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RESUMO

O Zika virus (ZIKV), do género Flavivirus, é o agente causador de uma doenca infecciosa
emergente em muitos paises, com elevado nimero de casos reportados nos ultimos
anos e forte associacdo causal com sindromes neuroldgicas graves. O entendimento
sobre o comportamento do virus no organismo é de suma importancia para o
desenvolvimento de mecanismos de contencdo da doenca, para a condugdo de um

tratamento adequado e instauragdo de medidas preventivas.

Os virus evoluiram numerosas estratégias para manipular as respostas do hospedeiro e
garantir o seu sucesso replicativo. Durante a replica¢do viral ocorre elevada producdo e
modificacGes pds traducionais de proteinas virais no reticulo endoplasmatico (RE) das
células hospedeiras, o que resulta na sobrecarga do sistema de processamento de
proteinas da organela e, consequentemente, ativa uma via de resposta a proteinas ndo
dobradas (UPR). Essa resposta é coordenada pelos sensores IRE1, PERK e ATF6
acoplados a membrana do RE que sdo responsdveis por monitorar a transcricdo de

genes e a traducgdo de proteinas envolvidas no controle da UPR.

Este trabalho aborda o efeito da infecgao por ZIKV sobre a ativagdo de componentes
da via UPR em células de glioblastomas neuronais humanas T98G. A infec¢do dessas
células por ZIKV mostrou regulacdo negativa de ATF6, em ensaios de microcoscopia de
fluorescéncia e microscopia confocal, bem como a ndo ativagdo da atividade
transcricional de ATF6 em ensaio de gene repdrter da luciferase. Ainda, a expressao de
genes ativados por ATF6, XBP1 e CHOP, ndo tiveram elevagdo durante a infecgdo pelo
ZIKV. O sensor IRE1 avaliado em ensaio que monitorou o processamento do seu
substrato, o mRNA do fator de transcricdo XBP1, mostrou modulagdo dependente do
tempo de infecgdo, com regulagdo negativa até 48 horas apds a infec¢do. A expressao
de genes ativados por XBP1, como EDEM1, foi ativada em 72 horas apods a infecgao, o
gue sugere ativagdo tardia deste sensor. A infec¢do por ZIKV induziu menor expressao
de genes da via PERK, como ATF4, CHOP e GADD34, em estdgios iniciais da infeccdo,
ou seja, a ativagdo da expressao destes genes ocorreu apds 72 horas para ZIKV asidtica.
Ja ensaio com amostra africana de ZIKV induziu expressdo de CHOP mais precoce, em

48 apods a infecgdo. A expressdao de 84 genes da via de UPR em infec¢gdo com ZIKV
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asiatica, em ensaio de matriz de PCR quantitativo em tempo real, no geral, aumentou
de forma expressiva em fases mais tardias da infecgdo. A avaliagdo da produgdo das

chaperonas BIP e calregulina foi elevada somente na infec¢do por ZIKV africana.

Nossos achados mostraram que o ZIKV é capaz de modular de forma distinta os
componentes da via UPR, regulando negativamente ATF6, até estagios tardios e IRE1 e
PERK apenas em estdgios iniciais da infec¢do, com ativacdo da via de reposta ao

estresse do RE com maior intensidade na fase mais tardia da infeccdo.

Palavras-chave: Zika Virus, estresse celular, resposta a proteinas nao dobradas, UPR,

IRE1, ATF6, PERK.
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ABSTRACT

Zika virus (ZIKV), of the genus Flavivirus, is the causative agent of an emerging
infectious disease in many countries, with a high number of cases reported in recent
years and a strong causal association with severe neurological syndromes.
Understanding the behavior of the virus in the body is of paramount importance for
the development of mechanisms to contain the disease, to conduct appropriate

treatment and to introduce preventive measures.

Viruses have evolved numerous strategies to manipulate host responses and ensure
their replicative success. During viral replication there occurs high production and
post-translational modifications of viral proteins in the endoplasmic reticulum (ER) of
the host cells, which results in the overload of the organelle protein processing system
and, consequently, activates an unfolded protein response pathway (UPR). This
response is coordinated by the IRE1, PERK and ATF6 sensors coupled to the ER
membrane which are responsible for monitoring gene transcription and translation of

proteins involved in UPR control.

This work addresses the effect of ZIKV infection on the activation of UPR pathway
components in T98G human neuronal glioblastomas cells. The infection of these cells
by ZIKV showed negative regulation of ATF6 in fluorescence microscopy and confocal
microscopy assays, as well as the nonactivation of the transcriptional activity of ATF6
in a luciferase reporter gene assay. Furthermore, the expression of ATF6, XBP1, and
CHOP-activated genes did not show elevation during ZIKV infection. The IRE1 sensor
evaluated in the assay that monitored the processing of its substrate, the transcription
factor mRNA XBP1, showed time-dependent modulation of infection, with down-
regulation up to 48 hours post-infection. Expression of XBP1-activated genes, such as
EDEM1, was activated within 72 hours of infection, suggesting late activation of this
sensor. ZIKV infection induced lower gene expression of the PERK pathway, such as
ATF4, CHOP, and GADD34, in the early stages of infection, ie activation of the
expression of these genes occurred after 72 hours for Asian ZIKV. Already, an African
sample of ZIKV assay induced earlier CHOP expression at 48 post-infection. Expression

of 84 UPR pathway genes in infection with Asian ZIKV in a quantitative real-time PCR
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matrix assay generally increased significantly in later stages of infection. Evaluation of
the production of BIP and calregulin chaperones was high only in infection with African

ZIKV.

Our findings showed that the ZIKV is capable of modulating UPR pathway components
negatively, regulating ATF6 to late stages and IRE1 and PERK only in the early stages of
infection, with the activation of the ER response pathway with greater intensity in the

later phase of infection.

Keywords: Zika Virus, cellular stress, Unfolded Protein Response, UPR, IRE1, ATF®6,
PERK.
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O Zika virus (ZIKV) é um arbovirus, pertencente ao reino Riboviria, familia Flaviviridae
(do latim Flavus, amarelo) e género Flavivirus (KUNO et al., 1998; LANCIOTTI et al.,
2008; GORBALENYA, et al., 2018; ICTV, 2018), sendo o causador da Zika ou Febre Zika.
O virus recebeu esta denominagdo devido ao local de origem de sua identificagdo em

macacos na floresta Ziika, em Uganda na Africa, em 1947 (DICK et al., 1952).

Durante muitos anos a doenga circulou silenciosamente pelos continentes africano e
asiatico, devido apresentagdo clinica ser semelhante a outras doencas virais. Entre
1951 a 1981, evidéncias soroldgicas de infeccdo por ZIKV foram registradas em paises
africanos e em partes da Asia (ROBIN & MOUCHET, 1975; JAN et al., 1978; OLSON et
al., 1981; SALUZZO et al., 1981; SALUZZO et al., 1982). A primeira epidemia descrita foi
em 2007, na Micronésia, mais especificamente no estado de Yap, quando quase 75%
da populagdo esteve sob suspeita de estar infectada pelo ZIKV (DUFFY et al., 2009;
PAHO, 2015a). Em 2013, foi confirmada a presenca do virus nas ilhas da Polinésia
Francesa, que no ano seguinte logo se espalhou para Nova Caledénia, Ilhas Cook, e llha
de Pascoa (CAO-LORMEAU, 2014; MUSSO et al., 2014a). Neste contexto, foi feita pela
primeira vez a sua associacdo a um tipo de complicagdo neuroldgica, denominada
sindrome de Guillain-Barré (SGB), quando foi descrito um caso de SGB ocorrido
imediatamente apds infeccdo por ZIKV, em uma co-epidemia de Zika e Dengue

(OEHLER et al., 2014).

Em 2015, foram identificados os primeiros casos autéctones das Américas, no Brasil,
em que a presenca do virus foi confirmada pela detec¢do do acido ribonucleico do ZIKV
em amostras de sangue de pacientes com sintomas comuns aos apresentados por
pacientes infectados por Dengue virus (CAMPOS et al., 2105; ZANLUCA et al., 2015). No
préoximo ano, foi constatada a incidéncia de mais de um milhdo de casos de ZIKV e,
além do aumento dos casos de neuropatias perifericas, dentre elas a SGB, o aumento
da ocorréncia de casos de microcefalia congénita (BARCELLOS et al., 2016; CAO-

LORMEAU et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2016; MS, 2016a; WHO, 2016c).

Varios estudos demonstraram a associacdo de ZIKV e microcefalia através da detecgao
do virus em amostras de liquido amnidtico de gestantes e em amostras de sangue de

recém-nascidos diagnosticados com malformagdo congénita, bem como com outras
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anormalidades como insuficiéncia placentaria, restricdo de crescimento e morte fetal,
comprovando a possibilidade de transmissdo vertical (BRASIL, 2016; CALVET et al.,
2016; MLAKAR et al., 2016).

O crescente numero de registros de infecgdes por ZIKV em varias regies do mundo
nos ultimos anos e em vista da expansdo geografica da doenga neste periodo e sua
associacdo a complicagdes neuroldgicas graves, levou a OMS a declarar a febre por Zika
virus uma emergéncia de saude publica internacional (GATHERER & KOHL, 2016; WHO,
2016a). Apesar dos esforgos para o melhor entendimento deste virus, os mecanismos
pelos quais o ZIKV controla a infeccdo e sua permanéncia nas células ndo estdo
totalmente esclarecidos. Portanto, sdo necessarios estudos que somem e esclaregam a
biologia do ZIKV e possibilitem conceber estratégias que visem interferir com a

patologia causada por este flavivirus.

1. O Zika Virus

1.1 Estrutura viral

Tal como outros membros do género Flavivirus, os Zika virus sao envelopados e contém
um genoma de RNA de cadeia simples de sentido positivo (ssRNA) com de cerca de 11
kilobases que é traduzido como uma Unica poliproteina, posteriormente, clivada por
proteases virais ou do hospedeiro em trés proteinas estruturais e sete proteinas ndo
estruturais (NS) (LINDENBACH et al., 2013). O genoma do ZIKV possui regides ndo
traduzidas de circularizacdo do acido nucleico em suas extremidades 5’ e 3’, as quais
tem sido relacionadas com fundamental importancia para a replicagdo viral (VILLORDO
& GAMARNIK, 2009; ALVAREZ et al., 2005). Este tipo de estrutura secundaria, comum
em flavivirus, como o DENV, leva a formacdo de um RNA subgenémico, que possui
papel importante também no controle da atividade antiviral, como na inibicdo do
receptor RIG-I do hospedeiro e consequentemente, da producdo de interferon

(PIJLMAN et al., 2008; SILVA et al., 2010; MANOKARAN et al., 2015).

A poliproteina (Figura 1) formada possui 3.419 aminodcidos e clivada por proteases da

origem as proteinas estruturais: a proteina do capsideo (105 aminodcidos), a proteina
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precursora de membrana ou prM (187 aa) e a proteina do envelope ou E (505 aa) que
contém um motivo de glicosilagdo do envelope-154 associado a viruléncia (HADDOW
et al., 2012; FAYE et al.,2014); e as sete proteinas ndo estruturais NS1 (352 aa) NS2A
(217 aa), NS2B (139aa), NS3 (619aa), NS4A (127aa), NS4B (255aa) e NS5 (904aa) que
estdo envolvidas na replicagdo, montagem e antagoniza¢do da resposta inata do
hospedeiro a infecgdo. Entre as proteinas NS destacam-se uma RNA-polimerase
dependente de RNA (NS5) e uma helicase/protease (NS3) (CHAMBERS et al., 1990;
LINDENBACH & RICE, 2003; KUNO et al., 2007; LINDENBACH et al., 2013; SIROHI et al.,
2016). Um estudo genético feito por LANCIOTTI e colaboradores (2008) analisou as
sequéncias nucleotidicas do gene da proteina NS5 e identificou duas amostras de
origem africana e uma amostra de origem asidtica. No Brasil, estudo feito em
sequenciamento gendémico de ZIKV isolado de casos autdctones verificou 97-100% de

similaridade com a amostra originada da Polinésia Francesa (CALVET et al., 2016).

NS1  NS2A NS2B NS3 NS4A NS4
L I ) ] )

Y Y Y Y
§'UTR  Proteinas estruturais Proteinas néo estruturais 3'UTR

Figura 1: Genoma do virus Zika.

O genoma do virus Zika codifica trés proteinas estruturais (capsideo [C], membrana [M] e envelope [E])
e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Fonte: Adaptado de BASU &
TUMBAN, 2016.

As particulas virais possuem simetria icosaédricas e formato esférico, de 42-52 nm de
didametro (Figura 2). Entre as proteinas estruturais, o nucleocapsideo do ZIKV é
formado pela proteina C associada a molécula de RNA de cadeia simples de sentido
positivo. O envelope é formado por uma bicamada lipidica onde sdo incorporadas
unidades de glicoproteinas, E e M, que estdo envolvidas na ligacdo a varios tipos de
receptores celulares (LINDENBACH & RICE, 2003; PERERA-LECOIN et al., 2014; SIROHI
et al., 2016). A glicoproteina E contém trés dominios e apenas um local de glicosilagdo
(Asn154) que aparece como uma pequena projecdo na superficie do virus (SIROHI et
al., 2016). A presenca de locais de glicosilagdo tem sido associada a danos neuroldégicos
em cepas asiaticas causadoras da SGB e microcefalia (FAYE et al., 2014), bem como a

capacidade do virus de infectar espécies especificas de mosquitos (HADDOW et al.,

23



2012). Além disso, a glicoproteina E presente na superficie de flavivirus possui papel
importante para a entrada do virus na célula, estando envolvida na interacdo com
receptores das células do hospedeiro, para a fusdo da bicamada lipidica do virus a
membrana da vesicula endossGmica e na dissociagdo do nucleocapsideo no citoplasma

(CHANG, 1997; LINDENBACH & RICE, 2003; CLYDE et al., 2006; HEINZ & STIASNY, 2006).

M protein
Envelope

Figura 2: Estrutura da particula viral de Zika virus.

A esquerda desenho da estrutura da particula de Zika virus. A estrutura é composta pelo material
gendmico formado por RNA de fita simples e polaridade positiva (RNA genome) envolto pelas trés
proteinas estruturais: a proteina do envelope disposta em dimeros (Envelope); a proteina associada a
membrana (M protein) e a proteina do nucleocapsideo (Capsid). A direita, Microscopia de transmissdo
eletrénica (TEM) do virus Zika. As particulas virais tém 42-52nm de didmetro, com um envelope exterior
e um nucleo denso interior. A seta identifica uma Unica particula de virus. Fonte: Adaptado de "Zika
virus: Virion," por ViralZone, Swiss Institute of Bioinformatics (CC BY-NC 4.0); direita, "Zika virus," por C.
Goldsmith, CDC Public Health Image Library.

1.2 Taxonomia e Transmissao

A familia Flaviviridae subdivide-se em quatro géneros: O género Flavivirus, composto
por 53 espécies virais, que além do Zika virus (ZIKV) inclui outros patogenos de
importancia médica como o Dengue virus (DENV), o virus da Febre Amarela (Yellow
fever virus, YFV), o virus da encefalite japonesa (Japanese encephalitis virus, JEV) e o
virus do oeste do Nilo (West Nile virus, WNV); o género Hepacivirus, cujo principal
representante é o virus da Hepatite C (HCV); o género Pegivirus, composto por 11
espécies, algumas podem ser detectadas em mamiferos (humanos, primatas nao

humanos, porcos, cavalos, roedores e morcegos) no entanto, ndo sdo consideradas
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patogénicos em humanos; e o género Pestivirus, composto por 4 espécies virais, o virus
da peste suina classica (CSFV) e o virus da diarreia viral bovina (BVDV), todas de
interesse veterinario, completam a familia (ICTV, 2018). Os virus da familia Flaviviridae
conservam caracteristicas de morfologia da particula viral, organizagdo do genoma e
estratégias de multiplicacdo similares, contudo albergam propriedades bioldgicas

caracteristicas e hospedeiros diversos (LINDENBACH et al., 2007).

A maioria dos virus desta familia é transmitida por picadas de mosquito ou de
carrapato. Entre as espécies conhecidas de Flavivirus, as 27 transmitidas por mosquitos
sdo subdividas em dois grandes grupos, de acordo com sua ecologia e manifesta¢des
clinicas em humanos (KRAMER & EBEL, 2003), os flavivirus encefaliticos, transmitidos
por mosquitos do género Culex e tendo como hospedeiros naturais os passaros, e os
flavivirus viscerotrépicos, que incluem o virus da dengue e da febre amarela,
transmitidos por mosquitos do género Aedes, possuindo primatas como seus
hospedeiros naturais (GUBLER, 2002). A transmissdao do ZIKV ocorre principalmente
através da picada da fémea do mosquito do género Aedes (Figura 3). Contudo, a
deteccdo do virus em amostras de urina, esperma, saliva, sangue, liqguido amnidtico,
liquido cefalorraquidiano, sugerem a possibilidade de outras vias de transmissao
transmissdo vertical, como transfusdo sanguinea ou transplante de érgaos (MUSSO et
al., 2015a; MUSSO et al., 2015b; GOURINAT et al,, 2015; ATKINSON et al., 2016;
Bonaldo et al., 2016; CAMPOS et al., 2016; JURADO et al., 2016; MARANO et al., 2016;

00
' 3
Macaco Rhesus v Transmissso
Transmissdo Sexual Vertical

OLSON et al., 2016).

