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RESUMO
Nos ultimos anos, o surgimento, ou ressurgimento, de diferentes arboviroses gerou um alerta
global. Diferente da infec¢do causada por outros flavivirus, a infeccdo pelo ZIKV pode
ocasionar alteracfes neuroldgicas, tais como malformacGes cerebrais em criancas de maes
infectadas durante a gravidez, conhecidas como sindrome congénita do Zika (SCZ). Também
foram relatadas outras alteragBes neuroldgicas, como a sindrome de Guillain-Barré. A
microcefalia é uma desordem de células progenitoras neurais (CPN) desencadeada pelo isolado
brasileiro (ZIKVpg243), @ qual pode atravessar a placenta e induzir neuroinflamagéo e ativagao
microglial. O isolado africano (ZIKVyrzes) também mostrou ser capaz de infectar células-
tronco humanas pluripotentes in vitro e induzir a morte celular por apoptose, entretanto, néo
foram relatados casos de CSZ associados a esta linhagem. Estes dados, junto com as poucas
informacgdes disponiveis a respeito dos mecanismos neuroinflamatérios desencadeados por
infeccdes virais, nos levaram a avaliar a possivel relevancia fisioldgica dos receptores ativados
por proliferadores peroxissomais (PPARS) naresposta inflamatoria apds infeccdo de células da
microglia-BV2 com as linhagens africana e asiatica do virus Zika. Em um primeiro momento
foi possivel observar que os isolados ZIKV r7es € ZIKVpe243 S80 capazes de infectar células da
micrdglia da linhagem BV2 e produzir particulas virais infecciosas, embora em niveis menores
que os descritos para outros tipos celulares e ndo induzir efeitos citopatogénicos. Por outro lado,
ambas os isolados induziram a expressdo dos marcadores de ativacdo lbal, CD68, enquanto a
expressdo do MHC-II foi induzida apenas pelo ZIKVgrzss. A infecgdo pelo ZIKV mostrou
induzir a expressdo de PPARYy nas células BV2, sendo claramente superiores em céelulas infectas
pelo isolado brasileiro, no entanto as células ndo apresentaram expressao de PPARa. De modo
geral, as células infectadas pelo isolado africano apresentaram maiores niveis de expressao das
citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-o. O tratamento com Rosiglitazona evidenciou a
participacdo do PPARy na modulagdo destas citocinas. Os niveis de expressao dos miRNAs
146a e 124 se correlacionam de foram geral com os niveis de expressdao de PPARy, e com os
das citocinas inflamatdrias e anti-inflamatorias, além de se correlacionar com seu alvo, a
proteina TRAF6, um importante mediador inflamatorio. Esperamos que as diferencas
observadas entre as duas linhagens do ZIKV nos auxiliem, numa etapa posterior, a esclarecer
0s mecanismos moleculares envolvidas na doenca ou protecdo, viruléncia, tropismo tecidual,

patologia, e evasdo imune.

Palavras-chave: virus Zika, PPAR, microRNA, microglia, resposta imune, neuroinflamagéo.



ABSTRACT

Recently, the emergence or resurgence of different arboviruses has generated a global alert.
Unlike infection caused by other flaviviruses, ZIKV infection can cause neurological
alterations, such as brain malformations in children of mothers infected during pregnancy,
related to as Congenital Zika Syndrome (SCZ). Other neurological changes, such as Guillain-
Barré syndrome, have also been reported. Microcephaly is a neural progenitor (NSC) disorder
triggered by the Brazilian isolate (ZIKVee243), Which can cross the placenta and induce
neuroinfection and microglial injury. The African isolate (ZIKVwr7es) Was also shown to be
capable of infecting pluripotent human stem cells in vitro, inducing apoptotic cell death,
however, this strain is not related to the associated CSZ cases. These data, together with limited
information available regarding the neuroinflammatory mechanisms triggered by viral
infections, lead us to assess a possible physiological relevance of peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs), in the inflammatory response following microglia-BV2 cell
infection by both isolates, African and Brazilian. At first glance, it was possible to observe that
ZIKVmr7es and ZIKVpe243 are capable of infect BV2 lineage cells and produce infectious viral
particles, besides the fact that they do not induce cytopathic effects, and that the viral production
occurs at lower levels compared to other cell lineages described. On the other hand, both isolates
triggered the expression of the activation markers Ibal, CD68, while MHC-I1 expression were
induced only by ZIKVmr7es. ZIKV infection induced PPARY expression in BV2 cells, being
clearly higher in cells infected by the Brazilian isolate, however PPARa was not expressed.
Overall, cells infected by the African isolate showed higher levels of proinflammatory
cytokines IL-6 and TNF-a. Furthermore, Rosiglitazone treatment evidenced PPARy
participation in the modulation of these cytokines. The expression levels of miRNAs 146a and
124 correlates broadly with the expression levels of PPARy, and with those of inflammatory
and anti-inflammatory cytokines. Those miRNAs levels are also correlated with their target
protein, TRAF6, an important inflammatory mediator. We hope that the differences observed
between the two ZIKV isolates help us, at a later stage, to clarify the molecular mechanisms

involved in disease or protection, virulence, tissue tropism, pathology, and immune evasion.

Key-words: Zika Virus, PPAR, microRNA, microglia, immune response, neuroinflammation.
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1. Introducao
1.1. O virus da Zika

1.1.1. Epidemiologia: historico da doenca

Nos Ultimos anos o surgimento de diferentes arboviroses gerou um alerta global de satde,
dentre elas o virus Zika (ZIKV), que foi identificado pela primeira vez na Floresta Zika de
Uganda durante uma intensa busca pelo virus da febre amarela (YFV). Em 1947, o0 macaco
Rhesus de numero 766 foi capturado, apresentando temperatura de 39,7°C. No terceiro dia de
febre, uma amostra de sangue foi coletada deste macaco e injetada por via intracerebral e
intraperitoneal em camundongos Swiss, e por via subcutanea em outro macaco Rhesus (n° 771).
Todos os camundongos inoculados intracerebralmente mostraram sinais de doenca 10 dias ap6s
a inoculacdo, enquanto o macaco n® 766 nao mostrou mais nenhuma anormalidade além da
pirexia, € 0 macaco n° 771 ndo mostrou qualquer anormalidade nem temperatura corporal
elevada. O agente isolado do macaco n°® 766 foi referido como ZIKVwur7es (DICK; KITCHEN;

HADDOW, 1952). O fato de virus ter sido isolado de um macaco Rhesus sentinela e de um
pool de mosquitos Aedes (Ae.) africanus indicou que 0 ZIKV era essencialmente uma infecgéo
silvestre, sendo transmitida de um hospedeiro animal para outro (G. W. A. DICK, 1952). Por
muito tempo os seres humanos foram considerados hospedeiros incidentais (WEINBREN;
WILLIAMS, 1958), acreditando que as primeiras infeccbes humanas relatadas foram por
Macnamara em 1954 em um surto de ictericia na Nigéria (MACNAMARA, 1954) e por
Bearcroft que inoculou o virus em um voluntario (BEARCROFT, 1956). Porém, dez anos
depois, o Centro para Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) constatou que o virus isolado
por esses trabalhadores era préximo, se ndo idéntico, ao virus Spondweni (CDC, 1985), e que
0 primeiro caso humano comprovado de infecgéo pelo ZIKV foi relatado por Simpson em 1964,
de um pesquisador que ficou doente durante uma coleta de Ae. africanus na floresta Zika em
1962 (SIMPSON, 1964).

Assim, desde a sua descoberta até 2007, acreditava-se que o virus Zika estava restrito a
uma estreita regido equatorial entre a Africa e a Asia. Apenas quatorze casos esporadicos
confirmados laboratorialmente foram relatados com quadro clinico classico: exantema
maculopapular pruriginoso, artralgia, conjuntivite, febre e, as vezes, cefaleia e mialgia. Até que,
em 2007, o virus se espalhou em uma grande epidemia na llha Yap nos Estados Federados da

Micronésia, onde estima-se que 73% da populacéo foi infectada (DUFFY et al., 2009). Deve-
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se levar também em consideracdo a subnotificacdo desta doenca, ja que as manifestagdes
clinicas s@o percebidas em somente cerca de 20% dos infectados (LANCIOTTI et al., 2008).

O que se sabia até entdo era que o ZIKV era um arbovirus pertencente ao género
Flavivirus da familia Flaviviridae, assim como o virus da dengue (DENV), virus da febre
amarela, virus da encefalite japonesa (JEV), virus do Nilo Ocidental (WNV), entre outros
(FAGBAMI, 1979), e que sdo encontrados na natureza mediante transmissdo bioldgica entre
hospedeiros vertebrados suscetiveis e artropodes hematdfagos (HAYES, 2009). Até que entre
outubro de 2013 e abril de 2014, uma nova epidemia atingiu a Polinésia Francesa, de onde
vieram as primeiras indicacGes do envolvimento neural, descrevendo a sindrome de Guillain-
Barré (GBS) em adultos, além de outras complica¢des neurologicas (CAO-LORMEAU et al.,
2016). A GBS € caracterizada por neuropatias periféricas mediadas por mecanismos
imunologicos que se manifestam geralmente com uma paralisia motora simétrica, com ou sem
envolvimento sensorial e autonémico (OEHLER et al., 2014), ja reportada como associada a
outras arboviroses, como WNV (LEIS; STOKIC, 2012), JEV (RAVI et al., 1994), DENV
(MISRAetal., 2006) e Chikungunyavirus (CHIKV, Togaviridae) (LEBRUN et al., 2009). Além
disso, 0 ZIKV também foi isolado do sémen de um paciente (MUSSO et al., 2015), confirmando
a transmissdo nédo-vetorial, provavelmente sexual, observada em 2011, nos Estados Unidos da
América (EUA) (FOY et al., 2011). No entanto, a maior preocupacdo foi com o aumento da
incidéncia de microcefalia entre os recém-nascidos no Brasil em 2015, e com a possivel
capacidade do ZIKV de ser transmitido por via transplacentaria. A microcefalia é uma doenca
que envolve proliferacdo prejudicada e morte de células progenitoras corticais no cérebro, que
pode levar a graus variados de retardo mental (CHEN, 2018). Em abril de 2016, foi constatada
a presenca do ZIKV no cérebro de fetos (MLAKAR et al., 2016) e no liquido cefalorraquidiano
de adultos (CARTEAUX et al., 2016). O surgimento da microcefalia e de outras desordens
neuroldgicas fez da neuropatia do ZIKV um foco de aten¢do mundial.

Estudos filogenéticos sugerem que o ZIKV pode ter chegado ao Brasil durante o
Campeonato Mundial de Canoagem de Primavera no Rio de Janeiro, que contou com a
participacdo de paises do Pacifico em que o ZIKV estava circulando, como Polinésia Francesa
e Nova Caleddnia (BARONTI et al., 2014; CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015). Em
seguida, outros paises da América relataram a transmissao do virus sendo que, até final de 2016,
setenta e seis paises e territérios no mundo confirmaram transmissao vetorial, o que sdo mais de
1,5 milhdo de casos suspeitos (Figura 1). Essa grande disseminagdo, combinada com as

condigdes neuroldgicas associadas, resultaram na declaracdo de emergéncia de saude publica
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global pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) em fevereiro de 2016 (WHO, 2017).

Na América Latina, os mosquitos do género Aedes, como 0 Aedes aegypti e o Aedes
albopictus, sdo amplamente distribuidos e muito numerosos (PETERSEN et al., 2016). O ZIKV
tem como principal vetor o Ae. Aegypti, porém €é apenas mais um virus a lista de arbovirus
transmitidos pelas espécies deste subgénero, as quais se adaptaram muito bem a ambientes
urbanos (MARCONDES; XIMENES, 2015). O subgénero Stegomyia inclui 128 espécies, dentre
elas Ae. luteocephalus (FAGBAMI, 1979), Ae. vitattus (DIAGNE et al., 2015), Ae. furcifer
(HAYES, 2009), Ae. hensilii (LEDERMANN et al., 2014) e Aedes apicoargenteus (MCCRAE;
KIRYA, 1982) ja foram confirmados como vetores da transmissao do ZIKV. Além disso, 0 ZIKV
também foi isolado de pools de vérias outras espécies de mosquitos, como Culex perfuscus,
Mansonia uniformis, Anopheles gambiae e Anopheles coustani (MARCONDES; XIMENES,
2015).

Zika Virus Outbreaks, janvier 2016
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Central and south i o polynesia

America
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..JT 2 8510 cases
° -‘
w
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</ Caledonia
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Figura 1. Surto de ZIKV, janeiro 2016. Paises e territérios mostrando a linha histérica do tempo de
propagacdo do virus Zika (1947 - 2015). O virus Zika ndo esti necessariamente presente em todo o
pais/territério sombreado neste mapa. Paises em vermelho estdo com transmissao ativa do ZIKV; em
roxo, possuem presenca enzodtica, infeccdo silvestre; e em rosa, tém suspeita por dados soroldgicos.
Modificado de SIB, 2016.
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Nos ultimos anos, esses mosquitos foram introduzidos em novas &reas, como nas
Américas (Ae. Aegypti e Ae. Albopictus) (FAUCI; MORENS, 2016) e Europa (Ae. albopictus),
sendo implicados como vetores de varias arboviroses (JULIANO; LOUNIBOS, 2005). O Ae.
aegypti parece raramente invadir ambientes silvestres e tem sido implicado como vetor do
CHIKV (MORENS; FAUCI, 2014), DENV e do virus Mayaro em ambientes urbanos (VIEIRA
et al., 2015). No Distrito Federal, apenas 6 casos de ZIKV foram confirmados por reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) entre 2017 e 2019 (SESDF, 2019).

1.1.2. Classificagdo filogenética

A analise filogenética da sequéncia parcial do ZIKV revelou que os isolados virais podem
ser categorizados em duas cepas principais, africana e asiatica, em que a linhagem africana é
subdividida em duas linhagens: nigeriana e MR766 (FAYE et al., 2011). Estudos genéticos
sobre 0 gene da proteina ndo estrutural 5 (NS5) indicam que o ZIKV foi provavelmente
originario da Africa Oriental e se espalhou em direcdo a Africa Ocidental e Asia ha
aproximadamente 50 a 100 anos (FAYE et al., 2014),

Em 2015, na cidade brasileira de Recife, um virus foi isolado de um paciente com erup¢do
na face e membros, artralgia das maos, punho e tornozelo, edema nas maos e punho, e sem
sintomas neuroldgicos. Foi completamente sequenciado e descrito como ZIKV/Homo sapiens/
Brasil/PE243/2015 (abreviado para ZIKVpg243) (DONALD et al., 2016). Os dados das
sequéncias obtidas da epidemia do Brasil confirmaram que sdo derivados da linhagem asiatica
e estdo mais relacionadas aos isolados do surto da Polinésia Francesa em 2013, como mostrado
na Figura 2 (MUSSO, 2015).
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Figura 2. Analise filogenética do ZIKV. O nimero de acesso do GenBank, ano de isolamento e pais
de origem sdo indicados nas filiais do ZIKV para todas as cepas, exceto para as identificadas em 2015 e
2016. A barra de escala 0,01 indica a distancia genética nas substituicdes de nucleotideos por sitio. Na
poliproteina do ZIKV Bahia, Brasil, 23 polimorfismos foram detectados em comparac¢do com a linhagem
da Micronésia e 5 polimorfismos em compara¢cdo com o isolado da Polinésia Francesa. Adaptado de
Mlakar et al., 2016.

AlteracGes genéticas entre as linhagens do ZIKV sdo atribuidas a disseminacdo global de
novos fendtipos e ao surgimento de neuropatogenicidade aumentada. A analise filogenética e
variante de aminodcidos das linhagens espacialmente diferentes do ZIKV - MR766 (Uganda
1947), FSS13025 (Camboja 2010), P6-740 (Malésia 1966), PRVABC59 (Porto Rico 2015) e
DAKAR 41519 (Senegal 1984) - revelaram distintas origens filogenéticas e diferencas
significativas de aminoacidos na poliproteina viral. Niveis mais elevados de alteraces
acumuladas foram relatados na proteina do envelope, na regido terminal da pré-membrana
(prM), na NS2A e nas regides da proteina NS5 dos genomas do ZIKV (TRIPATHI etal., 2017).

Entretanto, ndo ha explicagbes viroldgicas Obvias baseadas na analise por
sequenciamento, para 0 aumento da ocorréncia de casos de doencas neuroldgicas associadas ao
surto no Brasil. Além disso, ndo foram encontradas mutacdes especificas no genoma viral
associadas a casos graves (FARIAetal., 2016), apesar das regides ndo traduzidas (UTR) estarem
amplamente ausentes em muitos sequenciamentos de isolados das Américas e dessa informacao
ser importante, dada a relevancia dessas regides genémicas ndo-codificadoras na traducéo,
replicacdo e patogénese do virus. A regido 5' UTR do ZIKV e amplamente conservada entre

isolados de mesma linhagem, contendo aproximadamente 107 nucleotideos (nt) em isolados da
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linhagem asiéatica, semelhante ao comprimento da linhagem africana. Da mesma forma, existem
poucas diferencas entre as regido 3' UTRs conhecidas em isolados asiaticos e africanos. Donald
e colaboradores encontraram forte similaridade entre os isolados ZIKVpe243€ Natal RGN, sendo
esta Ultima a sequéncia completa de um isolado brasileiro associado a microcefalia, enquanto a

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

Apesar das grandes epidemias terem sido causadas pelo virus da linhagem asiética,
estudos sugerem que a linhagem africana € mais virulenta. Tripathi et al. observaram que as
linhagens africanas do ZIKV induzem episddios curtos de sintomas neuroldgicos graves,
seguidos de letalidade. Ja as linhagens asiaticas, sdo capazes de provocar sinais prolongados de
disfuncdes neuronais, ocasionalmente causando a morte de camundongos nocautes para
STAT2. O ZIKVwmr7es induz niveis mais altos de citocinas e marcadores inflamatorios
associados a infiltracdo celular no cérebro de camundongos infectados, o que podeexplicar a

patogénese exacerbada em comparacdo a linhagem asiatica (TRIPATHI etal., 2017).

1.1.3. Estrutura e Genoma

Semelhante a outros Flavivirus, o genoma do ZIKV é uma fita simples de RNA de senso
positivo (SSRNA +) com aproximadamente 11 kb de comprimento, contendo uma Unica fase de
leitura aberta (ORF), flanqueada por regi6es ndo codificadoras nas extremidades 5' e 3'. A ORF
codifica uma poliproteina que é clivada por proteases hospedeira e viral em capsideo (C),
precursor de membrana (prM), envelope (E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A NS4B e NS5), como ilustrado na Figura 3 (HEMERT; BERKHOUT, 2016).
Muitas copias da proteina C envolvem a fita simples de RNA formando o nucleocapsideo, que
é responsavel pelo reconhecimento e montagem do RNA viral (FRANCOLINI et al., 2018). A
proteina prM (gp23) tipicamente se associa com a proteina E, formando heterodimeros que sdo
ancorados na bicamada lipidica derivada do hospedeiro através de seus dominios
transmembrana, sendo importante para o dobramento apropriado do envelope (XUE et al.,
2018). A glicoproteina do envelope é altamente conservada e composta por noventa dimeros
dispostos em simetria icosaédrica que cobre completamente a superficie viral, a qual medeia a
ligagéo, entrada e fusdo as células hospedeiras dos mosquitos e dos mamiferos, sendo o alvo
principal dos anticorpos neutralizantes (DAI et al., 2016). Alem de controlar a traducdo e
replicacédo viral, as proteinas NS estdo envolvidas na patogénese e na atenuagdo das respostas
antivirais do hospedeiro (XUE et al., 2018).
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A glicoproteina NS1 (gp46) forma um homodimero associado a membrana (mNS1), ap6s
translocacdo para o limen do RE, e é necessaria durante a replicagdo do genoma viral e
maturacdo do virion (SHI; GAO, 2017). Células infectadas secretam NS1 (sNS1) no espaco
extracelular como uma particula de lipoproteina hexamérica (XU et al., 2016). A lipoproteina
da sNS1 pode provocar ndo apenas anticorpos protetores, mas também anticorpos auto-reativos
subneutralizantes, que contribuem para a sindrome do choque da dengue (DSS). Além disso, a
sNS1 esta envolvida na patogénese pela ativacdo de células da imunidade inata, pela interacdo
com diferentes componentes do sistema do complemento e pelo envolvimento na evasdo da
resposta imune (YOUNG et al., 2000). A proteina NS1 de varios flavivirus demonstrou conferir
protecdo contra a infeccdo em modelos animais na auséncia de anticorpos neutralizantes
detectaveis. No entanto, ainda ndo se sabe se a imunizacdo com a proteina NS1 de ZIKV tem
capacidade de protecdo semelhante (EDELING; DIAMOND; FREMONT, 2014).
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Figura 3. Estrutura do virion e composi¢do do genoma viral do ZIKV. A. Virion: envelopado,
esférico, com cerca de 50 nm de didmetro. As proteinas de superficie estdo dispostas em uma simetria
semelhante & icosaédrica. B. Genoma: monopartide, linear, sSSRNA+ de 10.794 bases. A extremidade 5'
do genoma possui um cap de nucleotideo metilado para traducdo celular. O terminal 3' ndo é
poliadenilado, mas forma uma estrutura em loop. Esta estrutura secundéria leva a formacgdo de um
sfRNA através da degradacdo incompleta do RNA genémico pela XRN1 do hospedeiro. O sfRNA é
essencial para a patogenicidade e pode desempenhar um papel importante na inibicdo da atividade
antiviral do RIG-I do hospedeiro, um receptor de reconhecimento de padrdo. O RNA do virion é
infeccioso e serve tanto como genoma quanto como RNA mensageiro viral. O genoma € traduzido em
uma poliproteina de 3.419 amino&cidos de comprimento, que é processada co e pds-traducionalmente
por proteases hospedeira e viral. Adaptado de SIB, 2016.

Por outro lado, as proteinas ndo estruturais NS2A, NS2B, NS4A e NS4B sdo pequenas
proteinas de membrana hidrofobicas necessarias para a montagem do virus e desempenham um
papel importante na inibigcdo da resposta do interferon (IFN). NS3 e NS5 possuem diferentes
atividades enzimaticas: a proteina NS3 codifica a serina protease viral (ativa apenas com o
cofator NS2B), helicase, nucleosideo trifosfatase e RNA trifosfatase; a NS5 € a maior e mais
conservada proteina viral, codifica uma metiltransferase no N-terminal, enquanto o C- terminal
codifica 0 RNA polimerase dependente de RNA (CHAN et al., 2017; DUAN et al., 2017; LEI
etal., 2016).

Um estudo demonstrou que uma Unica substituicdo de serina por asparagina (S139N) na
proteina de membrana (prM) detectada em linhagens contemporaneas de ZIKV dalinhagem
asiatica aumentou substancialmente a infectividade em células progenitoras neurais (NPCs)
humanas e levou a maior neuroviruléncia em camundongos neonatais em relacdo a cepas
ancestrais da mesma linhagem. Ja a substituicdo reversa, N139S, do virus parental diminuiu
significativamente a mortalidade causada pelo virus em fetos de camundongos (YUAN et al.,
2017). A co-expressdo de prM e E de vaérios flavivirus resulta na secrecdo de particulas
semelhantes a virus (VLPs) denominadas particulas subvirais recombinantes. A proteina prM
sofre um evento de clivagem durante a maturacdo do virus como na Figura 4. Portanto, as
proteinas prM e E tém sido os principais alvos para o desenho racional de vacinas
recombinantes (BOIGARD et al., 2017).
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Figura 4. Clivagem de prM durante a maturagdo do virus. Virions imaturos/ndo infecciosos sdo
formados no reticulo endoplasmatico (ER), onde a proteina E se liga com o prM. Em condicGes de pH
acido, 3 heterodimeros prM-E dissociam-se e reorganizam-se para formar uma protrusdo trimérica com
as alcas de fusdo inserindo-se na membrana endossémica. Este movimento puxara as membranas do
virus. 60 heterodimeros prM-E triméricos entram na rede trans-Golgi (TGN). Durante a maturacéo do
virion, o peptideo pr é clivado da proteina M intracelularmente por protease do tipo Furina. Quando o
virion é liberado no espaco extracelular em condicdo de pH neutro, o pr é dissociado. Nessa
circunstancia, as protrusdes triméricas de prM-E sdo rearranjadas para formar 90 homodimeros de E,
gerando a superficie lisa no virion maduro/infeccioso. No entanto, este processo é sempre ineficiente, e
0 virus geralmente contém prM sem cortes. A extensao da clivagem de prM necesséria para a transi¢ao
de particula ndo infecciosa para infecciosa é desconhecida. A presenca de prM influencia a interagdo de
virions e anticorpos. Adaptado de Kuhn, 2015.

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

1.1.4. Papel dos lipideos na Infeccéo e Replicagéo viral

Para iniciar seu ciclo infeccioso, a particula de flavivirus deve se ligar a superficie de suas
células-alvo através de receptores especificos (PERERA-LECOIN et al., 2013). A entrada viral
acontece pela interacdo da glicoproteina E com receptores celulares, e os lipidios desempenham

um papel-chave na entrada viral, bem como para sua replicacdo e montagem. O colesterol, a
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fosfatidilserina e a fosfatidiletanolamina tém sido sugeridos como os principais lipidios que
compdem o envelope dos flavivirus (MARTIN-ACEBES; VAZQUEZ-CALVO; SAIZ, 2016;
MEERTENS et al., 2012; RICHARD et al., 2015), os quais sdo reconhecidos por fatores de
adesdo, como DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing
Non-integrin), TIM 1 (T-cell Immunoglobulin and Mucin domain), Tyro3, Axl e Mer (TAM,
receptores de tirosina quinase) (HAMEL et al., 2015). A entrada do ZIKV mediada por AXL
requer os ligantes Gas6 (Growth-arrest-specific 6) / ProS (proteina S dependendente de
vitamina K), que reconhecem fosfatidilserina exposta na superficie do envelope viral e liga as
particulas do virus as células da glia, (Figura 5) (MEERTENS et al., 2017). Estudos sugeriram
que o receptor de superficie celular AXL funciona como receptor primario para a entrada do
ZIKV em células precursoras neurais (NSCs), células da glia radiais, astrocitos e microglia, por
ser altamente expresso nessas células (NOWAKOWSKI et al., 2016; TABATA et al., 2016;
SHERIDAN et al., 2017). Porém, Li e colaboradores demonstraram que a delecdo do AXL néo
reduzia a replicacdo do ZIKV em cerebros de camundongos, indicando que o AXL néo
desempenharia um papel essencial na infeccao pelo ZIKV em cérebros de camundongos (LI et
al., 2017).

