisingly, when SH-SY5Y cells were pre-treated with
DHA prior to ZIKV exposure, the viral load significantly decreased in all times tested (p < 0,01), since 24 hours
of infection. This suggests that cellular modulation exerted by DHA in ZIKV-infected SH-SY5Y cells may occur
since early periods and may play an important role in the reduction of viral particles that could trigger cell death
observed at later periods of infection. In addition, we also investigated whether omega-3 DHA could have an
impact on the cytopathic effect triggered by ZIKV in SH-SY5Y cells by performing a PFU assay after 96 hours of
infection (Fig. 5b). Here, we observed that ZIKV triggered cytopathic effects in SH-SY5Y cells, and omega-3 DHA
may have a protective effect in this process, since cells pre-treated with DHA prior to ZIKV infection presented a
diminished number of plaque-forming units compared to untreated cells infected with ZIKV (Fig. 5b).

Discussion

Taking into account the scenario of neuronal alterations caused by ZIKYV, this paper explored neuroprotective
properties derived from the omega-3 polyunsaturated fatty acid (PUFA) docosahexaenoic acid (DHA). This
PUFA is widely studied as a bioactive anti-inflammatory nutrient and is also an important component of neu-
ronal membrane, playing key roles in intracellular mechanisms that leads to neuronal survival on a stressful
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environment!®?>?, Despite the fact of both ZIKV and DHA effects on neuronal cells have already been elucidated,
there is nothing exploring how they could influence each other, once ZIKV and DHA have opposite effects on
the same cell type!>?2. For this reason, the present study is a pioneer in the neuroprotection field provided by
DHA against ZIKV infection, and, at the same time, appends to the scarce literature about this fatty acid effects
on diverse infections?”?.

SH-SY5Y cells are widely used as an important model for approaches focused on neuronal cells physiology
and neurological diseases and several studies have provided very pertinent biological and pharmacological find-
ings using SH-SY5Y as a neuronal-like in vitro model*=*. In our work, we could observe that ZIKV decreased
SH-SY5Y cells viability in a time-dependent manner, corroborating with other studies that uses the same cell
line®*. At initial times, as 24 and 48 hours of infection, ZIKV maintained cell viability around 100%. However,
despite there is no cell death induction at these times, ZIKV caused intracellular alterations that will be essen-
tial for triggering SH-SY5Y cells loss of viability at later times of infection, specifically from 72 hours'?. In this
context, DHA neuroprotective properties were tested in a pre-treatment prior to ZIKV infection for 96 hours.
This time point was chosen due to the massive cell viability loss observed at that moment. Even at this harmful
environment caused by four days of ZIKV infection, we found that DHA could restore a major percentage of cell
viability, compared to untreated cells. This counter-effect could be better analyzed when we looked for more spe-
cific mechanisms involved in the SH-SY5Y cell death caused by ZIKV. Indeed, ZIKV-induced apoptotic cell death
has already been reported®”!!. Here, we demonstrated that DHA played an important role on protecting more
than a half of the cell population. It was expected since omega-3 fatty acids are capable of preventing neuronal
apoptosis under different conditions*-*’.

We also looked for any modulation on cell cycle and proliferative capacity on SH-SY5Y cells. For this, we
analyzed cell proliferation by CFSE assay and cell cycle looking at the phases related to mitosis process, known
as G2/M phases. It has been demonstrated that ZIKV can decrease cell proliferation of the neuronal progenitor
cells®®. Here we demonstrated that ZIKV did not modify SH-SY5Y cell proliferation, neither G2/M phase of
the cell cycle progression in SH-SY5Y cells. Therefore, the loss of SH-SY5Y cells viability observed in previous
experiments was related to ZIKV-induced cell death and not by any modulation of proliferative capacity of the
immortalized neuronal cell. Nevertheless, DHA pre-treatment prior to ZIKV infection increased the percentage
of ZIKV infected cells proliferating (on G2/M phase) compared to untreated cells. Indeed, PUFAs have the ability
of stimulating intracellular pathways related to neuronal proliferation'*%.