Transfusdio Sanguinea

?3 Ciclo silvestre ﬁ f Ciclo epidémico !

Figura 3: Ciclo de transmissdo do Zika virus.
O Zika virus é transmitido em ambiente silvestre por mosquito para primatas ndo humanos. Humanos
podem ser infectados com o virus em habitats silvestres através da picada do mosquito infectado e
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infectar novos mosquitos em dareas rurais ou urbanas, dando origem ao ciclo epidémico. Os virus podem
ser transmitidos de uma pessoa infectada para mosquitos, estes infectardo novos humanos dando
continuidade ao ciclo. No organismo, o virus se reproduz e dissemina e pode ser transmitido por via
sexual ou por transplantes de 6rgaos. Mulheres gravidas também podem transmitir o virus para o feto
durante a gestacdo. Fonte: Adaptado de BASU & TUMBAN, 2016.

1.3 Epidemiologia da Zika

A primeira evidéncia de infecgdo humana por ZIKV foi em 1952, quando foi detectada a
presenca de anticorpos neutralizantes em soros humanos coletados na Africa
(SMITHBURN, 1952). Até o primeiro surto ser registrado em 2007, no Estado de Yap
(Micronesia), casos esporadicos naturalmente adquiridos foram relatados, sendo que
as notificacBes acerca de circulacdo do virus Zika eram restritas 3 Africa tropical e ao
Sudeste Asiatico (MACNAMARA, 1954; SIMPSON, 1964; MOORE et al., 1975; FAGBAMI,
1979; OLSON et al.,1981). O surto de 2007 na llha Yap, Micronésia (DUFFY et al., 2009),
foi o primeiro identificado dessas regides. Apds isso, varios surtos significativos foram
registrados em ilhas e arquipélagos na regido do Pacifico, seguido pelo espalhamento
mundial (Figura 4). Entre 2013 e 2014, na Polinésia Francesa, foi estimado em 19.000 o
numero de casos suspeitos. Destes, o RNA viral foi detectado por RT-PCR para ZIKV em
294 amostras, de 584 analisadas (CAO-LORMEAU, 2014; ECDC, 2014). Neste mesmo
contexto também foi observado um aumento em torno de vinte vezes no ndmero de
casos de SGB (OEHLER et al., 2014). Ainda em 2014, foram descritos novos surtos em
outras ilhas do Pacifico, como Nova Caleddnia, Ilha de Pascoa e Ilhas Cook (DUPONT-
ROUZEYROL et al., 2014; ROTH et al., 2014; TOGNARELLI et al, 2014). No mesmo
periodo em algumas regides como Tailandia, East Malaysia, Camboja, Filipinas e
Indonésia casos esporadicos de infec¢do pelo virus Zika foram relatados (HEANG et al.,
2012; KWONG et al., 2013; ALERA et al., 2015; TAPPE et al., 2014; BUATHONG et al.,
2015; TAPPE et al., 2015; PERKASA et al., 2016). Nas Américas, no mesmo ano, os
primeiros relatos de infec¢do autdctone pelo ZIKV, na llha de Pascoa (Chile). Um estudo
feito por Tognarelli e colaboradores (2016) detectou o RNA do ZIKV em 51 amostras de
um total de 89 amostras de casos suspeitos de Zika. Em 2015, o virus foi detectado em

outros paises da América do Sul, 25 paises e territérios relataram transmissdo
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autdctone do virus até fevereiro de 2016, inclusive no Brasil foi confirmada
laboratorialmente em vdrios estudos. No periodo de outubro de 2015 a margo de
2016, na Colémbia foram confirmados 2.090 casos entre mais de 50 mil casos suspeitos
de ZIKV (CAMPOS et al., 2015; LANCIOTTI et al., 2015; ZANLUCA et al., 2015; MUSSO &
GUBLER, 2016; WHO, 2016a). De acordo com o Europe Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC) foram registrados casos de transmissdo autdctone em varias
regides das Ameéricas, Asia e Africa; como Argentina, Bolivia, Brasil, Colémbia, Cuba,
Estados Unidos da América, Equador, Guiné-Bissau, Haiti, Honduras, Indonésia,

Jamaica, México, Venezuela, entre outras (ECDC, 2017).

Até setembro de 2016, 1.557 casos importados de Zika foram reportados em 19 paises
da Unido Europeia (Austria, Bélgica, Republica Checa, Dinamarca, Finlandia, Franca,
Irlanda, Itdlia, Luxemburgo, Malta, Holanda, Noruega, Portugal, Roménia, Eslovénia,

Eslovaquia, Espanha, Suica e Reino Unido).

Até fevereiro de 2017, a transmissdo do virus Zika foi documentada num total de 76
paises e territérios, entre os quais 13 relataram transmissdo de pessoa a pessoa do

virus, provavelmente por via sexual (WHO, 2016a; WHO, 2016d; ECDC, 2017).
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No Brasil, os primeiros casos de transmissdo autdctone do ZIKV, foram confirmados em
2015, no Nordeste do pais, nos estados da Bahia e Rio Grande do Norte. Até dezembro
de 2016, até a semana epidemioldgica 52 (SE 52) foram registrados 215.319 casos
suspeitos de febre por ZIKV (taxa de incidéncia de 105,3 casos/100 mil habitantes)
distribuidos em 12.973 casos registrados na regido Norte, 76.016 na regido Nordeste,
91.053 na regido Sudeste, 34.284 na regido Centro oeste e 993 na regido Sul. Desses,

60,7% dos casos foram confirmados (SVS, 2017b).

Em 2017 (Figura 5A), até SE 51, foram registrados 17.452 casos provaveis de febre pelo
virus Zika no pais, sendo que destes, 8.839 (50,6%) foram confirmados (MS, 2018a). Ja
em 2018 (Figura 5B), foram registrados 8.680 casos provaveis de doenga, com taxa de
incidéncia de 3,2 casos/100 mil habitantes até a semana 52; destes 3.984 (41,7%)
foram confirmados (MS, 2018b). A regido que apresentou o maior nimero de casos
provaveis (2.584 casos; 38,7%) foi a Sudeste, seguida pelas regiGes Nordeste (1.871
casos; 28,0%), Centro-Oeste (1.406 casos; 21,0%), Norte (790 casos; 11,8%) e Sul (34
casos; 0,5%). Entre as Unidades Federativas (UFs), as maiores taxas de incidéncia foram
reportadas em Mato Grosso (16,1 casos/100 mil hab.), Rio de Janeiro (11,7 casos/100
mil hab.), e Goias (11,6 casos/100 mil hab.). Foram confirmados por andlise laboratorial
dois ébitos por virus Zika, no estado de Rondénia e Sdo Paulo no ano de 2017. Em
2018, até a SE 32, foram confirmados dois ébitos por virus Zika nos estados de Alagoas

e Paraiba (MS, 2018a; MS, 2018b).
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Figura 5: Incidéncia de casos provaveis pelo virus Zika no Brasil em 2017 e 2018.

(A) Incidéncia de Febre pelo Virus Zika (/100 mil hab.) por Unidade da Federacdo, até a Semana
Epidemioldgica 52, 2017. (B) Incidéncia de Febre pelo Virus Zika (/100 mil hab.) por Unidade da
Federacdo, até a Semana Epidemioldgica 5, 2018. Fonte: DIAS et al., 2017; DIAS et al., 2018.
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O numero de notificagdes de criangas recém-nascidas com alterages no crescimento e
desenvolvimento possivelmente relacionados a infec¢do por Zika virus no Brasil, em
2017, foram de 2.160 casos provaveis, destes 949 confirmados (MS, 2018a). A maioria
dos casos foi registrada na regido Nordeste do pais (65,7%), sendo que os cinco estados
com maior numero de casos foram Pernambuco (21,3%), Bahia (14,3%), Paraiba (9,0%),
Sdo Paulo (8,1%) e Rio de Janeiro (7,8%) (SVS, 2017a). Até a SE 32 de 2018, foram
registrados 973 casos provaveis, sendo 355 confirmados por critério clinico-

epidemiolégico ou laboratorial (MS, 2018b).

Mundialmente, o Brasil apresentou o maior nimero de casos de microcefalia e mas
formacgGes fetais associados a infecgdo pelo ZIKV, seguido da Col6mbia, Estados Unidos,
Guatemala, Martinica, Republica Dominicana e Guiana Francesa. Também houve
elevagdo no numero de casos de SGB em quatorze paises, incluindo o Brasil (WHO,

2016a).

A investigacdo do numero de casos do total de individuos infectados por ZIKV é
dificultada pelos altos indices de casos assintomaticos, estimados em cerca de 80%.
Apesar de se tratar de uma doenga de notificagdo compulsdria, a maioria dos
infectados ndo manifestardo sinais ou sintomas da doenca, o que dificulta ainda mais o
conhecimento da amplitude dessa doenga e leva a dados controversos entre casos
suspeitos e confirmados (DUFFY et al., 2009; CDC, 2016; WHO, 2016a). Ademais, os
testes soroldgicos (IgM e 1gG) disponiveis ndo sdo especificos para a detecgdo do ZIKV,
restringindo a identificacdo do virus por isolamento ou PCR (Reacdo de cadeia de
polimerase) na fase aguda da doenga. Com isso, o niUmero de casos de infe¢Ges pelo
virus Zika é estimado a partir de critérios clinico-epidemiolégicos ou a partir dos casos
descartados para dengue e projecdo com base na literatura internacional (MINISTERIO

DA SAUDE, 2016b).

1.4 Ciclo de Multiplicagao Viral

O ciclo de multiplicacdo dos Flavivirus, bem como para o ZIKV (Figura 6), se inicia pela

infecgdo de células do hospedeiro permissivas aos virus. As particulas virais se ligam as
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células através de interagOes entre a glicoproteina de superficie E do virus e receptores
celulares e penetram na célula hospedeira por um processo de endocitose mediada
por receptor (GOLLINS & PORTERFIELD et al., 1988; ISHAK et al., 1988; NG & LAU,
1988; HAMEL et al., 2015).

Apos ser internalizado na vesicula endossomal, a proteina E do virus sofre modificacdes
conformacionais, gerada pela variagdo do pH no interior da vesicula, expondo seu
peptideo de fusdo que se funde a membrana lipidica do endossomo promove a
liberagdo do nucleocapsideo viral no citoplasma celular (GOLLINS & PORTERFIELD et
al., 1988; HEINZ & STIASNY, 2006; CLYDE et al., 2006; YU et al., 2008) seguido da
liberagdo e tradugdao do genoma de RNA polaridade positiva para produgdo de fitas
positivas de cdpias do genoma e das proteinas envolvidas na replicagdo viral, que
ocorre na superficie do reticulo endoplasmdtico, como a NS5 — que tem fun¢ao de RNA

polimerase RNA-dependente (CLYDE et al., 2006).

As trés proteinas estruturais — E, prM e C; e 7 proteinas ndo-estruturais — NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 serdo sintetizadas a partir das fitas de RNA polaridade
positiva traduzidas nos ribossomos, dando origem a poliproteina que sera clivada e
sofrerd processamento pds-traducional por proteases virais e celulares (RICE, 1996;

LINDENBACH et al., 2003).

O virus é montado no interior do reticulo endoplasmatico como uma particula imatura
constituida por heterodimeros de proteinas E: prM (ZHANG et al., 2003; LINDENBACH;
et al., 2013) e é transportado para o aparelho de Golgi onde ocorre a maturagdo do
virus, no pH 4acido da rede trans-Golgi, através de altera¢des conformacionais das
glicoproteinas de superficie e clivagem por uma protease da célula hospedeira, a
Furina. Nas particulas virais imaturas, a proteina prM é clivada, dando origem as
formas maduras do virus, ou seja, as formas passiveis de fusdo e liberacdo por
exocitose. Com a remogao do peptideo “pr” durante a maturagao, a proteina E fica
exposta possibilitando o ciclo de fusdo endossomal e secre¢do pela célula hospedeira.
O virus maduro é entdo constituido por heterodimeros diméricos de proteinas E: M
(KUHN et al., 2002; LINDENBACH et al., 2003; YU et al., 2008; ZHANG et al.,2013;
CORTESE et al.,2017).
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Figura 6: Ciclo de multiplicagdo dos Flavivirus.

O virus entra na célula por endocitose, através da ligagdo da proteina E do envelope viral a receptores
presentes na superficie celular do hospedeiro, o que medeia a internalizagdo na célula. Dentro do
endossomo as proteinas virais sofrem mudangas conformacionais proporcionadas pelo baixo pH do
meio endossomal, promovendo a fusdo entre o envelope e a membrana do endossomo. O RNA é
liberado no citoplasma com o desnudamento do capsideo viral e inicialmente traduzido em uma
poliproteina que é processada dando origem as proteinas estruturais e ndo estruturais (para produzir as
proteinas de replicagdo) do virus. A replicagdo ocorre na superficie do reticulo endoplasmatico. Depois
da sintese das proteinas estruturais, os virions sdo montados sofrendo brotamentos intracelulares. As
particulas imaturas seguem nas vias secretérias (aparelho de Golgi), sofrem maturagdo (clivagem da
proteina prM) e sdo liberadas da célula por exocitose. RE: Reticulo endoplasmatico. VLP: Virus-like
Particles. Fonte: HEINZ & STIASNY, 2006.

Durante a multiplicagdo dos flavivirus em estruturas derivadas do reticulo
endoplasmatico, hd a remodelagdo da membrana, com alteragdes na composi¢do
proteica e de lipidios das membranas do RE; e grande sobrecarga na concentra¢do de
proteinas virais a serem processadas nesta organela (WELSCH et al., 2009; GILLESPIE et
al., 2010; PERERA et al., 2012; JUNJHON et al., 2014). Este acimulo induz o estresse do
reticulo endoplasmatico que resulta na ativagdo de uma resposta de sinalizagdo celular
denominada resposta de proteina desdobrada (UPR), que pode ser modulada pelos
virus para seu proprio beneficio. Concomitantemente com a ativa¢cdo da UPR ocorre a
ativagdo de autofagia em células infectadas, fato visualizado em modelos
experimentais com diferentes flavivirus (BLAZQUEZ et al., 2014). A relagdo entre
estresse do reticulo endoplasmatico, UPR e autofagia em células infectadas pode ser a
chave para elucidar a replicacdo e a patogénese desses virus. A abordagem sobre UPR

e infeccGes virais sera feita no item 2.

33



1.5 ManifestagGes clinicas

A Zika é uma doenca exantematica com apresentac¢do clinica semelhante a de outras

infecgdes por arbovirus, como chikungunya e dengue.

Apds o contdgio com o ZIKV, o periodo de incubagdo em humanos pode variar entre
trés e 12 dias, sendo que grande parte das infec¢bes pode permanecer assintomdtica
(DUFFY et al., 2009; MUSSO et al., 2014b; BROOKS et al., 2016). A evolugdo para
quadros sintomaticos pode apresentar uma variedade de sintomas, que nem sempre

estdo presentes conjuntamente.