Embora a capacidade dos TIMs de mediar a entrada e a infecgdo do flavivirus tenha sido
associada pela primeira vez a sua capacidade de ligacdo a fosfatidilserina, também foi relatado
recentemente que a ligagdo da fosfatidiletanolamina no envelope viral pelos receptores TIM
também contribui muito para a internalizacdo dos flavivirus (RYABCHIKOVA;
KOLESNIKOVA; LUCHKO, 1999). CD300a, outro receptor fosfolipidico que pertence a
familia CD300 de receptores ativadores/inibidores emparelhados, também pode promover a
infeccdo de DENV, WNV e YFV pela ligagdo de fosfatidilserina ou fosfatidiletanolamina
associada a virion (MORRISON et al., 2006).
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Figura 5. Adesédo do ZIKV ao hospedeiro e o papel dos receptores TAM. Modelo proposto de
reconhecimento direto de ZIKV pelos receptores TIM. Ja as proteinas TAM se ligam indiretamente a
fosfatidilserina viral através de seus ligantes naturais Gas6 e ProS, que agem como moléculas ponte.
Modificado de Meertens et al., 2012.

A internalizacdo dos flavivirus via receptores TIM e TAM pode estar relacionada ao
mecanismo de depuracdo mediada por fosfatidilserina de corpos apoptoticos (PERERA-
LECOIN et al., 2014; POON et al., 2014). Esta maquinaria baseia-se no reconhecimento de
fosfatidilserina na superficie de célula apoptética. Dessa forma, conforme descrito para outros
virus envelopados, os flavivirus poderiam tirar proveito deste mecanismo para internalizacdo
viral (AMARA; MERCER, 2015). E essencial considerar que a fosfatidilserina ou a
fosfatidiletanolamina do envelope viral devem ser acessiveis para a interacdo com o receptor,
permitindo a insercdo e internalizacdo dos virus (Figura 5). No caso de DENV, a temperatura
altera a arquitetura dos virions. A 37 °C, as particulas se expandem e adotam uma conformacao
irregular, expondo as manchas do envelope (SLON CAMPOS et al., 2017), o que poderia
facilitar sua entrada via receptores fosfolipidicos. Outro fator que poderia também facilitar a
ligacdo de receptores fosfolipidicos € o grau de maturacdo da flavivirus, ja que particulas
imaturas e parcialmente maduras também exibem manchas expostas do envelope lipidico
(PIERSON; DIAMOND, 2012).

Uma vez estabelecida a ligacao ao receptor, a particula viral é internalizada por meio de
diferentes mecanismos, como mimetismo apoptoético através de endocitose mediada por
clatrina, e trafego por endossomos, para estabelecer uma infecgcdo produtiva (MEERTENS et
al., 2017; AMARA; MERCER, 2015; KALIA et al., 2013; VAN DER SCHAAR et al., 2008).
Neste ponto, 0 RNA viral deve ser liberado da particula viral para permitir sua traducéo e

replicacéo (Figura 6). Esta etapa ocorre através da fusdo do envelope lipidico da particula viral
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com a membrana dos endossomos celulares. A fuséo viral é desencadeada pelo pH acido no
interior dessas organelas, que inicia rearranjos conformacionais da glicoproteina E viral,
resultando na exposicdo do peptideo de fusdo, que € inserido na membrana alvo celular,
promovendo a fusdo da membrana. No caso do ZIKV, a endocitose ¢ mediada por clatrina, uma
proteina que ajuda na biogénese e enderecamento de vesiculas (PERERA-LECOIN et al.,
2014). E importante ressaltar que a composicao lipidica especifica de ambos, envelope viral e
membrana celular, parecem ser cruciais para 0 sucesso da fusdo de membrana (PIERSON;
KIELIAN, 2013; STIASNY et al., 2011).
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Figura 6. Ciclo de replicacéo dos flavivirus. Esquema representando a interagdo dos flavivirus desde
a entrada da particula viral que inicia a infecgdo até a saida de virions através da via secretora. Observe
a importancia do ER e dos pacotes de vesiculas derivados do ER, produzidas por invaginacdo da
membrana do ER na replicacdo e montagem dos flavivirus. Os lipidios envolvidos em cada etapa estdo
em destaque, bem como a contribui¢do da gota lipidica para a infec¢éo viral. Adaptado de Martin-
Acebes; Vasquez-Calvo; Saiz, 2016.
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Apbs a fusdo da membrana, o RNA viral € liberado no citoplasma da célula hospedeira,
sendo traduzido em proteinas estruturais e NS, iniciando a replicacdo viral. Os flavivirus
remodelam as membranas intracelulares, desenvolvendo estruturas semelhantes a organelas,
com o intuito de criar plataformas adequadas para replicagdo viral (APTE-SENGUPTA,;
SIROHI; KUHN, 2014; HARAK; LOHMANN, 2015; PAUL; BARTENSCHLAGER, 2015).
Especificamente, a replicacdo de flavivirus produz rearranjos marcantes no reticulo
endoplasmatico (ER) das células infectadas, caracterizado principalmente por invaginacdes de
estruturas semelhantes a vesiculas no limen dessa organela, denominadas pacotes de vesiculas.
Ja foi mostrado que essas estruturas membranosas exibem lipidios especificos em sua
composicao, responsaveis pela topologia caracteristica da membrana dessas estruturas, o qual
é crucial para favorecer a replicacdo viral e a montagem do virion. Da mesma forma, as
conex0es da replicacdo e montagem dos flavivirus com goticulas lipidicas celulares também
foram propostas. As particulas imaturas de flavivirus recém-sintetizados sdo produzidas por
brotamento da proteina C e do RNA gendmico associado ao nucleocapsideo em membranas
derivadas do ER, que sdo “cravejadas” com prM e E. Desta forma, a membrana dos flavivirus
sequestra por¢des modificadas do ER e, portanto, exibem uma composicdo lipidica Unica para
alcancar suas fungdes. Essas particulas de flavivirus recém sintetizadas trafegam pela via
secretoria através do complexo de Golgi, e sdo submetidos a clivagem da proteina prM por um
residente trans-Golgi do tipo furina protease, que promove a maturacdo das particulas antes de
serem liberadas da célula infectada por exocitose (MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005).

Tem sido dado destaque para o papel dos lipideos na replicacdo dos virus envelopados,
por alterarem a geracdo e manutencao da curvatura da membrana celular, e consequentemente
a entrada do virus nas células hospedeiras por fusdo das membranas virais com as membranas
celulares (Figura 7) (MARTIN-ACEBES et al., 2014). Como a maioria dos virus ndo possuem
mecanismos apropriados para executar sua propria sintese lipidica, eles cooptam enzimas
envolvidas no metabolismo lipidico, orquestrando reajustes profundos no metabolismo lipidico
da célula hospedeira com o intuito de adequar a funcao celular as suas proprias necessidades.
Alteracdes na homeostase lipidica tém sido associadas a muitas infecc¢des virais (JORDAN;
RANDALL, 2016; MARTIN-ACEBES et al., 2014; MEERTENS et al., 2012; RICHARD et
al., 2015). Queiroz e colaboradores mostraram niveis aumentados de vérias espécies lipidicas

de plasmalogénios no soro de pacientes infectados com ZIKV, a maioria delas eram
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plasmalogénios ligados a acidos graxos poliinsaturados. Porém, até o presente momento nao
existem evidéncias de que este aumento esteja ligado a distirbios na membrana neural, nem de
que ZIKV interaja com peroxissomos de células neurais (QUEIROZ et al., 2019). Como o
ZIKV esté envolvido na microcefalia neonatal e na sindrome de Guillain-Barré em adultos,
podemos apenas especular que a infec¢do pelo ZIKV causaria alteragdes no sistema nervoso.
No entanto, sabe-se que os plasmalogénios estdo amplamente distribuidos pelo cérebro,
coracdo, rim, musculo esquelético (BRAVERMAN; MOSER, 2012; MLAKAR et al., 2016).
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Figura 7. Importancia dos peroxissomos para a replicacéo viral. Como os virus envelopados ndo
possuem mecanismos para executar sua propria sintese lipidica, precisam cooptar enzimas envolvidas
no metabolismo lipidico, orquestrando reajustes profundos no metabolismo lipidico da célula
hospedeira. Através da inibi¢do da biogénese de peroxissomos, os virus envelopados sdo capazes de
evadir a resposta imune inata, além de alterar a morfologia e o perfil lipidico celulares, afim de apoiar
sua replicacdo. Abreviagdes: DENV, virus da dengue; HCV, virus da hepatite C; HIV, virus da
imunodeficiéncia humana; ROS, espécies reativas de oxigénio; WNV, West Nile virus; ZIKV, Zika
virus. Adaptado de COOK et al., 2019.

Os plasmalogénios ligados aos acidos graxos poliinsaturados representam até 20% do
total de fosfolipidios em seres humanos, e sdo 0s principais constituintes das membranas
neurais, participando de diversos processos mediados por lipidios, como fusdo de membranas,
transporte de ions, reservatdrio para segundos mensageiros, efluxo de colesterol e antioxidantes
(FAROOQUI; HORROCKS, 2001). Especula-se que esses lipidios sejam particularmente
importantes para a integridade e a fluidez da membrana, devido a seu envolvimento na
neurodegeneracdo (DORNINGER; FORSS-PETTER; BERGER, 2017; SUN et al., 2018).
Além disso, a biossintese deste fosfolipideo requer peroxissomos funcionais, que sdo locais
importantes para replicagdo viral, incluindo o ZIKV. Assim, niveis aumentados de

plasmalogénios no soro de individuos infectados com ZIKV sugerem uma ligagdo entre o ciclo
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de replicacdo do ZIKV e os peroxissomos (QUEIROZ et al., 2019). Os lipidios sintetizados por
peroxissomos sdo candidatos intrigantes para uma variedade de processos induzidos pela
infeccdo, especialmente a formacdo de envelope viral, modulacdo do trafego celular e
manutencdo da aptiddo do hospedeiro e do virus. De fato, as particulas infecciosas de varios
virus envelopados, incluindo HCMV, WNV, ZIKV e influenza, continham plasmalogénios,
sugerindo que o metabolismo lipidico peroxissdmico é uma caracteristica geral das infeccGes
por virus envelopados (LIU et al., 2011; MARTIN-ACEBES et al., 2014; TANNER et al.,
2014).

Além da sintese de &cidos graxos, o requisito para uma biogénese ativa de lipidios mais
complexos, como o colesterol ou esfingolipidios, também foi documentado em células
infectadas por flavivirus. A inibicdo de enzimas que catalisam diferentes reaces-chave para a
biossintese de isoprendides e colesterol reduz a multiplicacdo de flavivirus, apontando para a
importancia da biossintese de colesterol na infeccdo por flavivirus (MACKENZIE;
KHROMYKH; PARTON, 2007). Esse aumento de acidos graxos também resulta em aumento
da B-oxidacdo celular, que gera ATP para alimentar a replicacéo viral (HEATON; RANDALL,
2010). Além disso, foram reveladas varias associacfes entre os polipeptideos especificos do
ZIKV e as maquinarias de metabolismo lipidico das células hospedeiras, que sao
significativamente reprogramadas ap6s a infeccdo pelo flavivirus (MARTIN-ACEBES;
VAZQUEZ-CALVO; SAIZ, 2016). Um estudo de Wong e colaboradores realizado com
astrécitos primarios fetais humanos infectados pelas linhagens asiatica e africana do ZIKV,
mostrou uma reducdo de aproximadamente 70% no numero de peroxissomos apos 48 horas de
infeccdo. Este estudo mostrou, ainda, que os genes relacionados com a biogénese peroxissomal
envolvidos nessa modulagdo foram os fatores de biogénese da peroxina (PEX3, PEX7,
PEX11b, PEX13 e PEX19) (WONG et al., 2019). Além disso, Coyaud e colaboradores ja
demonstraram que a proteina NS2A de ZIKV localiza-se em peroxissomos e interage com
PEX19 e PEX3 para inibir a biogénese peroxissomal, enquanto outros trabalhos mostram que
a proteina do capsideo parece estar também envolvida na modulacdo dos peroxissomos
(COYAUD et al., 2018; WONG et al., 2019).



31

1.1.5. Resposta Imune

Logo apods a entrada do virus, o hospedeiro desencadeia uma rede de defesa integrada,
composta de fatores envolvidos nas respostas imune inata e adaptativa. Na area de inoculacéo, o
virus se replica em células dendriticas (CD) locais e nos macrofagos, os quais transportam o
virus para os linfonodos e outros tecidos linfoides para iniciar uma resposta imune adaptativa.
Posteriormente nos tecidos linfoides, ocorre o recrutamento de mondcitos que disseminam o
virus pela corrente sanguinea e o espalha para tecidos pelos quais tem tropismo. Durante este
periodo de incubacdo silencioso, a carga viral na circulacdo aumenta rapidamente, atingindo

niveis séricos elevados de particulas infecciosas (HAMEL et al., 2015).

1.1.5.1. Resposta Imune Inata

Estudos iniciais mostraram que as proteinas virais também podem funcionar como gatilho
da resposta imune inata, porém, os ativadores mais predominantes s&o os &cidos nucleicos. Estes
padrdoes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) sdo detectados por receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs), presentes na superficie celular ou em compartimentos
intracelulares. Entre eles incluem os receptores Toll-like (TLRs), os receptores semelhantes a
RIG (RLRs), os receptores semelhantes a NOD (NLRs) e sensores de DNA citosolico
(KAWALI; AKIRA, 2010; MEYLAN; TSCHOPP; KARIN, 2006).

Sabe-se que a resposta de IFN do hospedeiro é essencial para combater infeccdes virais e
prevenir a replicacdo do virus (CASTILLO RAMIREZ; URCUQUI-INCHIMA, 2015). A
resposta imune inata contra os flavivirus é desencadeada pela detec¢cdo dos PAMPs através dos
PRRs citosolicos RIG-I (gene induzivel pelo &cido retindico 1) e MDAGS (proteina associada a
diferenciacdo do melanoma 5), e endossémicos TLR 7/8 ou TLR3, que sinalizam a inducdo da
producdo de IFN-o/f (JOGI et al., 2015). Isso foi especificamente ilustrado para o ZIKV
(LAZEAR etal., 2016). Enquanto o IFN tipo Il mostrou ter um papel protetor contra a infeccao
por ZIKV em células placentarias humanas (BAYER et al., 2016; LAZEAR et al., 2016).
Micrdglias, as principais células imunes do SNC, expressam o repertério completo dos TLRs.
Evidéncias experimentais sugerem que TLRs distintos regulam a plasticidade neural e o
desenvolvimento em neurdnios. Por exemplo, o TLR3 inibe a proliferacdo de células
progenitoras neurais no telencéfalo do rato embrionério e regula o crescimento axonal. Além
disso, o TLR8 estd envolvido na lesdo e no desenvolvimento de neuritos associados ao
desenvolvimento neural. Finalmente, TLR2 e TLR4 desempenham um papel na neurogénese

adulta do hipocampo. O papel dos TLRs no desenvolvimento do cérebro e na morfogénese dos
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vertebrados além dessas configuracdes especificas é praticamente desconhecido. Embora
existam ligantes end6genos de TLRs, incluindo proteinas da matriz extracelular e proteinas de
choque térmico, as moléculas derivadas do hospedeiro que estimulam os TLRs no contexto do
desenvolvimento do SNC permanecem nao identificadas. Uma maior expressao de TLR3 é
observada em neur6nios, astrocitos e micrdglia, sugerindo uma fungéo especifica em resposta
aos virus encefalitogénicos no SNC (MATSUMOTO; OSHIUMI; SEYA, 2011; NAGYOSZI
et al., 2010; ALEXOPOULOU; DESNUES; DEMARIA, 2012; KAWAI; AKIRA, 2011,
POTH et al., 2010; THOMPSON et al.,2011; VINCENT et al., 2011).

Ap0s o reconhecimento do PAMP, a transducdo de sinal através destes receptores pode ser
iniciada pelo recrutamento de MyD88 (fator de diferenciacdo mieloide 88) e fosforilagéo de
IRAK1 (quinase 1 associada a IL-1R), resultando na propagacdo da transcricdo de genes
dependentes do fator nuclear-xB (NF-«kB), cujos produtos s80 necessarios para iniciar uma
resposta inflamatéria (DUMBREPATIL et al., 2019). Outra possivel via desencadeada pelo
reconhecimento de PAMPs virais pelos TLRs € a que envolve a molécula adaptadora contendo
0 dominio TIR (TRIF - também conhecida como o dominio TIR contendo a molécula 1,
TICAML), que resulta na ativacdo do fator regulador de IFN 3 (IRF3), IRF7 e proteina ativadora
1 (AP-1) (THOMPSON et al., 2011). Essas vias culminam na transcricdo de citocinas pré
inflamatorias, IFN tipo I, quimiocinas, peptideos antimicrobianos e genes relacionados com a
resposta imune inata (Figura 8) (BARBALAT et al., 2011; BARTON; KAGAN, 2009;
KAWAI;, AKIRA, 2011). Os IFNs tipo | sdo citocinas que se ligam ao receptor de IFN
(IFNAR) presente em quase todas as células, induzindo a via de sinaliza¢do Janus quinases
(JAKS) e as vias de transducéo de sinal e ativacdo da transcri¢do de proteina (STAT) 1 e STAT
2. Estas proteinas ativam a sintese de centenas de genes estimulados por IFN (ISGs), muitos
dos quais conferem efeitos antivirais diretos, ao gerar um estado celular antagénico ao
crescimento do virus, enquanto outros facilitam e coordenam respostas imunes adaptativas
(SCHOGGINS; RICE, 2011). Além disso, foi demonstrada a importancia da resposta do IFN
na modulacdo da infeccdo pelo ZIKV e no resultado da doenca (BAYER et al., 2016; XIE;
SHAN; SHI, 2016).
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Figura 8. Resposta imune inata contra o ZIKV. O ZIKV entra nas células através da interagdo com
receptores celulares como DC-SIGN/TIM-1/TIM-4/AXL/TYRO3, sendo endocitado através de
mecanismos mediados por clatrina. Dentro da célula, o RNA viral é reconhecido por PRRs como
TLR3/MDA-5/RIG-1. O reconhecimento viral estimula varias cinases, que, por sua vez, ativam 0s
fatores de transcricdo NF-kB, IRF3 e IRF7. Os fatores de transcri¢do ativados sdo translocados para o
nucleo, levando a transcricdo dos genes de IFN-I ¢ a subsequente secre¢do de IFNa e IFNp. Os IFNs
podem estimular a mesma célula (aut6crina) ou células vizinhas (paracrina). Os IFN-I se ligam aos
receptores de IFN (IFNAR) celulares, ativando a sinalizagdo JAK-STAT, que leva a formagdo do
complexo de genes estimulados por interferon 3 (ISG-3), composto por dimeros de STAT-1, STAT-2
fosforilados e fator regulador do IFN 9 (IRF9). Este complexo se transloca para o nucleo e se liga aos
elementos de resposta estimulados por IFN (ISRE) no DNA, levando & transcricdo de 1SGs que
restringem a infeccéo e propagacéo viral nas células, contribuindo com um estado antiviral. Adaptado de
Shaily; Upadhya, 2019.

E importante salientar que a proteina quinase ativada por mitogénio (MAPK) 11, que
pertence a familia serina/treonina quinase, sofre alteraces durante a infeccéo pelo ZIKV. Esta
quinase é ativada em resposta a uma ampla variedade de sinais, mediando as cascatas de
transducédo de sinal que regulam o crescimento, diferenciacdo, apoptose e imunidade inata,
funcionando como um regulador positivo da via de sinalizagdo JNK (HARTKAMP;
TROPPMAIR; RAPP, 1999). MAPK 11 pode fosforilar diretamente e ativar a IkB quinase alfa
e beta, além de estar envolvida na atividade transcricional de NF-kB (HEHNER et al., 2000).
Recentemente, Xu e colaboradores demonstraram que esta quinase desempenha um papel
critico na defesa do hospedeiro contra o ZIKV, pois a super expressdo de MAPK 11 suprime

fortemente a infeccdo em varios tipos de células com deficiéncia desta quinase. Além disso,
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URMC-099, um inibidor de MAPK, facilita diversas infecgdes virais, incluindo a causada pelo
ZIKV. Foi observado que a infecgdo pelo ZIKV ativa MAPK 11, e que as proteinas E, NS1 e
NS5 do ZIKV tém um papel importante nesse efeito. Desta forma, a cascata
MAPK11/MKK7/JNK promoveria um aumento nos niveis de algumas citocinas e quimiocinas,
como IL-6, IL-8, TNF-a e MCP-1. Essas citocinas inibiram a replicacdo do ZIKV de maneira
dose-dependente, apresentando um efeito protetivo contra a infecgdo causada pelo ZIKV.
Embora a infeccdo pelo ZIKV tenha sido associada a inducéo de mediadores pro-inflamatérios,
a influéncia dessas citocinas e quimiocinas elevadas nos eventos viroldgicos do ZIKV ainda
precisa ser esclarecida (O’CONNOR et al., 2018; ORNELAS et al., 2017; XU et al., 2019).

Além dos mecanismos descritos, os microRNAs (miRNAs, miRs), uma classe importante
de pequenos RNAs (20-25 nt) de fita simples, ndo-codificantes, também desempenham papéis
cruciais nas infecgdes virais, regulando o desenvolvimento, proliferacdo, diferenciacao,
apoptose e mecanismos de defesa do hospedeiro (BARTEL, 2009). Os miRNAs regulam a
expressdo génica pos-transcricional através da ligacdo a sequéncias complementares,
normalmente na regido 3' UTR do mRNA alvo (GRIMSON et al., 2007). Dentre os diversos
miRNAS ja descritos, encontra-se 0 miR-146a, que € induzido pelo aumento da citocina anti-
inflamatoria IL-10 (WANG; CHEN; LONG, 2017), sendo capaz de suprimir a expressdo dos
mediadores inflamat6rios mediada por NF-kB, inibindo as proteinas IRAK1 e TRAF6, que sdo
moléculas adaptadoras a jusante dos TLRs (TAGANOV et al., 2006; WEI et al., 2016). Li e
colaboradores também demonstraram que este miRNA modula significativamente a expressdo
de TNFa, COX-2, iINOS, IL-6, IL-8 e RANTES nas celulas gliais humanas (Li et al., 2011).
Além disso, ja foi mostrado que a regulacdo negativa do miR-146 resulta no aumento da
expressdo do coativador-4 de receptor nuclear (NCOA4) que, por sua vez, € um conhecido
ativador de PPARy (VILADOMIU et al., 2012). Um outro miRNA objeto de nosso estudo, e
relacionado a PPARY, é o miR-124, o qual modula a producéo de citocinas, tendo com o alvo
reduzindo a libera¢do de TNF-a (SUN et al., 2013). Por outro lado, 0 miR-124 inibe diretamente
uma subunidade de NF-kB p65 e o fator 6 associado ao TNFR (TRAF®6), inibindo o processo
inflamatério (QIU et al., 2015). Dessa forma o miR-124 foi considerado um critico mediador
na regulacdo da resposta inflamatoria. Curiosamente, a expressao do miR-124 é regulada
positivamente pelo PPARY, o qual se liga diretamente ao PPRE na regido promotora do miR-
124. Dessa forma, a administracdo de agonistas de PPARy induz a expressdo de miR-124 e

inibe a producdo de mediadores pro-inflamatérios em camundongos (WANG et al., 2017).



35

1.1.5.1.1. Papel dos Peroxissomos na Resposta Imune Inata

Vaérios estudos recentes abordaram a biologia do peroxissoma na infeccdo e descobriram
diversas interacdes virus-hospedeiro que reativam o metabolismo, a estrutura e a biogénese do
peroxissoma para apoiar a replicacdo e disseminacdo do virus. A natureza plastica dessas
organelas Ihes permite responder a diversos processos biologicos, como durante infeccdes
virais, remodelando sua biogénese, morfologia e composi¢cdo para aprimorar fungdes
especificas. Durante infec¢Bes por virus, 0s peroxissomos atuam como importantes organelas
de sinalizacdo imunoldgica, ajudando o hospedeiro a orquestrar a sinalizacdo antiviral. No
entanto, os peroxissomos tém se mostrado ambiguo durante a infec¢éo, por serem uma organela
que pode ser seqliestrada para servir tanto ao virus quanto ao hospedeiro (COOK et al., 2019).

O peroxissomo foi reconhecido pela primeira vez como um importante centro de
sinalizacdo subcelular apo6s a descoberta de que a proteina adaptadora MAVS do receptor tipo
RIG-I (RLR), um fator de sinalizacdo da resposta imune inata, localiza-se no peroxissomo nas
células humanas (DIXIT et al., 2010). O MAVS, anteriormente considerado exclusivo das
mitocdndrias, € capaz de montar uma resposta antiviral rapida na deteccdo de genomas
patogénicos mediada por RIG-I, controlando especificamente a resposta de interferon do tipo
Il quando ativada no peroxissomo. Combinada com as fun¢des conhecidas de desintoxicacao
celular, a identificacdo dos MAVS peroxissdmicos leva a idéia de que 0s peroxissomos atuam
na defesa do hospedeiro durante a infeccdo como organelas de sinalizagdo antiviral. Outros
aspectos da plasticidade do peroxissomo, além da localizacdo do MAVS, também sdo
importantes na regulacdo da sinalizacdo imunoldgica. Ao examinar a sinalizacdo imune
mediada por peroxissomo sob exposicdo a uma variedade de condicBes e patdgenos celulares,
Odendall e colaboradores mostraram que um aumento no nimero de peroxissomos &
responsavel pelo aumento da resposta por IFN-I111. Isso sugeriu que a dindmica do peroxissomo
estd intimamente ligada a magnitude da sinalizacdo antiviral dependente de peroxissomo
(ODENDALL et al., 2014).

1.1.5.2. Resposta Imune Adaptativa

A resposta imune adaptativa também é essencial para restringir a replicagdo do ZIKV. A
acdo das células T é, principalmente, dirigida contra peptideos imunodominantes das proteinas
E, prM, NS3 e NS5, os quais sdo altamente conservados entre as linhagens do virus (ELONG
NGONO et al., 2017). Contudo, as respostas humoral e celular ndo séo igualmente importantes

para a resisténcia a reinfeccdo. A inducdo de anticorpos anti-ZIKV é essencial para a controle
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viral, ja que a transferéncia adotiva do soro imune foi capaz de salvar camundongos da infecgdo
letal intracerebral do ZIKV (NAZERAI et al., 2018). Por outro lado, em situagdes em que 0
individuo ja apresentou infecbes prévias por flavivirus, seus anticorpos circulantes podem se
ligar ao virus com alta avidez e estarem presentes em altas concentracdes, podendo restringir a
infeccdo pelo ZIKV. Entretanto, se os anticorpos presentes forem de baixa afinidade e estiverem
em concentragdes subneutralizantes, eles podem contribuir para um aumento da viremia por um
fendmeno chamado aumento de infectividade dependente de anticorpos, conhecido como
“pecado antigénico original” (NGONO; SHRESTA, 2018; VATTI et al., 2017).