Another important field to explore is the modulation of inflammatory response to ZIKV infection and the
role of omega-3 DHA in this process SH-SY5Y cells'>!°. We observed that ZIKV increased the secretion of
pro-inflammatory components, especially IL-6 and MCP-1 since initial times of infection, in agreement with
a previous work that described an inflammatory profile of astrocyte and microglia during ZIKV infection'**’.
On the other hand, DHA pre-treatment was capable of softening pro-inflammatory components induced by
ZIKV in addition to increasing secretion of anti-inflammatory cytokine TGF-@. It is important to emphasize
that inflammatory profile plays a relevant function during ZIKV pathogenesis in different cell types*, but, at
the same time, immune system activation is essential for combating the infection*"*2. A balance between anti-
and pro-inflammatory agents is the key for homeostasis restoration. In this context, DHA reduced significantly
inflammatory markers in ZIKV-infected SH-SY5Y cells, but it maintained the secretion of these molecules at
a sufficient level for activating the immune response to eliminate the infection. Checking other inflammatory
mediators, it was also explored whether ZIKV could modulate the secretion of a lipid inflammatory mediator, the
Leukotriene B, (LTB,), and the role of omega-3 DHA in this process. We observed that ZIKV did not have any
influence in LTB, secretion in SH-SY5Y cells after 96 hours of infection. As already described*’, DHA can be ret-
roconverted in eicosapentaenoic acid (EPA), a 20 carbon omega-3 fatty acid family**. EPA produces Leukotrien
B5 (LTB;), which is less potent eicosanoid mediator than LTB,, originated from arachidonic acid, an n-6 family
fatty acid®®. DHA treatment could enhance LTB; production modulating LTB, effects on SH-SY5Y cells. However,
no differences on LTB, secretion were observed among all conditions analyzed here.

ZIKV-induced mitochondria stress was previously reported in neuronal stem cells. This study showed
that ZIKV infection causes mitochondrial apoptosis in neuronal stem cells via mitochondrial sequestration of
phospho-TBK1 during mitosis®. Our results showed that ZIKV caused mitochondrial dysfunction in SH-SY5Y
cells as early as 48 hours of infection, therefore earlier than cell death induction (that occurred after 72 hours).
High resolution respirometry analysis showed a significant reduction on ATP-linked oxygen consumption rate
in ZIKV-infected SH-SY5Y cells. Differently from neuronal stem cells that mostly rely on the glycolysis form
energy production, mature neurons depend on OXPHOS to sustain its high metabolic rate®. In this sense, we
may suggest that ZIKV modulates the cellular metabolism in SH-SY5Y cells, impairing the energy demand and
making these cells particularly vulnerable to oxidative stress and apoptosis. In fact, we verified that mitochon-
drial dysfunction at the early stage of ZIKV infection later culminated in effective cell death?”. For concluding
mitochondrial alterations in this context, we looked for amount of viable mitochondria and we noticed that there
was a considerable reduction on viable mitochondria on ZIKV infected cells. By contrast, the pre-treatment of
SH-SY5Y cells with omega-3 DHA turned cells more efficient to resist to ZIKV-induced metabolic changes. DHA
efficiently restored the mitochondrial dysfunction induced by ZIKV and preserved the mitochondrial viability
after 72hours of ZIKV infection in SH-SY5Y cells.

At later times of ZIKV infection, where inflammatory profile is harmful and cell death processes are being
triggered, ZIKV infected cells presented higher levels of reactive species. In the other hand, DHA pre-treated
cells prior to ZIKV infection presented generation of the reactive species in levels very similar to uninfected cells.
Reactive species are important factors on triggering cellular damage and present a role on activation of NLRP3
inflammasome during ZIKV infection'. Reactive species generation reduction induced by omega-3 DHA in
ZIKV-infected SH-SY5Y cells, suggests a protection property of DHA against cellular damage and it could trigger
inhibition of the NLRP3 inflammasome activation, as an anti-inflammatory mechanism.
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After exploring a couple of effects that are modulated by ZIKV, we asked whether DHA responses could
influence on intracellular viral load throughout different times of infection. We observed that viral load was
significantly decreased in the presence of DHA, since initial times (24 hours). We also quantified infective virus
particle by a cytotoxicity assay, which also demonstrated that DHA was capable of reducing ZIKV particles that
could induce SH-SY5Y cell death.