A infeccdo por ZIKV, quando sintomadtica, é normalmente caracterizada pelo
aparecimento de exantema maculopapular; febre aguda (37,8 °C - 38,5 °C)
autolimitada, com duracdo de dois a sete dias; artralgia; mialgia, dor de cabeca
conjuntivite e/ou uveite. Alguns sintomas como tosse, vomito, dor de garganta e dor
retro orbitaria, também ja foram relatados (ARMSTRONG et al., 2016; ECDC, 2016;
ESTOFOLETE et al., 2016; THOMAS et al., 2016). Ao contrario de outras arboviroses,
como a Dengue, ndo foram notificados sinais hemorragicos em doentes infectados com
ZIKV (DUFFY et al., 2009; KWONG et al., 2013). No entanto, complicagGes neuroldgicas,
como microcefalia associada ao virus em recém-nascidos e neuropatias periféricas
foram descritas (OEHLER et al., 2014; CALVET et al., 2016; KLASE et al., 2016; MLAKAR
et al, 2016; MS, 2016; WHO, 2016). Os primeiros estudos sobre os casos de
microcefalia fetal e sua associacdo a transmissdo vertical do virus e o aumento do
numero de casos de neuropatias periféricas, como a SGB, concomitante ao aumento
do nuimero de notificagdes de ZIKV sugeriram uma relagdo causal (DE PAULA et al.,
2016; MARTINES et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; VENTURA et al., 2016). Ressalta-se
que a ocorréncia de microcefalia associada a infecgdo pelo ZIKV aumentou a vigilancia
a este tipo de ma-formacgdo, evidenciando que este tipo de evento era essencialmente

subnotificado no Brasil antes da circulagdo do virus.
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1.6 Microcefalia e ZIKV

A microcefalia é caracterizada pela redugao do perimetro cefalico devido a destruigao
de células neuronais que levam ao desenvolvimento inadequado do cérebro (SILVA &
SOUZA, 2016). A alteragdo pode ser detectada por ultrassom, tomografia, ou por
medicGes perimétricas cefdlicas. As caracteristicas comuns na microcefalia congénita
incluem a desproporcionalidade facial em comparacdo com a cabega e "cutis girata"
(dobras do couro cabeludo, causadas pelo crescimento continuo da pele a medida que
o desenvolvimento cerebral diminui). Além disso, os recém-nascidos podem apresentar
hiperreflexia, irritabilidade, tremores e convulsdes, anormalidades auditivas e visuais.
Neuroimagens frequentemente revelam calcificacles, entre outras alteragdes, como
hipoplasia do tronco cerebral e do cerebelo e ventriculomegalia (MIRANDA-FILHO et
al., 2016; MLAKAR et al., 2016; WHO, 2016e). A sindrome fetal de ZIKV assemelha-se as
outras infecgOes de contagio transplacentario, associadas as malformagGes congénitas,
como toxoplasmose, sifilis e rubéola, e devido a este conjunto de sinais e sintomas é
denominada Sindrome Congénita do Virus Zika (SCVZ) (KLASE et al., 2016; MIRANDA-
FILHO et al., 2016).

O desenvolvimento da patologia encefélica e a infecgdo de células neurais dependem
da habilidade do virus para entrar no SNC e na célula, ou seja, da neuroinvasio e da
neuroviruléncia (MCMINN, 1997). O tropismo para neurénios motores ja foi descrito
para varios flavivirus, como JEV, WNV, TBEV e DENV (SOLOMON, 2004; SIPS et al.,
2012). Estudos detectaram a presencga tanto do RNA de dengue virus quanto de
anticorpos especificos anti-dengue em amostras de liquido cefalorraquidiano
comprovando a possibilidade de neuroinvasdo destes virus (DOMINGUES et al., 2008;
KUMAR et al., 2008). Inicialmente a relagdo causal entre virus e doenca foi atribuida a,
provavelmente, ser consequéncia de mutac¢des virais recentes, baseada na hipdtese de
que a ocorréncia de mutagdes propicia a geragdo de amostras virais mais virulentas.
Para outros membros da familia Flaviviridae estd bem estabelecido que mutacdes no
gene que codifica a glicoproteina E do envelope viral aumentam a sua viruléncia e a sua
capacidade de danificar o sistema nervoso central (SIPS et al., 2012). No sistema

nervoso central podem ser visualizadas reag¢do intracitoplasmatica granular e ativagao
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de micréglia e macrdfagos, o que sugere a localizagdo do virus nos neurénios e a
interferéncia da resposta imune do hospedeiro na patogénese da microcefalia

(MLAKAR et al., 2016).

A epidemia de ZIKV nas Américas e a associacdo observada em anormalidades fetais
(microcefalia) e patologia autoimune adulta (sindrome de Guillain-Barré) chamaram a
atengdo para esse patégeno (OLIVEIRA, et al., 2016; MS, 2016a; WHO, 2016c). O alto
numero de casos no Brasil, principalmente na regido nordeste, provocou uma rapida
mobilizacdo de especialistas em saulde publica. Alguns estudos mostraram uma
correlacdo entre a infeccdo por ZIKV e a taxa excepcionalmente alta de microcefalia
infantil observada durante o surto - o Brasil relatou uma alarmante cifra de 7.438 casos
suspeitos de microcefalia pela 182 semana epidemioldgica de 2016; no entanto, apenas
1.326 destes casos foram confirmados como infecgdo congénita. Embora um nimero
significativo de casos tivesse sido excluido desta associacdo, a relagdo epidemioldgica e
resultados de pesquisas experimentais apoiam que had uma relagdo causal entre
Infeccdo intrauterina de ZIKV e microcefalia primdria fetal (CALVET et al., 2016;
CUGOLA et al., 2016; KLASE et al., 2016; MIRANDA-FILHO et al., 2016; MLAKAR et al.,
2016; SARNO et al., 2016, WHO, 2016e).

Varios estudos demonstraram a presenca do virus Zika no sistema nervoso central, em
6rgdos como rins e figado em autdpsias de recém-nascidos (WILEY & CHIMELLI, 2017),
bem como no liquido amnidtico de mulheres gravidas infectadas (CALVET et al., 2016) e
em modelos experimentais (CUGOLA et al., 2016). Experimentos in vivo em embrides
de camundongos demonstraram a transmissdo vertical do ZIKV e confirmaram seu

direcionamento seletivo para os progenitores neurais (GLADWYN-NG et al., 2018).

O mecanismo molecular da microcefalia induzida pelo virus Zika foi proposto se
iniciando na transmissdo transplacentaria durante o primeiro trimestre da gravidez e
propagacdo do virus em células progenitoras neurais humanas (hNPCs), onde a entrada
é facilitada pelo receptor (proteina AXL) levando a sinalizagdo e ativacdo imunoldgica
nas células hospedeiras. A regulacdo negativa da neurogénese e a regulagdo positiva da
apoptose em hNPCs levam a parada do ciclo celular e a morte dos neur6nios em
desenvolvimento ocasionando os disturbios neurolégicos, como a microcefalia (FAIZAN

et al., 2016). A doenga neuroldgica causada pelo ZIKV parece ocorrer por meio de dois
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mecanismos diferentes dependentes do periodo gestacional. Quando a infec¢do ocorre
no primeiro trimestre de gravidez, o virus infecta células progenitoras neurais causando
graves alteracdes do desenvolvimento, ja infecgdes mais tardias foram associadas a
infeccdo meningea e lesdes isquémicas destrutivas do cérebro (WILEY & CHIMELLI,

2017).

Estudos recentes demonstraram diferencas intrinsecas na resposta inflamatdria
induzida por diferentes amostras de ZIKV determinantes para a gravidade da doenca
(TRIPATHI et al., 2017). Ha maior associagdo de casos de microcefalia em infec¢des com
amostras de ZIKV de origem asidtica. Na literatura, varios trabalhos comparam as
caracteristicas de infecgdo de amostras de ZIKV das duas origens virais, asidtica e
africana, e os dados indicam que existem diferengas intrinsecas na patogenicidade e na
viruléncia. Os estudos tém corroborado dados que mostram menor taxa de infecgao,
menor producdo de virus e baixa inducdo de morte celular precoce para amostras de
origem asidtica em relagdo as amostras africanas, que desencadearam mais morte
celular e diferengas nas taxas de replicacdo viral. Especula-se que o fenétipo
apresentado pelas amostras asiaticas de ZIKV contribua, pelo menos em parte, para a
capacidade de causar infec¢des persistentes no SNC de fetos, enquanto amostras de
origem africana podem resultar em uma infeccdo mais aguda e levaria a uma
interrupgdo precoce da gravidez, ao passo que a infecgao causada pelo virus de origem
asidtica seria menos destrutiva e mais crbnica, permitindo assim que a gravidez
continuar, levando ao desenvolvimento de malformagdes congénitas (ANFASA et al.,

2017; SIMONIN et al., 2017).

Estudos sobre os mecanismos fisiopatolégicos do ZIKV em animais e amostras de
cortex cerebral de humanos revelaram além de um forte tropismo do ZIKV por
precursores neuronais do cortex cerebral, que a infecgdo neste local prejudica a
progressao do ciclo celular e desencadeia morte celular por ativacdo de apoptose e
autofagia que levam a microcefalia (CUGOLA et al., 2016; GARCEZ et al., 2016;
GLADWYN-NG et al., 2018) e que ha associa¢do destes mecanismos com a ativagado de
vias de reposta associadas ao reticulo endoplasmatico, local onde sdo processadas as
proteinas virais. A ativagdo destas vias resultou no bloqueio de neurogénese e na

morte apoptdtica neuronal, o que levou a microcefalia cortical. A ativagdo de vias de
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resposta do reticulo endoplasmatico na infeccdo pelo ZIKV desempenha um papel
crucial em muitos processos celulares distintos e a sua indugdo pelo ZIKV pode ser
responsavel por varios sintomas neuroldgicos associados a este virus (GLADWYN-NG et

al., 2018; ALFANO et al., 2019).

1.7 Diagnéstico do ZIKV

O diagndstico pode ser feito a partir amostras bioldgicas variadas como urina,
sangue/soro, liquor, sémen, saliva, liquido amnidtico, liquido cefalorraquidiano,
placenta, fragmentos de tecido (BARZON et al., 2013; WHO, 2014; MUSSO et al.,
2015a; MUSSO et al., 2015b; PATINO-BARBOSA et al., 2015; GOURINAT et al., 2015;
ATKINSON et al., 2016; CAMPOS et al., 2016; JURADO et al., 2016; OLSON et al., 2016).
As metodologias empregadas no diagndstico laboratorial da infecgdo por ZIKV tém
baseado principalmente em ferramentas moleculares, por meio da detec¢do do
material genético do virus, pela técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo
Real (RT-PCR), além de testes soroldgicos, pela deteccdo de anticorpos dos tipos 1gG e
IgM, que devem ser interpretados com cautela devido a possibilidade de resposta
cruzada com outros flavivirus (DUFFY et al., 2009; BINGHAM et al., 2016; HUZLY et al.,
2016; STETTLER et al., 2016; VAN ESBROECK et al., 2016). O método de escolha deve
respeitar o periodo da infec¢gdo que sera determinante para o sucesso do teste.
Métodos moleculares, baseados na deteccdo do RNA viral, devem ser realizados,
preferencialmente, em amostras de até sete dias apds o inicio dos sintomas, enquanto
métodos soroldgicos, para a detec¢do de anticorpos, devem ser realizados apds quatro

dias (IgM) ou apds 15 dias (IgG) de inicio dos sintomas (Figura 7) (PAHO, 2016).
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Figura 7: Indicagdo para o diagndstico de ZIKV segundo dia de inicio dos sintomas e tipo de amostra.

O RNA viral pode ser detectado até o sétimo dia apds o aparecimento dos sinais e sintomas por técnicas
moleculares. Em alternativa, o RNA viral pode ser detectado na urina em até 15 dias apds o inicio dos
sintomas. A sorologia para detecgdo dos anticorpos deve ser realizada apds quatro dias de inicio de
sintomas. A imunoglobulina M (IgM) pode ser detectada mais precocemente, enquanto a
imunoglobulina (IgG) devera ser detectada num periodo superior a quinze dias de inicio dos sintomas.
Fonte: PAHO, 2016.

Os métodos moleculares possuem sensibilidade e especificidade elevadas,
dependendo do estdgio da doencga. Apesar de altamente confidveis, possuem custo
elevado, exigem infraestrutura e equipamentos sofisticados e equipe técnica
capacitada. No sangue, a detec¢do deve ser feita em até 7 dias apds o inicio dos
sintomas, contudo, elevada carga viral em amostras de urina tem sido detectada em
periodo mais prolongado da fase aguda (BARZON et al., 2013; GOURINAT et al., 2015;
DRIGGERS et al., 2016; PAHO, 2016). A detec¢do especifica do ZIKV pela técnica de RT-
PCR é feita com iniciadores e sondas especificos para genes que codificam para as
proteinas E, a juncdo membrana-envelope (M/E), envelope parcial (pE) e a NS5 de ZIKV
(FAYE et al., 2008; FAYE et al., 2013; BALM et al., 2012). Além dos testes de
identificagdo do RNA ou de anticorpos, antigenos virais podem ser pesquisados em
ensaios imunohistoquimicos com anticorpos monoclonais ou pela técnica de PCR em
autodpsia de tecidos. (BUCKLEY & GOULD, 1988; HAMEL et al., 2015). Ademais, o virus
pode ser isolado em técnicas de cultivo celular a partir de sangue humano, sémen e

urina (CAO-LORMEAU, 2014; FONSECA et al., 2104; MUSSO et al., 2105).

A sorologia de ZIKV é geralmente realizada por ELISA seguida pela confirmagdo por
ensaio de neutralizagdo por reducdo de placas (PRNT) (JOHNSON et al., 2000; MARTIN
et al., 2000; KUNO, 2003; WHO, 2007; MAEDA & MAEDA, 2013). O PRNT é considerado
o teste "padrdo-ouro" para a deteccdo especifica de anticorpos anti-Flavivirus,

possuindo alta especificidade em infec¢des primarias (KUNO, 2003; LANCIOTTI et al.,
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2008 364). Contudo, é um teste dispendioso e deve ser realizado em laboratdrios
altamente especializados e regulamentados, devido a manipulagdo de virus vivos

(MUSSO & GUBLER, 2016).

Alguns testes imunocromatograficos estdo disponiveis no mercado, no entanto, apesar
de vantajosos em relagdo aos outros disponiveis pela praticidade, custo e rapidez no
resultado, apresentam as mesmas desvantagens de resposta cruzada frente a outros
flavivirus mostradas pelos testes soroldégicos citados (LANCIOTTI et al., 2008;
MINISTERIO DA SAUDE, 2016). A presenca de reatividade cruzada com IgM de outros
flavivirus, principalmente em infec¢des secundarias, tanto com IgM ELISA, quanto pelo
PRNT (LANCIOTTI et al., 2008), dificulta a utilizagdo destes métodos. Alguns estudos
mostraram o aumento de anticorpos heterdélogos para outros flavivirus, em infec¢ées

secundarias por virus do mesmo grupo (THEILIER & CASALS, 1958; BEARCROFT, 1956).

O protocolo preconizado pela OMS, em caso de suspeita de ZIKV, deve ser feito em
amostras de soro ou saliva de fase aguda, pela técnica de RT-PCR especifico de ZIKV, ou
pan-flavivirus com sequenciamento de produto de PCR em amostras positivas. Apds a
fase aguda a urina ainda pode ser utilizada para o diagndstico. Se a avaliagdo pelos
métodos moleculares for negativa, a sorologia pode ser considerada, no entanto, os
resultados devem ser avaliados com cautela devido a possibilidade de reatividade
cruzada. Neste caso, as coletas de amostras de soro devem ser feitas de forma
pareada, em um intervalo de 4 semanas, e um resultado positivo de ZIKV IgM deve ser

confirmado pelo método de PRNT (PAHO, 2016).

O diagnéstico de ZIKV associado as complicagGes neuroldgicas, como a SGB, é feito da
mesma forma descrita previamente. Como, normalmente a suspeita de uma sindrome
neuroldgica ocorre fora do periodo de viremia é recomendado que a detec¢do
molecular seja realizada em amostras de urina, ou através da deteccdo de anticorpos
IgM na amostra de soro por ELISA. Amostras de fluido cerebrospinal (CSF) devem ser

consideradas (PAHO, 2016).

Outros exames laboratoriais, menos especificos, tém demonstrado alteragdes
sanguineas, como leucopenia, presenca de linfdcitos ativos, trombocitopenia, aumento
dos niveis de transaminases (DUPONT-ROUZEYROL et al., 2015; GOURINAT et al.,
2015), albuminemia e presenca de pigmento biliar na urina (MACNAMARA et al.,
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1954), que sdo alteragGes presentes em vdrias outras infec¢des virais. Ndo obstante, a
realizagdo do hemograma completo em todos os casos suspeitos de Zika é

recomendada (MUSSO & GUBLER, 2016).

A identificacdo precoce dos casos de Zika, com rapida deteccdo dos casos e diagndstico
diferencial, é de fundamental importancia para o imediato inicio dos cuidados clinicos,
acompanhamento da evolug¢do clinica dos pacientes e condugdo do tratamento
adequado. Do ponto de vista epidemiolégico, investir na implantacdo de medidas
preventivas e de contengdo, visando evitar a ocorréncia de complicacdes e ébitos.
Devido ao aumento expressivo do nimero de casos de ZIKV em diferentes regides do
mundo, avangos na area da medicina laboratorial sdo necessarios. No contexto atual,
cabe aos profissionais atuantes na drea da salde conhecam os prds e os contras de
cada teste disponivel no diagnéstico laboratorial da infec¢do por ZIKV, bem como sua
interpretacdo; os espécimes biolégicos que podem ser utilizados e a fase clinica para a

detecgdo, seja da particula viral ou de anticorpos gerados durante a infecgao.