A contribuicdo dos linfécitos T, e particularmente das células LT-CD8*, na protecéo e
imunopatologia, por outro lado, tem sido mais debatido. Trabalhos com camundongos
suprimidos de IFNAR sugerem um importante papel para estas células na infec¢do, enquanto
estudos com camundongos adultos imunocompetentes sugerem que sua presenga Serve
principalmente como um mecanismo de backup, quando os niveis de nAbs ndo sao
suficientemente elevados (ELONG NGONO et al., 2017; NAZERAI et al., 2018; WINKLER
etal., 2017). Isto é apoiado por dados preliminares recentes que sugerem gue, em camundongos
com niveis apropriados de IFN tipo I, a atividade antiviral das células LT- CD8* é precoce, desde
que estejam presentes em grande nimero. Em um estudo com camundongos deficientes de IFN
tipo I, as evidéncias indicam que as células LT-CD8" especificas contra o virus ndo sé
contribuem para o controle viral, mas também causam paralisia dos membros posteriores
(JURADO et al., 2018). Por outro lado, as células LT- CD4", dado o seu papel em respostas
humorais adequadas, foram consideradas criticas para a protecdo tanto em modelos de
camundongos imunocompetentes, como de imunocomprometidos (HASSERT et al., 2018;
LUCAS et al., 2018; NAZERAI; CHRISTENSEN; THOMSEN, 2019).

Durante as fases aguda e convalescente da infec¢do por ZIKV, niveis aumentados de
citocinas relacionadas as respostas do tipo Th1, Th2, Th9, Th17 foram relatadas, sugerindo que
é necessaria uma resposta polifuncional das células T para a que o individuo se recupere da
infeccdo (TAPPE et al., 2016). No entanto, uma imunoativacdo desequilibrada, com altos niveis
de IL-6 e IL-8 no liquido cerebro-espinhal (CSF) tem sido associado a encefalomielite
(GALLIEZ et al., 2016). Embora o principal papel seja desempenhado pela resposta humoral,
foi recentemente sugerido que existe um envolvimento da resposta por células LT-CD8" na
protecdo contra a infecgédo por ZIKV, em um modelo de camundongo (ELONG NGONO et al.,
2017; SAPPARAPU et al., 2016). Além disso, a ativacdo de células T e sua polarizagdo para
Thl também tem sido demonstrada em camundongos (PARDY et al., 2017). Pardy e
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colaboradores demonstraram que a infeccdo por ZIKV induz uma ativacdo significativa de
células LT- CD8" e LT-CD4". A frequéncia de células LT-CD8* co-expressando CD38 e
moléculas HLA-DR (antigeno leucocitario humano de classe 1I) do complexo de
histocompatibilidade maior (MHC-I1) foi semelhante em pacientes com ZIKV e DENV, porém
menor que durante a infecgdo por EBOV, sugerindo que uma ativagdo moderada pode estar
associada a atividade protetora e um perfil leve da doenca (AGRATI et al., 2016; MATHEW;
ROTHMAN, 2008; MCELROY et al., 2015). Em infec¢cdes agudas, como as causadas pelos
DENV ou EBOV, a ativacdo de células T esti associada a uma expressdo aumentada de
marcadores apoptoticos, porém o papel da apoptose durante a infec¢do por ZIKV ainda néo foi
esclarecido (TORRENTES-CARVALHO et al., 2014; PARDY et al, 2017).

A capacidade dos linfocitos T de se diferenciarem em células efetoras também é uma
caracteristica chave de uma resposta protetora. Durante a infeccdo pelo ZIKV, foi descrita uma
diferenciacdo das células LT-CD4" em células de memoria e efetoras, sugerindo a aquisicao de
perfis de citotoxicidade e de producéo de citocinas (PARDY et al., 2017). O mesmo fendtipo
efetor de células T foi também descrito em um modelo de infeccdo por ZIKV em camundongos.
No entanto, observou-se uma reducao significativa de células LT-CD4" produtoras de IFN-y
em relacdo aos pacientes com DENV, sendo possivel especular que as células LT-CD4" foram
polarizadas durante a infeccdo pelo ZIKV para produzir citocinas e quimiocinas diferentes do
IFN-y. A capacidade do ZIKV de inibir a producdo e a resposta do IFN-I foi relatada, mas a
reducdo da producdo de IFN-y pelas células T representa uma nova descoberta, cujo papel no
contexto de protecdo/patogénese necessita de mais investigacbes (BOWEN et al., 2017;
GRANT et al., 2016).

Além disso, Cimini e colaboradores demonstraram uma expansao substancial de células
Tyd2 que expressam granzima B, durante a infecgdo pelo ZIKV, que foi mais pronunciada
durante os primeiros dias do inicio dos sintomas (CIMINI et al., 2017). A importancia do papel
das células Tyd2 em uma resposta imune bem orquestrada contra a infecg¢do viral estd bem
documentada (POCCIA et al., 2005). De fato, as células Tyd humanas podem afetar a
progressao e o resultado de doencas infecciosas (POCCIA etal., 2006; TU etal., 2011). Células
Tyd2 ativadas sdo capazes de exercer atividades antivirais diretas e realizar varias atividades
estimulatorias em ambas as células imunes, inatas e adaptativas (AGRATI et al., 2009;
POCCIA et al., 2005; VANTOUROUT; HAYDAY,2013). Varios estudos sugerem um papel
protetor durante infeccdes virais agudas, como em resposta a infecgdo pelo WNV, as células

Tvyd expandem-se rapidamente e produzem uma quantidade significativa de IFN-y, limitando a
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carga viral e protegendo o hospedeiro da encefalite letal (\WANG, 2011; WANG et al., 2006).
Além disso, o perfil Thl das células TV32 pode contribuir para a lesdo da placenta e/ou
inflamacdo que € correlacionada com a lesdo cerebral fetal durante a infeccdo pelo ZIKV
(MOR, 2016). Finalmente, as células Tyd também podem desempenhar um papel durante as
doencas autoimunes e, em particular, durante a sindrome de Guillain Barré, contribuindo para
0s danos autoimunes (PAUL; SHILPI; LAL, 2014; VAN RHIIN et al., 2003; WINER et al.,
2002).

1.1.6. Mecanismos de Evasao Viral

Em defesa a respostas antivirais do hospedeiro, os virus reagem por diversos mecanismos.
A evasdo imunitaria é mediada pelas proteinas ndo estruturais, que atuam coletivamente para
limitar e escapar das respostas imunes atravésda interferéncia com vias de sinalizacdo. Foi
mostrado que as proteinas virais NS1, NS4B e NS2B inibem a inducdo de ISGs a jusante de IFN
através de vérias vias, incluindo a inibi¢do da sinalizacdo de IFN-B e JAK STAT (WU et al.,
2017). Além disso, o ZIKV inibe a sinalizacdo da via de IFN tipo | e RIG | em CDs,
antagonizando a fosforilacdo de STAT1 e STATZ2, além de bloquear as respostas mediadas por
células NK, sistema complemento, linfocitos B e T (ASIF et al., 2017; BOWEN et al., 2017;
JOST; ALTFELD, 2013; YE etal., 2013). Um estudo mostrou que a proteina NS5 de um isolado
brasileiro recente do ZIKV foi capaz de bloquear a inducdo do IFN tipo I, além de inibir a
sinalizacdo do IFNAR (HERTZOG et al., 2018). Além disso, foi demonstrado que a NS5
mediou a degradacdo proteassomica de STAT2 humana, inibindo a via de ativacao mediada por
IFN-I1 e favorecendo a via de ativacdo mediada por IFN-II, propiciando a formacdo de
homodimeros de STAT-1 (GRANT et al., 2016; KUMAR et al., 2016). Outra pesquisa recente
demonstrou que a NS5 da linhagem africana ZIKVr766 antagonizou a producéo de IFN através
dainibicdo da ativacéo da quinase ligadorade TANK 1 (TBK1), que fosforila o IRF3, resultando
em menos complexo de TBK1 e TRAF6, atenuando a ativacdo de TBK1 e a fosforilacdo de
IRF3 (LIN et al., 2019).

Glasner e colaboradores observaram que a infeccéo pelo ZIKV é detectada por RIG | e
IRF3, o que leva a secre¢do do IFN tipo I, resultando em um aumento da expressédo do MHC-I.
Ja havia sido demonstrado que flavivirus sdo capazes de regular as moléculas do MHC-I durante
a infeccdo, em parte induzindo a expressdo de IFN-B em camundongos e humanos, e foi
demonstrado que este processo é dirigido pela via do NF-kB (KESSON; KING, 2002; KING;
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KESSON, 1988; SHEN et al., 1997). A elevacdo da expressdo de MHC classe | resulta em um
aumento da lise por células T e inibicdo da morte por células NK (LIU et al., 1989). Propde-se
que o ZIKV explora a resposta de IFN, com objetivo de regular positivamente as proteinas do
MHC classe I, inibindo a atividade das células NK. Esta hipdtese é apoiada pela observagédo do
aumento da secrecdo de IFNy pelas células NK apos a sua interacdo com células infectadas, o
que provavelmente contribui com a capacidade das células alvo de regular as moléculas de
MHC-I e escapar da morte direta pelas células NK. O fato de MHC-I estar super expresso,
indica que os mecanismos de escape do virus sdo direcionados principalmente contra as células
NK. Especula-se que a auséncia de mecanismos virais para inibir a atividade das células T seja
devida a sua répida cinética de replicacdo (GLASNER et al., 2017).

Por outro lado, os receptores TAM desempenham um papel dual durante a infeccéo por
flavivirus. Na entrada, os receptores TAM capturam os complexos virus-Gas6/ProS e melhoram
a internalizacdo de virus através de mecanismos ainda desconhecidos. Paralelamente, esses
complexos também ativam os receptores TAM, que recrutam o receptor de interferon (IFNAR)
para induzir a expressao do supressor da sinalizacdo de citocinas (SOCS) 1/3, inibindo assim
as respostas antivirais inatas e facilitando a replicacdo (PERERA-LECOIN et al., 2014). Outros
mecanismos de evasdo tém como alvo os peroxissomos. Os virus DENV e WNV direcionam
as proteinas do capsideo para membranas peroxisosomais, onde eles interagem com o fator de
biogénese Peroxina (PEX) 19, causando uma reducdo de quase 40% no numero de
peroxissomos e, consequentemente, inibindo a expressao de interferon do tipo 11l (YOU et al.,
2015). O ZIKV, outro membro da familia Flavivirus, altera os numeros de peroxissomo por
meio de um mecanismo diferente: a proteina viral NS2A localiza-se em peroxissomos e interage
com PEX19 e PEX3 para inibir a biogénese do peroxissomo. Embora isso ndo tenha sido
totalmente associado a modulacdo imunoldgica, é provavel que o ZIKV iniba a sinalizacédo
peroxissdmica de maneira semelhante aos membros da familia DENV e WNV. (COYAUD et
al., 2018).
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1.1.7. Patogénese do Zika

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

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

Além disso, a infeccdo interrompe a homeostase metabolica celular, o que favorece a
replicacdo viral nas células infectadas (ALLONSO et al., 2015; FONTAINE et al., 2015;
TIWARI et al., 2017). O perfil global de expressdo génica de diferentes linhagens celulares

infectadas, incluindo a microglia, revelou diferencas significativas nos processos metabolicos
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do hospedeiro (TIWARI et al., 2017). Foi demonstrado que a infec¢do pelo ZIKV induz a
reprogramacao do metabolismo da gliclise, a fim de apoiar a sintese de proteina e RNA virais
(FRUMENCE et al., 2016). Na infeccdo de celulas da glia, foi observado um aumento da
expressao de superdxido dismutase 2 (SOD2) mitocondrial, um gene anti-oxidante, em resposta
a0 estresse oxidativo elevado, além de modular o metabolismo celular nas células neuronais
com base nos estagios de diferenciacdo. Por outro lado, as proteinas acessérias NS4A e NS4B
do ZIKV, induzem a ativacdo do p53 e a inibi¢do da via da rapamicina em mamiferos (MTOR)
em células-tronco neuronais, levando a diferenciacdo prematura, apoptose e exaustdo celular,
colaborando com a inibigdo da neurogénese, com o aumento da replicagdo viral e com a
patogénese neuroldgica associada (Figura 9) (ROTHAN etal., 2019; TRICARICO et al., 2017).
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Figura 9. Duas proteinas do ZIKV, NS4A e NS4B, inibem a sinalizacao de Akt-mTOR, bloqueiam
a neurogénese e promovem a autofagia. A sinalizacdo de Akt-mTOR €é uma das vias essenciais para 0
desenvolvimento do cérebro e para a regulacdo da autofagia, a qual também € um mecanismo ativo de
protecéo celular contra a infecgdo viral. A ativacdo de mTOR pela sinalizacdo de Akt e MAPK suprime
a autofagia, e a inativacdo de mTOR pela AMPK e sinalizagdo de p53 promovem autofagia. Os virus
tentam, assim, modular a autofagia para beneficiar seus ciclos de vida e estabelecer infeccao persistente.
A infeccdo do ZIKV em células-tronco neurais fetais humanas causa inibicdo da via Akt-mTOR, levando
a neurogénese defeituosa e a ativacdo aberrante da autofagia. Adaptado de Liang et al., 2016.
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1.1.8. Virus Zika e o Sistema Nervoso Central

O ZIKYV foi detectado nos cérebros post-mortem de fetos microcefélicos ou natimortos e
no CSF de adultos encefaliticos, indicando que o virus invade de alguma forma o SNC
(CARTEAUX etal., 2016; MLAKAR et al., 2016). De fato, numerosos estudos indicaram que
0 ZIKV ¢é neurotropico. RNA viral foi detectado no cérebro de camundongos inoculados por
diferentes vias, também em organdides cerebrais infectados in vitro, e no CSF de macacos
rhesus infectados (ALIOTA et al., 2016; CUGOLA et al., 2016; GARCEZ et al., 2016). A
linhagem brasileira do ZIKV (ZIKVee243) pode infectar o feto, causando restricdo no
crescimento intrauterino, incluindo sinais de microcefalia em camundongos. Por outro lado,
achados clinicos e epidemiolégicos apontaram uma possivel correlacdo entre a infecgdo pelo
ZIKV e o aumento de casos de manifestacbes neurologicas semelhantes a GBS (CAO-
LORMEAU, 2014; VAN DEN BERG et al., 2014). A linhagem africana (ZIKVwmr7ss) também
foi capaz de infectar in vitro células-tronco humanas pluripontentes (PSCh) derivadas de NPCs,

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

A infecgdo pelo ZIKV foi associada a anormalidades cerebrais graves, como a Sindrome
Congénita do ZIKV (SCZ), em recém-nascidos (CHIMELLI et al., 2017; DEL CAMPO et al.,
2017; SCHULER-FACCINI et al., 2016). A SCZ se caracteriza por microcefalia e outras
anormalidades, como defeitos visuais, deficiéncia auditiva, deformidades esqueléticas e
epilepsia, e ocorre em 6% a 12% dos casos de gestantes infectadas pelo ZIKV (FRANCA et al.,
2016). Estas observagdes sugerem que a infeccdo pelo ZIKV durante a gravidez nao é
completamente responsavel pelo fen6tipo da SCZ e outros fatores de suscetibilidade podem
estar envolvidos. Estudos realizados por Mc Grath e colaboradores demonstraram que NPCs de
diferentes individuos poderiam responder diferentemente a infeccdo pelo ZIKV. Isto foi
observado pela modulacdo diferencial das vias de sinalizacdo intracelular, especialmente as
relacionadas a imunidade inata, ciclo celular e sinalizacdo pela via mTOR (MCGRATH et al.,
2017).

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

Jurado e colaboradores investigaram o papel da deficiéncia de IFNAR em células
hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas em um modelo de infecgdo por ZIKV em camundongo.
Estes pesquisadores demonstraram que a resposta do IFN por células ndo hematopoiéticas era
essencial para protecdo contra disseminacdo viral no cérebro, a ruptura da BHE e a
neuropatologia induzida pelo ZIKV. Ja a paralisia induzida pelo virus foi dependente da
infiltracdo de células LT CD8" no cérebro, indicando que a infiltracdo de leucdcitos devido a
ruptura da BHE pode ser um fator relevante na neuropatogénese. A inoculacdo de ZIKV no 14°
dia do periodo embrionario, em camundongos C57BL/6, afetou o desenvolvimento
neurovascular, resultando em microcefalia pds-natal e dano cerebral. A anélise dos cérebros no
periodo pos-natal indicou um aumento significativo na densidade e didmetro dos vasos no
cortex cerebral, com evidéncias de permeabilidade da BHE. Além disso, os cérebros exibiram
extensa ativagdo microglial, astrogliose e altos niveis de IL-1p e TNF-a, sugerindo que uma
resposta imune excessiva também pode prejudicar o desenvolvimento neurovascular, levando
ao aumento da permeabilidade da BHE e danos cerebrais (SHAO et al., 2016). Os mediadores
produzidos apos a ativacdo da BMEC ou apds o dano no SNC afetam a funcéo dos astrocitos.
Além disso, essas células podem ser diretamente infectadas e ativadas por virus, promovendo
uma resposta denominada astrogliose, no qual h& producdo citocinas, quimiocinas,
prostaglandinas e 6xido nitrico (NO) (CHANG et al., 2015; HUSSMANN et al., 2012). Esses
mediadores modulam a angiogénese, afetam a expressao e organizacao das proteinas de juncao
celular, restringem ou estimulam a infiltracdo de leucdcitos e causam impacto na funcédo
neuronal (ARGAW et al., 2012; SOFRONIEW, 2015; ZAMANIAN et al., 2012). Assim,
insultos como infeccdo viral e inflamacéo podem estimular as BMECs, astrocitos, microglias e
outras células a secretarem mediadores que afetam a integridade da BHE e a funcdo do SNC
(ALVAREZ; KATAYAMA,; PRAT, 2013; ARGAW et al., 2012; FABRY et al., 1995;
HEINEMANN; KAUFER; FRIEDMAN, 2012).

Dada a natureza sistémica da infeccdo por flavivirus e a funcédo fisiologica da BHE,
acredita-se que a ruptura da barreira seja um evento determinante que precede a invaséo viral.
Um ponto importante que sustenta essa concepcao € que as BMECs, que séo 0s principais tipos
celulares na BHE, sdo suscetiveis a todos os flavivirus neurotrépicos (JEV, WNV e ZIKV) e a
infeccdo induz a apoptose (DA CONCEICAO et al., 2013; LAZEAR et al., 2015; PAPA et al.,
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2017a; VERMA et al., 2009; WANG et al., 2008a, 2008b). Porém, evidéncias crescentes
sugerem que os flavivirus também podem alcancar o SNC cruzando a BHE sem rompé-la. A
liberacdo basolateral de particulas infecciosas ap0s a replicacao do virus em BMECs foi descrita
em diferentes modelos experimentais, nos quais nenhum efeito citopatico significativo foi
detectado (PAPA etal., 2017a; VERMA et al., 2009). Sugere-se que o ZIKV pode atravessar a
barreira endotelial como virus livre de células ou também pode atingir o SNC como particula
associada a células, através de um mecanismo chamado “cavalo de Troia”. Neste contexto, os
leucdcitos periféricos infectados transmigram através da camada de células endoteliais e
liberam virus dentro do SNC. Ap6s a entrada no cérebro por qualquer uma das vias descritas, 0s
flavivirus podem infectar os astrdcitos, microglias, pericitos e neurdnio. A infeccdo dessas
células, especialmente astrdcitos e microglias, induz a liberacdo de mediadores inflamatorios e
metaloproteinases que medeiam a regulacdo negativa de proteinas de jungéo celular, resultando
em aumento da permeabilidade (MUSTAFA et al., 2019). A invaso viral no SNC por todos
esses mecanismos é frequentemente seguida por infiltracdo de leucécitos. Tanto a replicacédo
viral em neurdnios quanto a resposta inflamatdria local desencadeada posteriormente foram
relatadas como sendo relevantes na neuropatogénese da infeccédo por flavivirus. A inflamacao
subsequente induzida apds a invasdo do SNC pelo virus também pode contribuir para a
degradacéo da BHE e amplificar todo o processo (DOUAM etal., 2017; Lletal., 2015; LUCAS
et al, 2018, ROE et al, 2012; VELANDIA-ROMERO; ACOSTA-LOSADA,
CASTELLANOS, 2012; WANG et al., 2018).

A infecgdo pelo ZIKV induz neuroinflamag&o na microglia, culminando na producdo de
IL-6, TNF-a, IL-1B, IFNs, 6xido nitrico sintase (iNOS) e NO. A expressdo dessas citocinas foi
detectada no tecido cerebral fetal primario de pacientes infectados pelo ZIKV (LUM et al.,
2017). Por outro lado, confirmam e ampliam a observacdo de que a infeccdo por flavivirus
induz a producdo de uma ampla gama de mediadores pré- inflamatérios pelas células
microgliais, como mostrado anteriormente em um modelo animal experimental de JEV
(GHOSHAL et al., 2007). Ja foi mostrado que a infeccdo pelo ZIKV é capaz de desregular a
progressdo do ciclo celular e induzir apoptose, aléem de causar morte neuronal através da
producéo de altos niveis de NO, o que pode contribuir com os distdrbios neurolégicos causados
pelo ZIKV (BROWN; VILALTA, 2015; GARCEZ et al., 2016; LI et al., 2016a; TANG et al.,
2016). O acumulo de citocinas e quimiocinas consistente com a forte resposta inflamatoria,
contribui para o dano tecidual, e tem sido hipotetizado como causador das doencgas autoimunes
decorrentes da infeccdo pelo ZIKV, como a GBS (CAO- LORMEAU et al., 2016). Por fim,
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pode-se destacar o importante papel da microglia na neuroinflamacéo e no metabolismo lipidico
durante a infeccdo pelo ZIKV. A sintese de metabdlitos lipidicos por essas células pode
contribuir para a producdo de citocinas pré-inflamatorias que desempenham um papel crucial

na neuroinflamacdo induzida pelo ZIKV (DIOP et al., 2018).

1.1.8.1 SNC e Microglias

As micrdglias distribuem-se no encéfalo e na medula espinhal, representando cerca de 5
a 20% de todas as células da glia. Em contraste com as outras celulas da glia, a microglia tem
origem mesodérmica, derivando da linha hematopoiética (GRAEBER; STREIT, 2010; HUBER
et al., 2013; SAIJO; GLASS, 2011). Sua morfologia é distinta quando comparada com 0s
macrofagos presentes em outros tecidos, apresentando muitos prolongamentos finos e curtos, o
que permite uma elevada area de contacto com o meio circundante. Esta morfologia ramificada
reflete o estado residente da microglia. Por outro lado, em condicGes de fagocitose, frente a uma
lesdo do SNC, adquirem uma morfologia semelhante a dos macréfagos, esférica e sem
prolongamentos, contendo numerosos vacuolos fagocitarios, sendo designada micrdglia ativada
ou microglia amebdide (BOCHE; PERRY; NICOLL, 2013). Porém, embora a ativacdo
microglial possa ser acompanhada por altera¢cGes morfoldgicas, ndo se pode prever com precisao
afuncdo que esta sendo realizada por uma célula microglial somente analisando sua morfologia
(GORDON; MARTINEZ, 2010; MOSSER; EDWARDS, 2008; SCHWARTZ et al., 2006).

Durante o desenvolvimento encefalico, a micrdglia dé suporte a sinaptogénese através da
sintese de fatores neurotréficos, da regulagdo e remodelamento da transmissdo sinaptica
(POLLARD, 2004). Além disto, auxilia na sobrevivéncia dos neur6nios através da liberacao de
diversos fatores, como o Fator de Crescimento do Nervo (NGF), o Fator de Crescimento
Transformador-f (TGF-p), entre outros (SAIJO; GLASS, 2011). Por fim, a microglia também
auxilia a remielinizacéo, a oligodendrogénese e a angiogénese, além de controlar diretamente a
morte neuronal (OUSMAN; KUBES, 2012). Por outro lado, sabe-se que a atividade neuronal e
0 seu microambiente controlam o estado quiescente da micrdglia, e a sua propria atividade é
alvo da superviséo neuronal. Os neurdnios suprimem a ativacdo da micrdglia por intermédio
do contato célula-a-célula, através da liberagdo de moléculas como, por exemplo, o ligante da
quimiocina CX3C (CX3CL1) e, ainda, por proteinas regulatorias expressas na sua superficie,
como CD47, CD200, CD22 (SAIJO; GLASS, 2011). Além disso, as microglias séo as
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principais células imunes no SNC, sendo consideradas os macrofagos do SNC, pois podem ser
ativadas por uma ampla variedade de estimulos patoldgicos, incluindo trauma, inflamacéo,
degeneracdo e isquemia, além de fatores fisicos, como radiacdo eletromagnética, radiacédo
ionizante e infrassom (GIULIAN et al., 1989; GONZALEZ-SCARANO; BALTUCH, 2002;
ITO etal., 1998, MCGEER; MCGEER, 1995; MOORE; THANQOS, 1996).

O método cléssico de classificagdo de macrofagos foi aplicado a microglia, categorizando
0s estados de ativagcdo como M1 (pré inflamatorio) ou M2 (anti-inflamatério), conforme a
figura 10 (BOCHE; PERRY; NICOLL, 2013; LOANE; KUMAR, 2016; YOUNGER et al.,
2018). A micrdglia M1 sintetiza mediadores pro inflamatorios, como TNF-a, IL-6, NO e ROS
(DING; NATHAN; STUEHR, 1988). Ja a microglia M2, que produz citocinas anti-
inflamatorias como a IL-10, promove a remodelacdo da matriz extracelular, angiogénese,
reparo tecidual e regeneracdo (SICA et al., 2006). A mudanga de um estado inflamatdrio agudo
para anti-inflamatério, leva ao reparo tecidual e a homeostase, enquanto uma resposta
inflamatdria prolongada e ndo resolvida resulta na morte das células neuronais, causando dano
tecidual e, em Jultima andlise, o inicio de doengas neurodegenerativas (CHERRY:;
OLSCHOWKA; O’BANION, 2014; GLASS et al., 2010; JHA; LEE; SUK, 2016). Nas doencas
neurodegenerativas, a inflamacdo causada pela microglia tem sido relatada como a principal
causa de comprometimento cognitivo. (HANISCH; KETTENMANN, 2007; JHA; LEE; SUK,
2016).
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Figura 10. Marcadores de ativacdo microglial decorrente de lesdo cerebral. A imagem retrata 0s
dois estados de ativacdo microglial: M1 e M2, e seus respectivos marcadores de identificagdo. Adaptado
de Younger et al, 2018.