As conclusion, we showed that ZIKV infection of SH-SY5Y cells induced reactive species production and mito-
chondrial dysfunction. These alterations in mitochondrial function can be suggested as an important factor for
increased apoptotic events triggered by ZIKV in SH-SY5Y cells. In contrast, DHA pre-treatment of SH-SY5Y
cells inhibited RS production and restored mitochondria functionality that was disturbed by ZIKV infection.
Consequently, apoptosis was inhibited in those cells and cell viability was maintained. DHA pre-treatment softens
secretion of pro-inflammatory cytokines and increase the secretion of anti-inflammatory TGF-83. This work also
showed that DHA stimulation was capable of decreasing viral load in infected cells, suggesting that DHA responses
on SH-SY5Y cells protects from ZIKV-induced neurotoxicity and interfered on viral load production in those cells.

Therefore, our results suggest that omega-3 DHA can induce alterations on SH-SY5Y cells that may keep them
more resistant against ZIKV infection by: (I) reducing cell death and increasing cell viability; (IT) enhancing cell
proliferation; (IIT) softening pro-inflammatory response; (IV) preventing mitochondrial dysfunction and reac-
tive species production; and (V) reducing viral load and virus infectivity. This effect is not just preventing ZIKV
neurotoxicity, but also interfering on its own viral load production and their infectivity. The decrease of viral
particles can dramatically impact the effects observed on ZIKV pathogenesis. Hence, our findings revealed that
the omega-3 DHA has a neuroprotective effect on neuronal-like cells SH-SY5Y against ZIKV infection.Taking
together, our work presents important mechanisms that may be involved in this neuroprotective function of this
PUFA against ZIKV infection and confirms the potential of novel applications of omega-3 fatty acids as protective
agents against viral infection that could impact neuronal tissue.

Methods

Cell line and virus stocks. Human neuroblastoma cells (ATCC SH-SY5Y) were cultured in Dulbecco’s
Modified Essential (DMEM) and F12 Medium, supplemented with 2% of fetal bovine serum and 100 uM of
Penicilin-Streptomicin (Sigma Aldrich) and maintained at 37 °C and 5% of CO,. All the experiments bellow were
performed with SH-SY5Y cell line, the model of human neuronal-like lineage. For virus expansion process, it was
used C6/36 mosquito cell line cultured in TC-100 medium and supplemented with 2% of fetal bovine serum, both
acquired from Sigma Aldrich, maintained at 37 °C in absence of CO,. Vero cell line (ATCC CCL-81) was also
used for viral expansion, cultured in DMEM and supplemented with 10% of fetal bovine serum. ZIKV pg,,; (gene
bank reference number KX197192) was kindly provided by Dr. Rafael Freitas de Oliveira Franga (FIOCRUZ, PE,
Brazil) after isolation in 2015 from a human case that occurred in the state of Pernambuco (Brazil). The virus was
propagated in C6/36 and, after one passage, propagated as well in Vero cells. Stocks were aliquoted and frozen at
—80°C, where each vial was used a single time. Viral titers were determined by plaque-forming unit (PFU) and
confirmed by RT-PCR.

Pre-treatment and Infection. SH-SY5Y cells were pre-treated with docosahexaenoic acid (DHA-
Sigma-Aldrich) on a concentration of 12.5 uM and incubated for one hour. After treatment, cells were once
washed with Phosphate Buffered Saline (PBS) and infected thereafter. As a control, cells were incubated with
DMEM 2% in absence of DHA. SH-SY5Y cells, pre-treated and non-treated, were infected with ZIKV g, (MOI
10) and were incubated for 2 hours in 37 °C and 5% of CO,. After this time of infection, DMEM supplemented
with 2% of fetal bovine serum was added and the cells remained in the incubator during 24, 48, 72 and 96 hours,
according to the analysis. Uninfected cells were used as a negative control.