1.8 Resposta Imune Inata e o Zika virus

A interface entre mamiferos e mosquitos no local da infec¢do é importante nas
infecgbes por arbovirus, sendo aspecto limitante na dissemina¢do do virus pelo
organismo e no desenvolvimento da doenca clinica. A entrada do ZIKV no organismo
ocorre, principalmente, por transmissdo vetorial, durante o repasto sanguineo da
fémea do mosquito do género Aedes (BOORMAN & PORTERFIELD, 1956; MARCHETTE
et al., 1969, MCCRAE & KIRYA 1982; DIAGNE et al., 2015). O virus é injetado junto a
saliva do mosquito na pele humana e infecta células permissivas, como fibroblastos,

queratindcitos e células dendriticas imaturas (HAMEL et al.,2015).

Alguns estudos tém avaliado o papel da saliva do mosquito na potenciagao da infecgao.
Pingen e colaboradores (2016), demonstraram a ativacdo da resposta inflamatdria e
recrutamento de leucécitos, com o favorecimento da disseminagdo da infecgdo.

Ademais, foi visto que a ocorréncia de edema provocada pela picada do mosquito
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contribuiu para a retengdo dos virus no local da picada e facilitou a infeccdo destas

células.

Apds a inoculagdo do virus pelo mosquito, a penetragdo do ZIKV na célula se inicia pela
interacdo com receptores e/ou moléculas de adesdo presente na superficie celular,
como receptores DC-SIGN (dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule 3
grabbing non-integrin), receptores transmembranares que se ligam a fosfatidilserina
TIM (receptor de célula T imunoglobulina e dominio mucina) e TAM (receptor da
tirosina-quinase). Receptores TAM como, por exemplo, AXL e Tyro3 estdo presentes em
fibroblastos cutaneos, queratindcitos epidérmicos, macréfagos, células de endotélio
vascular e astrdcitos; e propiciam a entrada do virus, através da interagdo com a
proteina do envelope viral (TASSANEETRITHEP, 2003; LOZACH, 2005; LEMKE &
ROTHLIN, 2008; HAMEL et al., 2015).

O aumento da expressdao de Tyro3 mostrou estar relacionado ao aumento da
permissividade de células ao virus em experimento in vitro com ZIKV. Em contraste,
receptores TIM tiveram efeitos ndo muito expressivos na entrada de ZIKV nas células,
quando avaliado separadamente, ao passo que em conjunto com AXL mostrou-se
importante para o favorecimento da infeccdo. Esta variedade de receptores que
medeiam a entrada do virus na célula pode garantir uma vantagem evolutiva para o
virus, uma vez que implica na capacidade de infectar uma vasta gama de células e
expandir a infeccdo. No entanto, a contribuicdo de cada um destes receptores e/ou
fatores de ligacdo, ou mesmo de outras moléculas de superficie, para o alastramento
da infecgdo do ZIKV ndo é totalmente conhecida (BRIANT et al., 2014; PERERA-LECOIN
et al., 2014; HAMEL et al., 2015).

A interacdo da proteina viral E de flavivirus com moléculas da superficie celular e a
entrada do virus na célula é seguida pela inducdo de uma resposta inata antiviral,
disparada pela ativagdo de receptores de reconhecimento de padrdes especificos
(PRRs) capazes de detectar a presencga de padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMPs) em resposta a infeccdo (PERERA-LECOIN et al., 2014). Logo apds a entrada e
liberagdo do genoma viral, o RNA do virus induz a transcrigdo de genes estimulados por
Interferons (ISG) tais como OAS2, MX1 e ISG15, bem como a transcri¢cdo dos receptores

RIG-1, MDA-5 e TLR-3. Estudo prévio utilizando fibroblastos infectados com ZIKV

42



mostrou um aumento na expressdo de PRRs do tipo retinoic acid-inducible gene 1 (RIG-
1), melanoma differentiation-associated protein 5 (MDAS5) e receptor tipo toll 3 (TLR3).
A inibicdo da expressdo de TLR3 resultou no aumento no nimero de cdpias do RNA
viral, destacando a importancia do TLR3 na indugdao de uma resposta antiviral contra
ZIKV. No mesmo ensaio de infeccdo de fibroblastos por ZIKV, também foi demonstrada
a ativacdo de componentes de inflamassoma, evidenciada pelo aumento na expressao

de AIM2 (Interferon-inducible protein) e interleucina-1 (IL-1) (HAMEL et al., 2015).

A deteccdo de PAMPs virais por esses PRRs desencadeia vias de sinalizagdo que
resultam no aumento dos fatores de transcricdo da reposta antiviral. Alguns deles,
também visto em infec¢des por outros flavivirus, como o IRF7 (fator regulador de
transcricdo do interferon), tém seus niveis de mRNA aumentados, em células
infectadas com ZIKV, e desencadeiam a expressdo de interferon do tipo | (IFN-1). A via
de ativacdo de NF-kB (fator nuclear kappa B) também é ativada, contribuindo para o
aumento da produgdo dessa citocina (ONOGUCHI et al., 2011; ABBAS, 2015). Os IFNs
no controle de infecgdes por flavivirus, inclusive ZIKV, como demonstrado pela
diminuicdo na liberacdo de particulas virais em experimentos in vitro, inibem a
replicagdo viral (HONDA et al., 2005; SHRESTHA et al., 2006; PRESTWOOD et al., 2012;
HAMEL et al., 2015; MUSSO & GLUBER, 2016).

Em suma, a ativagdo dos receptores RIG-1, MDA-5 e TLR-3 e, consequentemente, da
resposta inflamatdria, busca controlar a infec¢do, principalmente pelo aumento da
producdo de IFN-1. Duas vias estdo associadas a este controle: a ligagdo a TLR-3 que
ativa fatores de transcricdo aumentando a produc¢do de IFN-1 (HAMEL et al., 2015;
ABBAS, 2015) e o reconhecimento do RNA viral e ativacdo de RLRs (RIG-like receptors),
como RIG-1 e MDA-5 (HAMEL et al., 2015) que leva a ativagdo de fatores de regulagdo
de interferon 3 e 7 (IRF-3 e IRF-7) e NF-kB e resulta no aumento da produgdo de IFN-1,
culminando com a redugdo da liberacdo de particulas virais (ONOGUCHI et al., 2011;
ABBAS, 2015; HAMEL et al, 2015). Um esquema do funcionamento das vias de
resposta de TLR3, RIG-1 e MDA-5 na infec¢do por flavivirus pode ser visualizado na

Figura 8.
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Figura 8: Vias de Resposta de TLR3, RIG-1 e MDA-5 na infecgdo por flavivirus.

PRRs envolvidos na detecgdo de flavivirus, como o TLR3, RIG-1 e MDA-5, detectam o RNA de viral e
ativam vias de sinalizagdo que culminam na regulagdo positiva de fatores de transcricdo de genes de
interferon, como por exemplo, IRF-3 e IRF7. A ativagdo de RIG-1 e MDA- 5 leva a intera¢do destes dois
PRRs e posterior ativacdo de IPS-1, uma proteina mitocondrial de sinalizagdo antiviral, que ativa
proteinas quinases TBK1 e IKK e indutores de interferon através da fosforilagdo de fatores de transcrigdo
IRF3 e IRF7. Para a via TLR3, a molécula intermedidria antes da convergéncia das vias é a proteina
citoplasmatica TRIF, que também ativa as proteinas quinases TBK1 e IKK indutores de interferon através
da fosforilagdo de fatores de transcrigdo IRF3 e IRF7, mas também atua na ativagdo do modulador
essencial de NF-kappa-B (NEMO), via Fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6) e proteina de
interacdo ao receptor cinase (RIP-1), o que aumenta a produgdo de interferons do tipo 1 (a e B). Fonte:
Adaptado de MUNOZ-JORDAN JL & FREDERICKSEN, 2010.

No curso da infecgdo por ZIKV, na fase aguda, hd a ativacdo de células T e o aumento
da expressdo de algumas citocinas, entre elas, da quimiocina CCL5 (Rantes) que esta
associada a migracdo de macrdéfagos, células NK (Natural killers) e interagdo entre
células T e células dendriticas. Também ha o aumento da expressdo do receptor de
quimiocina CXCR3, bem como de seu ligante, a quimiocina CXCL10, que também
contribuem para o aumento da ativacdo de células inflamatdrias, células NK e linfécitos
T CD8. (HAMEL et al., 2015). Desta forma, ha a polarizagdo da resposta imune em
padrées do tipo Thl, marcada inicialmente pela producdo de IL- 1B, IL-2 e IL-6.
Respostas do tipo Th2 (IL-4, IL-13 e IL-10); Th9 (IL-9) e Th17 (IL-17) ocorrem durante a
fase resolutiva, com expressdo adicional de IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-13 (MURPHY et
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al., 2000; HOFMANN et al., 2002; JONES, 2005; HOYER et al., 2008; BEDOYA et al.,
2013; KAPLAN, 2013; HAMEL et al., 2015; ABBAS, 2015; MUSSO & GLAUBER, 2016;
TAPPE et al., 2016).

Os virus utilizam diversos mecanismos celulares na tentativa de evadir a resposta
imune e manter a sua replicagdo. Contudo, os mecanismos pelos quais 0s virus
garantem a sua sobrevivéncia frente a resposta imune do organismo, principalmente
por facilitar a replicagdo viral, bem como a patogénese da infec¢do por ZIKV ainda ndo

estdo completamente elucidados (HAMEL et al., 2015; MUSSO & GLUBER, 2016).

Muitas vias de sinalizacao celular deflagradas pela infecgdao ja foram delineadas para
diversos arbovirus. Entre elas, a ativagdo de vias de sinalizagdo a proteinas nao

dobradas (UPR) que ocorrem no reticulo endoplasmatico em resposta a infecgdo viral.

A modulagdo desta via demonstra ser Util no aumento da replicagdo viral, através do
aumento da expressdo de chaperonas e da regulacdo do metabolismo. Para manter
maxima replica¢do viral, os virus desenvolveram mecanismos diferentes para ativar
seletivamente parte da UPR e aliviar o estresse do RE (HOOPER et al., 2012). Contudo,
para o ZIKV, esta via de sinalizagdo e a sua implicagdo na resposta a infec¢do ainda nédo

esta completamente elucidada.
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2. Via de sinaliza¢do a proteinas ndo dobradas (UPR)

A UPR é uma via complexa de sinalizagdo que é ativada em resposta a variagées que
interferem no dobramento de proteinas no Reticulo Endoplasmatico (RE). Neste
processo ha a regulagdo da transcrigdo, acoplado a sinalizagdo intracelular do RE para o
nucleo e é chamado de resposta a proteinas ndo dobradas, ou mal dobradas, ou mal
formadas (UPR, do inglés: Unfolded Protein Response) (MCMILLAN et al., 1994; SHAMU
et al.; 1994).

E no reticulo endoplasmatico (ER), uma organela intracelular, que ocorre além de
fung¢des como a manutencdo do calcio intracelular e a sintese de lipideos e esterdis, a
sintese e a formacgdo correta da estrutura de proteinas, como modificagGes pds
traducionais e formacdo de complexos proteicos. As cadeias polipeptidicas
recentemente sintetizadas sdo translocadas para o limen do RE, onde passam por
processos de maturacdo tais como clivagem, glicosilacdo, formacdo de ligacOes
dissulfeto, dobragem e montagem. Somente as proteinas que passam pelo
processamento correto sdo encaminhadas para o aparelho de Golgi para secregdo ou
exposicao na superficie celular. Para assegurar o dobramento adequado, o RE mantém
um ambiente controlado de forma a estabelecer o equilibrio entre carga proteica e
capacidade de processamento (KIM et al., 2008; FAGONE & JACKOWSKI, 2009;
OSLOWSKI & URANO, 2011; SANO & REED, 2013; BORIUSHKIN et al., 2014).

A perturbacgdo dos processos de maturagdo da proteina e o aumento desequilibrado da
taxa de sintese proteica resultam na acumulagdo de proteinas ndo dobradas no Iimen
do RE. Esta condicdo é conhecida como estresse do RE. Para resguardar a fun¢do do RE
e garantir a dobragem correta das proteinas, as células desenvolveram um mecanismo
adaptativo conhecido como: Resposta a proteinas desdobradas ou nao dobradas ou
mal enoveladas (UPR). O controle desta via é feito por 3 sensores (Figura 9) acoplados
a membrana do RE, denominados PERK (PKR-like ER kinase), IRE1 (Inositol-requiring
enzymel) e ATF6 (Activating transcription factor 6). A ativagdo destes sensores ocorre
em situagdes que levam ao estresse do RE e atuam principalmente na reduc¢do da carga
de trabalho do ER pela diminui¢do da atividade ribossémica, através da via mediada

pelo PERK; ou pela modulagdo da transcricio de vdrios efetores envolvidos em
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diferentes eventos celulares pelas vias mediadas por IRE1la e ATF6 (BERTOLOTTI et al.,
2000; YOSHIDA et al., 2003; RUTKOWSKI & KAUFMAN, 2004; SHEN et al., 2004;
SCHRODER & KAUFMAN, 2005).
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Figura 9: Os trés bragos da UPR.

Os trés sensores de estresse RE (PERK, IRE1la, ATF6) presentes na membrana, inicialmente inativados
por associagdo a chaperona BiP, sdo ativados pela sua dissociagdo em condi¢Ges de estresse do RE,
como por exemplo, acimulo de proteinas ndo dobradas (UPR). Com isto, é disparada uma cascata de
sinalizagdo que aumenta a capacidade de dobramento de proteinas e reduzem a carga proteica no RE,
através da diminui¢do da transcri¢do e da tradugdo global de proteinas. PERK fosforila elF2a, que por
sua vez atenua a tradugdo global e, em paralelo, aumenta a expressdo do fator de transcrigdo ATF4. Este
induz a transcrigdo de genes com fungBes de restaurar a proteostasia, como chaperonas, XBP1 e CHOP.
CHOP, possui fungdo pro-apoptoética e também induz a transcrigdo de GADD34, criando um mecanismo
de feedback negativo, com a desfosforilagdo de elF2a. IRE1 sinaliza o recrutamento de TRAF2
conduzindo a ativagdo da cascata ASK1-JNK e, consequentemente, de apoptose. Em outro brago, IRE1
participa do splicing de mRNA de XBP1, que atua regulando a transcri¢do de varios genes envolvidos na
resposta a UPR, como chaperonas e componentes de degradagdo do sistema ERAD. Além disso, IRE1
também pode atuar ativando a degradacdo de RNAs (atividade RIDD), regulando assim a expressdo
génica e os niveis de transcrigdo. Finalmente, apds o estresse RE, o ATF6 é exportado para o complexo
de Golgi onde é clivado pelas proteases S1P e S2P, libertando o seu dominio citosélico que é um potente
fator de transcricdo. O ATF6 regula a transcrigdo de varios genes envolvidos na resposta a UPR, como
chaperonas, XBP1 e componentes de degradagdo (EDEM1). Juntos, os fatores de transcricdo da UPR
determinam o destino das células através da regulagdo de diferentes subconjuntos de genes alvo para a
recuperacdo da homeostase ou a indugdo de apoptose. Fonte: Adaptado de KADOWAKI & NISHITOH,
2013.
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Alguns estimulos fisiolégicos e patoldgicos, que levam a alta demanda de proteinas,
como em condi¢Bes de privagdao de nutrientes, hipdxia, deplegdo de calcio, formagao
prejudicada de glicosilagdo ou ponte dissulfeto, estresse oxidativo, toxinas ambientais,
citocinas inflamatdrias, desordens neurodegenerativas, infecgdes bacterianas ou virais,
entre outros, podem perturbar a homeostase e propiciar acimulo de proteinas nao
dobradas no limen do RE, ou seja, o estresse do RE (LIU et al., 1997; REYES-DEL VALLE
et al., 2005; SONG et al., 2010; ZHANG & WANG, 2012; LUO & LEE, 2013). A ativacdo de
vias compensatdrias do estresse do RE desempenha papel importante no controle do
desenvolvimento de doengas como o cancer, diabetes e doengas neurodegenerativas e

vasculares (YOSHIDA et al., 2007).

O processo de adaptacdo para manutencdo das condi¢gdes 6timas de funcionamento do
RE pode transcorrer por trés formas: pela atenuagdo rapida e transitéria da sintese de
novas proteinas, como uma tentativa por parte da célula de limitar a carga proteica a
ser dobrada pelo RE; pela regulagdo positiva da expressdo de genes que promovem a
dobragem de proteinas; ou pela degradagdo de proteinas com defeito no RE (URANO
et al., 2000). Estes mecanismos sdo controlados pela ativacdo da rede de sinalizagdo
UPR, com o objetivo de aliviar o estresse e restaurar o equilibrio, promovendo a
sobrevivéncia celular e adaptag¢do. Contudo, em caso de falha dos sinais adaptativos na
tentativa de manter a sobrevivéncia celular, parte da via de sinalizacdo da UPR pode
ativar a via de morte celular por apoptose (TARDIF et al., 2002; YOSHIDA et al., 2003;
CHUNYAN et al., 2005; ZHANG & KAUFMAN, 2006; RON & WALTER, 2007; KIM et al,
2008; MARCINAK & RON, 2010; OSLOWSKI & URANO, 2011).