Os marcadores mais usados na identificacdo da microglia sdo o cluster de diferenciagédo
45 (CD45), CD11b, CD68 (também denominado macrossialina), MHC-Il e a Molécula
Adaptadora de Ligacdo ao Calcio lonizado 1 (Iba-1) (BOCHE; PERRY; NICOLL, 2013).

CD68 é uma glicoproteina transmembranar lisossomal/endossomal de 110 kDa expressa nas
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celulas da linhagem hematopoiética mieldide, incluindo a microglia, sendo regulada pela via
MTOR (HOLNESS; SIMMONS, 1993; MATSUMOTO et al., 2007; SHEN; SIDIK;
TALBOT, 2016). A microglia quiescente expressa niveis baixos de CD68, porém sua
expressdo sofre acentuada elevacdo na micrdglia ativada em todo o cérebro, sendo
frequentemente usado como um marcador de ativagdo microglial (TANAKA et al., 2013; VAN
VLIET et al., 2012). Porém, Zhao e colaboradores observaram um aumento de CD68 sem o
correspondente aumento da expressdo de citocinas inflamatdrias, o que indica que a micréglia
ativada ndo necessariamente apresenta perfil inflamatério (ZHAO et al., 2018). Assim como 0
CD68, 0 MHC-11, expresso por todas as células apresentadoras de antigeno, também tem baixa
expressdo na micrdglia quiescente, elevando na micrdglia ativada (GRAEBER;
SCHEITHAUER; KREUTZBERG, 2002; OUSMAN; KUBES, 2012). J4 Ibal é uma
proteina de 17 kDa de expressdo constitutiva especifica da micrdglia, também regulada
positivamente durante as respostas reativas, que possui um papel importante na mobilidade
celular e fagocitose (IMAl et al., 1996; ITO et al., 2011; OHSAWA et al., 2000).

1.2. Receptores Ativados por Proliferadores Peroxissomais (PPARS)

PPARs sdo fatores de transcricdo da familia de receptores nucleares controladores de
varios genes envolvidos no metabolismo de lipideos que, por sua vez, estdo envolvidos na
proliferacdo celular, nas respostas inflamatdrias, na aterosclerose, na carcinogénese, na
lipogénese, na sensibilidade a insulina e oxidacdo de &cidos graxos. Esses receptores foram
classificados em trés isoformas: PPARa, PPARy e PPARP/3. Os PPARs possuem trés dominios
principais: 0 amino terminal, o de ligacdo ao DNA (DBD) e o de liga¢do ao ligante (LBD). Uma
pequena regido de dobradica une o DBD a LBD (BERGER; MOLLER, 2002; DESVERGNE;
WAHLI, 1999).

O dominio amino terminal é bastante variavel, tanto em sua sequéncia como no seu
tamanho, entre os receptores nucleares. Essa regido tem funcgéo transcricional independente da
presenca de um ligante, e é chamada de funcdo de ativacdo 1 (AF-1). O DBD é a regido mais
conservada entre todos os receptores nucleares. Este dominio esta localizado na regido central
do receptor e € organizado por dois segmentos estruturais que possuem dominios dedos de
zinco. Eles sdo separados por uma sequéncia de 15 a 17 aminoacidos, em que 0s trés primeiros

aminoéacidos do primeiro dedo (caixa P ou P-box) sdo responsaveis pelo reconhecimento da
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regido do DNA onde cada receptor se ligara. Essa regido é chamada de elemento responsivo.
No segundo dedo de zinco, h& uma sequéncia de cinco aminoacidos (caixa D ou D-box). Esta
regido é importante para a dimerizacdo do receptor. J4 o LBD, é menos conservado e varia de
acordo com o receptor nuclear. Este dominio esta localizado na regido carboxi-terminal do
receptor e é responsavel pela homodimerizacdo ou heterodimerizacdo do receptor, pela
interagdo com proteinas co-repressoras e co-ativadoras no ndcleo, além de conter uma regido
chamada de funcdo de ativacdo 2 (AF-2) que, apds a ligacao do ligante, permite a formacéo de
um complexo proteico envolvido na ativacdo da transcricdo (BARRA et al., 2005; EVANS,

2005). A figura 11 mostra a representacdo esquematica de um receptor nuclear.
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Figura 11. Modelo da estrutura do receptor nuclear. Modelo estrutural de um receptor nuclear
mostrando as diferentes regides da proteina: dominio de ligagdo ao DNA (DBD); regido responsavel
pelo reconhecimento do elemento responsivo ao DNA (P-box); regido responsavel pela dimerizagédo do
receptor (D-box); dominio de ligacéo ao ligante (LBD); funcgdo de ativacdo 1 (AF-1); regido de dobradica
(Hinge); fungdo de ativacdo 2 (AF-2) e regido relacionada ao recrutamento de fatores transcricionais
apos a ligagdo do ligante ao receptor. Adaptado de Evans, 2005.

Por serem fatores ligante-dependentes que regulam a expressdo génica, 0s PPARs
precisam formar um heterodimero com o receptor do acido 9-cis- retindico (RXR). O
heterodimero PPAR/RXR pode ser formado na auséncia de ligante, ficando inativo. Quando o
ligante se liga ao heterodimero PPAR/RXR, ocorre a ativacdo da transcricdo de genes
especificos por meio da ligacdo do heterodimero ao elemento responsivo do PPAR (PPRE)
(Figura12) (BERGER; MOLLER, 2002; FEIGE et al., 2006). Ja foi demonstrado que a ativagao
do PPARYy atenua a inflamagdo associada a insultos neuroldgicos crénicos e agudos, o0 que

despertou interesse sobre o potencial terapéutico de agonistas do PPAR em condi¢fes agudas,



49

como acidente vascular cerebral, leséo medular e lesdo cerebral traumatica, na qual a
inflamacdo maciga desempenha um papel prejudicial. As Tiazolidinedionas (TZDs), como a
Rosiglitazona, sdo potentes agonistas exogenos de PPAR, devido as suas propriedades
sensibilizantes a insulina. A Rosiglitazona ¢ um farmaco agonista especifico de PPARYy, para o
tratamento de diabetes tipo 2. Kapadia e colaboradores mostraram que os TZDs induzem
neuroprotecado significativa em modelos animais de isquemia focal e lesdo medular. As a¢Oes
benéficas dos TZDs foram observadas como dependentes e¢ independentes de PPARy. O
principal mecanismo de neuroprotecdo induzida por TZD parece ser a prevencdo da ativacao
microglial e da expressdo de quimicocinas e citocinas inflamatorias, como TNF-a ¢ IL-6.
Também demonstrou-se que as TZDs impedem a ativacdo de fatores de transcrigdo pro-
inflamatdrios, a0 mesmo tempo que promovem 0s mecanismos antioxidantes no SNC lesado
(KAPADIA, 2008).
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Figura 12. Mecanismo de acdo do PPAR. O heterodimero PPAR/RXR, na auséncia de ligante, fica no
estado inativado e ligado ao correpressor (Sem ligante). Esse correpressor esta associado a enzima
histona deacetilase (HDAC), que mantém a histona em um estado hipoacetilado, mantendo o DNA
compactado. Os fatores nucleares de mudanca nos correpressores (NCoEx), TBL1 e TBLR1, também
estdo ligados ao receptor. Na presenca do ligante, NCoEX recruta a enzima de conjugacgéo ubiquitina E2
(UbcH5), juntamente com a maquinaria de ubiquitinagdo, para induzir a ubiquitinacdo e,
subsequentemente, a degradagéo proteossomal do correpressor (Com ligante: passo 1). Assim, 0 NCoEx
facilita a saida do correpressor, possibilita o recrutamento eficiente e a ativagdo transcricional (Com
ligante: passo 2). Adaptado de Feige, 2006.

Esta bem demonstrado que alguns receptores nucleares, como receptor de glicocorticéide
e os PPARs a, B/ e y, modulam a resposta inflamatéria em diversos tecidos, incluindo
macrofagos e células do sistema nervoso (BRAISSANT et al., 1996; FORMAN; CHEN;
EVANS, 1997; ISSEMANN; GREEN, 1990). Estes receptores desempenham um papel crucial
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no controle da resposta inflamatdria pela inibicdo da expressdo de genes pré-inflamatérios. A
ativacdo da sinalizagdo dos PPARs, particularmente das isoformas o e 7y, pode suprimir
diretamente a resposta inflamatdria através da inibicdo da via NF-xB, por meio da ligacdo as
suas subunidades, p50 e p65 (ROSSI et al., 2000). Além da supressdo direta, PPAR pode
também inibir a via NF-xB indiretamente, competindo com seus coativadores transcricionais,
como por exemplo p300/CBP, regulando positivamente o inibidor kappa B (IkB), ou ativando
a transcri¢do do fator Nrf2, que reduz as moléculas oxidativas necessarias para a ativacéo de
NF-xB (CHUNG et al.,, 2008; DELERIVE et al., 2000; DOWELL et al., 1997; ZHAO;
GONZALES; ARONOWSKI, 2015; ZOLEZZI et al., 2017). Além de NF-kB, PPAR também
regula a transrepresséo das atividades inflamatorias de AP-1, STAT-1 e do fator nuclear de
linfocitos T ativados (NFAT), inibindo assim a expressdo de citocinas pré-inflamatorias,
quimiocinas e moléculas de adesdo, como ICAM-1 e MMP-9 (BERNARDO; MINGHETTI,
2007; CHEN et al., 2003; CHUNG et al., 2008; RICOTE; GLASS, 2007; WANG et al., 2010).

Adicionalmente, as trés isoformas de PPAR podem participar do controle da resposta
inflamatoria, sendo expressos em diversos tecidos, incluindo o tecido nervoso central, estando
presentes no hipocampo, corpo estriado, ndcleo hipotaldamico paraventricular, ganglios da base,
tdlamo e cértex piriforme (MOUNSEY et al., 2015; RICOTE; GLASS, 2007). O receptor
PPARu ¢ expresso em hepatocitos, enterocitos, macrofagos, células endoteliais, linfocitos e em
celulas da glia (TYAGI et al., 2011). Ja a isoforma PPARP/3, é expressa na musculatura
esquelética, adipocitos, pulmdes, pele, macréfagos e cérebro, promovendo o metabolismo de
acidos graxos e reduzindo a expressdo de mediadores inflamatérios e moléculas de adesédo
(TYAGI etal., 2011). O PPARYy ¢ o subtipo mais estudado, possuindo papel central no processo
de diferenciacdo dos adipdcitos, utilizacdo da glicose periférica e sensibilizacdo a insulina. Esta
isoforma é expressa principalmente no tecido adiposo branco e marrom e, em menor grau, em
outros tecidos, incluindo o0 SNC (BRAISSANT et al., 1996; CHAWLA et al., 1994; R1ZZO;
FIORUCCI, 2006). Por outro lado, PPARYy diminui a produgao de citocinas pro-inflamatdrias
em diversos tipos celulares, incluindo monocitos/macrofagos, células endoteliais, células
dendriticas, linfdcitos e micréglia (RICOTE; GLASS, 2007).

Ja foi mostrado que o PPAR-y é expresso na microglia, inclusive na linhagem celular
murina BV2, mediando a atividade antiinflamatdria e induzindo a polarizagdo microglial para
o fenétipo M2 (LI-HUA et al., 2017; MALCHIODI-ALBEDI et al., 2008; PISANU et al., 2014;
SAIO; CROTTI; GLASS, 2013). Em resumo, o PPARYy exerce efeitos neuroprotetores através
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da reducdo das respostas inflamatdrias na microglia e astrocitos, do bloqueio as vias
amiloidogénicas, da indugdo da diferenciacdo neuronal e do crescimento de neuritos, além de
inibir a apoptose, o0 dano oxidativo, a inflamacao e a disfuncdo mitocondrial (CHATURVEDI;
BEAL, 2008; CHIANG et al., 2014; SAIJO; CROTTI; GLASS, 2013; ZOLEZZI et al., 2017).
Vérios estudos confirmam o efeito anti-inflamatorio de PPARy no tratamento da doenga de
Parkinson, da doenca de Alzheimer e da lesdo aguda de medula espinhal (HENEKA,;
LANDRETH, 2007; KAPADIA, 2008; KUMMER; HENEKA, 2008; VAN NEERVEN; MEY,
2007). Inclusive, a inducdo de PPAR-y nas células BV2 tratadas com LPS mostrou efeitos
antiinflamatdrios mediados pela inibigdo da ativagdo da via NF-xB (CHOl et al., 2017; LI-HUA
et al., 2017). Outro estudo mostrou que na microglia ativada por LPS, o PPAR-y foi capaz de
suprimir a expressao de iNOS, COX-2 e citocinas pré-inflamatorias, ao passo que aumentou a
IL-10, uma citocina antiinflamatoria, que regula a polarizacdo de macrofagos M1 para o
fenotipo M2 (LOBO-SILVA et al., 2016). A IL-10 desempenha um papel chave na inibicao,
mediada por PPAR-y, através da inibicdo de STAT-1 dependente de MyD88, a principal
proteina adaptadora para TLRs. Portanto, bloqgueando MyD88 através do eixo PPAR-y/IL-10,
pode-se inibir a sinalizacdo excessiva de TLR e melhorar o resultado da inflamacdo, o que
sugere uma “conversa”’ entre PPARs e TLRs, a fim de regular a resposta inflamatoria em

resposta a diferentes doencas (DANA; VASEGHI; JAVANMARD, 2019).

Jéa as propriedades anti-inflamatérias do PPARa., foram descritas tanto na microglia como
em astrécitos, atenuando a inflamacéo na gliose reativa, reduzindo a producao de éxido nitrico
e de citocinas pro-inflamatéorias (IGLESIAS; MORALES; BARRETO, 2017; RICOTE;
GLASS, 2007). Existem poucos relatos na literatura a respeito da acdo de PPAR sobre as
infeccOes causadas por flavivirus, porém Sehgal e colaboradores mostraram que o fenofibrato,
um medicamento hipolipémico agonista de PPARa, foi capaz de reduzir em 80% a mortalidade
de camundongos infectados com JEV, além de prevenir déficits neuroldgicos nos camundongos
sobreviventes. Alem disso, a administragdo do fenofibrato causou uma reducéo nos titulos

virais, tanto in vitro como in vivo (SEHGAL et al., 2012).
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1.2.1. PPARs, Peroxissomos e Flavivirus

Além de se explorar os mecanismos anti-inflamatérios mediados por PPAR, € importante
citar que este receptor também participa da biogénese de peroxissomos. Apesar da biogénese
peroxissomal ser controlada principalmente pelos genes da peroxina, PPAR é capaz de
sintetizar peroxissomos “de novo” através da fusdo de vesiculas pré-peroxissomicas derivadas
do reticulo endoplasmatico com mitocondrias. Visto que o metabolismo lipidico é alterado
frente a infeccOes virais, e que as infeccdes causadas por flavivirus reduzem o ndmero e a
atividade dos peroxissomos, é possivel que PPAR possa estar envolvido no processo de
manipulacdo da expressdo de peroxissomos induzido durante infecgdes virais. Porém, até o
momento, apenas PPARa ¢ conhecido por induzir a biogénese peroxissomal, enquanto o papel
das isoformas y e /6 na biogénese do peroxissomo permanece controverso (DIXIT et al., 2010;
MARTIN-ACEBES; VAZQUEZ-CALVO; SAIlZ, 2016; SCHRADER et al., 2016). E
importante destacar, ainda, que a via mTOR esta relacionada com a inducdo da expressao de
PPARYy. Thelen e colaboradores demonstraram que a inibicdo de mTOR, que ZIKA ¢é capaz de
fazer, previne a ativagdo de PPARy (THELEN; ZONCU, 2017). Além disso, ja foi mostrado
que o eixo de sinalizagdo mMTOR/PPARY ¢ essencial para a ativagdo metabdlica de acidos graxos
em linfocitos TCD4" ativados (ANGELA et al., 2016).

Os peroxissomos sdo organelas multifuncionais com funcdes no metabolismo celular,
processamento lipidico, citotoxicidade e sinaliza¢do da resposta imune inata (COYAUD et al.,
2018; ODENDALL; KAGAN, 2013; TANNER et al., 2014). O metabolismo peroxissémico é
crucial para o desenvolvimento e a funcdo cerebral adequados, e € sabido que alteracGes
patologicas do sistema nervoso sdo caracteristicas proeminentes da maioria dos distirbios
peroxissdmicos (BERGER et al., 2016). De fato, hd um nimero crescente de estudos sugerindo
gue 0s peroxissomos sdo atores-chave na sinalizacdo antiviral (DIXIT et al., 2010;
ODENDALL; KAGAN, 2013). Além disso, as modificacdes nos niveis plasmaticos e na
atividade peroxissdmica induzidas por virus ja foram descritas a nivel celular (DIXIT et al.,
2010; FAROOQUI; HORROCKS, 2001; MARTIN-ACEBES et al., 2014; SATOH et al.,
1990). You e colaboradores mostraram que a infeccdo por flavivirus, como WNV e virus da
dengue (DENV), resulta em perda significativa de peroxissomos em células de mamiferos por
sequestro dependente da proteina do capsideo e/ou degradacdo do fator de biogénese
peroxissdmico PEX19 (YOU et al., 2015). Existem evidéncias crescentes que mostram que a
infeccdo por DENV altera vias metabolicas, incluindo a biossintese de acidos graxos e B-

oxidacéo, o catabolismo de fosfolipidios e a via do horménio esteroidal, e que essas alteracdes
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especificas no perfil lipidico estdo associados a dengue grave (DURAN et al., 2015; VAN
GORP et al., 2002). Ainda, Coyaud e colaboradores revelaram que a NS2A do ZIKV é
direcionada especificamente para as membranas dos peroxissomos (COYAUD et al., 2018).
Além disso, a infeccdo pelo ZIKV ou a expressdo de isolada de NS2A diminuiram a densidade
dos peroxissomos nas células hospedeiras, e a replicagdo do ZIKV foi significativamente
prejudicada nas células com deficiéncia de peroxissomo. Juntos, esses dados sugerem que 0
NS2A tem como alvo os peroxissomos para remodelar as populacdes de lipidios das células
hospedeiras e/ou efetuar a evasao viral da resposta imune inata do hospedeiro, como ja mostrado
anteriormente para DENV e WNV (YOU et al., 2015).

2. Relevancia da Pesquisa

Nos ultimos anos, o surgimento, ou ressurgimento, de diferentes arboviroses gerou um
alerta global. Um exemplo é o ZIKV, que em 2015 ocasionou um surto epidémico no Brasil, 0
qual se propagou para outros paises da América atingindo mais de 1,5 milh&o de casos, o que
levou a OMS declarar uma emergéncia de satde publica global em fevereiro de 2016 (WHO,
2017). Os primeiros estudos em cérebros de recém-nascidos expostos ao ZIKV no periodo pré-
natal mostraram consequéncias devastadoras, incluindo microcefalia, hidrocefalia, necrose,
calcificacdo periventricular e cortical, astrogliose difusa e ativacdo da microglia, conhecida
como sindrome congénita do Zika (SCZ) (BRITO, 2016). Também foram relatadas outras
alteracdes neuroldgicas, como a sindrome de Guillain-Barré. Apesar da linhagem africana -
ZIKVmRr7e6 - apresentar maiores taxas de infectividade e replicacdo em CPN e induzir maiores
defeitos na proliferacédo e apoptose celular, ndo foram relatados casos de CSZ associados a esta
linhagem. Estes dados, em conjunto com a ocorréncia de CSZ em 6% a 12% das gestantes
infectadas pelo ZIKV, sugere o envolvimento de outros mecanismos patogénicos e fatores de
suscetibilidade. Por outro lado, os receptores nucleares PPARs sabidamente modulam a
resposta inflamatoria, além de participar da biogénese de peroxissomos, organelas que servem
tanto ao hospedeiro, quanto a maquinaria de replicacdo viral (COOK et al., 2019). Ja foi
sugerido que os PPARs podem estar envolvidos no processo de manipulacdo da expresséo
peroxissomos, induzido durante infecgdes virais, porém pouco se sabe sobre a acdo deste
receptor durante infeccdes causadas por flavivirus e ainda ndo existem trabalhos mostrando o
impacto da infeccdo pelo ZIKV nestes receptores. Além disso, as diferengas entre as linhagens

africana e asiatica quanto a viruléncia e patogénese, proporcionam uma oportunidade Unica para
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esclarecer os mecanismos moleculares associados doenga ou protecao, incluindo a contribuicédo
de diferencas de sequéncia na viruléncia, tropismo tecidual, patologia, e evasdo imune. Dentro
deste contexto, um estudo molecular mais aprofundado se faz necessario para esclarecer o papel

de PPAR a e v na infeccdo da microglia BV-2 pelas principais linhagens do ZIKV.

3. Objetivos

Avaliar a expressdo diferencial do receptor nuclear PPAR a e vy, e seus respectivos alvos
nos mecanismos moleculares e imuno-inflamatorios relacionados a infeccdo de células da

micrdglia - BV2 - pelas linhagens africana e asiatica do ZIKV.
3.1. Objetivos especificos

a.  Produzir particulas virais infecciosas das linhagens ZIKVMR766 e ZIKVPE243;

b.  Infectar células de micréglia da linhagem BV-2 com ZIKV e avaliar a citotoxicidade;

c.  Analisar a cinética de replicacdo das linhagens ZIKVPE243 e ZIKVMR766 em BV2;

d.  Avaliar a expressdo de marcadores de ativacdo de células BV2 em resposta a infecgdo
por ZIKVPE243 e ZIKVMR766 comparando com as ndo infectadas;

€. Analisar a expressdo de PPAR a e y, miR-146a e mediadores inflamatdrios nas células
infectadas com ZIKV.

4. Materiais e Métodos

4.1. Cultura de células

Linhagem celular de micrdglia de cérebro de camundongo C57BL/6, BV2, foi comprada
do Banco de Células do Rio de Janeiro (c6digo BCRJ 0356, lote 001228). As células sao semi-
aderentes cultivadas em meio RPMI-1640 (LGC, cddigo: BR30255-05), acrescido de L-
Glutamina 2,05 mM, hepes 25 mM, bicarbonato de sodio 2 g/L e 10% de soro fetal bovino
(SFB — Gibco, codigo: 12657-029), pH 7,4.

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

Células Vero (linhagem celular de epitélio de rim de macaco verde africano) foram
mantidas em meio DMEM high glucose (Dulbecco's Modified Eagle Medium — Gibco, codigo
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31600-026) suplementado com L-glutamina, piruvato de sddio, 2,5% de hepes, 5% de SFB e
1% penicilina- estreptomicina, pH 7,2.
Todas as células foram mantidas em estufa Umida a 37°C com injecdo de 5% de CO2,

com excecdo das C6/36, que foram mantidas em incubadora a 28°C sem CO2.

4.2. Manutencao e propagacéo do virus Zika

Foram utilizados ZIKV provenientes de duas linhagens distintas, a cepa de referéncia
africana isolada de macaco - ZIKVMR766 (ATCC VR1838) - e um isolado humano brasileiro
de Pernambuco - ZIKVPE243 (KX197192) -, gentilmente cedidos pela Dra. Luciana Barros de
Arruda (Instituto de Microbiologia, UFRJ). Para propagacdo viral, células C6/36 ou Vero foram

plaqueadas em garrafas de 75 cm?

overnight até atingirem 70% de confluéncia. As células
foram, entdo, incubadas com os virus em multiplicidade de infec¢do (MOI) 0,01 em 5 mL de
meio TC-100 ou DMEM sem SFB. Apo6s 2h de adsorc¢do viral foi acrescentado 10 mL de meio
TC-100 com 2% de SFB (C6/36) ou 10 mL de meio DMEM com 2% de SFB (Vero). As células
foram mantidas a 28°C (C6/36) e 37°C (Vero). Apos sete dias de infecgdo, os sobrenadantes das
células foram coletados e centrifugados, os pellets foram descartados, os virus foram
concentrados e filtrados em filtro de 0,22 um, e, finalmente, aliquotados e armazenados a -80°C.
Os titulos dos virus estoque foram determinados por ensaio de placa de lise em células Vero

(COELHO et al., 2017).

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

Foram plaqueadas 4x10% células Vero por poco em placas de 24 pocos. No dia seguinte,
se as células apresentassem 70% de confluéncia, prosseguia-se com o ensaio. Em seguida, as
células foram cultivadas com dilui¢Bes seriadas das amostras de ZIKV, em meio DMEM sem
SFB. Apds 2h de incubagéo sob leve agitacdo, os pogos foram lavados com PBS, e 0 meio da
infeccdo foi substituido por meio DMEM com 1,5% de carboxi-metil-celulose (CMC —
ThermoFisher) e 1% de SFB. As placas foram, entdo, incubadas por 5 dias a 37°C. Ap0s esse
periodo, as células foram fixadas com formaldeido 10% overnight e coradas com cristal violeta
1%, diluido em metanol a 20%, por 5 min. As placas de lise formadas foram contadas e o
resultado expresso em log de unidades formadoras de placa por mL (PFU/mL) (CONTRERAS;
ARUMUGASWAMI, 2016).



56

4.4. Infeccéo de BV2 com ZIKV

Células BV2 foram plaqueadas, em duplicata, em placas de 6 pocos, na concentracdo de

2x10% células/iml por poco. No dia seguinte se as células apresentassem 70% de confluéncia
prosseguia-se com o ensaio. Para manter o mesmo nimero de celulas, o sobrenadante é coletado
e centrifugado, para reutilizar o pellet. As células foram lavadas com PBS e infectadas com os
virus ZIKVPE243 ou ZIKVMR766, em MOI de 1, diluidos em apenas 600 pl de meio RPMI
sem soro para aumentar o contato entre célula e virus. Como controle, as células de um par de
pocos foram cultivadas com a mesma quantidade de meio de cultura sem soro. As placas foram
incubadas por 2h a 37°C com leve agitacdo a cada 15 minutos para evitar que alguma parte do
poco seque. Apos a incubacgdo, 0 meio com virus é substituido por meio suplementado com 5%
de SFB. As células sdo coletadas com 24, 48 e 72 horas pos infeccdo (p.i.). Como controle
positivo de inflamacdo, as células sdo submetidas a 18 horas de tratamento com LPS [0,1

mg/ml] e em contato com ATP a 1 mM nos ultimos 30 minutos.