Cell viability by MTT Assay. SH-SY5Y cells were plated in 96-well plates (n=4) and pre-treated (or not)
with DHA and infected (or not) after treatment with ZIKV. After 24, 48, 72 and 96 hours of infection, cell viability
dependent on mitochondrial activity was evaluated by 3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium
bromide (MTT Sigma-Aldrich) in a concentration of 10% (stocks concentration at 5mg/ml diluted in Phosphate
Buffered Saline). The plates were incubated at 37°C and 5% of CO, for 1 hour and then analyzed by spectropho-
tometry at 570 nm.

Cell death analysis by AnnexinV and Pl.  SH-SY5Y cells were plated in 24-well plates pre-treated with
DHA and posteriorly infected with ZIKV (as control untreated and/or uninfected cells), and after 96 hours of
infection, cell death was analyzed by flow cytometry (FACSVerse) and using FITC Annexin V Apoptosis detec-
tion Kit I (BD Biosciences) and Propidium Iodide (Sigma-Aldrich). This experiment was performed in triplicate,
each being repeated at least three times independently.

Proliferation analysis by CFSE. SH-SY5Y cells were plated in 24-well plates and were marked with
Carboxyfluoroscein Succinimidyl Ester (CFSE) (Thermo Fisher), in a concentration of 5 uM. Cells were incubated
with CFSE for fifteen minutes protected from light at room temperature, then were blocked with DMEM and F12
supplemented 10% of fetal bovine serum. Pre-treatment (or non-treatment) and infections (as control uninfected
cells) were made thereafter and cells were incubated, protected from light, for 96 hours. Proliferative capacity was
analyzed by Flow Cytometry, using a FACSVerse, after incubation. This experiment was performed in triplicate,
each being repeated at least three times independently.

Cell-cycle analysis by PI.  In order to evaluate the impact of pre-treatments on SH-SY5Y cell cycle, cells were
seeded in 24 well plates (n=3) and exposed to ZIKV or DHA or both. After 72 hours of incubation, cells were
detached and fixed using ethanol 70% (v/v) for 2 hours. Cells were then resuspended in 50 uL of PI solution [0.1%
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sodium citrate (v/v), 0.1% Triton-X (v/v), 20 ug/mL propidium iodide, 50 ug/mL RNAse, phosphate buffer saline
(PBS)] at pH 7.4 and incubated for 30 min at room temperature. Cells were diluted in PBS and analyzed using a
FACSVerse flow cytometry (Becton & Dickenson, USA) using linear scale. A total of 10,000 events were obtained
per sample. This experiment was performed in triplicate, each being repeated at least three times independently.

Inflammatory profile by ELISA.  After 24, 48, 72 and 96 hours of infection, secretion of the cytokines IL-6,
IFN-~ and TGF-3 and the chemokine MCP-1 was analyzed by Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
following the recommendations of manufacturer (BD Biosciences) and analyzed by spectrophotometry at
450 nm. This experiment was performed in quintuplicate, each being repeated at least three times independently.

Leukotriene B, dosage. After 96 hours of infection, SH-SY5Y cells supernatant was used for leukotriene
B, measurement. The experiment was made using Cayman Chemical Leukotriene B, ELISA kit following the
recommendations of manufacturer. This experiment was performed in quintuplicate, each being repeated at least
three times independently.

Intracellular reactive species analysis. SH-SY5Y cells were plated in a 24-well plate, pre-treated with
DHA and posteriorly infected with ZIKV, with uninfected and/or untreated cells as control. 96 hours after infec-
tion and treatments, intracellular reactive species (RS) were stained with 2’,7'-Dichlorofluorescin diacetate
(DCF-DA) (Sigma-Aldrich), in a concentration of 20 uM. The staining was done with cells added to the plate for
minimizing stresses that occur during cell detaching process and cells were incubated for 30 minutes at culture
conditions, followed by serial washes and fixation. After fixation with Formalin (3.7%), cells were suspended and
RS generation was measured using a FACSVerse flow cytometry (Becton & Dickenson, USA). This experiment
was performed in triplicate, each being repeated at least three times independently.