Neste caso, sdo induzidos eventos de transduc¢do de sinal, associados a imunidade
inata e a defesa do hospedeiro, conhecidos como mecanismos de alarme induzidos por
UPR, incluindo quinases ativadas por mitégenos (MAPKs), quinase N-terminal c-Jun
(JNK), p38 e outras quinases responsaveis pela ativacdo do fator nuclear kB (NF-kB),
(KANEKO et al., 2003; CHUNYAN et al., 2005; Xu, 2005; KIM et al., 2008; TABAS E RON,
2011).

Com isso, os mecanismos de controle de qualidade do dobramento de proteinas visam

garantir que somente proteinas dobradas corretamente possam atingir o seu destino
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final. Aquelas que ndo atendem as exigéncias do sistema de controle de qualidade RE
sdo mantidas neste local, onde chaperonas tentam corrigir seu dobramento para
alcangar a sua conformacgdo correta. Se mesmo assim, alguma proteina ndo maturar
adequadamente sdo eliminadas por um sistema de degradagdo associado ao RE (ERAD)
(WERNER et al., 1996; JAROSCH et al., 2003). Com a transcricdo dos genes associados
ao ERAD, proteinas ndo dobradas serdo transportadas para o citosol, onde serdo
degradas pelo complexo de proteassoma (WERNER et al., 1996; HERSHKO et al., 1983;
HARDING et al., 1999; HAMPTON, 2000; TABAS E RON, 2011).

O dobramento de proteinas é feito principalmente através da participacdo de
chaperonas (HAMMOND et al, 1995). A ativagdo desta resposta no sentido de
aumentar a capacidade de dobramento de proteinas pela a¢do de chaperonas, em
conjunto a outros mecanismos, visa reduzir o estresse de RE. Essas chaperonas s3o
importantes para garantir as corretas modificagdes pds- traducionais, montagem e
controle de qualidade de proteinas recém-sintetizadas (LEE et al., 2007; SCHARDT et
al., 2011; BORIUSHKIN et al., 2014).

Algumas chaperonas envolvidas no processamento correto das proteinas no RE sdo a
calregulina (ou calreticulina), a PDI (Proteina Dissulfeto Isomerase), p58IPK (ou
DNAJC3/DNAJ homolog subfamily C member 3) e a BiP (Binding Protein, HSPA5 - heat
shock 70 kDa protein 5 ou GRP78 glucose responsive protein). A calreticulina além de
atuar como uma chaperona propiciando o enovelamento de proteinas, que tem seus
niveis aumentados em condi¢cdes de acumulo de proteinas ndo dobradas, possui
fungdo de ligagdo e armazenamento de cdlcio no limen do RE e uma vez em condigdes
de estresse prolongado pode ativar vias apoptdticas (LEE et al., 2007; SCHARDT et al.,
2011). A PDI é responsavel pela formagdo de ligacdes dissulfeto em proteinas e esta
associada a modulagdo da geragdo de espécies reativas de oxigénio. Alguns estudos
demonstraram a atuagdo de PDI em resposta a doengas neurodegenerativas e em
modelo de isquemia, mostrando indug¢do da expressao do gene de PDI em condigdes
de estresse do RE e revelaram uma resposta protetiva, indicando esta via como um
potencial alvo terapéutico (BELMONT et al., 2012; VEKICH et al., 2012; PERRI et al.,
2015).
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P58 (DNAJC3) é um membro da familia de proteinas de choque térmico pertencente
a familia HSP40. Em células em repouso, localiza-se no citosol e durante o estresse do
RE é transferida para o limen da organela. Sua principal fun¢do é na moderacdo da
atenuacdo da tradugao de proteinas globais, atuando na regulagao da via PERK através

da inibicdo da atividade deste sensor (RUTKOWSKI et al., 2007).

A proteina BiP (HSPA5/GRP78), é uma chaperona que possui atividade reguladora
central da fungdo do RE devido ao seu papel ndo somente na dobragem e montagem
de proteinas e encaminhamento de proteinas para a degradagdo, como também no
controle e ativacdo dos sensores de estresse transmembranares do RE, contribuindo
para a adaptagdo celular ao estresse por uma regulagdo positiva. A BiP é responsavel
pela detecgdo de regides ndo dobradas, sendo o principal sistema de dobramento de
proteinas nao glicosiladas ou naquelas em que a glicosilagdo ocorre tardiamente
(HENDERSHOT, 2004; LI & LEE, 2006; OTERO et al., 2010). Em ensaios com objetivos
farmacoldgicos, Kudo e colaboradores (2008), ao avaliar o papel de um indutor da
expressdo da chaperona BiP, o BIX [BiP (indutor de cadeia pesada de imunoglobulina)
indutor X], mostraram que BIX reduziu morte celular em neuroblastoma induzida por
estresse do RE e reduziu a drea de infarto devido a isquemia cerebral em camundongos
e atribuiram este efeito protetor a inducgdo da expressdo de BiP, que pode aumentar a

capacidade de dobra do RE.

O aumento do nivel de proteinas ndo dobradas no limen do RE resulta na dissociacdo
da chaperona BiP de trés proteinas transmembranares, denominadas PERK (PKR-like ER
kinase), IRE1 (Inositol-requiring enzymel) e ATF6 (Activating transcription factor 6)
(BERTOLOTTI et al., 2000; YOSHIDA et al., 2003; RUTKOWSKI & KAUFMAN, 2004; SHEN
et al., 2004; SCHRODER & KAUFMAN, 2005), que sdo subsequentemente ativadas por
autofosforilacdo e oligomerizagdo (PERK e IRE1) ou clivagem no aparelho de Golgi
(ATF6). A ativacdo destas proteinas de sinalizacdo inicia os varios mecanismos,
desencadeados em resposta ao estresse do RE e compde a via UPR, entre eles a
inibicdo transitéria da tradugdo global, a degradagdo das proteinas ndo dobradas e a
inducdo de chaperonas moleculares para aumentar a capacidade de RE para dobrar

proteinas. BiP/GRP78 se dissocia disparando a sinalizagdo de cada resposta associada a
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essas proteinas transmembranares e passam a auxiliar na dobragem das proteinas

acumuladas (SHEN et al., 2005; LI et al., 2008; BORIUSHKIN et al., 2014).

Em infecgBes virais, hd uma sobrecarga de proteinas a serem processadas pelo RE, que
ativa a condi¢do de estresse do RE. Com isso ha a ativacdo dos sensores da reposta UPR
(PERK, IRE1 e ATF6), que irdo atuar no sentido de reduzir os efeitos da acumulagdo
dessas proteinas, na tentativa de restaurar a homeostase do RE, através da regulagao
de grupos especificos de genes envolvidos na UPR (HAMPTON, 2000, MORI, 2000;
YOSHIDA et al., 2003; MEUSSER et al., 2005; XU et al., 2005).

Assim como em doengas infecciosas, numerosas doengas neurodegenerativas,
cardiovasculares e cancer tém sido estudadas e as condi¢Ges de estresse do RE e os
processos de sintese e maturacdo de proteinas se mostrado cruciais para a
sobrevivéncia e fungdo celular. Com isso, hd um interesse biomédico crescente na
procura para investigar os mecanismos moleculares subjacentes a UPR e no
desenvolvimento de estratégias para manipular esta via (YOSHIDA, 2007, KIM et al.,

2008; OZCAN & TABAS, 2012).
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2.1 As trés vias da UPR — Os Sensores do Estresse do Reticulo Endoplasmatico

2.1.1 Enzima 1 sequestradora de Inositol (Inositol-requiring enzyme 1) - IRE1

A IRE1 é uma glicoproteina transmembranar do tipo | (100 KDa) alocada no reticulo
endoplasmitico, constituida por um dominio efetor citoplasmatico/nuclear C-terminal,
um dominio transmembrana (TM) e um dominio quinase N-terminal associado pela
sua por¢cdo amino terminal a chaperona BiP/GRP78, voltado para o Iimen desta
organela, que é sensivel ao reconhecimento de proteinas ndo dobradas (COX et al.,
1993; URANO et al., 2000). Em mamiferos existem duas isoformas de Irel, sendo a
principal diferenca o padrdo de expressdo: Irel-a com expressdo ubiqua e Irel-B
expresso nas células epiteliais intestinais (HOLLIEN et al., 2009). Além disso, IRE1a esta
associada a pro-sobrevivéncia da célula, tendo como principal alvo o processamento de
XBP1. Ja IRE1B ativa mecanismos pré-apoptdticos, tendo como alvos RNA ribossémico

ou mRNA especificos (OIKAWA et al., 2012).

Em condi¢des de homeostase, a IRE1 esta associada a BiP / GRP78, que a mantém
inativa. Em situa¢des de estresse do RE, com o aciumulo de proteinas desdobradas, a
chaperona BiP/GRP78 se dissocia de IRE1, ocorre oligomerizacdo e fosforilagdo dos
dominios cinase justapostos, o que promove uma mudanca conformacional e ativacdo
de IRE1 que pode ativar tanto programas de pro-sobrevivéncia quanto pré-apoptoticos
(HARDING, et al., 2000a; OSLOWSKI & URANO, 2011; GARDNER & WALTER, 2011;
KORENNYKH et al., 2011). Essa ativacdo também pode ocorrer devido a ligacdo a
proteinas ndo formadas diretamente no dominio luminal de IRE1 (BERTOLOTTI et al.,
2000) que culmina com a ativa¢do do seu dominio RNAse e clivagem endonucleasica de
seu substrato XBP1 (X-box binding protein-1), denominagdo dada para este gene em
metazoarios. Este, por sua vez, ativa promotores de genes que codificam chaperonas e

outros alvos da UPR (YOSHIDA et al., 2001; CALFON et al., 2002).

O processamento pds-transcricional do mRNA do fator de transcricdo XBP1 (X-box
binding protein 1) (YOSHIDA et al, 2001; CALFON et al., 2002) gera a clivagem do mRNA
alvo pela IRE1 ativada em dois pontos, culminando na excisdo de um intron de 26
nucleotideos (HETZ et al., 2011; JURKIN et al.,, 2014). A forma processada ou “spliced”
(XBP1s) é traduzida num fator de transcricdo de 41 kDa, uma molécula estdvel e
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potente ativador de genes alvos da UPR. No entanto, a forma ndo processada ou
“unspliced” (XBP1u) do mRNA de XBP1 também é traduzida em alguns organismos,
dando origem a molécula pouco estavel e repressora de genes alvos da UPR. Esta
proteina também é produzida em outros pontos da via UPR, pelo brago ATF6, que atua
como um fator de transcricdo aumentando os niveis de XBP1, em condi¢des de
estresse do RE (YOSHIDA et al., 2001; CALFON et al., 2002). Os niveis de XBP1
permanecem elevados mesmo com a diminuicdo do estresse do RE e inativa¢do do
sensor IRE1. Com isto, 0 mRNA de XBP1 permanece na sua forma precursora, ndo
processada, e passa a atuar como inibidor da sinalizagdo de XBP1 (YOSHIDA, et al.,

2006).

O eixo de sinalizagdo IRE1-XBP1 modula as respostas pré-sobrevivéncia, visando muitos
genes envolvidos na dobragem e maturagdo das proteinas, degradagao associada ao RE
(ERAD) e remodelamento de membrana (YOSHIDA et al., 2001; CALFON et al., 2002;
JURKIN et al. 2014;) pela modulagdo da sintese de fosfolipidios que é necessaria para a
expansdo do RE em condi¢des de estresse. Sdo exemplos de genes alvo de XBP1 o
P58"™ genes semelhantes a Dnal / Hsp-40, BiP/GRP78 e proteina dissulfureto
isomerase (PDI) (LEE et al., 2003a).

Outra fungdo da IRE1, em ativagdo distendida deste sensor, é a degradagdao de mRNA
associados a membrana, processo denominado de Decaimento regulador dependente
de IRE1 (Regulated IRE1 dependent decay, RIDD), com isto, a maquinaria para traducdo
e transloca¢do celular é disponibilizada para as proteinas induzidas pela UPR. Esta
resposta, em conjunto com a regulacao de promotores de varios genes envolvidos no
transporte de proteinas ndo dobradas do RE para citosol e de degradagdo de proteinas
(RAO & BREDESEN, 2004) somada a ag¢les de outros componentes da via UPR,
contribuem para a redugdo global de proteinas, aliviando a sobrecarga no RE (HOLLIEN

etal., 2013).

Uma vez ndo reestabelecida a homeostase no RE, a ativa¢do prolongada de IRE1 pode
induzir apoptose através da ligacdo a proteina adaptadora TRAF2 (tumor necrosis fator
receptor-associated factor 2) que ativa ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1) e a
via de JNK (cJun-N terminal kinase) que impulsiona a ativacdo de componentes, como

Caspase 12, Bax e Bak envolvidos na apoptose (RON & WALTER, 2007; SCHRODER &
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KAUFMAN, 2006; XU et al., 2005). Além do mais, a ativacdo de IRE1, inicia uma
variedade de sinalizagBes através da ligacdo de TRAF2 e outras proteinas adaptadoras;
como sequestro de IKK e inducdo de sinalizagdo via NF-kB. Esses eventos
desencadeiam a ativagdo de cinases ASK1/INK, ERK, e p38, que podem regular

apoptose e autofagia (HETZ & GLIMCHER, 2009).

2.1.2 Proteina Cinase Residente no Reticulo Endoplasmatico semelhante a PKR -
PERK

PERK é uma proteina transmembranar do tipo |, localizada no RE, com um dominio
cinase, homdloga a outras cinases do fator de iniciacdo de tradugdo eucaridtico 2 (elF2)
também conhecida como elF2AK3 (SHI et al., 1998; HARDING et al., 1999). Localiza-se
na membrana do reticulo endoplasmatico em condi¢des homeostaticas, na sua forma
monomérica inativa, pela associagdo do seu dominio luminal com a chaperona
BiP/GRP78. Na fase inicial do estresse do RE, o acimulo de proteinas nio dobradas
conduz a dissocia¢do de Bip (ou GRP78) que possibilita a homodimerizagdo de PERK e
sua autofosforilagdo com ativagdo do dominio cinase (HARDING et al., 2000b;
OSLOWSKI & URANO, 2011) levando a ativacdo de uma via de resposta que atua na
diminuigdo da sintese proteica global e ativagdo do fatores de transcricdo pro-

apoptético.

Uma vez ativada, PERK reconhece e fosforila a subunidade alfa do fator de iniciagdo da
tradugdo em eucariotos (elF2a) responsavel por carrear a metionina inicial e dar inicio
a tradugdo proteica. Com os niveis de elF2a ativo reduzidos ha diminui¢do da iniciagao
da traducdo do mRNA e, consequentemente, a diminuicdo global da sintese de

proteinas.

Além da redugdo da sintese de proteinas da carga do RE, a ativag¢do da via PERK-elF2a
também contribui para indugdo da transcricdo de genes associados a via UPR. A
fosforilacdo de elF2a ativa a traducdo do fator de transcricdo 4 (ATF4), que regula os
promotores de vdrios genes implicados na via UPR, controlando a expressdo de

chaperonas e de proteinas envolvidas no metabolismo de aminoacidos e no processo
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redox e morte celular, como as proteinas CHOP (proteina homdloga do fator de
transcrigdo C/EBP) envolvida na ativacdo de apoptose mediada pelo estresse do RE
(HARDING 2000b; Lu et al., 2004) e GADD34 (Growth Arrest DNA Damage Inducille)

uma molécula com fun¢do regulatéria da via (HARDING et al., 1999; LEE et al., 2010).

A via de elF20-P/ATF4 tem efeito citoprotetor, direcionando a expressdo génica para
limitar ou reverter o dano celular causado pelo estresse. Contudo, uma vez ndo
controlado o estresse a resposta UPR serd direcionada para a programag¢do de morte
celular (HARDING et al., 2000b; HAYNES et al., 2004). A ativagdo de PERK é reversivel

por mecanismos fisioldgicos em estagios tardios da via UPR.