4.5, Ensaio de viabilidade celular utilizando o teste de XTT

BV2 foram plaqueadas em placa de 96 pocos, em triplicata, em uma concentracéo de 10*
células por pogo, infectadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766, como descrito anteriormente,
em MOI de 0,1, 1 e 5. Foi utilizado como controle negativo, células tratadas com meio de
cultura RPMI sem SFB, designadas como “meio”, e tratadas com sobrenadante de células C6/36
ndo infectadas, chamadas de “mock”. Nos tempos de 1 a 7 dias ap6s a infeccao, as células foram
diariamente incubadas com solucdo de 2,3-Bis- (2-metoxi-4- Nitro-5-Sulfofenil) -2H-
Tetrazolium-5-Carboxanilida (XTT) (Sigma- Aldrich) e Phenazine methosulfate (PMS)
(Sigma-Aldrich) por 2 a 4 horas em estufa a 37°C. A metabolizagcdo foi avaliada no
espectrofotdmetro (SpectraMax) a 450 nm de densidade 6tica (OD). Como controle positivo de

morte, foi usado tratamento com 1% de Triton X100.
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4.6. Avaliacdo da replicacéo viral

BV2 foram infectadas com os virus ZIKVPE243 ou ZIKVMR766. Apos o periodo de
adsorcéo do virus, um poco foi lavado com meio, que foi armazenado a -80°C e processado
junto com as amostras para ser o controle de input, tempo 0 de infeccdo. A cinética de replicacao
viral em BV2 foi avaliada por RT-qPCR, nos tempos de 0, 8, 16, 24, 48 e 96 horas p.i., e ensaio
de plaque, com os sobrenadantes dos tempos de 0, 16, 24, 48, 96, 120, 144 e 168 horas p.i.. Para
anélise de RNA viral intra e extracelular, extrato de células e sobrenadantes foram recolhidos
para realizar a extracdo do RNA total pelo reagente LS TRIzol (Ambion), seguindo as
recomendag0es do fabricante. Para realizar o ensaio de transcrigéo reversa (RT PCR) do RNA,
foram utilizados 7,1 pL do RNA total obtido do sobrenadante. A concentracdo de RNA extraido
do pellet foi quantificada e normalizada para uma quantidade entre 1-2 ug, de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Esse material foi misturado a 2,9 pLL do mix do kit High-Capacity
cDNA Kit (Applied Biosystems), que utiliza oligonucleotideos iniciadores randémicos,
seguindo o protocolo do fabricante, o qual segue 0s seguintes parametros no termociclador
(Bio- Rad): 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C.
Posteriormente, 5 uL. do DNA complementar (cDNA) obtido foi submetido a PCR quantitativa
em tempo real (qQPCR) para quantificagdo do RNA utilizando o kit TagMan Universal Master
Mix (Applied Biosystems). A reacdo foi realizada no aparelho StepOne Plus Real Time PCR
System (Applied Biosystems) com os seguintes ciclos: 50°C por 2 minutos e 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto para ambos 0s virus. Foi
utilizada uma curva padrdo com diferentes concentragdes de PFU para determinar a
concentracdo equivalente de RNA. Os valores obtidos foram normalizados a partir da divisdo
pelos valores de input. Os primers utilizados estdo descritos no quadro 1. Para andlise da
concentragdo de particulas virais infecciosas, os sobrenadantes recolhidos das infecgdes com
virus ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 foram utilizados no ensaio de titulagdo por placa de lise de

acordo com o procedimento descrito anteriormente.
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4.7. Quantificagdo da expressio de  PPARy e mediadores
inflamatdrios em BV2 infectadas, com e sem tratamento com
Rosiglitazona

BV2 foram plagueadas em placa de 6 pogos, em uma concentragdo de 5x10* células por
poco, e infectadas com ZIKVpez43 0u ZIKVMmr766, COMO descrito anteriormente. Apds 12, 24, 48
e 72 horas, o extrato celular foi recolhido para extracdo de miRNA e mRNA com o kit mirVana
PARIS (Protein and RNA Isolation System - Invitrogen, codigo AM1556), que separa 0S
miRNAs dos RNAs >200nt da amostra, e ambos sdo eluidos em agua livre de nucleasse e de
inibidores de PCR. Para o experimento de infeccdo com tratamento de Rosiglitazona, as células
BV2 foram plaqueadas e infectadas por ambos os isolados conforme descrito anteriormente,
porém imediatamente apds a infeccdo as células foram tratadas com Rosiglitazona em trés
concentragdes diferentes: 10°, 10° e 107" M. Ap6s 48 horas de tratamento, o extrato celular foi
recolhido para extragdo de mMRNA com o kit GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit
(Sigma-Aldrich, codigo RTN70). Para garantir uma étima performance do ensaio, as amostras
de mRNA extraidas foram corridas em gel de agarose livre de RNAse para garantir que estavam
integras e nao contaminadas com DNA, e esse resultado € extrapolado para o seu
correspondente miRNA. A concentragdo de mRNA e miRNA extraidos do péllet foi
quantificada no fluorimetro Quantus (Promega) e normalizada para uma quantidade de 2 pug para

MRNA e 10 ng para miRNA, de acordo com as recomendacdes do fabricante.

O mRNA foi misturado a 5,8ul. do mix do kit High-Capacity cDNA (Applied
Biosystems), que utiliza oligonucleotideos iniciadores randdémicos, seguindo o protocolo do
fabricante como descrito anteriormente. O cDNA obtido foi diluido para concentracdo de
10ng/uL e 1 pL da diluigdo foi submetida & gqPCR. Para quantificar a transcri¢do de TNF-a, IL-
6, IL-10, TRAF6 e CD68 foi utilizado o kit PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems). A reacéo foi realizada no aparelho StepOne Plus Real Time PCR System (Applied
Biosystems) com os seguintes ciclos: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de
95°C por 15 segundos, 55°C por 30 s e 60°C por 1 minutos, seguido de 95°C por 15 segundos.
Para o ensaio, foram utilizados os primers descritos no quadro 1. A quantificacdo de GAPDH
foi utilizada para padronizar a quantidade de celulas extraidas por ser um controle endégeno de
expressdo celular. Para quantificar a expressdo de PPAR a e y foi utilizado o kit TagMan
Universal Master Mix (Applied Biosystems), e o primer comercial da ThermoFisher. A reacéo
foi realizada no aparelho StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems) com 0s
seguintes ciclos: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos
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e 60°C por 1 minuto. A quantificagdo de f-actina foi utilizada para padronizar a quantidade de
células extraidas por ser um controle enddgeno de expresséo celular. Os valores de expressdo
relativa dos alvos em células infectadas foram normalizados a partir dos valores atingidos pelo
controle enddgeno celular e pelo controle negativo de infeccdo (mock) por calculo de AACT,

corrigido com o valor da eficiéncia (PFAFFL, 2001).

Ja 0 miR-146a foi misturado a 7 uL. do mix TagMan® MicroRNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems), que ndo utiliza oligonucleotideos iniciadores randémicos. Por isso,
cada amostra € submetida a uma reacdo de transcricdo reversa com primers especificos do
microRNA que se deseja quantificar. Para a RT-PCR, segue 0s seguintes parametros no
termociclador: 16°C por 30 minutos, 42°C por 30 minutos, 85°C por 5 minutos e 4°C.
Posteriormente, 1 uL. do cDNA obtido foi submetido a qPCR utilizando o kit TagMan Universal
Master Mix (Applied Biosystems), e o primer comercial da ThermoFisher. A reacdo foi
realizada no aparelho StepOne Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems) com 0s
seguintes ciclos: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos
e 60°C por 1 minuto. Os valores obtidos de expresséo génica foram normalizados a partir dos
valores adquiridos do pequeno RNA nuclear endégeno U6 e controle negativo de infecgdo
(mock) por calculo de AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.8. Andlise Estatistica

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

considerados significativos.

4.9. Analise qualitativa de CD68, Iba-1 e MHC-II por imunocitoquimica

Células BV2 foram plaqueadas por triplicata em laminulas de vidro na placa de 24 pogos,
na concentragdo de 5x10* células por poco. As células foram infectadas com ZIKVpe243 OU
ZIKVwmr766, MOI 1. Como controle negativo, as células foram cultivadas nas mesmas condigdes

ja descritas anteriormente, ja o controle positivo foi acrescido apenas de LPS. Para toda placa
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ser fixada no mesmo dia, foi feita a infecgdo em tempo reverso, ou seja, infectamos a placa por
trés dias consecutivos. Assim, ao final do ultimo dia, obtem-se pogos com células infectadas a
24, 48 e 72 horas. Toda a placa foi lavada delicadamente com PBS aquecido a 37°C e todos 0s
pocos foram fixados com paraformaldeido (PFA) a 4% a temperatura ambiente overnight. As
células foram permeabilizadas durante 4 min em PBS com 0,2% Triton X-100 e bloqueadas
durante 30 min com 3% de BSA (Invitrogen) em PBS. Depois, as células foram incubadas
overnight com os anticorpos primarios anti-Ibal (Wako, codigo 019-19741) diluido 1:1000,
anti- CD68 (Bio-Rad, MC1957) diluido 1:100 e com anti-MHC Il conjungado com PE
(amarelo) (eBioscience, ref. 12-5322-81) diluido 1:1000. Em seguida, as células foram
marcadas com o0s anticorpos secudarios com fluorescéncia AlexaFluor488 (verde) e
AlexaFluor647 (rosa). Todas as incubacGes foram seguidas por lavagem extensiva com PBS.
Para corar os nucleos, usamos meio de montagem contendo 4,6-diamidino-2- fenilindole
(DAPI) (azul) (Vectashield - Vector Laboratories). A microscopia de fluorescéncia foi realizada
toda ao mesmo tempo, com as mesmas solucdes de anticorpo e todas as fotos foram tiradas com
0s mesmos ajustes do microscopio confocal Zeiss 710 equipado com uma objectiva de 63x e

sistema de imagem digital (cAmera Roper Scientific e software Zen Black).

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

Primer Orientacdo Sequéncia

1086 Senso 5’- CCGCTGCCCAACACAAG - 3’

ZIKV Anti-senso 5 - CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT -3’

ﬂg;c Sonda FAM 5'-AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA-3

GAPDH Senso 5’- AAGGGCTCATGACCACAGTC -3
Anti-senso 5’- CAGGGATGATGTTCTGGGCA -3’

IL-6 Senso 5’- TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC -3’

Anti-senso 5’ -TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC -3’

TNF-a Senso 5" — CCCTCACACTCAGATCATCTTCT -3
Anti-senso 5’ — GCTACGACGTGGGCTACAG - 3’

TRAF 6 Senso 5" — AAGATTGGCAACTTTGGATG -3’
Anti-senso 5’ -~ GTGGGATTGTGGGTCGCTG - 3’
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5. Resultados e Discussao

5.1. Producéo de Zika Virus.

A linhagem do virus brasileiro isolado em Pernambuco - ZIKVpg243 (KX197192) —foi
propagada em células de mosquito C6/36. Ja a linhagem de referéncia africana - ZIKVmrzes
(ATCC VR1838) — foi produzida e titulada em células de macaco Vero. Os titulos obtidos foram
6x10° PFU/mL, como ilustrado na Figura 13, e 3,5x10” PFU/mL, respectivamente.

Figura 13. Titulacdo do ZIKV por ensaio de placa de lise (PFU). Imagem representativa de um ensaio
em que células Vero foram infectadas por duplicata com diluicdes seriadas do ZIKVpe243 (10%-107). O
controle negativo foi tratado com sobrenadante de C6/36 sem virus. Apés incubagéo de 5 dias, 0 meio
semissélido imobiliza a particula infecciosa e sua descendéncia a infectar apenas as células vizinhas e
formar placas de lise celular contaveis. As placas de lise sdo zonas com células destruidas pela infeccao,
e podem ser evidenciadas por coloracdo das células viaveis com corante cristal de violeta 1%, apds a
fixacdo com formaldeido 10% das células aderentes. O resultado é expresso em log de unidades
formadoras de placa por mL (PFU/mI).

5.2. ZIKVpe243 e ZIKVMRr766 NA0 induzem citotoxicidade em células BV2.

Para investigar qual seria a dose infecciosa letal de até 50% das células e escolher a dose
viral a ser utilizada nos experimentos seguintes, foi realizado o ensaio de metabolizacéo de
XTT. As células BV2 foram infectadas com ZIKVpe243 0u ZIKVmr766 cOm MOI de 0,1, 1 e 5,
incubadas com XTT diariamente por um periodo de 7 dias e a metabolizacdo do substrato foi

medida por leitura no espectrofotdmetro.

Como pode ser observado na Figura 14, ndo foram encontradas diferencas significativas
de morte nas BV2 infectadas com ambos os isolados entre os diferentes tempos e MOls testados.
Todas as leituras resultaram em aproximadamente 100% de metabolizacdo do XTT, tanto em

células infectadas, quanto nos controles negativos, designados como meio € mock. Como
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controle positivo, as células tiveram a morte induzida por triton X100 1%, as quais obtiveram
a viabilidade consideravelmente reduzida de forma proporcional a quantidade de células. A
Figura 14A ilustra os resultados de viabilidade de BV2 infectada com ZIKVmr7es, €nquanto a

infecgdo por ZIKVpe243 foi ilustrada na figura 14B.
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Figura 14. Viabilidade celular pelo ensaio de metabolizagdo de XTT. O teste de viabilidade celular
foi realizado com MOls de 0,1, 1 e 5, nos tempos de 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas pos infeccéo
(1 a7 dias p.i.) com o isolado africano ZIKVwmr7es (A.) € com 0 isolado brasileiro ZIKVpe2s (B.). Os
controles negativos foram designados como “meio” (RPMI) e “mock” (sup C6/36). O controle positivo
teve a morte induzida por triton 1%. A porcentagem da viabilidade das células infectadas foi normalizada
através da comparacdo das absorbancias com o controle negativo meio.

Notavelmente, muitos relatos sugerem que o comprometimento da proliferacdo e morte
celular esta associado a infecgdo por ZIKV (LI et al., 2016; TANG et al., 2016), enquanto outro
relato sugere que ZIKV pobremente estimula a resposta imune e o efeito citopatico em
neuroprecursores humanos obtidos de tecido fetal. Esta falta de resposta imunoldgica forte
permitiria que o ZIKV persistisse durante o desenvolvimento fetal e é consistente com a
replicacédo observada ao longo de algumas semanas neste tecido (HANNERS et al., 2016). Essa
diferenca patogénica é evidenciada pela comparacdo das linhagens em que mostra o ZIKV
asiatico replicando em niveis menores, porém por longos periodos, enquanto o africano infecta
mais células, replica com maior titulo e gera mais morte celular. Esses achados sdo consistentes
com as manifestacBes clinicas associadas, em que o primeiro tem a habilidade de gerar
infeccBes cronicas, permitindo a continuagdo do desenvolvimento fetal com malformaces e o
segundo, gera respostas patogénicas agudas, resultando na interrupcao da gestagdo (SIMONIN
etal., 2016).
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Nestes experimentos, ndo foi possivel observar diferencas significativas no efeito
citopatogénico entre as duas linhagens. O baixo efeito citopatico pode se relacionar aos baixos
niveis de infeccdo observados neste tipo celular, como mostrado nos experimentos a seguir
(Figura 16).

5.3. ZIKVpe23 e ZIKVMRr766 NA0 replicam de forma eficiente em BV2.

Com o objetivo de avaliar se a linhagem celular microglia-BV2 tem a capacidade de
sustentar uma infeccdo produtiva, as células foram infectadas com os virus ZIKVpe243 OU
ZIKVwmRr766. A cinética de replicacdo viral intra e extracelular em BV2 foi avaliada por RT-
gPCR, nos tempos de 0, 8, 16, 24, 48 e 96 horas p.i. (Figura 15 A-D). Visto o tardio aumento
de copias de RNA no sobrenadante, principalmente para 0 ZIKVwmr7es, 0 €nsaio de placa de lise
foi feito com os sobrenadantes dos tempos de 0, 16, 24, 48, 96, 120, 144 e 168 horas p.i. (Figura
15 E-F).
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Figura 15. Cinética de avaliagdo da replicagdo do ZIKV em BV2. Células BV2 foram infectadas
com ZIKVpeas30u ZIKVmr7es em 3 MOIs distintos (0,1, 1 e 5). A-D. A cinética de replicacdo de ambos
os isolados foi avaliada no pellet e no sobrenadante por RT-gPCR nos tempos de 0, 8, 16, 24, 48, 72 e
96 horas p.i. Os resultados foram expressos em log da quantidade de cépias de RNA viral. E-F. A
titulacdo das particulas infecciosas foi realizada em célula Vero com sobrenadante de BV2 dos tempos
de 0, 8, 16, 24, 48, 72, 144 e 168h p.i., dadas em PFU/mL.

Os experimentos de cinética de replicacdo viral demonstram que as células BV2 sdo
permissivas a infec¢do por ZIKV e sdo capazes de produzir particulas infecciosas. O RNA
detectado no pellet indica que o virus foi capaz de chegar ao espaco intracelular. JA 0 RNA no
sobrenadante (sup) evidencia que héa virus sendo produzido e liberado da célula. Finalmente, o
ensaio de PFU mostra que o virus produzido é capaz de infectar outros tipos de células. Tanto
0s experimentos de gPCR, quanto os de PFU mostram uma liberacdao tardia de particulas virais,
embora ambos os isolados apresentem picos de infectividade em 24 e 72h. Entretanto, é possivel
constatar que BV2 replica ZIKVpe243 de forma menos eficiente que ZIKVwmr7es. Seria
interessante investigar a possivel causa da queda da infectividade em 48h, visto que ndo ha

queda também na producdo de particulas virais no sobrenadante.
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Os niveis de producéo viral observados nestes experimentos foram menores (~2 logs) aos
descritos por HBMECs de ambas as linhagens (PAPA et al., 2017). Os resultados também
contrastaram com os de células-tronco neuronais e organoides cerebrais, que foram capazes de
produzir altos titulos virais gerando, consequentemente, alta taxa de morte celular (SIMONIN
et al., 2016). Outro estudo determinou se o estado hipoimune de células progenitoras neurais
humanas (hNPs) em resposta ao ZIKV impacta a replicacdo do virus a longo prazo,
monitorando a produgdo de virus por 28 dias. Um aumento precoce foi detectado nos titulos
virais 3 dias p.i., seguido por uma queda que coincide com o pico do efeito citopatico. Os titulos
atingiram o pico novamente no dia 7 e permaneceram até o dia 20, quando aumentaram
ligeiramente durante o restante do tempo de 28 dias. Estes dados indicam que, apds uma fase
citotoxicainicial, 0 ZIKV estabelece uma infec¢do persistente neste modelo de cultura de hNPs
(HANNERS et al., 2016). Com isso, pode-se sugerir que a micréglia seja um reservatério neural
de liberacdo viral, ainda que pouca, e inflamacgéo constante, uma vez que ndo ha morte celular
apesar da ativacdo, mostrada no experimento a seguir. Para confirmar essa hipdtese, teria-se
que estender novamente os tempos estudados para encontrar o pico de liberacdo viral, assim

como relatado na literatura.

5.4. Ambos os isolados induzem a expresséo de marcadores de ativacédo

em células BV2.

Com o propé6sito de avaliar a possivel ativacdo das células BV2 induzida por ZIKVpe243
ou ZIKVmr7es, a expressdo das moléculas Ibal, MHC-II e CD68, tipicos marcadores de
ativacdo de micrdglias, foram analisadas por imunocitoquimica (figura 16A). Adicionalmente,
a expressdo de CD68 também foi avaliada pela técnica de gPCR (Figura 16B). Para isto, as
células BV2 foram infectadas por ambos os isolados com MOI 1, avaliadas a 24, 48 e 72 horas

p.i. e comparadas com o controle negativo “mock” e positivo “LPS”.
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Figura 16. Avaliacdo da ativacdo das células BV2 induzida por ZIKV. Células BV2 foram infectadas
por ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 com MOI 1, avaliadas a 24, 48 e 72 horas p.i. O controle negativo é
“mock” e o positivo, “LPS” para a imunocitoquimica e qPCR. A. BV2 infectada com ZIKVPE243 ou
ZIKVMR766, marcada com anti-MHC Il conjungado com PE (amarelo), anti-Ibal com AlexaFluor488
(verde), anti-CD68 com AlexaFluor647 (rosa) e marcador de nucleos DAPI (azul). A microscopia de
fluorescéncia foi realizada toda ao mesmo tempo, com as mesmas solugdes de anticorpo e todas as fotos
foram tiradas com os mesmos ajustes do microscopio confocal. B. gPCR dos niveis de copias de mMRNA
do gene CD68. Os resultados plotados do AACt foram normalizados em relagdo ao HPRT1 e ao mock.
A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, considerando *p<0,05 e **p<0,01 como
diferenca significativa em relagdo a amostra identificada pela barra.

Como pode ser observado na Figura 16A, ZIKV e LPS induzem, em células BV2, a
expressdao dos principais marcadores de ativacdo de microglia (HENDRICKX et al., 2017).
Entretanto, ZIKVwmr7es parece aumentar mais a expressao desses marcadores em comparagao
a0 ZIKVpe243. Semi-quantitativamente, Ibal parece ter o mesmo padréo de expressdo em ambos
os isolados e elevar os seus niveis de forma crescente com o tempo, enquanto MHC-I1 parece
n&o ser induzida por ZIKVpe243. O fato do isolado ZIKVumr7es Ser mais infecciosa que ZIKVpg243
pode explicar o fato de ter mais moleculas apresentadoras de antigenos, MHC-II. Percebe-se,
também, que a expressdo das proteinas CD68 ndo acompanha a expressdo de seu transcrito
(Figura 16B). Embora o LPS sozinho ndotenha efeito sobre 0 mMRNA de CD68 em células BV2
(WONG et al., 2005), o tratamento com LPS e ATP teve um leve aumento néo significativo em
relagdo ao mock. Foi possivel observar por gPCR uma modulacéo negativa na transcricdo do
marcador CD68 nas primeiras 24h e em 72h p.i., enquanto ha modulacao positiva da proteina

nestes tempos na imunocitoquimica. Esta discrepancia pode ser devida ao fato de que CD68 é
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expresso principalmente nas membranas lisossomais intracelulares, mas também na
membrana plasmatica, e sofre regulagdo ap6s um dado nivel de expressdo. Desta forma, é
possivel que estejamos detectando 0 momento de expressdo da proteina e o feedback negativo
da transcricdo. Outro fato que poderia ser investigado é sobre a via de mTOR, que, quando
ativada, faz com que a microglia aumente a expressdo de genes lisossomais (ZHAO et al.,
2018). A'inducdo da transcrigdo de CD68, por exemplo, poderia ser uma consequéncia direta da
sinalizacdo alterada de mTOR. Entretanto, as proteinas ndo estruturais do ZIKV, NS4A e NS4B,
suprimem sinergicamente a via Akt-mTOR (Figura 9 da introducdo), induzindo uma
neurogénese defeituosa em NSCs fetais humanas (ROTHAN et al., 2019). Consequentemente,
essa inibicdo pode atingir de alguma forma a expressao de CD68. Além de coincidir com 0s
picos de infectividade do virus (Figura 16 E-F), o que pode explicar ainicial ativacdo das células
e aexpressao elevada de CD68 na imunocitoquimica, seguida da inibi¢do da transcricdo do gene
lisossomal pelo ZIKV em 24h, com a consequente queda da expressdo da proteina em 48h. A
baixa infectividade do virus em 48h pode ter feito com que os niveis de transcri¢cdo de CD68
voltem a aumentar, significativamente em relacdo aos outros tempos no caso da infeccéo pelo
ZIKVwmrr7ss, €0 resultado disso pode ser observado com o aumento da tradugdo em 72h. O outro
pico de infectividade viral em 72h se correlaciona, novamente, com a regulagdo negativa da

transcricdo de CD68 neste mesmo tempo.

5.5. A infeccéo altera a expressdo de PPARY e mediadores inflamatorios
em células BV2

Com o objetivo de avaliar se a infeccdo pelo ZIKV altera a expressdo de PPARa ¢ v, as
células BV2 foram infectadas com os isolados ZIKVpga43 € ZIKVyr7es, € apos 12, 24, 48 e 72
horas, foram extraidos os mRNAs, e o0s respectivos cDNAs sintetizados. Como controles
negativos foram utilizadas células tratadas com LPS, e células ndo infectadas -mock-. J& como
controle positivo foram utilizadas células de adip6cito murino provenientes de camundongo
C57/BI6, que expressam altos niveis de PPARy. Num primeiro momento, os niveis de expresséo
de PPARYy foram avaliados por JPCR. Os resultados mostraram um claro aumento da expressao
de PPARy tempo-dependente, observando-se um aumento maior em celulas infectadas pelo
isolado brasileiro, apresentando diferencas estatisticamente significativas nos tempos de 24 e
48 horas p.i., enquanto o isolado africano apresentou um aumento significativo, semelhante ao
induzido pelo isolado brasileiro, apenas no tempo de 72 horas p.i. (figura 17). Levando em

consideracdo que no tempo de 48 horas p.i. foi possivel observar um elevado nivel de expressao
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e uma diferenca estatisticamente significativa entre ambos os isolados, este foi escolhido para
0s experimentos de infeccdo com posterior tratamento com agonista e/ou antagonista de
PPARYy.
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Figura 17. Alteracio da expressido do PPARy em células BV2 pela infec¢iio do ZIKV. Células BV2
foram infectadas por ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 com MOI 1, avaliadas a 12, 24, 48 e 72 horas p.i. O
controle negativo ¢ o “LPS”, “mock” ¢é o controle sem infeccédo, e o controle positivo é proveniente de
adipocitos murinos, sendo representado por “C+”. qPCR dos niveis de copias de mRNA de PPARy. Os
resultados plotados do AACt foram normalizados em relagdo a 3-actina e ao mock. A analise estatistica
foi realizada por One-Way ANOVA, considerando *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 como diferenca
significativa, em relacdo ao mock quando n&o identificado pela barra.

Da mesma forma, foram avaliados os niveis de expressdao de PPARa nas células BV2
infectadas por ambas as linhagens de ZIKV. Néo entanto, ndo foi possivel detectar inducéo da
expressao deste receptor nuclear nas células infectadas e néo infectas (dados ndo mostrados).
Estes resultados se contrapdem aos descritos por Tyagi e colaboradores, que descrevem a
expressdo desta isoforma em células da glia (TYAGI et al., 2011). Isso pode se dever ao fato
de que as trés isoformas apresentam padrdes especificos de localizacdo no cérebro e medula
espinhal (MORENO:; FARIOLI-VECCHIOLI; CERU, 2004). Além disso, Kummer e
colaboradores ja demonstraram que, apesar da microglia expressar tanto a isoformas o, como a
Y, esta ultima é mais expressa em astrocitos, enquanto a primeira ¢ mais expressa na microglia
(KUMMER; HENEKA, 2008).