High-resolution respirometry. To evaluate the mitochondrial oxygen consumption, SH-SY5Y cells were
plated in a 24-well plate, DHA pre-treated (or not) and infected with ZIKV, using as control uninfected cells.
After 48 hours of infection, approximately 10° cells were suspended in DMEM and F12 in the absence bovine
fetal serum. Oxygen consumption rate (OCR) was measured using a high-resolution respirometer (OROBOROS
Oxygraph-2k) at 37 °C, continuous stirring at 750 rpm and a final volume of 2 mL. For calibration of the equip-
ment, in each experiment day was used DMEM and F12, the same medium used for cell culture. The basal OCR
was calculated upon stabilization of oxygen flux and after cell the addition. Different substrates were added to
the chamber containing cells and oxygen consumption measured after stabilization of the signal. As substrates,
were used Olygomicin 1.25uM, from which ATP-linked OCR could be obtained in the final analysis; Carbonyl
cyanide-p-trifluoromethoxyphen-ylhydrazone (FCCP) in pulses of 100nM, in order to analyze maximum res-
piratory capacity; At last, respiration was inhibited by Antimicin-A 2.5uM, in order to analyze residual oxygen
consumption (ROX). The ATP-linked OCR was presented as the difference between the OCR before (basal respi-
ration) and after (proton leaking) addiction of Olygomicin, normalized by the basal respiration. This experiment
was performed in quintuplicate, each being repeated at least three times independently.

Mitochondrial detection by microscopy. SH-SY5Y cells were plated on a coverslip, in a 24-well plate,
pre-treated with DHA and posteriorly infected with ZIKV, with uninfected and/or untreated cells as control. After
72hours of infection and treatments, mitochondria of living cells were marked by MitoTracker Red CMXRos
(Thermo Fisher), in a concentration of 100 nM. The reagent was diluted in DMEM and F12 medium without
fetal bovine serum and cells were exposed to MitoTracker for 45 minutes. After staining, cells were vigorously
washed with PBS and then fixed for 15 minutes with Formalin (3.7%). After fixation, cells were washed again and
had their nucleus marked with 4/,6’-diamino-2-fenil-indol (DAPI) for 5minutes, in a DAPI/PBS ratio of 1:5000.
After washes, samples were analyzed on EVOS Cell Imaging Systems fluorescence microscope (Thermo Fisher).
Fluorescence quantification was performed using Image]J software. This experiment was performed in triplicate,
each being repeated at least three times independently.

Viral load by RT-PCR.  To monitor viral loads, RT-PCR was conducted after RNA extraction of SH-SY5Y
cells treated (or not) and infected with ZIKV (or not). RNA extraction (as described previously by Prado et. al.*®)
was made by High Pure Viral Nucleic Acid Version 18 Kit (Roche Diagnosis), with a single step reaction provided
by LightCycler Multiplex RNA Virus Master Version 03 (Roche Diagnosis). RNA standards, in a final volume
of 20 ul, were reverse transcribed; Primer concentration was 0.5 uM and probe was used in a concentration of
200nM. A standard curve, with a serial dilution of known titration virus, was also made by RT-PCR to calcu-
late viral loads per mL. This experiment was performed in triplicate, each being repeated at least three times
independently.