A proteina CHOP (GADD153/DDIT3) é uma proteina de 29 kDa, composta por um
dominio amino-terminal de ativacdo transcricional, que pode ser ativado em condigdes
de estresse do RE com fungdo importante na regulacdo da morte celular. Sua
transcricdo ocorre via ATF4, cuja proteina se liga e ativa o promotor de CHOP
(HARDING et al., 2000b; MA et al.,2002). A proteina CHOP ¢é ativada por uma quinase,
denominada p38, e em estagios mais tardios atua no processo de inducdo de morte
celular, sintese e oxidagdo de proteinas no reticulo endoplasmatico estressado. CHOP
pode ativar a transcri¢cdo de ErolL (ER- oxidorredutina 1a), uma oxidase que catalisa a
formagdo de dissulfeto, podendo atuar no processamento proteico, contudo pode
atuar como uma molecula pré-apoptdtica pela ativagdo do canal de liberagao de célcio
IP3R1 do ER via formagdo de ligacdo dissulfeto em uma alga luminal de IP3R1 e
definicdo de um ambiente de hiperoxidacdo que leva a morte celular. O controle desta
via pode ser feito pela ubiquitinagdo e degrada¢do de ErolL mediada por FBXO6
(Proteina F-box 6), o que inibe a apoptose induzida pelo estresse do reticulo
endoplasmatico (CHEN et al., 2016). Além disto, CHOP ativa GADD34 (Growth Arrest
DNA Damage Inducille) que promove a inversdo da repressao traducional causada por
elF2a ativada por UPR. CHOP pode promover a morte celular pela induc¢do direta de
membros pré-apoptdticos da familia Bcl-2 (B-cell ymphoma 2), pelo aumento de ErollL
ou através do aumento dos niveis da fosfatase GADD34, pela restauragao da tradugdo,
uma vez que isto leva a exarcebacgdo do estresse oxidativo pelo aumento da carga de
proteinas a serem processadas pelo RE (ZINSZNER et al., 1998; MARCINIAK, et al.,
2004).
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GADD34 codifica uma subunidade reguladora de um complexo contendo proteina
fosfatase 1 (PP1c) e controla a repressdo da expressdao génica induzida pelo estresse
induzindo a desfosforilagdo de elF2a na resposta tardia da via de PERK. Estudo
utilizando inibidor seletivo da atividade da fosfatase GADD34, que promoveu o
bloqueio da desfosforilacgio de elF2a mostrou efeito citoprotetor, sugerindo que
inibidores quimicos seletivos da desfosforilagdo de elF2a podem ser Uteis como alvos
moleculares terapéuticos em condi¢des de estresse de ER (BOYCE et al., 2005; LEE et
al., 2010).

Outra molécula envolvida no mecanismo de controle da atividade de PERK sobre a

tradugdo de mRNAs é a P58"™

, membro da familia de chaperonas DNAJ. Isso ocorre
pela ligagdo da co-chaperona p58™ no dominio cinase da enzima PERK a fim de inibir a
sua atividade, permitindo a recuperagdo da tradu¢do de mRNAs apds o estresse do RE.

IPK

Ademais, evidéncias sugerem que o p58 " pode modular a apoptose e as respostas

inflamatdrias em condi¢cdes de infecgdes e estresse do RE provavelmente através da

inibicdo destas cinases. O aumento de p58'™*

por inducdo de estresse do RE em modelo
de infecgdo por adenovirus em camundongo revelou reducdo do vazamento vascular e
diminui¢do dos fatores pré-apoptéticos e pré-inflamatérios em células endoteliais da
retina em camundongos diabéticos (YANG et al., 2011). E sugerido que o controle desta
via por p58"™ é importante para garantir a sobrevivéncia celular, que caso ndo fosse
controlada, poderia causar danos maiores a célula. (HARDING, et al, 2000a;
RUTKOWSKI et al., 2007; BOYCE et al., 2005; KIM et al., 2008; BORIUSHKIN et al.,
2014). A inibicdo de PERK através da ligagdo ao seu dominio cinase impede a atividade
de fosforilagdo de elF2a e por consequéncia a ativagdo de CHOP (VAN HUIZEN et al.,

2003) além disso, também impediria a degradagdo de proteinas que é ativada por esta

via (CHAKRABARTI et al., 2011).

Durante uma infec¢do viral, a ativacdo de PERK atenua a sintese de proteinas por
fosforilagdo de elF2a, numa tentativa de impedir a produgdo das proteinas virais. No
entanto, a infec¢do viral pode restaurar a sintese de proteinas globais em células

hospedeiras influenciando p58™*

gue ao suprimir a atividade de PERK resulta na
recuperagdo da sintese proteica. PERK é um importante sensor de estresse do RE e

pode regular a tradugao de proteinas de forma geral. Assim, a inibicdo de PERK e,
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consequentemente, de elF2a por p58IPK

reativa a via de producgdo de proteinas,
inclusive as virais (MELVILLE, et al., 1997; YAN et al., 2002; VAN HUIZEN et al., 2003;
GOODMAN et al., 2007).

Pelo exposto, destaca-se que maiores estudos sobre a forma de regular a atividade de

fatores moduladores do estresse por UPR pela via de PERK, como o p58"™

, podem
conduzir a descoberta de novas abordagens terapéuticas para o alivio de doengas
neurodegenerativas, cardiovasculares, malignas e infecciosas (YANG et al., 2011; HETZ

et al., 2013; BORIUSHKIN et al., 2014).

2.1.3 Fator de Transcrigao 6 - ATF6

ATF6 (activating transcription fator 6) é uma proteina transmembranar de tipo Il, de
670 aminoacidos, constitutivamente expressa como uma proteina de 90 kDa
(p90ATF6). Possui um dominio C-terminal localizado no RE e um N-terminal localizado
no lado citosdlico. Existem duas isoformas de ATF6: ATF6a e ATF6B. Embora as duas
isoformas possam ligar-se aos mesmos elementos reguladores elas exibem
caracteristicas de ativa¢do e estabilidade transcricionais especificas. Ambas possuem
dominios b-Zip altamente conservados, que lhes permitem ligar-se a ERSEs como homo
ou heterodimeros, mas possuem regides N-terminal com constitu¢do de aminodcidos
diferentes. Isto da origem a um ativador de transcri¢ao forte e rapidamente degradado,

o ATF6a, enquanto B é um fraco ativador de degradacdo lenta (THUERAUF et al., 2007).

Em homeostase estas formas sdo mantidas inativadas pela associacdo a GRP78/Bip na
porcdo N-terminal. Em condi¢des de estresse do RE, Bip se dissocia de ATF6, que é
translocada para o Complexo de Golgi, onde é clivado em uma proteina N-terminal de
50 kDa (p50ATF6) por proteases sitios 1 e 2 (SP1 e SP2). Os fragmentos N-terminais
resultantes (N-ATF6a e N-ATF6[) conservam dominios de ligacdo a DNA. N-ATF6a e N-
ATF6B translocam-se para o nucleo e funcionam como importantes fatores de
transcricdo, e podem se ligar, como homo ou heterodimeros, a elementos reguladores
especificos e influenciam a expressdo de genes de elementos de resposta ao estresse
do RE (ERSE), que contribuem para a resolugdo do estresse, aumentando assim a

viabilidade celular (HAZE et al., 1999; YE et al., 2000; CHEN et al., 2002; TARDIF et al.,

57



2002; THUERAUF et al., 2007; WU et al., 2007). N-ATF6a também pode se ligar a XBP1,
formando um heterodimero, que podem se ligar a elementos de resposta ao estresse
ou de ativagcdo da UPR, para o controle da ativacdo de componentes de degradacdo

associados a ER (YOSHIDA et al., 2001; YAMAMOTO et al., 2007).

Alguns dos genes alvo de ATF6 incluem EDEM1 (ER-degradation enhancing-a-
mannosidase-like protein 1), as chaperonas GRP78, CHOP, PDI e outras proteinas UPR,
como a proteina XBP1. Todas essas proteinas trabalham em estreita colabora¢do para
reduzir as proteinas ndo dobradas no Iimen do RE (YOSHIDA et al., 2001; BELMONT et
al., 2008; SOVOLYOVA et al., 2014). O aumento na atividade de chaperonas e na
degradagdo de proteinas ndo dobradas é importante para o controle de qualidade das
proteinas formadas e para a manuten¢do da homeostase do RE e a sobrevivéncia
celular. A UPR ativa varias vias que atuam também em conjunto, como por exemplo, o
ATF6 potencializa a atuagdo da resposta pela via de IRE1, com a induc¢do da transcri¢ao
de XBP1, que sera processada pela atividade de endoribonuclease de IRE1 (YE et al.,

2000; BORIUSHKIN et al., 2014).

A sinalizacdo ATF6 é principalmente pro-sobrevivéncia, mas em caso de estresse
prolongado, a sinalizacdo ATF6 ativa a proteina homodloga pro-apoptética CHOP
(YOSHIDA et al., 2001). Além disto, ATF6 pode levar a ativagdo de morte programada
pela inibicdo especifica de Mcl-1 (um fator anti-apoptético) fazendo com que as células
figuem susceptiveis a apoptose. Estudos mostram que essa ativagdo parace ocorrer na
presenca de niveis mais elevados de ATF6, equanto niveis mais baixos pendem para a
sobrevivéncia, caracterizando a dualidade de ATF6 frente ao estresse celular
(MORISHIMA et al., 2011). Neste caso, se a homeostase de RE é severamente
prejudicada e o estresse ndo pode ser resolvido, a sinalizagdo muda de pro-
sobrevivéncia para pré-apoptotica a fim de eliminar a célula danificada do organismo.
A inducdo de apoptose podera ser acionada por todas as vias, por PERK e ATF6 através
da ativagdo transcricional do gene para CHOP (MATSUMOTO et al., 1996), por IRE1 da
via IRE1-TRAF2-ASK1 MAP-quinase, (XIA et al., 1995; URANO et al.,, 2000) e pela
ativacdo de caspases (NAKAGAWA et al., 2000; BURIKHANOQV et al., 2009) levando a

morte celular.
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2.2 Via UPR e Infecg¢Oes Virais

Estudos acerca das interagdes virus-hospedeiro buscam revelar as intera¢gdes do ciclo
de vida do virus com as organelas celulares e as vias de sinalizacdo. E de extrema
relevancia decifrar a complexidade dessas interagdes para o controle de patdgenos
virais. Varios estudos vém demonstrando as intera¢des dos flavivirus com o reticulo

endoplasmatico (RE) e as vias celulares de resposta da proteina desdobrada (UPR).

Durante a permanéncia do virus na célula, a etapa de producdo das proteinas virais,
bem como dobramentos, modificagdes pds traducionais e formagdes de complexos
proteicos sdo feitos no reticulo endoplasmatico. Os virus, em sua ampla maioria, ndo
tém as proteinas com as fung¢bes executadas por chaperonas e dependem dessas
proteinas presentes na célula hospedeira para dobrar as proteinas virais, o que
aumenta a sobrecarga de processamento de proteinas pelo RE. Em resposta ao
estresse causado, as células que expressam replicons virais induzem a resposta
denominada UPR (TARDIF et al.,, 2002). Envolvidas na regulacdo destas vias, as
proteinas virais tém sido identificadas como importantes fatores de regulacao da UPR,
como por exemplo, a proteina NS4B e a proteina do envelope do HCV foram associadas
a regulagdo da sinalizacdo de UPR (ZHENG et al., 2005, LI et al., 2009), ativacdo de
IRE1/XBP1 e aumento da expressdo de BiP (CHAN & EGAN, 2005).

Em estudo com Chikungunya virus (CHIKV), um alfavirus da familia Togaviridae, foi
detectado a ativa¢do somente de ATF6 e IRE1, em contraste a supressao de PERK pela

ligacdo e inibicdo da fosforilacdo de elF2a (RATHORE & VASUDEVAN, 2013).

Os virus evoluiram de forma a subverter a resposta das vias de sinalizacdo da UPR do
hospedeiro e promover a traducdo das proteinas virais e garantir a permanéncia da
infeccdo (CHAN & EGAN, 2005, TARDIF et al., 2005; KE & CHEN, 2011; AMBROSE &
MACKENZIE, 2013b, GREEN et al., 2013). Varios estudos tém contribuido cada vez mais
para explicitar os mecanismos envolvidos no processo de infeccdo, especialmente dos
virus da familia Flaviviridae, e alguns representantes, como HCV, BVDV, DENV, WNYV,
JEV, TBEV e USUV (Figura 10). A presenca da infecgdo mostrou modular um ou mais
dos trés bracos da UPR (BLAZQUEZ et al., 2014), como por exemplo, a indugdo do
aumento da expressdo de BiP e processamento de XBP1 pela ativacdo de IRE1 (TARDIF
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et al., 2004; SHINOHARA et al., 2013), clivagem de ATF6 (TARDIF et al., 2002, LI et al.,
2009), fosforilagdo de elF2a e indugdo da expressao de fatores pro-apoptdticos como

CHOP (CHAN & EGAN, 2005; JORDAN et al., 2002).
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Figura 10: UPR e ativagao por virus.

A infecgdo por virus da familia Flaviviridae pode ativar varias partes da via UPR de forma diferentes entre
os tipos virais. A via PERK pode ser induzida pelos virus HCV, BVDV, DENV, WNV e JEV, pela ativagdo da
fosforilagdo de ELF2a; ja a via ATF6 é ativada por HCV, DENV, WNV e TBEV, induzindo a clivagem de ATF6
na sua forma ativa; enquanto a via IRE1 é ativada por HVC, DENV, WNV, JEV, TBEV e USUV, induzindo o
“splicing” de XBP-1, para formagdo do seu mRNA que sera traduzido na proteina XBP-1 funcional. A
ativagdo destas vias pode, consequentemente, levar a autofagia. Fonte: adaptado de BLAZQUEZ et al.,
2014.

A alta demanda de proteinas a serem processadas pelo reticulo endoplasmatico
durante a infeccdo pode levar ao acumulo de proteinas ndo dobradas causando o
estresse dessa organela e a ativacdo de vias de transducao de sinais, com consequente
aumento da expressdo de componentes do sistema de degradacgdo associado ao RE
(ERAD), sintese de chaperonas e aumento do tamanho da organela, entre outros
efeitos, na busca pela restauracdo da homeostase. Algumas respostas a UPR, tais como
a expressdo de chaperonas e a regulacdio do metabolismo, podem ser Uteis a

replicagdo viral. Ao contrdrio, a atenuagdo de sintese de proteinas e o
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desencadeamento da morte celular por apoptose, comprometem a replica¢do viral
(IRANPOUR et al., 2016). Em experimentos com modelos de infecgdo por diferentes
virus, demonstrou-se modula¢do da UPR, através da ativacdo de multiplas vias que
conduzem a ativagdo transcricional de varios genes associados a resposta a UPR. No
entanto, como os sensores da UPR reconhecem a infec¢do viral para ativar essas vias
ndo estd completamente elucidado. (YU et al, 2006; MEDIGESHI et al., 2007,
UMAREDDY et al., 2007, AMBROSE & MACKENZIE, 2010; AMBROSE & MACKENZIE,
2013a; RATHORE & VASUDEVAN, 2013; FRASER et al., 2014). Alguns estudos em
Flavivirus tém demonstrado que ha a modulagdo destas vias em diferentes pontos da
UPR e que ela pode ocorrer de forma especifica de acordo com o tipo viral e o tempo

da infecgdo.