E importante destacar que estes resultados, mostraram pela primeira vez a inducio da
expressao de PPARy como consequéncia da infec¢ao pelo ZIKV. Por outro lado, as marcadas
diferengas observadas nos niveis de expressdo entre ambas linhagens do ZIKV, sugerem a
indugéo diferencial de mecanismos anti-inflamatorios e/ou antivirais nas células infectadas

pelos isolados africano e brasileiro. Uma via possivelmente relacionada a regulacéo diferencial
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de PPARy por ambos os isolados poderia ser a via mTOR, j& que diversos trabalhos ja
mostraram que a via mTOR esta relacionada com a indugéo da expressdo de PPARy (THELEN;
ZONCU, 2017; VASHEGHANI et al., 2015). Além disso, ja foi mostrado que as proteinas ndo
estruturais NS2a e NS2b de ZIKV sdo capazes de inibir a sinalizacdo da via mTOR, com o
intuito de evadir a resposta antiviral e de favorecer sua replicagéo (LIANG et al., 2016). Estes
achados sugerem a possibilidade de que a regulagéo diferencial desta via, pelos isolados
brasileiro e africano, possa participar da regulacdo de PPARy. Sendo assim, uma maior
capacidade do isolado africano de inibir a viamTOR poderia explicar sua maior replicacéo viral
e expressdo de marcadores de ativagdo, assim como 0s menores de niveis de PPARy observados
na infeccdo pelo isolado ZIKVmr7es. POrém, mais experimentos sdo necessarios para confirmar

esta hipdtese.

Em seguida, com o intuito de avaliar se 0 aumento de PPARY teve impacto na expressao
de citocinas, analisou-se a expressdo das citocinas pro-inflamatérias TNF-o e IL-6, e da citocina

anti-inflamatoria IL-10 (Figura 18).
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Figura 18. Alteracdo da expressdo de citocinas em células BV2 pela infeccdo do ZIKV. Células
BV2 foram infectadas por ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 com MOI 1, avaliadas a 12, 24, 48 e 72 horas
p.i., exceto para a IL-10, que ndo foi analisada no tempo de 12 horas p.i. O controle negativo é “mock”
e o positivo, “LPS”. A. qPCR dos niveis de copias de mRNA do gene IL-6. B. gPCR dos niveis de
copias de mMRNA do gene TNF-a. C. qPCR dos niveis de copias de mRNA do gene IL-10. Os resultados
plotados do AACt foram normalizados em relagdo ao GAPDH e ao mock. A andlise estatistica foi
realizada por One-Way ANOVA, considerando *p<0,05 e **p<0,01 como diferenca significativa em
relagdo a amostra identificada pela barra.

De forma geral, os niveis de expressdo da IL-6 se mostraram inferiores aos apresentados
pelas células ndo infectadas. Entretanto, no tempo 12 horas p.i., as células infectadas com o
isolado africano, mostraram um nivel de expressdo maior do que as células ndo infectadas e do
que as infectadas pelo isolado ZIKVPE243. Por outro lado, as células infectadas pelo isolado
brasileiro, mostraram niveis inferiores aos das células infectadas pelo isolado africano em todos

0s tempos, exceto 24 horas p.i., no qual o isolado africano apresentou uma abrupta queda (figura

18).
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Diferente do que foi observado com a IL-6, os niveis de expressdo de TNF-a
apresentaram, de forma geral, um discreto aumento em relacdo ao mock, sendo que os niveis
induzidos pelo isolado africano foram maiores do que os apresentados pelo isolado brasileiro
nos tempos de 12, 48 e 72 horas p.i., observando-se um aumento significativo desta citocina no
tempo de 12 horas p.i, com diferenca estatisticamente significativa em relacdo as celulas
infectadas com o isolado brasileiro, nas quais estava aparentemente regulado negativamente
(figura 18). Novamente, no tempo de 24 horas p.i., foi possivel observar menores niveis desta

citocina em células infectadas pelo isolado africano, apesar da auséncia de diferenca estatistica.

Ao analisar o padrdo de expressdo da citocina anti-inflamatéria 1L-10, é possivel
observar um aumento muito significativo apds tratamento com LPS. Da mesma forma, foi
possivel observar uma maior expressdo desta citocina nas células infectadas, em comparacao
com as células ndo infectadas, estando significativamente aumentada na infeccao pelo isolado
MR766 nos tempos de 48 e 72 horas p.i., 0 qual se correlacionaria com o comeco de uma
resposta anti-inflamatoria (Figura 18). Na infeccdo causada pelo isolado PE243, os niveis de
IL-10 apresentaram aumento significativo apenas no tempo de 48 horas p.i., sendo menos

significativo do que o aumento induzido pelo isolado africano.

Os elevados niveis de expressao de PPARY nas células infectadas pelo ZIKV, assim
como a reducgdo dos niveis de expressao da citocina inflamatdria IL-6 sugerem a ativacao de
um mecanismo inibitorio da resposta inflamatoria por parte do ZIKV. Por outro lado, os niveis
de TNF-a, embora aumentados em comparagdo ao mock, ndo apresentaram diferengas
estatisticamente significativas, exceto pelo induzido pelo isolado africano 12 horas p.i.,
sugerindo também a possivel indugdo de um mecanismo anti-inflamatério por parte do ZIKV.
E importante salientar que a infecgdo das células BV2 com o isolado brasileiro induziu maiores
niveis de expressao de PPARy, e menores niveis das citocinas inflamatorias, quando
comparados aos induzidos pelo isolado africano. Estas diferencas observadas entre os isolados
poderiam explicar, a0 menos em parte, 0 menor efeito patogénico e capacidade replicativa
apresentado pelo isolado brasileiro (SIMONIN et al., 2016). O que por sua vez, poderia ser um

fator decisivo no desenvolvimento da sindrome congénita induzida por este isolado.

Chama atencéo a falta de correlacdo dos niveis destas citocinas inflamatérias com os de
PPARYy induzidos pelas duas linhagens de ZIKV no tempo de 24 horas p.i., onde é possivel
observar uma abrupta queda em células infectadas pela linhagem africana, inferiores aos

apresentados por células infectadas pela linhagem brasileira. Isto poderia sugerir a participagdo
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de outro mecanismo regulatorio especifico, neste tempo de infeccdo, ainda ndo conhecido,
induzido apenas pela linhagem africana.

E importante destacar o importante papel da microglia na neuroinflamacdo e no
metabolismo lipidico durante a infeccdo pelo ZIKV. Foi demonstrado que a sintese de
metabdlitos lipidicos por essas células pode contribuir para a producdo de citocinas proé-
inflamatorias, que desempenham um papel crucial na neuroinflamacdo induzida pelo ZIKV
(DIOP et al., 2018). Van der Poel e colaboradores mostraram que a microglia apresenta niveis
aumentados de genes envolvidos no metabolismo lipidico, dentre eles PPARY, em um modelo

murino de Esclerose Multipla (VAN DER POEL et al., 2019).

Queiroz e colaboradores observaram niveis aumentados de varias espécies lipidicas de
fosfatidiletanolamina no soro de pacientes com ZIKV, em sua maioria plasmalogénios ligados
a acidos graxos poli-insaturados, que sdo particularmente enriquecidos nas membranas neurais
do cérebro. A biossintese de plasmalogénios requer peroxissomos funcionais, locais
importantes para replicag&o viral, incluindo o ZIKV. Sendo assim, os niveis aumentados destes
fosfolipideos no soro de individuos infectados com ZIKV poderiam estar relacionados a
indugéo da expressdo de PPARY observada em nosso estudo. Estes dados fornecem informagdes
importantes sobre lipidios celulares especificos que provavelmente estdo associados a
replicacdo do ZIKV, podendo servir como plataforma para estratégia antiviral contra 0 ZIKV
(QUEIROZ et al., 2019).

5.6. O tratamento com Rosiglitazona reduziu os niveis de citocinas
inflamatdrias em células BV2 infectadas

Visando investigar mais profundamente o papel de PPARy na resposta inflamatéria
induzida pelo ZIKV, as células BV2 foram infectadas com os isolados ZIKVPE243 e
ZIKVMR766 e imediatamente tratados com Rosiglitazona, um farmaco agonista de PPARYy,
nas concentragcfes de 10-5, 10-6 e 10-7 M, e 48 horas p.i. 0s mMRNAs foram extraidos. Como
controle negativo foram utilizadas células tratadas com LPS, o mock representa o controle n&o
infectado, porém tratado com agonista (M+Rosi), e como controle positivo foram utilizadas
células de adipdcito murino provenientes de camundongo C57/BI6, como mencionado
anteriormente. Desta forma foi possivel observar que o tratamento com agonista levou a uma
diminuigdo significativa nos niveis de ambos os mediadores inflamatorios, em todas as

concentragdes analisadas, quando comparados aos niveis destas citocinas presentes nas células
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infectadas ndo tratadas com agonista (Figura 19).
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Figura 19. Alteracdo da expressao de citocinas em células BV2 apdés infeccao pelo ZIKV, seguida
de tratamento com Rosiglitazona. Células BV2 foram infectadas por ZIKVPE243 ou ZIKVMR766
com MOI 1, tratadas com Rosiglitazona e avaliadas 48 horas p.i. O controle negativo é representado
pelo tratamento com agonista ¢ sem infec¢do (M+Rosi), e o positivo, “LPS”. A. gPCR dos niveis de
copias de mRNA do gene IL-6. B. qPCR dos niveis de copias de mMRNA do gene TNF-a. Os resultados
plotados do AACt foram normalizados em relagdo ao GAPDH e ao mock. A anélise estatistica foi
realizada por One-Way ANOVA, considerando *p<0,05 e **p<0,01 como diferenga significativa em
relagéo a amostra identificada pela barra.

Estes resultados confirmaram estudos anteriores quanto ao papel neuroprotetor induzido
por TZDs, através da inibicdo da ativacdo microglial e da expressao de quimicocinas e citocinas
inflamatorias, como TNF-o e IL-6, atenuando a ativagdo de fatores de transcricdo pro-
inflamatorios no SNC (KAPADIA, 2008). Observa-se ainda que, de modo geral, os niveis de
TNF-a foram maiores que os de IL-6, padrdo observado também pela infec¢do sem tratamento
com agonista. Apesar da auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os niveis
de inibicdo nas concentragBes testadas, a concentracdo 10 M apresentou maiores niveis de
inibicdo, o que levou a escolha desta concentracdo para a realizacdo do experimento posterior,
no qual as BV2 foram infectadas com ambos os isolados, e tratadas com antagonista e/ou

agonista de PPARy (experimentos em andamento).
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5.7. Ainfecgdo altera a expressdo do miR-124 em células BV2

Com o objetivo de obter um melhor entendimento dos mecanismos imunorregulatorios
exercidos por PPARy na infecgédo pelo ZIKV, foram avaliados os niveis do miR-124, alvo de
PPARYy e inibidor da expressdo de varios genes inflamatorios, como TRAF6, IL-6 € TNF-a,

tanto in vitro como in vivo (WANG et al., 2017).
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Figura 20. Alteracdo da expressdo do miR-124 em células BV2 apos infeccédo pelo ZIKV. Células
BV2 foram infectadas por ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 com MOI 1, e avaliadas 12, 24, 48 e 72 horas
p.i. O controle negativo é representado como mock, e o positivo, “LPS”. gPCR dos niveis de copias do
MiRNA-124. Os resultados do AACt foram normalizados em relagdo ao U6 e ao mock. A analise
estatistica foi realizada por One-Way ANOVA, considerando *p<0,05 e **p<0,01 como diferenca
significativa em relagdo a amostra identificada pela barra.

De forma geral, 0 aumento da expressdo do miR-124 induzidos pelo isolado brasileiro
nos tempos de 24 e 48 horas p.i., se correlacionam de forma direta com os niveis de PPARY, j&
que este miRNA é regulado positivamente pelo PPARy (WANG et al., 2017). Jd a infeccédo pelo
isolado africano induziu aumento apenas no tempo de 24 horas p.i., apresentando uma queda
abrupta 48 horas p.i. Curiosamente, no tempo de 24 horas p.i., a infeccdo causada pelo isolado
africano apresentou um aumento mais pronunciado que a infeccdo pelo isolado brasileiro,
porém no tempo de 48 horas p.i. essa relagéo se inverte de forma significativa, onde a expressao
induzida pelo isolado africano diminui a niveis inferiores ao apresentado por células nédo
infectadas (Figura 20). Este achado poderia explicar os menores niveis de I1L-6 e TNF-a
observados nas células infectadas pelo isolado africano, em comparagdo aos apresentados por
células infectadas pelo isolado brasileiro no tempo de 24 horas p.i. Entretanto, 0 mecanismo
responsavel por este fendmeno requer maior investigacdo. Ja os maiores niveis do miR-124

apresentados por células infectadas pela linhagem brasileira nos tempos de 24 e 48 horas p.i. se
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correlacionam com 0s menores niveis das citocinas inflamatérias 1L-6 e TNF-o nestes tempos.
Os baixos niveis de expressao deste miR no tempo de 12 horas p.i., € 0 aumento nos tempos de
24 e 48 horas p.i., estdo de acordo com a literatura, que mostra que este miR, assim como o
miR-146a, estdo negativamente regulados no estagio inicial da resposta imune, aumentando

durante o estagio de transi¢cdo para a resolucdo da inflamacéo (SU; ALOI; GARDEN, 2016).

5.8. Ainfeccdo altera a expressdo do miR-146a em células BV2

De forma geral ambos isolados levaram a um aumento da expressdo deste miRNA.
Entretanto, o isolado africano se mostrou mais eficiente em todos os tempos, observando-se
diferengas estatisticamente significativas entre os isolados nos tempos de 24, 48 e 72 horas p.i
(Figura 21). E importante ressaltar que os niveis de expressdo deste miRNA se correlacionam
inversamente com os niveis de PPARy observados, o que esta de acordo com achados, que
mostram que o aumento deste miRNA resulta na diminuicdo da expresséo do coativador-4 de
receptor nuclear (NCOA4) que, por sua vez, ¢ um conhecido ativador de PPARy
(VILADOMIU et al., 2012). Além disso, os niveis aumentados deste miRNA se correlacionam
também com a regulacéo negativa das citocinas pro-inflamatorias, e a regulacdo positiva da IL-

10, principalmente nos tempos de 24 e 48 horas p.i. (Figura 19).
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Figura 21. Alteracio da expressdo do miR-146a em células BV2 ap6s infecgéo pelo ZIKV. Células BV2 foram
infectadas por ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 com MOI 1, e avaliadas 12, 24, 48 e 72 horas p.i. O controle negativo
é representado como mock, e o positivo, “LPS”. qPCR dos niveis de copias do miR-146a. Os resultados do AACt
foram normalizados em relagcdo ao U6 e ao mock. A analise estatistica foi realizada por One-Way ANOVA,
considerando *p<0,05 e **p<0,01 como diferenca significativa em relagdo a amostra identificada pela barra.
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5.9. Ainfeccdo altera a expressao da proteina TRAF6 em células BV2

Ao analisar a expressdo de TRAF6, alvo dos miRNAs 124 e 146a, foi possivel observar
um aumento significativo desta proteina no tempo de 12 horas p.i. induzido por ambos os
isolados, seguido de uma reducgéo nos tempos subsequentes (Figura 22). Nos tempos de 24, 48
e 72 horas p.i., as células infectadas pelo isolado africano apresentaram niveis aparentemente
inferiores aos induzidos pelo isolado brasileiro, apesar de ndo atingirem diferencas
estatisticamente significativas em relacdo ao mock. De forma geral, os niveis de TRAF6
mostraram uma relacdo inversamente proporcional aos do miR-146a, o que ja era esperado, ja
que este miRNA inibe a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias através da supressdo da
expressdo de IRAK1 e TRAF6 (WEI et al., 2016). Da mesma forma, os niveis de expressao
desta proteina em compracao aos os do miR-124, pode-se observar uma correlacdo inversa nos
tempos de 12 e 24 horas p.i. Porém, nos tempos de 48 e 72 horas p.i., 0s dados ndo mais se
correlacionam, o que poderia ser devido a participacdo de outros mecanismos regulatorios em
tempos mais tardios de infeccdo, inclusive por outros miRNAs, como por exemplo o0 miR-125,
gue atua na fase mais tardia da resposta imune, e que também tem como alvo a proteina TRAF6

(CEPPI et al., 2009).
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Figura 22. Alteracdo da expressdo de TRAF6, alvo dos miRNAs 124 e 146a, em células BV2 ap6s
infeccdo pelo ZIKV. Células BV2 foram infectadas por ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 com MOI 1, e
avaliadas 12, 24, 48 e 72 horas p.i. O controle negativo ¢ representado como mock, e o positivo, “LPS”.
gPCR dos niveis de copias de mMRNA do gene TRAF6. Os resultados do AACt do mRNA foram
normalizados em relacdo ao GAPDH e ao mock. A analise estatistica foi realizada por One-Way
ANOVA, considerando *p<0,05 e **p<0,01 como diferenca significativa em relacdo a amostra
identificada pela barra.



78

Ao analisar os niveis de TRAF6 em comparacao aos das citocinas pré-inflamatorias, nota-
se uma correlagdo nos tempos de 12 e 24 horas p.i. deste proteina com IL-6 e TNF-a, inclusive
justificando a diminuicdo abrupta nos niveis destas citocinas no tempo de 24 horas p.i., por
parte do isolado ZIKVwmr7ee. NO entanto, nos tempos de 48 e 72 horas p.i., essa correlagéo é
perdida. TRAF6 é uma proteina adaptadora importante nas respostas antivirais envolvendo a
via de sinalizacdo do NF-«xB e, consequente, a produgdo de IFN-p ¢ IL-6. O papel desta proteina
na producdo destas citocinas ficou comprovado por meio de experimentos envolvendo seu
nocaute e sua superexpressao (L\ et al., 2017). Por outro lado, o papel desta proteina na
resposta antiviral foi demonstrado quando a superexpressdo da mesma inibiu significativamente
a replicacdo do virus da peste suina classica (CSFV), enquanto seu nocaute restaurou a
replicacdo do CSFV em macrdfagos alveolares porcinos. Além disso, TRAF6 foi degradada
durante a infec¢do por CSFV, indicando que a degradacdo do TRAF6 poderia contribuir para a
replicacéo persistente do CSFV (LV et al., 2017).

Os menores niveis de expressdo de TRAF6 nos tempos de 24, 48 e 72 horas p.i.
observados na infec¢do, principalmente pelo isolado africano, sugerem uma possivel ativacéo
de um mecanismo inibitorio da expressdo desta importante proteina logo ap6s a infeccdo. Os
maiores niveis de expressado de TRAF6 apresentados por células infectadas pelo isolado ZIKV
PE243, em comparacao aos niveis apresentados pelas células infectadas pelo isolado MR766,
poderiam indicar uma certa deficiéncia da linhagem brasileira de inibir esta via de sinalizacao

antiviral, a que poderia ser responsavel pela sua menor patogenicidade.
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6. Conclusao

A partir dos experimentos de viabilidade celular e cinética de replicacdo viral, podemos
concluir que a infeccdo por ZIKV néo € capaz de induzir efeitos citopatogénicos em células da
microglia BV2, apesar destas células se mostrarem permissivas a infec¢éo por ZIKV e capazes
de produzir particulas virais infecciosas. Curiosamente, o0s niveis de infectividade e replicacdo
viral induzidos por ambos os isolados em células BV2 sdo menores que os descritos para outros
tipos celulares, como HBMECs (PAPA et al., 2017). Adicionalmente, foi investigada a
expressdéo de marcadores de ativagdo, como Ibal, CD68 e MHC-II, através da
imunocitoquimica, que mostrou que ambos os isolados, ZIKVvrzes € ZIKVpegass, induzem a
expressdo dos marcadores de ativacdo. Além disso, o isolado africano foi capaz de induzir uma
maior ativacao, o que pode ser explicado pelo fato deste isolado induzir respostas mais agudas
que o isolado brasileiro (SIMONIN et al., 2016). Com isso, pode-se sugerir que a micréglia seja
um reservatério neural de liberacéo viral, ainda que pouca, e inflamagdo constante, uma vez

que ndo ha morte celular apesar da ativacgéo.

Observou-se, ainda, que o isolado ZIKVpe243 foi capaz de induzir maiores niveis de
PPARy e menores niveis das citocinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6, em comparagdo ao
isolado ZIKVr766. No entanto, PPARo ndo apresentou expressio neste tipo celular. Além
disso, as células infectadas e tratadas com Rosiglitazona, um agonista de PPARYy, apresentaram
reducdo significativa da expresséo das citocinas pro-inflamatorias IL-6 e TNF-a, evidenciando
a participacido do PPARY na regulagio da expressio destas citocinas. E importante destacar que
os niveis de PPARYy induzidos pelo isolado africano no tempo de 24 horas p.i., ndo coincidem
com a reducdo significativa das citocinas pré-inflamatdrias observada neste tempo. Ainda, de
modo geral, os niveis da citocina anti-inflamatoria 1L-10 parecem se correlacionar com 0s
niveis de PPARy, como esperado, ja que PPAR esta relacionado com a indugdo de vias anti-
inflamatdrias, como a que culmina na producéo de IL-10 e TGF-p, ao passo que inibe vias pro-
inflamatorias, como por exemplo a via NF-xB (LIU et al., 2014). Porém, foram observadas
discrepancias nesta relagdo, ja que o isolado brasileiro, que apresentou maiores niveis de

PPARYy, apresentou menores niveis de IL-10, quando comparados ao isolado africano.

Buscando por outros mediadores inflamatorios que possam estar envolvidos na regulagéo
da resposta inflamatoria observada, foram investigados os miRNAs 124 e 146a, que estdo

envolvidos na inibigdo de vias pré-inflamatorias, e possuem relagdo direta com PPARy (SUN
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etal.,, 2013; WEI et al., 2016). Desta forma, foi observado que os niveis do miR-124 induzidos
pelo isolado brasileiro se correlacionam de forma direta e com os de PPARYy nos tempos de 12,
24 e 48 horas p.i. JA 0 miR-146a se correlacionou negativamente com PPARy e com as citocinas
inflamatdrias, e positivamente com os de IL-10, principalmente nos tempos de 24 e 48 horas
p.i. Buscando investigar mais sobre a possivel modulacdo da resposta inflamatoria por parte
destes miRNAs, analisou-se também os niveis da proteina adaptadora da via NF-KB, TRAF®6,
que é alvo de ambos 0s miRNAs deste estudo (QIU et al., 2015; WEI et al., 2016). De forma
geral, os niveis de TRAF®6 se correlacionaram com os dos miRNAs analisados. Além disso, o
evidente aumento destes miRNAs induzido pelo isolado africano no tempo de 24 horas p.i.
coincide com a reducdo de TRAF6 observada, 0 que poderia explicar a abrupta redugéo nos
niveis das citocinas pré-inflamatérias induzidas pelo isolado ZIKVwrss neste tempo, que nao

apresentavam correlacdo com os niveis de PPARY observados.

O diferencial aumento da expressao do receptor nucelar PPARy em células BV2 induzido
pela infeccdo com os isolados PE243 e MR766 do ZIKV, pode ter um papel relevante na
biogénese de peroxissomos, metabolismo de lipideos e na resposta antiviral mediante a
regulacao da producao de citocinas antivirais e pro-inflamatorias. Finalmente, acreditamos que
as diferengas observadas poderiam explicar, ao menos em parte, as claras diferencas na

viruléncia, tropismo tecidual, patologia, e evasdo imune apresentados por ambos o0s isolados.
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Figura 23. Esquema geral da modulagdo de vias pelo Virus Zika. (1) Como os virus envelopados
ndo possuem mecanismos para executar sua propria sintese lipidica, precisam cooptar enzimas
envolvidas no metabolismo lipidico, orquestrando reajustes profundos no metabolismo lipidico da célula
hospedeira. Através da inibicdo da biogénese de peroxissomos, os virus envelopados sdo capazes de
evadir a resposta por IFN-I11, além de alterar a morfologia e o perfil lipidico celulares, afim de apoiar
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sua replicacdo. A via mTOR esté relacionada, dentre outras coisas, com a homeostase lipidica e a
inibicdo da autofagia, sendo capaz de induzir PPARy. A inibicao desta via por parte das proteinas NS2A
e NS2B de ZIKV induz a autofagia, gerando ATP para apoiar a replicagdo viral. (2) A proteina NS5 de
ZIKV é capaz de inibir a proteina TBKZ1, suprimindo a producéo de citocinas pro-inflamatérias, com a
finalidade de evasdo da resposta imune inata. (3) PPARy é um importante regulador da resposta
inflamatéria, induzindo a fendtipo M2 da microglia, induzindo a producdo de citocinas anti-
inflamatdrias, como a IL-10, e inibindo as vias pré-inflamatérias. Os miRNAs 124 e 146a possuem a¢ao
anti-inflamatdria, inibindo a sinalizacéo de vias pro-inflamatdrias, como a NF-xB, AP-1 e IRF3. O miR-
124 ¢ induzido diretamente por PPARy. JA 0 miR-146, induzido pela I1L-10, causa uma inibigdo de
NCOAA4, um conhecido ativador de PPARy. AbreviagOes: IRF (fator regulador de IFN); ISGs (genes
estimulados por IFN); PEX (peroxina). Autoria prépria.

7. Préximos passos

v" Quantificar os niveis de transcricdo de TNF-a e IL-6, por gPCR, das amostras
extraidas de BV2 infectadas e tratadas com antagonista sozinho, ou acompanhado
de agonista;

v Confirmar a expressdo de PPARy, TNF-a e IL-6 por Imunobloting;

v Quantificar a infeccdo de ZIKV através da cinética de replicacdo viral, em todas
as condicOes de tratamento (agonista / antagonista+agonista / antagonista), para

avaliar o possivel impacto de PPAR na replicagdo viral.

8. Perspectivas

v Elucidar a relevancia fisiolégica da ativagdo da expressdo de PPARy nos
mecanismos anti-inflamatorios e replicacdo viral em células BV2 infectadas

pelas linhagens africana e brasileira.



82

Q. Referéncias Bibliogréaficas

ADAMS WALDORF, K. M. et al. Congenital Zika virus infection as a silent pathology with loss of
neurogenic output in the fetal brain. Nature Medicine, 2018.

AGRATI, C. et al. Activated V gamma 9V delta 2 T cells trigger granulocyte functions via MCP-2
release. J Immunol, 20009.

AGRATI, C. et al. Longitudinal characterization of dysfunctional T cell-activation during human acute
Ebola infection. Cell Death and Disease, 2016.

ALEXOPOULOU, L.; DESNUES, B.; DEMARIA, O. [Toll-like receptor 8: the awkward TLR].
Médecine sciences : M/S, 2012.

ALIOTA, M. T. et al. Heterologous Protection against Asian Zika Virus Challenge in Rhesus
Macaqgues. PL0oS Neglected Tropical Diseases, 2016.

ALLONSQO, D. et al. Dengue Virus NS1 Protein Modulates Cellular Energy Metabolism by Increasing
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase Activity. Journal of Virology, 2015.

ALVAREZ-GARCIA, I. MicroRNA functions in animal development and human disease.
Development, 2005.