Viral titers protocol- TC1D;, assay. SH-SY5Y was evaluated in two conditions: DHA-treated and
non-treated ZIKV-infected cells and analyzed for TCID50 (50% Tissue Culture Infective Dose). For endpoint
TCIDs, determination 60000 cells were plated and grown into 96 wells plate. They were inoculated thereafter
with 10 -fold dilution of ZIKV samples. The endpoint titration resulted in final ZIKV dilutions of 10~'-10 —°
fold on the cells in n=6. Cells were incubated for 4-5 days at 37 °C and monitored to ZIKV- induced cytopathic
effect and plaque formation. TCID50/mL was calculated according to Reed and Muench method®. After TCDI50
obtained values, the PFU/ml was predicted using Poisson distribution, which multiplies the TCIDy, titer (per ml)
by 0.7 to predict the mean number of PFU/ml.
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Statistical analysis. All experiments here were performed at least in triplicate, each being repeated at least
three times independently. Mean =+ standard deviation (SD) are shown for the number of replicates of each exper-
iment (n > 3), those are specified in Figures Legend. For flow cytometry graphs, mean =+ standard deviation rep-
resents the merging of the obtained data of three independent experiments. Statistical analysis was made using
GraphPad Prism (6.00) and the statistical test for multiple comparisons were made with one-way ANOVA and the

Tukey post-test. P values are represented by asterisks: p <0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***) and p <0.0001
(****).
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Abstract: Zika virus (ZIKV) has been reported by several groups as an important virus causing
pathological damage in the male reproductive tract. ZIKV can infect and persist in testicular somatic
and germ cells, as well as spermatozoa, leading to cell death and testicular atrophy. ZIKV has also
been detected in semen samples from ZIKV-infected patients. This has huge implications for human
reproduction. Global scientific efforts are being applied to understand the mechanisms related to
arboviruses persistency, pathogenesis, and host cellular response to suggest a potential target to
develop robust antiviral therapeutics and vaccines. Here, we discuss the cellular modulation of
the immunologic and physiologic properties of the male reproductive tract environment caused by
arboviruses infection, focusing on ZIKV. We also present an overview of the current vaccine effects
and therapeutic targets against ZIKV infection that may impact the testis and male fertility.

Keywords: Sertoli cells; Leydig cells; ZIKA virus; arboviruses; infertility

1. Introduction

The testis is a reproductive gland that is part of the internal structures of the male reproductive
tract (MRT) and is involved in spermatogenesis and steroidogenesis. Each testis is composed of a
tangle of tubes, the seminiferous ducts. These ducts are formed by Sertoli cells (SCs) and the germinal
epithelium, which is responsible for ensuring protection and nutrition to accurate spermatogenesis.
Leydig cells (LCs) are found in the testis interstitium, adjacent to the seminiferous tubules. LCs promote
steroidogenesis through the secretion of male sex hormones, especially testosterone, responsible for
the development of male genital organs and secondary sexual characters [1,2].

The testis is considered an immune-privileged organ [3]. This is essential to ensure the
immunogenic germ cell protection against immune system activation during spermatogenesis. This is
mainly provided by the combination of a local immunosuppressive environment and systemic immune
tolerance [4-6]. It has long been assumed that the blood-testis barrier (BTB) constitutes the main
mechanism of the immune-privileged status of the testis [7]. In addition to BTB and anatomical
impairment of external cells’ and molecules’ entrance to testis, SCs also provide anti-inflammatory
mediator secretion aiming to maintain the tolerogenic microenvironment [8]. However, many local
immune modulators, including macrophages, dendritic cells (DCs), natural killer cells (NKs), mast cells
and T-lymphocytes, contribute to the intercommunication among testicular components [9-12].
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COVID-19, caused by SARS-CoV-2, is characterized by pneumonia, lymphopenia,
exhausted lymphocytes and a cytokine storm. Several reports from around the world
have identified obesity and severe obesity as one of the strongest risk factors for
COVID-19 hospitalization and mechanical ventilation. Moreover, countries with greater
obesity prevalence have a higher morbidity and mortality risk of developing serious
outcomes from COVID-19. The understanding of how this increased susceptibility of
the people with obesity to develop severe forms of the SARS-CoV-2 infection occurs
is crucial for implementing appropriate public health and therapeutic strategies to
avoid COVID-19 severe symptoms and complications in people living with obesity.
We hypothesize here that increased ACE2 expression in adipose tissue displayed by
people with obesity may increase SARS-CoV-2 infection and accessibility to this tissue.
Individuals with obesity have increased white adipose tissue, which may act as a reservoir
for a more extensive viral spread with increased shedding, immune activation and
pro-inflammatory cytokine amplification. Here we discuss how obesity is related to a
pro-inflammatory and metabolic dysregulation, increased SARS-CoV-2 host cell entry
in adipose tissue and induction of hypercoagulopathy, leading people with obesity to
develop severe forms of COVID-19 and also death. Taken together, it may be crucial to
better explore the role of visceral adipose tissue in the inflammatory response to SARS-
CoV-2 infection and investigate the potential therapeutic effect of using specific target
anti-inflammatories (canakinumab or anakinra for IL-1p inhibition; anti-IL-6 antibodies for
IL-6 inhibition), anticoagulant or anti-diabetic drugs in COVID-19 treatment of people with
obesity. Defining the immunopathological changes in COVID-19 patients with obesity can
provide prominent targets for drug discovery and clinical management improvement.