No caso do WNV, o virus mostrou ativar a resposta UPR em varios pontos da via, como
no aumento da transcricdo e no processamento de XBP1. A ativacdo da UPR também
aumentou a produgdo de chaperonas, a biogénese da membrana e a ativagao de ATF®6,
beneficiando a replicagdo viral. Ademais foi observado a ativagdo de um mecanismo
hospedeiro para combater a infeccdo pelo WNV com ativagdo da morte celular
dependente de CHOP. Além disso, foram descritas diferengas em relagdo a regulagao
do braco PERK da UPR, em modelos de infec¢do utilizando virus WNV atenuado, que
ndo induziu a inibicdo da tradu¢do mediada por PERK e a transcricio de CHOP
(AMBROSE & MACKENZIE, 2010) em contraste ao WNV neurovirulento, que regulou
positivamente todas as trés vias da UPR (MEDIGESHI et al, 2007). A indugdo da
fosforilacdo de elF2a e, consequentemente, a regulacdo de fatores apoptéticos tais
como CHOP e GADD34 s3ao mecanismos do hospedeiro utilizados para limitar a
replicacdo viral (BLAZQUEZ et al., 2014). Em adi¢do, células deficientes em ATF6
mostraram uma diminui¢do na producdo de proteina e de virions quando infectadas
com WNV (AMBROSE & MACKENZIE, 2013a), mostrando que na auséncia de ATF6, as
outras cascatas de sinalizagdo UPR, PERK e IRE1, ndo puderam ativar ou aumentar a
produgdo de virus, o que enfatizou a importancia de ATF6 para a replicagao deste virus
(MEDIGESHI et al., 2007, AMBROSE & MACKENZIE, 2010; AMBROSE & MACKENZIE,
2013a).
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Para DENV, estudos demonstraram que diferentes sorotipos de DENV modulam de
forma diferente as vias de UPR. Os quatro sorotipos convergem em relagdo ao
aumento da producdo de algumas moléculas como BiP/GRP78, GADD34, CHOP, XBP1 e
elF2a. No entanto, divergem quando se avalia o tempo de infecgdo, para DENV-2 e
DENV-4 hd uma queda da ativacdo destas moléculas em 48 horas apés a infeccdo (hpi),
que é mantida para DENV-1 e DENV-3. Ja o nivel de fosforilagdo de elF2a mantém-se
elevado para estes dois Ultimos sorotipos, mesmo apds 48 hpi (UMAREDDY et al.,
2007; PARADAKAR et al., 2011; FRASER et al., 2014). Em outro estudo, foi visualizada a
inducdo do processamento de XBP1 pela proteina ndo estrutural NS2B em infeccdo
com DENV-2 (YU et al., 2006). Pena e Harris (2011) demonstraram que em infec¢do por
DENV ha a ativagdo das vias UPR dependente do estagio da replicagdo, com a ativagdo
de PERK e a fosforilagdo de elF2a durante os estagios iniciais de replica¢do e
subsequente desligamento, e posterior ativagdo de IRE1 e ATF6 em estdgios mais
avancgados do ciclo de replicacdo. Ao passo que a inibicdo da desfosforilacdo de elF2a
pelo farmaco Salubrinal reduziu a infec¢do viral (UMAREDDY et al., 2007; FRASER et al.,
2014). Para o mesmo virus também foi descrita a ativacdo da expressdo de GADD34 e
CHOP e ativacdo de apoptose (UMAREDDY et al., 2007). Os niveis de RNAm de GADD34
foram regulados positivamente no decurso da infecgdo tardia por DENV. Esta molécula
promove a desfosforilacdo do elF2a e, portanto, serve como mecanismo de feedback
negativo para desencadear a recupera¢do da parada da translagdo. No entanto, a
inibicdo de PERK nas fases iniciais da infeccdo, apesar de induzir a repressdo da
tradugdo do hospedeiro, parece ndo afetar os niveis de proteina viral por ativar outras
vias de regulacdo da tradugdo que contribuem para a producdo de particulas de DENV

(ROTH et al., 2017).

Zika virus, especialmente, tem demonstrado modular a via UPR em modelos distintos,
in vitro e in vivo (AMORIM et al., 2017, GLADWYN-NG et al., 2018, TAN et al., 2018).
Gladwyn-Ng e colaboradores (2018), utilizando uma amostra de origem asiatica
(H/PF/2013, GenBank: KJ776791.1) do ZIKV mostraram que hd o estresse do RE e
ativacdo de UPR tanto em amostras corticais pds-morte de fetos humanos quanto em
culturas de células-tronco neurais humanas (24 hpi) infectados com ZIKV, com ativacdo

modesta de IRE1-XBP1 e regulacdo positiva de PERK-ATF4, bem como aumento na
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producdo de algumas chaperonas, como calregulina e PDl. Em contrapartida ndo
observaram a ativa¢do do braco ATF6 da via UPR. Em modelo in vivo, no mesmo
estudo, foi observada a restauracdo da neurogénese cortical em experimento
utilizando inibidores de PERK, por diminuir ativagdo de apoptose, ou de IRE1, por
diminuir a replica¢do do virus e também por prevenir a ativacdo de PERK-ATF4, o que

sugeriu uma regulagdo cruzada entre estas vias.

Tan e colaboradores (2018), utilizando outra amostra de origem asidtica (Zika
virus/SZ01/2016/China, GenBank: KU866423.2) em 24 hpi e 48 hpi, em modelos de
células neuronais humanas e em camundongos deficientes de receptores para INF-I e
INF-II, identificaram o aumento da transcrigdo de varios genes dos trés bragos da via
UPR: BIP, ATF6, fosfo-elF2a, XBP1, ATF4, GADD34, CHOP e EDEM-1 processada
aumentaram significativamente in vivo. Além disto, detectaram a translocacdao de XBP1
e ATF6 para o nucleo infectados cinco dias apds a infeccdo, em cérebro de
camundongos, indicando ativagdo destas vias. Contudo, em modelos celulares distintos
foram tragados perfis de modula¢do de UPR diferentes. Equanto BIP, fosfo-IRE1, ATF4 e
ATF6n aumentaram significativamente em 48 hpi em apenas uma das linhagens
estudadas. Para ambas as linhagens foram detectados o aumento de fosfo-elF2a, o

processamento de XBP1 e aumento da expressdo de GADD34 e CHOP.

Além destes, outro estudo, utilizando amostra asidtica (PRVABC59, GenBank:
KU501215.1) e 24 hpi, detectou que na infecgdo por ZIKV hda aumento moderado na
expressdo de GADD34 e atenuacgdo da fosforilagcdo de elF2a, o que sugere a indicacdo
da regulagdo da via de PERK por este virus como uma tentativa de controle da resposta
ao estresse. No mesmo estudo, o tratamento com salubrinal, um inibidor da
desfosforilacdo de elF2a, mostrou diminuicdo na produgdo de particulas infecciosas
reafirmando a importancia da modulagdo de elF2a para a replicagdo do ZIKV (AMORIM

etal., 2017).

J4 Roth e colaboradores (2017), em infec¢gdo com amostra de origem asidtica
(H/PF/2013, GenBank: KJ776791.1) e de origem africana (MR766, GenBank:
MK105975.1) demonstraram em experimentos in vitro que ha repressdo da iniciagdo
da traducdo da célula hospedeira durante a infec¢do, enquanto a sintese da proteina

viral permanece inalterada, sendo que a amostra asidtica induziu uma repressdo da
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traducdo mais lenta, em 72hpi e a amostra africana induziu uma reducdo logo em 18
hpi. Além disto, mostraram que a suspensdo da tradug¢do ndo estava estritamente
ligada a fosforizacdo de elF2q, indicando outros caminhos de andlise dos efeitos da

infeccdo na célula.

A importancia da UPR na infec¢do pelo ZIKV também tem sido demonstrada como
determinante na evolugdo da doenga, como, por exemplo no desenvolvimento de
microcefalia. Estudos mostraram que a infec¢do pelo ZIKV em progenitores do
neurdnio cortical acarretou em alto estresse do reticulo endoplasmatico (ER) e resultou
no bloqueio de neurogénese e na morte apoptdtica neuronal, o que levou a
microcefalia cortical. Em adigdo, a administragdo de moléculas inibitérias da via UPR
preveniu a microcefalia cortical induzida pelo ZIKV. Com isto, o contexto do controle da
UPR pelo ZIKV mostra ter uma relevancia mais ampla, uma vez que ndo so garante a
replicacdo viral e o espalhamento da infeccdo, mas estd associado a evolucdo e a
gravidade da doenga, por ser responsavel também pelos sintomas neurolégicos

causados pelo ZIKV (GLADWYN-NG et al., 2018; ALFANO et al., 2019).

O papel da UPR durante as infec¢des por flavivirus tem sido associado a fatores que
contribuem para o estabelecimento de um ambiente mais favoravel para a replicacdo
viral, tais como: expressdo de chaperonas, para que consiga manter o dobramento das
proteinas virais; biogénese de membrana, com a adaptac¢do da organela ao volume de
proteinas a serem processadas; ou producdo de transportador de antioxidantes e
aminodcidos mediada por ATF4. Ainda assim, alguns efeitos da UPR tais como a
inibicdo da tradugdo, a degradagao de mRNA, a producdo de proteinas de degradagao
ou a indugdo de apoptose ndo sdo necessariamente benéficos para a replicagdo viral
(AMBROSE & MACKENZIE, 2013b). A regulacdo da sintese de proteinas pela
fosforilagdo de elF2a, por exemplo, desempenha um papel importante na defesa
celular contra a infecgdo viral. Contudo, os virus vém demonstrando a capacidade de
desenvolver estratégias para prevenir o desencadeamento destes mecanismos
celulares. A modulagdo que o Zika virus exerce durante a infec¢do tem sido bastante
estudada, no entanto, algumas lacunas ainda precisam ser preenchidas para o total
esclarecimento dos mecanismos de controle destas vias e para a abertura de novos

caminhos para o tratamento da doenga.
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Il — Justificativa
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A Zika é doenca infecciosa, causada por virus do género Flavivirus, transmitido através
da picada da fémea do mosquito, em especial, Aedes aegypti. Apresentou nos ultimos
anos rapida expansdo no Brasil e no mundo, atingindo 76 paises, e tem chamado
atengdo das autoridades sanitdrias por ter sido relacionada a complica¢des graves,

como microcefalia congénita e Sindrome de Guillain-Barré.

De modo geral, a patogenia das infecgGes virais é estabelecida pelos efeitos da
replicacdo viral e as respostas do hospedeiro a infeccdo. O estudo da interacdo dos
virus com as células do hospedeiro é de extrema importancia, tendo em vista a
obrigatoriedade de o virus parasitar uma célula, para iniciar e completar seu ciclo de
proliferagdo. O virus necessita operar a maquinaria celular a fim de completar seu

estagio de reproducdo.

Os mecanismos regulatérios celulares que incluem a autofagia, apoptose e resposta a
proteina ndo dobrada (UPR), possuem potencial para inspirar novas estratégias

terapéuticas, uma vez que desempenham papéis criticos na infec¢do e replicagao viral.

Estudar a intera¢do entre o virus e o hospedeiro e como ocorre a relagdo com as
proteinas envolvidas na resposta ao estresse e uma melhor compreensdo dos
mecanismos subjacentes a trés vias de adaptagdo - IRE1, PERK e ATF6 - e apoptose e o
papel do estresse RE na doenga, pode revelar uma nova visdo de causa e apresentac¢ao
da doenca, levando a terapias mais eficazes para uma ampla gama de estados de

doenca (HOOPER et al., 2012; CHUNYAN et al., 2005).

Os controles destas vias de sinalizagdo da resposta UPR como potenciais alvos
terapéuticos sdo contemplados em vdrios trabalhos. Maiores estudos devem ser feitos
neste sentido, bem como na revelagdo de terapias para outras condi¢Ges de indugdo de

respostas a UPR, como as infecgGes virais.

Pelo fato de se tratar de uma importante arbovirose, em um contexto com elevado
nimero de casos, cuja expansdo ocorreu em pouco tempo e a sua, cada vez maior,
associa¢do a evolugdo clinica de complicagdes graves, fica claro a necessidade do
maior conhecimento a seu respeito, com o intuito ndo sé de prevenir esses quadros,
mas também de impedir o alastramento do virus. Em especial, o estudo da regula¢ao

de vias celulares importantes que impactam o ciclo viral, em prol da contencdo do
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espalhamento do virus no organismo através da inibicdo da sua replicagdo, tem
revelado valorosos alvos terapéuticos. A identificagdo de alvos moleculares eficazes
permitiria novas abordagens terapéuticas no combate das arboviroses, de grande
importancia, particularmente em casos de surtos como a epidemia do virus Zika

(IRANPOUR et al., 2016).

Dessa forma, o completo entendimento da intera¢do virus-sistema é de grande
importancia para o aprofundamento das pesquisas no desenvolvimento de terapias

mais eficazes para o controle das infec¢des virais.

Ademais, as vias de regulagdo da expressdo de genes importantes no ciclo viral ja vém
sendo estudadas por nosso grupo utilizando modelos de infecgdo pelo Vaccinia virus
(LEAO, 2013), quando se demonstrou o impacto da infeccdo viral na ativacdo dos

diferentes sensores da via UPR.

Embora alguns mecanismos de modula¢do da via UPR, bem como de outras respostas
ao estresse celular, j& tenham sido descritos para ZIKV estes ainda ndo foram

completamente elucidados.

O conhecimento das estratégias usadas pelo ZIKV para modular a via UPR pode prover
pistas importantes para o planejamento racional de farmacos. Além disso, a
identificacdo destes mecanismos regulatorios possibilita novas perspectivas sobre o
uso desses virus ou proteinas codificadas por ele na terapéutica de algumas patologias

relacionadas ao estresse do RE.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o controle de vias de resposta as

proteinas ndo dobradas na infecgdo por Zika virus.
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Il - Objetivos
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3. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da infec¢do por Zika virus sobre a via de resposta a proteinas nao

dobradas.

3.1 Objetivos Especificos

+ Analisar o efeito da infecgao pelo virus Zika, utilizando uma amostra de origem
asiatica e uma amostra de origem africana, sobre a ativagdo do brago ATF6 da
via UPR

+ Analisar o efeito da infecgao pelo virus Zika, utilizando uma amostra de origem
asiatica e uma amostra de origem africana, sobre a ativacdo do braco
IRE1/XBP1 da via UPR

+ Analisar o efeito da infecgao pelo virus Zika, utilizando uma amostra de origem
asiatica e uma amostra de origem africana, sobre a ativa¢do do brago PERK da
via UPR

+ Avaliar a producdo de chaperonas em células infectadas por ZIKV, utilizando
uma amostra de origem asiatica e uma amostra de origem africana.

+ Comparar o perfil de expressdao de RNAs mensageiros da UPR em células
infectadas pelo Zika virus, utilizando amostra de origem asiatica, em relagdo as
células ndo infectadas.
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IV — Materiais e Métodos
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4. Desenho do estudo

4.1 Amostra Viral

A amostra de Zika virus de origem asiatica, denominada
ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015 (GenBank: KX197192.1), foi cedida gentilmente pela

Profa. Dra. Marli Tenério (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes, Recife, PE).

A amostra de Zika virus de origem africana, denominada MR766 (GenBank:
MK105975.1), foi cedida gentilmente Prof. Dr. Davis Fernandes Ferreira (Universidade
Federal do Rio de Janeiro - UFRJ).

4.2 Plasmideos

Os plasmideos utilizados neste trabalho, bem como a descricdo e a origem de obtencdo

estdo listados no Quadro 1.

Quadro 1: Plasmideos utilizados no estudo. (Nome, descri¢do e fontes).

Descrigdo Origem

Plasmideos

pCMVshort-ATF6-GFP ~5.3kb, high copy, vetor de | Addgene, Cambridge, MA,
expressao em eucariotos para | EUA.
ATF6 alfa com etiqueta GFP na
porgdo N-terminal

p5x-ATF6-GL3 pOFlucGL3 contendo 5 cépias | Cedido gentilmente por Dr.
de sitios de ligagdo do ATF6 Kazutoshi mori Kyoto

University, Kyoto, JPN.

pRL-TK Expressa a luciferase de | Obtido comercialmente em
Renilla sob o controle do | PROMEGA.
promotor da timidina quinase
do HSV-1.
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4.3 Células

As células a serem utilizadas neste trabalho, bem como a descrigdo dos tipos celulares

e a fonte de obtenc¢do das mesmas, estdo listadas no Quadro?2.

Quadro 2: Células utilizadas no estudo. (Nome, descrigao e fontes).

Células Descrigdo Fonte
C636 Linhagem celular de Aedes albopictus Banco de células do
clone C6/36 Rio de Janeiro —
0343
Vero Células renais de macaco verde africano ATCC® CCL-81™

(Cercopithecus aethiops)

T98G Glioblastoma multiforme, Homo sapiens, humano ATCC® CRL-1690 ™

73



4.4 Iniciadores

Os iniciadores utilizados neste trabalho, bem como suas sequéncias e referéncias,

estdo listados na Tabela 1:

Tabela 1: Relagdo e sequéncia dos iniciadores

Identificagdo Sequéncia Referéncia
ZIKV F AGGATCATAGGTGATGAAGAAAAGT Xuetal., 2016
ZIKV R CCTGACAACACTAAGATTGGTG Xuetal., 2016
B-actina F GGCACCCAGCACAATGAAG VALENTE et al., 2009
B-actina R CCGATCCACACGGAGTACTTG VALENTE et al., 2009
GAPDH F ACAGTCAGCCGCATCTTCTT VALENTE et al., 2009
GAPDH R ACGACCAAATCCGTTGACTC VALENTE et al., 2009
18SRNAF GGAGTATGGTTGCAAAGCTGA VALENTE et al., 2009
18SRNA R ATCTGTCAATCCTGTCCGTGT VALENTE et al., 2009
HPRT F TGAGGATTTGGAAAGGGTGT VALENTE et al., 2009
HPRT R GAGCACACAGAGGGCTACAA VALENTE et al., 2009
hATF4 F GTTCTCCAGCGACAAGGCTA OSLOWSKI e URANO, 2013
hATF4 R ATCCTCCTTGCTGTTGTTGG OSLOWSKI e URANO, 2013
hBIPF TGTTCAACCAATTATCAGCAAACTC OSLOWSKI e URANO, 2013
hBIP R TTCTGCTGTATCCTCTTCACCAGT OSLOWSKI e URANO, 2013
hCHOP F AGAACCAGGAAACGGAAACAGA OSLOWSKI e URANO, 2013
hCHOP R TCTCCTTCATGCGCTGCTTT OSLOWSKI e URANO, 2013
hXBP1 spl F TGCTGAGTCCGCAGCAGGTG SCHADEWIK et. al., 2012
hXBP1 spl R GCTGGCAGGCTCTGGGGAAG SCHADEWIK et. al., 2012
hXBP1total F TGGCCGGGTCTGCTGAGTCCG OSLOWSKI E URANO 2013
hXBP1total R ATCCATGGGGAGATGTTCTGG OSLOWSKI E URANO 2013
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4.5 Delineamento experimental
As etapas para desenvolvimento deste trabalho foram apresentadas abaixo para

melhor visualizacdo de todo o processo (Figura 11).