ALVAREZ, J. I.; KATAYAMA, T.; PRAT, A. Glial influence on the blood brain barrier. GLIA,
2013.

ARGAW, A. T. et al. Astrocyte-derived VEGF-A drives blood-brain barrier disruption in CNS
inflammatory disease. Journal of Clinical Investigation, 2012.

ASHRAF, U. et al. MicroRNA-19b-3p Modulates Japanese Encephalitis Virus-Mediated
Inflammation via Targeting RNF11. Journal of Virology, v. 90, n. 9, p. 4780-4795, 2016.

ASIF, A. et al. Zika Virus: Immune Evasion Mechanisms, Currently Available Therapeutic Regimens,
and Vaccines. Viral immunology, 2017.

BALLABH, P.; BRAUN, A.; NEDERGAARD, M. The blood-brain barrier: An overview: Structure,
regulation, and clinical implications. Neurobiology of Disease, 2004.

BARBALAT, R. et al. Nucleic Acid Recognition by the Innate Immune System. Annual Review of
Immunology, 2011.

BARONTI, C. et al. Complete Coding Sequence of Zika Virus from a French Polynesia Outbreak in
2013. Genome Announcements, v. 2, n. 3, p. 2013-2014, 2014.

BARTEL, D. P. MicroRNA Target Recognition and Regulatory Functions. Cell, v. 136, n. 2, p. 215-
233, 2009.

BARTON, G. M.; KAGAN, J. C. A cell biological view of toll-like receptor function: Regulation
through compartmentalization. Nature Reviews Immunology, 2009.

BAYER, A. et al. Type Il Interferons Produced by Human Placental Trophoblasts Confer Protection
against Zika Virus Infection. Cell Host and Microbe, v. 19, n. 5, p. 705-712, 2016.

BEARCROFT, W. G. C. Zika virus infection experimentally induced in a human volunteer.



83

Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, 1956.

Bl, Y.; LIU, G.; YANG, R. MicroRNAs: Novel regulators during the immune responseJournal of
Cellular Physiology, 2009.

BOCHE, D.; PERRY, V. H.; NICOLL, J. A. R. Review: Activation patterns of microglia and their
identification in the human brain. Neuropathology and Applied Neurobiology, v. 39, n. 1, p. 3-18,
2013.

BOIGARD, H. et al. Zika virus-like particle (VLP) based vaccine. PLoS Neglected Tropical
Diseases, v. 11, n. 5, p. 1-20, 2017.

BOLLINGER, C. R.; TEICHGRABER, V.;: GULBINS, E. Ceramide-enriched membrane
domainsBiochimica et Biophysica Acta - Molecular Cell Research, 2005.

BOORMAN, J. P. T.; PORTERFIELD, J. S. A simple technique for infection of mosquitoes with
viruses transmission of Zika virus. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and
Hygiene, v. 50, n. 3, p. 238-242, 1956.

BOWEN, J. R. et al. Zika Virus Antagonizes Type | Interferon Responses during Infection of Human
Dendritic Cells. PLoS Pathogens, 2017.

BRINTON, M. A.; BASU, M. Functions of the 3’ and 5’ genome RNA regions of members of the
genus Flavivirus. Virus Research, v. 206, p. 108-119, 2015.

BRITO, C. Zika Virus: A New Chapter in the History of Medicine. Acta Médica Portuguesa, v. 28,
n. 6, p. 679, 2016.

BROWN, G. C.; VILALTA, A. How microglia kill neurons. Brain Research, 2015.

BRUGNARO, P. et al. Isolation of infectious Zika virus from saliva and prolonged viral RNA
shedding in a traveller returning from the Dominican Republic to Italy, January 2016.
Eurosurveillance, v. 21, n. 10, p. 1-5, 2016.

CABALLERO-GARRIDO, E. et al. In Vivo Inhibition of miR-155 Promotes Recovery after
Experimental Mouse Stroke. Journal of Neuroscience, 2015.

CAIRES-JUNIOR, L. C. et al. Discordant congenital Zika syndrome twins show differential in vitro
viral susceptibility of neural progenitor cells. Nature Communications, 2018.

CALDEIRA, C. et al. Microglia change from a reactive to an age-like phenotype with the time in
culture. Frontiers in Cellular Neuroscience, 2014.

CAMPQS, G. S.; BANDEIRA, A. C.; SARDI, S. I. Zika Virus Outbreak, Bahia, Brazil. Emerging
Infectious Diseases, v. 21, n. 10, p. 1885-1886, 2015.

CANN, A. J. Principles of Molecular Virology. 4th. ed. University of Leicester, UK: Elsevier
Academic Press, 2005.

CAO-LORMEAU, V. M. RE: Zika virus, French Polynesia, South Pacific, 2013Emerging
Infectious Diseases, 2014.

CAO-LORMEAU, V. M. et al. Guillain-Barré Syndrome outbreak associated with Zika virus infection
in French Polynesia: A case-control study. The Lancet, v. 387, n. 10027, p. 1531- 1539, 2016.

CARDOSO, A. L. et al. miR-155 modulates microglia-mediated immune response by down-



84

regulating SOCS-1 and promoting cytokine and nitric oxide production. Immunology, v. 135, n. 1, p.
73-88, 2012.

CARTEAUX, G. et al. Zika Virus Associated with Meningoencephalitis. New England Journal of
Medicine, 2016.

CASTILLO RAMIREZ, J. A.; URCUQUI-INCHIMA, S. Dengue Virus Control of Type | IFN

Responses: A History of Manipulation and Control. Journal of Interferon & Cytokine Research, v.
35, n. 6, p. 421-430, 2015.

CDC. Arbovirus Catalog - Zika. Centers for Disease Control and Prevention, v. 24, n. 7, p. 1-8,
1985.

CEPPI, M. et al. MicroRNA-155 modulates the interleukin-1 signaling pathway in activated human
monocyte-derived dendritic cells. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2009.

CHAN, J. F. W. et al. Novel antiviral activity and mechanism of bromocriptine as a Zika virus NS2B-
NS3 protease inhibitor. Antiviral Research, v. 141, p. 29-37, 2017.

CHANG, C. Y. et al. Disruption of in vitro endothelial barrier integrity by Japanese encephalitis virus-
infected astrocytes. GLIA, 2015.

CHEN, T. Research advancements in the neurological presentation of flaviviruses. Rev Med Virol., v.
e, n. 2021, p. 1-12, 2018.

CHEN, Y. et al. A pilot study of serum microRNA signatures as a novel biomarker for occult hepatitis
B virus infection. Medical Microbiology and Immunology, 2012.

CHENDRIMADA, T. P. et al. MicroRNA silencing through RISC recruitment of elF6. Nature, v.
447, n. June, 2007.

CHERAY, M.; JOSEPH, B. Epigenetics Control Microglia Plasticity. Frontiers in Cellular
Neuroscience, 2018.

CHIMELLL, L. et al. The spectrum of neuropathological changes associated with congenital Zika virus
infection. Acta Neuropathologica, 2017.

CHOW, B. W.; GU, C. The Molecular Constituents of the Blood-Brain Barrier. Trends in
Neurosciences, 2015.

CIMINI, E. et al. Human Zika infection induces a reduction of IFN-y producing CD4 T-cells and a
parallel expansion of effector V62 T-cells. Scientific Reports, 2017.

COELHO, S. V. A. et al. Development of standard methods for Zika virus propagation, titration, and
purification. Journal of Virological Methods, v. 246, p. 65-74, 2017.

COFFEY, L. L. et al. Intraamniotic Zika virus inoculation of pregnant rhesus macaques produces fetal
neurologic disease. Nature Communications, 2018.

COLONNA, M.; TRINCHIERI, G.; LIU, Y. J. Plasmacytoid dendritic cells in immunityNature
Immunology, 2004.

COLTON, C. A.; GILBERT, D. L. Production of superoxide anions by a CNS macrophage, the
microglia. FEBS Letters, 1987.



85

CONTRERAS, D.; ARUMUGASWAMI, V. Zika Virus Infectious Cell Culture System and the
<em>In Vitro</em> Prophylactic Effect of Interferons. Journal of Visualized Experiments, n. 114,
p. 10-13, 2016.

CROCE, C. M.; CALIN, G. A. miRNAs, cancer, and stem cell divisionCell, 2005.

CUGOLA, F. R. et al. The Brazilian Zika virus strain causes birth defects in experimental models.
Nature, 2016.

DA CONCEICAO, T. M. et al. Essential role of RIG-1 in the activation of endothelial cells by dengue
virus. Virology, 2013.

DAI, L. et al. Structures of the Zika Virus Envelope Protein and Its Complex with a Article Structures
of the Zika Virus Envelope Protein and Its Complex with a Flavivirus Broadly Protective Antibody.
Cell Host & Microbe, 2016.

DEL CAMPO, M. et al. The phenotypic spectrum of congenital Zika syndrome. American Journal of
Medical Genetics, Part A, 2017.

DIAGNE, C. T. et al. Potential of selected Senegalese Aedes spp. mosquitoes (Diptera: Culicidae) to
transmit Zika virus. BMC Infectious Diseases, v. 15, n. 1, p. 2—7, 2015.

DICK, G. W. A,; KITCHEN, S. F.; HADDOW, A. J. Zika virus (1). Isolations and serological
specificity. Transactions of the royal society of tropical medicine and hygiene, v. 46, n. 5, p. 509—
20, 1952.

DIOP, F. et al. Zika virus infection modulates the metabolomic profile of microglial cells. PLoS ONE,
2018.

DONALD, C. L. et al. Full Genome Sequence and sfRNA Interferon Antagonist Activity of Zika
Virus from Recife, Brazil. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 10, n. 10, p. 1-20, 2016.

DOUAM, F. et al. Type Il Interferon-Mediated Signaling Is Critical for Controlling Live Attenuated
Yellow Fever Virus Infection In Vivo . mBio, 2017.

DUAN, W. et al. The crystal structure of Zika virus NS5 reveals conserved drug targets. The EMBO
Journal, v. 36, n. 7, p. 919-933, 2017.

DUFFY, M. R. et al. Zika Virus Outbreak on Yap Island, Federated States of Micronesia. New
England Journal of Medicine, v. 360, n. 24, p. 2536-2543, 20009.

DUMBREPATIL, A. B. et al. Viperin interacts with the kinase IRAK1 and the E3 ubiquitin ligase
TRAF6, coupling innate immune signaling to antiviral ribonucleotide synthesis. Journal of Biological
Chemistry, 2019.

DUPONT-ROUZEYROL, M. et al. Co-infection with zika and dengue viruses in 2 patients, New
Caledonia, 2014. Emerging Infectious Diseases, v. 21, n. 2, p. 381-382, 2015.

EDELING, M. A.; DIAMOND, M. S.; FREMONT, D. H. Structural basis of Flavivirus NS1 assembly
and antibody recognition. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 111, n. 11, p. 4285-
4290, 2014.

EDWARDS, A. D. et al. Toll-like receptor expression in murine DC subsets: Lack of TLR7 expresion
of CD8a + DC correlates with unresponsiveness to imidazoquinolines. European Journal of
Immunology, 2003.



86

ELONG NGONGO, A. et al. Mapping and Role of the CD8+T Cell Response During Primary Zika
Virus Infection in Mice. Cell Host and Microbe, 2017.

ELTON, T. S. et al. Regulation of the MIR155 host gene in physiological and pathological
processesGene, 2013.

ESSER-NOBIS, K. et al. Comparative Analysis of African and Asian Lineage-Derived Zika Virus
Strains Reveals Differences in Activation of and Sensitivity to Antiviral Innate Immunity. Journal of
Virology, v. 93, n. 13, 2019.

EULALIO, A. et al. Functional screening identifies miRNAs inducing cardiac regeneration. Nature,
2012.

FABRY, Z. et al. TGF-beta 2 decreases migration of lymphocytes in vitro and homing of cells into the
central nervous system in vivo. Journal of immunology (Baltimore, Md.: 1950), 1995.

FAGBAMI, A. H. Zika virus infections in Nigeria: virological and seroepi- demiological
investigations in Oyo State. J. Hyg., Camb., v. 83, p. 213-219, 1979.

FALASCA, L. et al. Molecular mechanisms of Ebola virus pathogenesis: Focus on cell deathCell
Death and Differentiation, 2015.

FARIA, N. R. et al. Zika virus in the Americas: Early epidemiological and genetic findings. Science,
v. 352, n. 6283, p. 345-349, 2016.

FAUCI, A. S.; MORENS, D. M. Zika Virus in the Americas — Yet Another Arbovirus Threat. The
New England Journal of Medicine, v. 374, n. 7, p. 601-604, 2016.

FAYE, O. et al. Molecular evolution of Zika virus, an neglected emerging disease in Africa and Asia.
BMC Proceedings, v. 5, n. Suppl 1, p. P59, 2011.

FAYE, O. et al. Molecular Evolution of Zika Virus during Its Emergence in the 20th Century. PLoS
Neglected Tropical Diseases, v. 8, n. 1, p. 36, 2014.

FIGUEIREDO, P. O. et al. Detection and Molecular Characterization of Yellow Fever Virus, 2017,
Brazil. EcoHealth, v. 15, n. 4, p. 864-870, 2018.

FILIPOWICZ, W.; BHATTACHARYYA, S. N.; SONENBERG, N. Mechanisms of post-
transcriptional regulation by microRNAs: are the answers in sight? Nature Reviews Molecular Cell
Biology, v. 9, p. 102-114, 2008.

FONTAINE, K. A. et al. Dengue Virus Induces and Requires Glycolysis for Optimal Replication.
Journal of Virology, 2015.

FOY, B. D. et al. Probable Non-Vector-borne Transmission of Zika Virus, Colorado, USA. Emerging
Infectious Diseases, v. 17, n. 5, p. 880-882, 2011.

FRANCA, G. V. A. et al. Congenital Zika virus syndrome in Brazil: a case series of the first 1501
livebirths with complete investigation. The Lancet, 2016.

FRANCOLINI, M. et al. Role of Capsid Anchor in the Morphogenesis of Zika Virus. Journal of
Virology, v. 92, n. 22, 2018.

FRUMENCE, E. et al. The South Pacific epidemic strain of Zika virus replicates efficiently in human
epithelial A549 cells leading to IFN-B production and apoptosis induction. Virology, 2016.



87

G. W. A. DICK. Zika virus (I1). Pathogenicity and physical properties. Transactions of the royal
society of tropical medicine and hygiene, v. 46., n. 5, p. 521-34, 1952,

GALLIEZ, R. M. et al. Zika virus causing encephalomyelitis associated with immunoactivation. Open
Forum Infectious Diseases, 2016.

GARCEZ, P. P. et al. Zika virus: Zika virus impairs growth in human neurospheres and brain
organoids. Science, 2016.

GENC, K.; TUFEKCI, K. U.; GENC, S. The endotoxin-induced neuroinflammation model of
Parkinson’s diseaseParkinson’s Disease, 2011.

GHOSHAL, A. et al. Proinflammatory mediators released by activated microglia induces neuronal
death in Japanese encephalitis. GLIA, 2007.

GIULIAN, D. et al. The role of mononuclear phagocytes in wound healing after traumatic injury to
adult mammalian brain. The Journal of Neuroscience, 1989.

GLASNER, A. et al. Zika Virus Escapes NK Cell Detection by Upregulating Major
Histocompatibility Complex Class | Molecules. Journal of Virology, 2017.

GONZALEZ-SCARANO, F.; BALTUCH, G. MICROGLIA AS MEDIATORS OF
INFLAMMATORY AND DEGENERATIVE DISEASES. Annual Review of Neuroscience, 2002.

GORDON, S.; MARTINEZ, F. O. Alternative activation of macrophages: mechanism and functions.
Immunity, 2010.

GOTTWEIN, E. et al. A viral microRNA functions as an orthologue of cellular miR-155. Nature, v.
450, p. 1096-1099, 2007.

GOULD, E.; SOLOMON, T. Pathogenic flavivirusesThe Lancet, 2008.

GOURINAT, A. et al. Detection of Zika Virus in Urine. Emerging Infectious Diseases, v. 21, n. 1, p.
84-86, 2015.

GRAEBER, M. B.; SCHEITHAUER, B. W.; KREUTZBERG, G. W. Microglia in brain tumors.
GLIA, 2002.

GRAEBER, M. B.; STREIT, W. J. Microglia: Biology and pathologyActa Neuropathologica, 2010.

GRANT, A. et al. Zika Virus Targets Human STAT2 to Inhibit Type i Interferon Signaling. Cell Host
and Microbe, v. 19, n. 6, p. 882-890, 2016.

GRANWEHR, B. P. et al. Reviews West Nile virus: where are we now? The Lancet, v. 4, n.
September, p. 547-556, 2004.

GRIMSON, A. et al. MicroRNA Targeting Specificity in Mammals: Determinants beyond Seed
Pairing. Cell, v. 27, p. 91-105, 2007.

HADDOW, A. D. et al. Genetic characterization of zika virus strains: Geographic expansion of the
asian lineage. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 6, n. 2, 2012.

HAMEL, R. et al. Biology of Zika Virus Infection in Human Skin Cells. Journal of Virology, 2015.

HAMMOND, S. M. MicroRNAs as oncogenesCurrent Opinion in Genetics and Development,



88

2006.

HANNERS, N. W. et al. Western Zika Virus in Human Fetal Neural Progenitors Persists Long Term
with Partial Cytopathic and Limited Immunogenic Effects. Cell Reports, v. 15, n. 11, p. 2315-2322,
2016.

HARAK, C.; LOHMANN, V. Ultrastructure of the replication sites of positive-strand RNA viruses.
Virology, v. 479-480, p. 418-433, 2015.

HASSERT, M. et al. CD4+T cells mediate protection against Zika associated severe disease in a
mouse model of infection. PLoS Pathogens, 2018.

HAYES, E. B. Zika Virus Outside Africa. Emerging Infectious Diseases, v. 15, n. 9, p. 1347— 1350,
2009.

HEINEMANN, U.; KAUFER, D.; FRIEDMAN, A. Blood-brain barrier dysfunction, TGFp signaling,
and astrocyte dysfunction in epilepsy. GLIA, 2012.

HEMERT, F. VAN; BERKHOUT, B. Nucleotide composition of the Zika virus RNA genome and its
codon usage. Virology Journal, p. 1-9, 2016.

HENDRICKX, D. A. E. et al. Staining of HLA-DR, Ibal and CD68 in human microglia reveals
partially overlapping expression depending on cellular morphology and pathology. Journal of
Neuroimmunology, v. 309, p. 12-22, 2017.

HERTZOG, J. et al. Infection with a Brazilian isolate of Zika virus generates RIG-1 stimulatory RNA
and the viral NS5 protein blocks type | IFN induction and signaling. European Journal of
Immunology, v. 48, n. 7, p. 1120-1136, 2018.

HISHIKAWA, D. et al. Discovery of a lysophospholipid acyltransferase family essential for
membrane asymmetry and diversity. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2008.

HOLNESS, C. L.; SIMMONS, D. L. Molecular cloning of CD68, a human macrophage marker
related to lysosomal glycoproteins. Blood, 1993.

HONDA, K. et al. IRF-7 is the master regulator of type-I interferon-dependent immune responses.
Nature, 2005.

HORVATH, R. J. et al. Differential migration, LPS-induced cytokine, chemokine, and NO expression
in immortalized BV-2 and HAPI cell lines and primary microglial cultures. Journal of
Neurochemistry, 2008.

HOU, J. et al. MicroRNA-146a Feedback Inhibits RIG-I-Dependent Type | IFN Production in
Macrophages by Targeting TRAF6, IRAK1, and IRAK2. The Journal of Immunology, 2009.

HOWARD, C. R. Aedes mosquitoes and Zika virus infection: an A to Z of emergence? Emerging
microbes & infections, v. 5, n. 2, p. €16, 2016.

HUBER, T. et al. Origin and differentiation of microglia. Frontiers in Cellular Neuroscience, 2013.

HUSSMANN, K. L. et al. Differential Replication of Pathogenic and Nonpathogenic Strains of West
Nile Virus within Astrocytes. Journal of Virology, 2012.

IMAI, Y. et al. A novel gene ibal in the major histocompatibility complex class Il region encoding an
EF hand protein expressed in a monocytic lineage. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 1996.



89

ITO, D. et al. Microglia-specific localisation of a novel calcium binding protein, Ibal. Molecular
Brain Research, 1998.

ITO, D. et al. Enhanced Expression of Ibal, lonized Calcium-Binding Adapter Molecule 1, After
Transient Focal Cerebral Ischemia In Rat Brain. Stroke, v. 32, n. 5, p. 1208-1215, 2011.

IYER, A. et al. MicroRNA-146a: A Key Regulator of Astrocyte-Mediated Inflammatory Response.
PLoS ONE, 2012.

JAYADEV, S. et al. Transcription factor p53 influences microglial activation phenotype. GLIA, 2011.

JENNEWEIN, C. et al. MicroRNA-27b contributes to lipopolysaccharide-mediated peroxisome
proliferator-activated receptor y (PPARy) mRNA destabilization. Journal of Biological Chemistry,
2010.

JOGI, M. et al. Viral RNA detection by RIG-I-like receptors. Current Opinion in Immunology, v.
32, p. 48-53, 2015.

JOST, S.; ALTFELD, M. Control of Human Viral Infections by Natural Killer Cells. Annual Review
of Immunology, 2013.

JULIANO, S. A.; LOUNIBOS, L. P. Ecology of invasive mosquitoes: effects on resident species and
on human health. Ecol Lett., v. 8, n. 5, p. 558-574, 2005.

JURADO, K. A. et al. Antiviral CD8 T cells induce Zika-virus-associated paralysis in mice. Nature
Microbiology, 2018.

KALKERI, R.; MURTHY, K. K. Zika virus reservoirs: Implications for transmission, future
outbreaks, drug and vaccine development. F1000Research, 2017.

KANG, C. B.; KELLER, T. H.; LUO, D. Zika Virus Protease: An Antiviral Drug Target. Trends in
Microbiology, v. 25, n. 10, p. 797-808, 2017.

KAUL, D. et al. Expression of toll-like receptors in the developing brain. PLoS ONE, 2012.

KAWAI, T.; AKIRA, S. The role of pattern-recognition receptors in innate immunity: Update on toll-
like receptors. Nature Immunology, v. 11, n. 5, 2010.

KAWAI, T.; AKIRA, S. Toll-like Receptors and Their Crosstalk with Other Innate Receptors in
Infection and Immunity. Immunity, 2011.

KESSON, A. M.; KING, N. J. C. Transcriptional Regulation of Major Histocompatibility Complex
Class | by Flavivirus West Nile Is Dependent on NF-kB Activation. The Journal of Infectious
Diseases, 2002.

KHROMYKH, A. A. et al. Noncoding Flavivirus RNA Displays RNA Interference Suppressor
Activity in Insect and Mammalian Cells. Journal of Virology, v. 86, n. 24, p. 13486-13500, 2012.

KING, N. J. C.; KESSON, A. M. Interferon-independent increases in class | major histocompatibility
complex antigen expression follow flavivirus infection. Journal of General Virology, 1988.

KOHLHAAS, S. et al. Cutting Edge: The Foxp3 Target miR-155 Contributes to the Development of
Regulatory T Cells. The Journal of Immunology, 2009.

KOSTYUCHENKO, V. A. et al. Near-Atomic Resolution Cryo-Electron Microscopic Structure of
Dengue Serotype 4 Virus. Journal of Virology, v. 88, n. 1, p. 477-482, 2013.



90

KOSTYUCHENKGO, V. A. et al. Structure of the thermally stable Zika virus. Nature, v. 533, n. 7603,
p. 425428, 19 maio 2016.

KUHN, R. J. Understanding Zika Virus Structure and Replication. 2015

KUMAR, A. et al. Zika virus inhibits type-l interferon production and downstream signaling. EMBO
reports, 2016.

LAGOS, D. et al. MiR-132 regulates antiviral innate immunity through suppression of the p300
transcriptional co-activator. Nature Cell Biology, v. 12, n. 5, p. 513-519, 2010.

LANCIOTTI, R. S. et al. Genetic and serologic properties of Zika virus associated with an epidemic,
Yap State, Micronesia, 2007. Emerging Infectious Diseases, v. 14, n. 8, p. 1232— 1239, 2008.

LANNES, N.; SUMMERFIELD, A.; FILGUEIRA, L. Regulation of inflammation in Japanese
encephalitisJournal of Neuroinflammation, 2017.

LAZEAR, H. M. et al. Interferon-\ restricts West Nile virus neuroinvasion by tightening the blood-
brain barrier. Science Translational Medicine, 2015.

LAZEAR, H. M. et al. A Mouse Model of Zika Virus Pathogenesis. Cell Host and Microbe, v. 19, n.
5, p. 720-730, 2016.

LE, M. T. N. et al. MicroRNA-125b is a novel negative regulator of p53. Genes and Development, v.
23,n.7, p. 862-876, 2009.

LEBRUN, G. et al. Guillain-barré syndrome after chikungunya infection. Emerging Infectious
Diseases, v. 15, n. 3, p. 495496, 20009.

LEDERMANN, J. P. et al. Aedes hensilli as a Potential Vector of Chikungunya and Zika Viruses.
PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 8, n. 10, 2014.

LEE, M. N. et al. Common Genetic Variants Modulate Pathogen-Sensing Responses in Human
Dendritic Cells. Science, v. 343, 2014.

LEI, J. et al. Crystal structure of Zika virus NS2B-NS3 protease in compleLEl, Jian e colab. Crystal
structure of Zika virus NS2B-NS3 protease in complex with a boronate inhibitor. Science, v. 353, n.
6298, p. 503-505, Jul 2016.x with a boronate inhibitor. Science, v. 353, n. 6298, p. 503-505, 2016.

LEIS, A. A.; STOKIC, D. S. Neuromuscular Manifestations of West Nile Virus Infection. Frontiers
in Neurology, v. 3, n. 37, 2012.

LI, C. et al. Zika Virus Disrupts Neural Progenitor Development and Leads to Microcephaly in Mice.
Cell Stem Cell, 2016a.

LI, F. et al. Viral Infection of the Central Nervous System and Neuroinflammation Precede Blood-
Brain Barrier Disruption during Japanese Encephalitis Virus Infection. Journal of Virology, 2015.

LI, F. et al. Serum microRNA-125b correlates with hepatitis B viral replication and liver
necroinflammation. Clinical Microbiology and Infection, v. 22, n. 4, p. 384.e1-384.e10, 2016b.

LI, F. et al. AXL is not essential for Zika virus infection in the mouse brain. Emerging Microbes and
Infections, v. 6, n. 3, p. 3-4, 2017.

LI, Y. Y. etal. Differential expression of miRNA-146a-regulated inflammatory genes in human
primary neural, astroglial and microglial cells. Neuroscience Letters, 2011.