Keywords: adipose tissue, COVID-19, Obesity, SARS-CoV-2, hypercoagulopathy, ACE-2

INTRODUCTION

On December 2019, a series of pneumonia cases without a recognized etiology was reported
in Wuhan, a central China city (1). Rapidly spreading throughout the globe, Coronavirus
disease (COVID-19) was recently discovered to be caused by Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 (SARS-CoV-2). The Word Health Organization (WHO) declared SARS-CoV-2
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Gut microbiota modulation
induced by Zika virus infection
In iImmunocompetent mice
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Gut microbiota composition can modulate neuroendocrine function, inflammation, and cellular

and immunological responses against different pathogens, including viruses. Zika virus (ZIKV)

can infect adult immunocompetent individuals and trigger brain damage and antiviral responses.
However, it is not known whether ZIKV infection could impact the gut microbiome from adult
immunocompetent mice. Here, we investigated modifications induced by ZIKV infection in the gut
microbiome of immunocompetent C57BL/6J mice. Adult C57BL/6J mice were infected with ZIKV and
the gut microbiota composition was analyzed by next-generation sequencing of the V4 hypervariable
region present in the bacterial 16S rDNA gene. Our data showed that ZIKV infection triggered a
significant decrease in the bacteria belonging to Actinobacteria and Firmicutes phyla, and increased
Deferribacteres and Spirochaetes phyla components compared to uninfected mice. Interestingly,
ZIKV infection triggered a significant increase in the abundance of bacteria from the Spirochaetaceae
family in the gut microbiota. Lastly, we demonstrated that modulation of microbiota induced by ZIKV
infection may lead to intestinal epithelium damage and intense leukocyte recruitment to the intestinal
mucosa. Taken together, our data demonstrate that ZIKV infection can impact the gut microbiota
composition and colon tissue homeostasis in adult immunocompetent mice.

Zika Virus (ZIKV) is an Arbovirus member of the Flaviviridae family that is mainly transmitted by the bite of
Aedes genus mosquitoes!. During the 2015 outbreak, ZIKV spread quickly in America, mainly in Brazil®. During
ZIKV dissemination, non-vector born routes of infection were reported, including sexual transmission®. A great
concern about ZIKV’s impact worldwide was the association of post-infection disorders, such as Guillain-Barré
syndrome*, and the development of congenital malformations’.

As a means of better understanding ZIKV pathogenesis, most of the molecular mechanisms associated with
the infection were elucidated with the use of genetically-induced immunodeficient mice models®. In those
reports, infected mice presented weight loss, high viremia, detectable signs of illness, intensive neuronal loss,
immune system activation on neuronal surroundings, and severe testicular inflammation®®. In contrast, the
impact of ZIKV on immunocompetent adult mice models showed detectable viral loads in the serum, and
effects on different organs or lethality after infection through different routes”!?. Despite this, ZIKV induces
innate and adaptive immune responses that are essential for protecting the organism against the establishment
of disease'"'?. The immune system activation demonstrates that specific parameters are modulated during ZIKV
infection such that, regardless of the milder symptoms, the virus still impacts on the host!®. These findings lead
to new questions regarding if other alterations could be linked to viral activation of the host’s immune system
and modulation of physiological functions not noticed before.