91

LIANG, Q. et al. Zika Virus NS4A and NS4B Proteins Deregulate Akt-mTOR Signaling in Human
Fetal Neural Stem Cells to Inhibit Neurogenesis and Induce Autophagy. Cell Stem Cell, v. 19, n. 5, p.
663671, 2016.

LIN, R. et al. HHV-8 encoded VIRF-1 represses the interferon antiviral response by blocking IRF-3
recruitment of the CBP/p300 coactivators. Oncogene, v. 20, n. 7, p. 800-811, 2001.

LIN, S. et al. Zika virus NS5 protein antagonizes type | interferon production via blocking TBK1
activation. Virology, v. 527, p. 180-187, 2019.

LIU, Y. et al. Flavivirus infection up-regulates the expression of class I and class Il major
histocompatibility antigens on and enhances T cell recognition of astrocytes in vitro. Journal of
Neuroimmunology, 1989.

LIVAK, K. J.; SCHMITTGEN, T. D. Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2-AACT method. Methods, v. 25, p. 402408, 2001.

LUCAS, C. G. O. et al. Critical role of CD4+ T cells and IFNy signaling in antibody-mediated
resistance to Zika virus infection. Nature Communications, 2018.

LUM, F. M. et al. Zika virus infects human fetal brain microglia and induces inflammation. Clinical
Infectious Diseases, 2017.

LV, H. et al. TRAFG6 is a novel NS3-interacting protein that inhibits classical swine fever virus
replication. Scientific Reports, v. 7, n. 1, p. 1-14, 2017.

MACNAMARA, F. N. Zika Virus: a Report on Three Cases of Human Infection During an Epidemic
of Jaundice in Nigeria. Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 48,
n. 2, 1954,

MAGNANI, D. M. et al. Fetal demise and failed antibody therapy during Zika virus infection of
pregnant macaques. Nature Communications, 2018.

MANSUY, J. M. et al. Zika virus: High infectious viral load in semen, a new sexually transmitted
pathogen? The Lancet Infectious Diseases, v. 16, n. 4, p. 405, 2016.

MARCONDES, C. B.; XIMENES, M. DE F. F. DE M. Zika virus in Brazil and the danger of infestation
by Aedes (Stegomyia) mosquitoes. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 2015.

MARTIN-ACEBES, M. A.; VAZQUEZ-CALVO, A.; SAIZ, J. C. Lipids and flaviviruses, present
and future perspectives for the control of dengue, Zika, and West Nile virusesProgress in Lipid
Research, 2016.

MARTINEZ, N. J.; WALHOUT, A. J. M. The interplay between transcription factors and
microRNASs in genome-scale regulatory networksBioEssays, 20009.

MATHEW, A.; ROTHMAN, A. L. Understanding the contribution of cellular immunity to
dengue disease pathogenesisimmunological Reviews, 2008.

MATHONNET, G. et al. MicroRNA Inhibition of Translation Initiation in Vitro by Targeting the
Cap-Binding Complex elF4F. Science, v. 317, p. 1764-1767, 2007.

MATSUMOTO, H. et al. Antibodies to CD11b, CD68, and lectin label neutrophils rather than
microglia in traumatic and ischemic brain lesions. Journal of Neuroscience Research, 2007.

MATSUMOTO, M.; OSHIUMI, H.; SEYA, T. Antiviral responses induced by the TLR3



92

pathwayReviews in Medical Virology, 2011.

MAVIGNER, M. et al. Postnatal Zika virus infection is associated with persistent abnormalities in brain
structure, function, and behavior in infant macaques. Science Translational Medicine, 2018.

MCCRAE, A. W. R.; KIRYA, B. G. Yellow fever and Zika virus epizootics and enzootics in Uganda.
Transactions of the Royal Society of Tropical Medicine and Hygiene, v. 76, n. 4, p. 552-562,
1982.

MCELROY, A. K. et al. Human Ebola virus infection results in substantial immune activation.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 2015.

MCGEER, P. L.; MCGEER, E. G. The inflammatory response system of brain: implications for
therapy of Alzheimer and other neurodegenerative diseasesBrain Research Reviews, 1995.

MCGRATH, E. L. et al. Differential Responses of Human Fetal Brain Neural Stem Cells to Zika Virus
Infection. Stem Cell Reports, 2017.

MEERTENS, L. et al. Axl Mediates ZIKA Virus Entry in Human Glial Cells and Modulates Innate
Immune Responses. Cell Reports, 2017.

MELANDRI, V. et al. Serological detection of West Nile virus in horses and chicken from Pantanal,
Brazil. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 107, n. 8, p. 1073-1075, 2012.

MENDELL, J. T. MicroRNAs: Critical regulators of development, cellular physiology and
malignancyCell Cycle, 2005.

MEYLAN, E.; TSCHOPP, J.; KARIN, M. Intracellular pattern recognition receptors in the host
response. Nature, v. 442, n. 7098, p. 39-44, 2006.

MINER, J. J.; DIAMOND, M. S. Zika Virus Pathogenesis and Tissue TropismCell Host and
Microbe, 2017.

MINKIEWICZ, J.; DE RIVERO VACCARI, J. P.; KEANE, R. W. Human astrocytes express a novel
NLRP2 inflammasome. GLIA, 2013.

MISRA, U. K. et al. Neurological manifestations of dengue virus infection. Journal of the
Neurological Sciences, 2006.

MLAKAR, J. et al. Zika Virus Associated with Microcephaly. The new engl and journal of
medicine Brief, p. 951-958, 2016.

MOORE, S.; THANOS, S. The concept of microglia in relation to central nervous system disease
and regenerationProgress in Neurobiology, 1996.

MOR, G. Placental Inflammatory Response to Zika Virus may Affect Fetal Brain Development.
American Journal of Reproductive Immunology, 2016.

MORENS, D. M.; FAUCI, A. S. Chikungunya at the Door — Déja Vu All Over Again? New
England Journal of Medicine, 2014.

MOSSER, D. M.; EDWARDS, J. P. Exploring the full spectrum of macrophage activationNature
Reviews Immunology, 2008.

MUSSO, D. et al. Potential Sexual Transmission of Zika Virus. Emerging Infectious Diseases, v. 21,
n. 2, p. 359-361, 2015.



93

MUSSO, D. Zika Virus Transmission from French Polynesia to Brazil. Emerging Infectious
Diseases, v. 21, n. 10, p. 1887, 2015.

MUSSO, D.; NILLES, E. J.; CAO-LORMEAU, V. M. Rapid spread of emerging Zika virus in the
Pacific area. Clinical Microbiology and Infection, v. 20, n. 10, p. 0595-0596, 2014.

MUSTAFA, Y. M. et al. Pathways Exploited by Flaviviruses to Counteract the Blood-Brain Barrier
and Invade the Central Nervous System. Frontiers in Microbiology, v. 10, n. 525, 2019.

NAGYOSZI, P. et al. Expression and regulation of toll-like receptors in cerebral endothelial cells.
Neurochemistry International, 2010.

NAZERAI, L. et al. A new in vivo model to study protective immunity to Zika virus infection in mice
with intact type | interferon signaling. Frontiers in Immunology, 2018.

NAZERALI, L.; CHRISTENSEN, J. P.; THOMSEN, A. R. A ‘Furry-Tale * of Zika Virus Infection :
What Have We Learned from Animal Models n. February 2016, p. 1-13, 2019.

NGONO, A. E.; SHRESTA, S. Immune Response to Dengue and Zika. Annual Review of
Immunology, 2018.

NISHIYAMA, K. et al. Fatty acid transport protein 1 enhances the macrophage inflammatory response
by coupling with ceramide and c-Jun N-terminal kinase signaling. International
Immunopharmacology, 2018.

NOTTROTT, S.; SIMARD, M. J.; RICHTER, J. D. Human let-7a miRNA blocks protein production
on actively translating polyribosomes. Nature, v. 13, n. 12, p. 1108-1114, 2006.

NOWAKOWSKI, T. J. et al. Expression Analysis Highlights AXL as a Candidate Zika Virus Entry
Receptor in Neural Stem Cells. Cell stem cell, 2016.

O’NEILL, L. A.; SHEEDY, F. J.; MCCOY, C. E. MicroRNAs: the fine-tuners of Toll-like receptor
signalling. Nature Reviews Immunology, v. 11, p. 163-175, 2011.

OEHLER, E. et al. Zika virus infection complicated by Guillain-Barré syndrome - case report, French
Polynesia, December 2013. Euro Surveillance, v. 19, n. 9, p. 1-3, 2014.

OHSAWA, K. et al. Involvement of Ibal in membrane ruffling and phagocytosis of
macrophages/microglia. Journal of cell science, 2000.

OUSMAN, S. S.; KUBES, P. Immune surveillance in the central nervous systemNature
Neuroscience, 2012.

PAPA, M. P. et al. Zika virus infects, activates, and crosses brain microvascular endothelial cells,
without barrier disruption. Frontiers in Microbiology, v. 8, n. 2557, 2017a.

PAPA, M. P. et al. Zika virus infects, activates, and crosses brain microvascular endothelial cells,
without barrier disruption. Frontiers in Microbiology, v. 8, n. DEC, 2017b.

PARDY, R. D. et al. Analysis of the T Cell Response to Zika Virus and Identification of a Novel
CD8+T Cell Epitope in Immunocompetent Mice. PLoS Pathogens, 2017.

PAUL, S.; SHILPI; LAL, G. Role of gamma-delta (y5 ) T cells in autoimmunity . Journal of
Leukocyte Biology, 2014.



94

PERERA-LECOIN, M. et al. Flavivirus entry receptors: An update. Viruses, v. 6, n. 1, p. 69— 88,
2014.

PETERSEN, C. P. et al. Short RNAs Repress Translation after Initiation in Mammalian Cells. Cell, v.
21, p. 533-542, 2006.

PETERSEN, E. et al. Rapid Spread of Zika Virus in The Americas - Implications for Public Health
Preparedness for Mass Gatherings at the 2016 Brazil Olympic Games. International Journal of
Infectious Diseases, v. 44, p. 11-15, 2016.

PETITDEMANGE, C. et al. Control of acute dengue virus infection by natural killer
cellsFrontiers in Immunology, 2014.

PETITDEMANGE, C.; WAUQUIER, N.; VIEILLARD, V. Control of immunopathology during
chikungunya virus infection. Journal of Allergy and Clinical Immunology, 2015.

PFAFFL, M. W. A new mathematical model for relative quantification in real-time RT-PCR. Nucleic
acids research, v. 29, n. 9, p. 2002-2007, 2001.

PFEFFER, S. et al. Identification of Virus-Encoded MicroRNAs. Science, v. 304, p. 734-736, 2004.

PIJLMAN, G. P. et al. A Highly Structured, Nuclease-Resistant, Noncoding RNA Produced by
Flaviviruses Is Required for Pathogenicity. Cell Host and Microbe, v. 4, n. 6, p. 579-591, 2008.

PINGEN, M. et al. Host Inflammatory Response to Mosquito Bites Enhances the Severity of
Arbovirus Infection. Immunity, 2016.

PINGEN, M. et al. Mosquito Biting Modulates Skin Response to Virus InfectionTrends in
Parasitology, 2017.

POCCIA, F. et al. Antiviral reactivities of gammadelta T cells. Microbes Infect, 2005.

POCCIA, F. et al. Anti-severe acute respiratory syndrome coronavirus immune responses: the role
played by V gamma 9V delta 2 T cells. The Journal of infectious diseases, 2006.

POLLARD, J. W. Tumour-educated macrophages promote tumour progression and
metastasisNature Reviews Cancer, 2004.

PONOMAREYV, E. D. et al. MicroRNA-124 promotes microglia quiescence and suppresses EAE by
deactivating macrophages via the C/EBP-a-PU.1 pathway. Nature Medicine, 2011.

POTH, J. M. et al. Monocyte-Mediated Inhibition of TLR9-Dependent IFN- Induction in
Plasmacytoid Dendritic Cells Questions Bacterial DNA as the Active Ingredient of Bacterial Lysates.
The Journal of Immunology, 2010.

RASHEED, Z. et al. MicroRNA-125b-5p regulates IL-1f induced inflammatory genes via targeting
TRAF6-mediated MAPKSs and NF-«B signaling in human osteoarthritic chondrocytes. Scientific
Reports, v. 9, n. 1, p. 1-13, 2019.

RAVI, V. et al. Association of Japanese encephalitis virus infection with Guillain-Barré syndrome in
endemic areas of South India. Acta Neurologica Scandinavica, 1994.

ROCHFORT, K. D. et al. Downregulation of blood-brain barrier phenotype by proinflammatory
cytokines involves NADPH oxidase-dependent ROS generation: Consequences for interendothelial
adherens and tight junctions. PLoS ONE, 2014.



95

ROE, K. et al. West nile virus-induced disruption of the blood-brain barrier in mice is characterized by
the degradation of the junctional complex proteins and increase in multiple matrix metalloproteinases.
Journal of General Virology, 2012.

ROTHAN, H. A. et al. Zika Virus and the Metabolism of Neuronal CellsMolecular Neurobiology,
2019.

SANO, K.; GLASS, C. K. Microglial cell origin and phenotypes in health and diseaseNature
Reviews Immunology, 2011.

SAIKA, R. et al. MicroRNA-101a regulates microglial morphology and inflammation. Journal of
Neuroinflammation, 2017.

SAPPARAPU, G. et al. Neutralizing human antibodies prevent Zika virus replication and fetal disease
in mice. Nature, 2016.

SAXENA, S. K. et al. Zika virus outbreak: an overview of the experimental therapeutics and
treatment. Virus Disease, v. 27, n. 2, p. 111-115, 2016.

SCHOGGINS, J. W.; RICE, C. M. Interferon-stimulated genes and their antiviral effector
functionsCurrent Opinion in Virology, 2011.

SCHREIBELT, G. et al. Reactive oxygen species alter brain endothelial tight junction dynamics via
RhoA, PI3 kinase, and PKB signaling. The FASEB Journal, 2007.

SCHULER-FACCINI, L. et al. Possible Association Between Zika Virus Infection and Microcephaly
— Brazil, 2015. MMWR. Morbidity and Mortality Weekly Report, 2016.

SCHWARTZ, M. et al. Microglial phenotype: Is the commitment reversible? Trends in
Neurosciences, 2006.

SCHWARTZ, O.; ALBERT, M. L. Biology and pathogenesis of chikungunya virus. Nature Reviews
Microbiology, 2010.

SESDF, S. DE V. A S. Comportamento epidemiolégico das arboviroses no Distrito Federal, até a
semana epidemioldgica n° 08, 2019. Informativo epidemioldgico - GDF, v. 14, n. 8, 2019.

SHAILY, S.; UPADHYA, A. Zika virus: Molecular responses and tissue tropism in the mammalian
host. Reviews in Medical Virology, v. e, n. 2050, p. 1-16, 2019.

SHAO, Q. et al. Zika virus infection disrupts neurovascular development and results in postnatal
microcephaly with brain damage. Development, 2016.

SHEN, J. et al. Early E-selectin, VCAM-1, ICAM-1, and late major histocompatibility complex
antigen induction on human endothelial cells by flavivirus and comodulation of adhesion molecule
expression by immune cytokines. Journal of Virology, 1997.

SHEN, K,; SIDIK, H.; TALBOT, W. S. The Rag-Ragulator Complex Regulates Lysosome Function
and Phagocytic Flux in Microglia. Cell Reports, 2016.

SHI, Y.; GAO, G. F. Structural Biology of the Zika Virus. Trends in Biochemical Sciences, v. 42, n.
6, p. 443-456, 2017.

SIMONIN, Y. et al. Zika Virus Strains Potentially Display Different Infectious Profiles in Human
Neural Cells. EBioMedicine, v. 12, p. 161-169, 2016.



96

SIMONIN, Y. et al. Differential virulence between Asian and African lineages of Zika virus.
PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 11, n. 9, p. 1-8, 2017.

SIMPSON, D. I. H. Zika virus infection in man. Transactions of the royal society of tropical
medicine and hygiene., v. 58, n. 4, p. 335-338, 1964.

SMITH, M. E.; VAN DER MAESEN, K.; SOMERA, F. P. Macrophage and microglial responses to
cytokines in vitro: Phagocytic activity, proteolytic enzyme release, and free radical production.
Journal of Neuroscience Research, 1998.

SOFRONIEW, M. V. Astrocyte barriers to neurotoxic inflammationNature Reviews
Neuroscience, 2015.

SOLOMON, T. Recent advances in Japanese encephalitisJournal of NeuroVirology, 2003.

SONG, L. et al. Cellular MicroRNAs Inhibit Replication of the HLIN1 Influenza A Virus in Infected
Cells. Journal of Virology, 2010.

STOCK, C. et al. Lysophosphatidylcholine Stimulates IL-1 Release from Microglia via a P2X7
Receptor-Independent Mechanism. The Journal of Immunology, 2014.

STREIT, W. J.; GRAEBER, M. B.; KREUTZBERG, G. W. Functional plasticity of microglia: A
reviewGlia, 1988.

STREIT, W. J.; WALTER, S. A.; PENNELL, N. A. Reactive microgliosis. Progress in
Neurobiology, 1999.

SU, W. et al. The p53 Transcription Factor Modulates Microglia Behavior through MicroRNA-
Dependent Regulation of c-Maf. The Journal of Immunology, 2014.

SU, W.; ALOI, M. S.; GARDEN, G. A. MicroRNAs mediating CNS inflammation: Small
regulators with powerful potentialBrain, Behavior, and Immunity, 2016.

TABATA, T. etal. Zika Virus Targets Different Primary Human Placental Cells, Suggesting Two
Routes for Vertical Transmission. Cell Host and Microbe, 2016.

TAGANOV, K. D. et al. NF- B-dependent induction of microRNA miR-146, an inhibitor targeted to
signaling proteins of innate immune responses. Proceedings of the National Academy of Sciences,
20086.

TANAKA, Y. et al. Increased lysosomal biogenesis in activated microglia and exacerbated neuronal
damage after traumatic brain injury in progranulin-deficient mice. Neuroscience, 2013.

TANG, H. et al. Zika virus infects human cortical neural progenitors and attenuates their growth. Cell
Stem Cell, 2016.

TAPPE, D. et al. Cytokine kinetics of Zika virus-infected patients from acute to reconvalescent phase.
Medical Microbiology and Immunology, 2016.

TENOEVER, B. R. The Evolution of Antiviral Defense SystemsCell Host and Microbe, 2016.

THOME, A. D. et al. microRNA-155 Regulates Alpha-Synuclein-Induced Inflammatory Responses in
Models of Parkinson Disease. The Journal of Neuroscience, 2016.

THOMPSON, M. R. et al. Pattern Recognition Receptors and the Innate Immune Response to Viral



97

Infection. Viruses, v. 3, n. 6, p. 920-940, 23 jun. 2011.

THOUNAOJAM, M. C. et al. MicroRNA 155 Regulates Japanese Encephalitis Virus-Induced
Inflammatory Response by Targeting Src Homology 2-Containing Inositol Phosphatase 1. Journal of
Virology, v. 88, n. 9, p. 4798-4810, 2014.

THURMOND, S. et al. Suppression of type i interferon signaling by flavivirus NS5. Viruses, v. 10, n.
12, p. 1-16, 2018.

TILI, E. et al. Modulation of miR-155 and miR-125b Levels following Lipopolysaccharide/TNF-a.
Stimulation and Their Possible Roles in Regulating the Response to Endotoxin Shock. The Journal of
Immunology, v. 179, n. 8, p. 5082-5089, 2007.

TIWARI, S. K. et al. Zika virus infection reprograms global transcription of host cells to allow
sustained infection. Emerging Microbes and Infections, 2017.

TOGNARELLL, J. et al. A report on the outbreak of Zika virus on Easter Island, South Pacific, 2014.
Archives of Virology, v. 161, n. 3, p. 665-668, 2016.

TORRENTES-CARVALHO, A. et al. Regulation of T lymphocyte apoptotic markers is associated to
cell activation during the acute phase of dengue. Immunobiology, 2014.

TRICARICO, P. M. et al. Zika virus induces inflammasome activation in the glial cell line U87- MG.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 2017.

TRIPATHI, S. et al. A novel Zika virus mouse model reveals strain specific differences in virus
pathogenesis and host inflammatory immune responses. PLoS Pathogens, v. 13, n. 3, p. 1-19, 2017.

TU, W. et al. The aminobisphosphonate pamidronate controls influenza pathogenesis by expanding a
vd T cell population in humanized mice. The Journal of Experimental Medicine, 2011.

VAN DEN BERG, B. et al. Guillain-Barré syndrome: Pathogenesis, diagnosis, treatment and
prognosisNature Reviews Neurology, 2014.

VAN RHIJN, I. et al. y3 T cell non-responsiveness in Campylobacter jejuni-associated Guillain- Barré
syndrome patients. Neurology, 2003.

VAN VLIET, E. A. et al. Inhibition of mammalian target of rapamycin reduces epileptogenesis and
blood-brain barrier leakage but not microglia activation. Epilepsia, 2012.

VANTOUROUT, P.; HAYDAY, A. Six-of-the-best: Unique contributions of yé T cells to
immunologyNature Reviews Immunology, 2013.

VATTI, A. et al. Original antigenic sin: A comprehensive reviewJournal of Autoimmunity, 2017.
VELANDIA-ROMERO, M. L.; ACOSTA-LOSADA, O.; CASTELLANOS, J. E. In vivo

infection by a neuroinvasive neurovirulent dengue virus. Journal of NeuroVirology, 2012.

VERMA, S. et al. West Nile virus infection modulates human brain microvascular endothelial cells
tight junction proteins and cell adhesion molecules: Transmigration across the in vitro blood-brain

barrier. Virology, 2009.

VERMA, S. et al. Reversal of West Nile virus-induced blood-brain barrier disruption and tight
junction proteins degradation by matrix metalloproteinases inhibitor. Virology, 2010.



98

VIEIRA, C. J. DA S. P. et al. Detection of Mayaro virus infections during a dengue outbreak in Mato
Grosso, Brazil. Acta Tropica, v. 147, p. 1-5, 2015.

VINCENT, I. E. et al. Hepatitis b virus impairs tIr9 expression and function in plasmacytoid dendritic
cells. PLoS ONE, 2011.

VIRALZONE, S. I. B. Zika virus. Disponivel em:
<https://viralzone.expasy.org/6756?outline=all_by_species#tab2>. Acesso em: 13 fev. 2019.

WANG, K. et al. IP-10 promotes blood-brain barrier damage by inducing tumor necrosis factor alpha
production in Japanese encephalitis. Frontiers in Immunology, 2018.

WANG, P. et al. Matrix Metalloproteinase 9 Facilitates West Nile Virus Entry into the Brain. Journal
of Virology, 2008a.

WANG, S. et al. Drak2 contributes to West Nile virus entry into the brain and lethal encephalitis.
Journal of immunology (Baltimore, Md.: 1950), 2008b.

WANG, T. et al. Gamma delta T cells facilitate adaptive immunity against West Nile virus infection in
mice. J Immunol, 2006.

WANG, T. Role of v6 T cells in West Nile virus-induced encephalitis: Friend or foe?Journal of
Neuroimmunology, 2011.

WEINBREN, M. P.; WILLIAMS, M. C. ZIKA VIRUS: FURTHER ISOLATIONS IN THE ZIKA
AREA, AND SOME STUDIES ON THE STRAINS ISOLATED. TRANSACTIONS OF THE
ROYAL SOCIETY OF TROPICAL MEDICINE AND HYGIENE., v. 52, n. 3, p.263-268, 1958.

WHO. Zika virus, microcephaly and Guillain-Barré syndrome situation report. World Health
Organization, p. 1-6, 2017.

WIKAN, N.; SMITH, D. R. Zika virus: History of a newly emerging arbovirusThe Lancet
Infectious Diseases, 2016.

WINER, J. et al. yd T cells infiltrating sensory nerve biopsies from patients with inflammatory
neuropathy. Journal of Neurology, 2002.

WINKLER, C. W. et al. Adaptive Immune Responses to Zika Virus Are Important for Controlling
Virus Infection and Preventing Infection in Brain and Testes. The Journal of Immunology, 2017.

WONG, A. M. et al. Macrosialin increases during normal brain aging are attenuated by caloric
restriction. Neuroscience Letters, v. 390, n. 2, p. 76-80, 2005.

WU, L.; FAN, J.; BELASCO, J. G. MicroRNAs direct rapid deadenylation of mRNA. PNAS, v. 103,
n. 11, p. 4034-4039, 2006.

WU, X.Y. et al. Regulation of microRNA-155 in Endothelial Inflammation by Targeting Nuclear
Factor (NF)-xB P65. Journal of Cellular Biochemistry, 2014.

WU, Y. et al. Zika virus evades interferon-mediated antiviral response through the co-operation of
multiple nonstructural proteins in vitro. Cell Discovery, 2017.

XIE, X.; SHAN, C.; SHI, P. Y. Restriction of Zika Virus by Host Innate ImmunityCell Host and
Microbe, 2016.

XU, X. et al. Contribution of intertwined loop to membrane association revealed by Zika virus full-



99

length NS1 structure. The EMBO Journal, v. 35, n. 20, p. 2170-2178, 2016.

XUE, M. et al. A Zika virus vaccine expressing premembrane-envelope-NS1 polyprotein. Nature
Communications, v. 9, n. 1, 2018.

YANG, Y. et al. MiR-124 Enriched Exosomes Promoted the M2 Polarization of Microglia and
Enhanced Hippocampus Neurogenesis After Traumatic Brain Injury by Inhibiting TLR4 Pathway.
Neurochemical Research, 2019.

YE, J. et al. Immune evasion strategies of flavivirusesVaccine, 2013.

YOUNG, P. R. et al. An antigen capture enzyme-linked immunosorbent assay reveals high levels of
the dengue virus protein NS1 in the sera of infected patients. Journal of Clinical Microbiology, v. 38,
n. 3, p. 1053-1057, 2000.

YUAN, L. et al. A single mutation in the prM protein of Zika virus contributes to fetal microcephaly.
Science, v. 7120, n. 358, p. 933-936, 2017.

ZAMANIAN, J. L. et al. Genomic Analysis of Reactive Astrogliosis. Journal of Neuroscience, 2012.

ZANLUCA, C. et al. First report of autochthonous transmission of Zika virus in Brazil. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 110, n. 4, p. 569-572, 2015.

ZHANG, J. et al. Positive-strand RNA viruses stimulate host phosphatidylcholine synthesis at viral
replication sites. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2016.

ZHAO, X. et al. Noninflammatory Changes of Microglia Are Sufficient to Cause Epilepsy. Cell
Reports, v. 22, n. 8, p. 2080-2093, 2018.

ZHU, Z. et al. Comprehensive characterization of serum microRNA profile in response to the
emerging avian influenza A (H7N9) virus infection in humans. Viruses, 2014.