The gut microbiota has been described as a strong modulator of inflammatory and immune responses, both
locally and systemically’*!*, playing essential roles in triggering host responses against pathogen infections'. In
recent years, studies have shown that the gut microbiota influences and is influenced by viral infections’. This
study reports that enteric viruses can lead to substantial disturbances in gut microbiota composition, impacting
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COVID-19 is spreading worldwide at disturbing rates, overwhelming global healthcare.
Mounting death cases due to disease complications highlight the necessity of
describing efficient drug therapy strategies for severe patients. COVID-19 severity
associates with hypercoagulation and exacerbated inflammation, both influenced by
ACE2 downregulation and cytokine storm occurrence. In this review, we discuss
the applicability of the anticoagulant heparin and the anti-inflammatory corticosteroid
dexamethasone for managing severe COVID-19 patients. The upregulated inflammation
and blood clotting may be mitigated by administrating heparin and its derivatives.
Heparin enhances the anticoagulant property of anti-thrombin (AT) and may be
useful in conjunction with fibrinolytic drugs for severe COVID-19 patients. Besides,
heparin can also modulate immune responses, alleviating TNF-a-mediated inflammation,
impairing IL-6 production and secretion, and binding to complement proteins and
leukotriene B4 (LTB4). Moreover, heparin may present anti-SARS-CoV-2 potential
once it can impact viral infectivity and alter SARS-CoV-2 Spike protein architecture.
Another feasible approach is the administration of the glucocorticoid dexamethasone.
Although glucocorticoid’s administration for viral infection managing is controversial,
there is increasing evidence demonstrating that dexamethasone treatment is capable
of drastically diminishing the death rate of patients presenting with Acute Respiratory
Distress Syndrome (ARDS) that required invasive mechanical ventilation. Importantly,
dexamethasone may be detrimental by impairing viral clearance and inducing
hyperglycemia and sodium retention, hence possibly being deleterious for diabetics
and hypertensive patients, two major COVID-19 risk groups. Therefore, while heparin’s
multitarget capacity shows to be strongly beneficial for severe COVID-19 patients,
dexamethasone should be carefully administered taking into consideration underlying
medical conditions and COVID-19 disease severity. Therefore, we suggest that the
multitarget impact of heparin as an anti-viral, antithrombotic and anti-inflammatory drug
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Enzyme-Linked Inmunosorhent Assay and Quantitative
Reverse Transcription PCR as a Technique to Analyze
Inflammation

Raquel das Neves Almeida, Heloisa Antoniella Braz-de-Melo,
Rafael Corréa, and Kelly Grace Magalhaes

Abstract

Inflammation is part of a defense reaction of live tissues that is triggered by pathogens, chemical reagents,
trauma, and radiation. Understanding the inflammatory process triggered by Zika virus (ZIKV) is impor-
tant to better understand the pathogen-host interaction. The evaluation of this process can be done using
tools such as enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and quantitative reverse transcription PCR
(RT-qPCR). Both techniques have been an indispensable tool not just for immunologists but for all
interested in understanding the inflammatory process.

Key words Inflammation, ZIKA virus infection, RT-qPCR, ELISA, Antigens, Cytokines,
Chemokines

1 Introduction

The testicle is an immune-privileged environment that acts as a
blood-testis barrier for the suppression of normal immune
responses that could lead to inflammation to protect germ cells
from a systemic immune attack [1]. Several infections can break
down the testicular homeostasis and impact in the male testicular
health, as often observed in some patients infected with Zika virus
(ZIKV) [2]. ZIKV infection can modulate the testicular immunity
and lead to orchitis, promoting viral replication and persistence and
the establishment of the virus in the male reproductive tract [3]. In
mice model, ZIKV can infect distinct types of cells in the male
reproductive tract, preferentially spermatogonia, primary sperma-
tocytes, and Sertoli cells. Sertoli cells can support high levels of
ZIKV replication. In the other cell types, such as spermatogonia,
the infection can promote cell death leading to the destruction of
seminiferous tubules [4].
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