IRE1
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Figura 11: Delineamento experimental.

Células T98G foram infectadas com virus Zika da amostra asiatica (ZIKAS) ou amostra africana (ZIKAF) e a
infeccdo avaliada por curva de multiplicagdo de ciclo Unico em ensaio de placa e pela marcagdo com
anticorpos anti-flavivirus (4G2). Uma vez detectada a permissividade a infec¢do foram avaliados os 3
bragos da via UPR. Para avaliar ATF6 foi utilizada transfecgdo com plamideo contendo ATF6 fusionado a
proteina fluorescente verde (GFP) ou a luciferase, para detec¢do tanto da ativagdo de ATF6 pela
translocagdo para o nucleo (presenga de GFP no nucleo), quanto da atividade trasncricional pela
produgdo de luciferase. A ativagdo de IRE1 foi avaliada pela detec¢do do processamento de XBP1, por
analise do polimorfismo do comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) e por PCR quantitativa Real
Time (QPCR-RT). O brago de PERK foi avaliado por gPCR-RT para detec¢do de ATF4 e por imunomarcagdo
de ELF2alfa em citometria. O aumento da produgdo de chaperonas foi checado por gqPCR-RT e por
citometria pela marcagdo com anticorpos especificos de BiP e Calregulina. Para verificagdo da expressao
génica de moléculas envolvidas na resposta a proteinas ndo dobradas foram realizados adicionalmente
ensaios de RT-gPCR em matriz contendo iniciadores especificos de 84 genes da via UPR.
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5 METODOS

5.1 OBTENCAO DO ESTOQUE VIRAL E CARACTERIZACAO DA INFECCAO DO VIRUS
ZIKA EM CELULAS T98G

5.1.1 Obtengao do ZIKV em células C6|36

O Zika virus foi obtido por expansao em cultura de células de mosquito Aedes
albopictus clone C636 a partir de infec¢do por 6 dias com multipicidade de infeccdo
(MOI) de 0,1. Para tal, células C636 foram cultivadas em meio de meio Leibowitz (L-15)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO), 2ug/ml de anfotericina B,
100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina. Para infeccdo as amostras
virais foram diluidas em meio Leibowitz L- 15 ndo suplementado, inoculadas em
garrafas médias de cultura de células contendo monocamadas de células C636, com
aproximadamente 70% de confluéncia, e incubadas em temperatura ambiente por 2
horas. Apds este periodo, o sobrenadante foi descartado e adicionado 12 ml de meio
Leibowitz L-15 suplementado. Apds 6 dias de infecgdo, o sobrenadante foi coletado,
clarificado por centrifugacdo a 3000 g por 10 minutos, aliquotado e armazenado para
uso a -80°C. O titulo viral foi determinado por ensaio de titulagdo em células Vero,

cultivadas em placa de seis pogos.

5.1.2 Cultivo celular das linhagens Vero e T98G

As linhagens celulares Vero e T98G foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM, Life Technologies) suplementado com 10% de SFB, em estufa a
37°C e 5% de CO, (Thermo Scientific Forma® Series Il 3111 Water-Jacket CO,
Incubator), até atingir a confluéncia de aproximadamente 80%. Para manutencdo das
células, a subcultura celular foi realizada a partir de culturas em garrafas de cultura

celular e com 70-80% de confluéncia. A cada repique, o meio de cultivo foi descartado
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com o auxilio de uma pipeta soroldgica e para remog¢do completa do meio as células
foram lavadas por duas vezes com 2mL de solugdo salina estéril fosfatada e tamponada
- PBS1X - (1,5 mM NaCl; 40 mM Na2HPO4; 20 mM KH2PO4; pH 7,2) . Em seguida,
removeu-se a solugdo salina e foram adicionados 2 mL de solugdo de tripsina/EDTA
(GIBCO). As garrafas foram incubadas em estufa a 37 °C até que houvesse o total
descolamento da monocamada celular. Apds a tripsinizagao, as células foram coletadas
em tubos contendo cerca de 5mL de meio de cultura (DMEM 10% SFB) e centrifugadas
a 1250 g por 5 minutos (Centrifuga Eppendorf 5810R, Alemanha). As células foram
solubilizadas em 1mL de meio DMEM 10% SFB por pipetagem, transferidas para novas
garrafas previamente identificadas e posteriormente incubadas em estufa a 37 °C e 5%

de CO2.

5.1.3 Infec¢do em células T98G

Células T98G foram cultivadas em garrafas de cultura celular para a manutencdo de
culturas celulares vidveis para os experimentos de infec¢do viral. Para producdo das
placas de ensaio contendo as células T98G, o meio DMEM nas garrafas foi descartado,
e a monocamada de células lavada com solucdo salina PBS1X. Em seguida, 2 mL de
solu¢do de tripsina foram adicionados as garrafas de cultivo celular para soltar

completamente a monocamada celular.

A suspensdo celular foi transferida para um tubo e centrifugada durante 5 minutos a
1.250g, o sobrenadante descartado e o sedimento de células solubilizado em 1ml de
meio DMEM contendo 10% de SFB. A quantidade de células total foi estimada
utilizando-se Cdmara de Neubauer, para distribuicdo de 1 x10° células por pogo, em
placa de 12 pogos. As células foram plaqueadas e incubadas por 24 horas em estufa a
37°C e 5% de CO,. Apds este periodo, foi realizada a infeccdo da monocamada celular
utilizando-se a diluigdo dos virus com MOI igual a 1 em meio DMEM contendo 2,5% de
SFB. A infeccdo é mantida sob incubagdo por 2 horas, em estufa a 37 °C e controle de
5% de CO,. As monocamadas de células foram lavadas por duas vezes com PBS1x e

adicionado meio DMEM contendo 5% de SFB. As placas contendo as células infectadas
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foram mantidas em estufa a 37 °C e controle de 5% de CO, nos periodos determinados
em horas apds a infec¢do (4, 24, 48, 72 e 96 horas). Além dos virus foi adicionado como
controle positivo, um inibidor da N-glicosilacdo e indutor classico da UPR, a
tunicamicina. A tunicamicina foi adicionada em uma concentragdo final de 1ug/mL por
um periodo de 24 horas, em incubacdo a 37 °C e controle de 5% de CO,. Para controle
negativo do experimento (mock) as células T98G foram incubadas com meio meio

DMEM contendo 2,5% de SFB.

Para os ensaios subsequentes, em cada periodo, os sobrenadantes foram coletados
para posterior uso nos experimentos de Curva de multiplicacdo e as células foram
coletadas, por raspagem da monocamada, para extragdo do RNA e produgdo de cDNA.

Todas as amostras foram armazenadas em ultrafreezer -80°C, até o momento do uso.

5.1.4 Detecgdo da infecgao de células T98G pelo ZIKV em ensaio de curva de
multiplicagao

Para andlise da infectividade das células T98G por Zika virus foi realizado um ensaio de
curva de multiplicagdo, no qual, as amostras virais foram diluidas e inoculadas em
placas de 12 pogos contendo monocamadas de células T98G em MOI 1, em diferentes
tempos de infec¢do (24, 48, 72, 96 e 120 horas), conforme descrito no item 5.1.3. Os
sobrenadantes coletados foram utilizados para infeccdo em placas contendo
monocamadas de células Vero. Para tal, os sobrenadantes s3o incubados por 2 horas,
em estufa a 37°C e 5% de CO2. Em seguida o sobrenadante foi descartado, adicionou-
se carboximetilcelulose (CMC) contendo 2% de SFB e as placas foram incubadas por 6
dias em estufa a 37 °C / 5% CO,. Apds este periodo, a monocamada celular foi fixada
em paraformaldeido a 4% e coradas com cristal violeta. O ensaio foi fotodocumentado

em equipamento ChemiDoc™ Imaging Systems (Bio-Rad®)

Para tratamento dos dados em graficos foi realizada a contagem do numero de
unidades formadoras de placas (UFP) de cada tempo do ensaio em células T98G e feito

o calculo da quantidade por mililitro (UFP / mL).

78



5.1.5 Detecgdo da infecgao de células T98G por ensaio de imunomarcagdo com
anticorpos anti-flavivirus

Para anadlise da infec¢gdo em células T98G pelo Zika virus, além da curva de
multiplicacdo, foi utilizado ensaio de imunomarcacdo pela marcagdo com anticorpos
anti-flavivirus que se ligam as proteinas do envelope viral. Para tal, as amostras virais
foram diluidas (MOI 1) em meio DMEM e inoculadas em placas de 6 pogos contendo as
monocamadas de células T98G, em diferentes tempos de infecgdo (24, 48 e 72horas).
O sobrenadante foi descartado, a monocamada fixada com paraformaldeido 4% e a
membrana celular permeabilizada com solugdo de TritonX a 0,2% preparada em PBS
contendo BSA a 3%. Posteriormente, realizou-se o bloqueio de sitios inespecificos com
solugcdo de SFB a 2% preparada em PBS contendo BSA a 3%. A marcac¢do da infecgdo
nas células propostas para este estudo foi realizada utilizando-se anticorpo primario
anti-flav 4G2 (D1-4G2-4-15|ATCC HB-112) cedido gentilmente pela Profa. Dra. Vivian
Vasconcelos Costa (Departamento de Morfologia/ICB/UFMG), diluida a 1:50 em em
PBS contendo BSA a 3% e anticorpo secundario Anti-mouse 1gG TRITC (SIGMA) diluido
a 1:500 em PBS contendo BSA a 3%. O nucleo celular foi corado com reagente DAPI
(4',6'-diamino-2-fenil-indol), um marcador fluorescente de ligacdo a regides de DNA

ricas em adenina-timina.

A leitura feita em microscépio de fluorescéncia EVOS M5000 Cell Imaging System
(microscopia de fluorescéncia) ou em microscopio confocal Nikon Eclipse Ti

(microscopia confocal de fluorescéncia).

5.2 ANALISE DO EFEITO DA INFECGAO PELO VIRUS ZIKA SOBRE A ATIVAGAO DO
BRACO ATF6 DA VIA UPR

5.2.1 Ensaio da atividade transcricional de ATF6 em células T98G infectadas por
ZIKV

A ativacdo do brago ATF6 da via de estresse do RE foi avaliada utilizando o plasmideo

p5x-ATF6-GL3 em ensaios de gene repdrter (WANG et al., 2000). Esse plasmideo
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contém cinco copias de sitios de ligagdo do ATF6 clonado no plasmideo pOFlucGL3,

cedido gentilmente pelo Dr. Dr. Kazutoshi Mori Kyoto University, Kyoto, Japao.

A quantificagdo de proteinas por métodos enzimaticos fornece uma estimativa indireta
da atividade transcricional do vetor "repdrter" que sintetiza a proteina. O gene
reporter, neste caso, o gene que codifica a luciferase, esta sob o controle de um
promotor do gene de interesse, do fator de transcricdo 6 (ATF6). A atividade da enzima
pode ser detectada com a utilizacdo de substratos da enzima luciferase capazes de
atravessar a membrana plasmatica (Figura 12). Estes sistemas tém sido usados como
indicador sensivel para avaliar a transcricdo génica. Uma vez que ATF6 esteja com sua
atividade transcricional ativada ele se ligara ao sitio de transcrigdo presente no vetor e
a transcricdo da luciferase sera disparada (WANG et al., 2000). Os resultados sdo
normalizados com a co-transfec¢do com vetor que contém o gene da proteina reporter
Renilla luciferase, que é usado como controle da eficiéncia da transfeccdo (pRL-TK)

para posterior determinagdo da atividade da luciferase e normalizagdo dos resultados.

Luciferase

SUBSTRATO

Promotor

sATF6 n Luciferase Traducs vy
Transcrigao raducdo %
¢ . / o i\% P(E

H mMRNA H
'
'

Luciferase

Figura 12: Representag¢do esquematica do ensaio do gene reporter da luciferase.

O ensaio do gene reporter da luciferase envolve a colocagdo de um elemento regulador genético a
montante de um gene da luciferase, no caso o sitio de ligagdo de ATF6, e a expressdo desta enzima sera
diretamente correlacionada com a atividade deste elemento reguladore. Uma vez que houver atividade
transcricional de ATF6, a luciferase serd produzida e na presenga de seu substrato, a emissdo de luz sera
medida em luminémetro. Fonte: adaptado de GENTZ, 2011.
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Neste ensaio, células T98G foram transfectadas com os plasmideos p5xATF6-GL3 e pRL-
TK - que expressa a luciferase de Renilla sob o controle do promotor da timidina cinase
do Herpes virus simples tipo 1 (Quadro 1). Para inser¢do dos plasmideos dentro da
célula foi utilizado o reagente de transfec¢do Lipofectamine. Os complexos de DNA
(200 ng de p5xATF6-GL3 e 50 ng de pRL-TK) e Lipofectamine 2000 (Invitrogen)) foram
preparados em meio OPTIMEM (Invitrogen) e incubados a temperatura ambiente por
30 minutos. Posteriormente, foram adicionados as células e incubados por 5 horas em
estufa a 37 °C / 5% CO,. Ao término deste periodo, o sobrenadante foi descartado e
adicionado DMEM 2,5% de SFB. Apds 24 horas de incubacio em estufa a 37 °C / 5%
CO,, as células foram infectadas com ZIKV em diferentes MOI e intervalos de tempo. Os
extratos celulares obtidos ao final foram utilizados para a andlise da atividade da

luciferase.

O ensaio de luciferase foi realizado utilizando-se o kit Dual-Luciferase® Reporter (DLR)
Assay System (Promega) conforme instrugdes do fabricante: 20 uL de cada amostra de
extrato celular obtido foi adicionado a cada po¢o de uma placa de noventa e seis pogos
(FluoroNuncTM), seguido da adicdo de 40 pL do substrato luciferina de Photinus
pyrallis (reagente LAR Il do kit DLR) e a leitura realizada por 3 segundos para cada
amostra. A normaliza¢do dos resultados foi feita com a leitura da luciferase da Renilla
reniformis e 40 pl do reagente Stop & Glo (Promega) por pogo. A leitura das amostras
foi realizada em luminémetro (Lumicount Packard BioSciences) pelo programa Reader
(Packard BioSciences). O ensaio foi comparado com amostras de células T98G sob
estresse induzido por tunicamicina, como marcador da funcionalidade do teste e com

células T98G ndo infectadas (mock), como controle negativo.

5.2.2 Detec¢do da transloca¢do de ATF6-GFP em células T98G infectadas por ZIKV

5.2.2.1 Microscopia de Fluorescéncia

Para avaliar a translocacdo de ATF6 para o nucleo, células T98G foram transfectadas

com plasmideo (Figura 13) expressando ATF6 fusionada a proteina fluorescente verde
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(Enhanced Green Fluorescent Protein — EGFP | ~30 KDa) e posteriormente, infectadas
com ZIKV. Este método é descrito para avaliagdo do sensor ATF6, uma vez que este
sensor durante o estresse celular é transportado do RE para o complexo de Golgi, onde
é processado por proteases S1P e S2P e em seguida translocado para o nucleo onde

ativa a transcri¢do de seus genes-alvo (CHEN et al. 2002; NADANAKA, et al. 2004)

PEGFP-ATF6
6729 bp

Figura 13: Mapa completo da sequéncia Addgene para pEGFP-ATF6.

O plasmideo ATF6-EGFP codifica uma proteina de fluorescéncia verde (EGFP, 30Kda) fusionada a porgdo
N-terminal de ATF6 (90Kda). A transcricdo de ATF6-EGFP é ativada pela presenga de um promotor do
citomegalovirus (CMV) que induz a expressdo constitutiva de ATF-EGFP. Fonte: Adaptado de
https://www.addgene.org/32955/

A adicdo de uma proteina de fusdo EGFP (CORMACK et al., 1996) permite monitorar o
deslocamento por microscopia de fluorescéncia de ATF6 do RE para o nucleo em
resposta ao estresse de RE. Uma limitacdo deste método pode ocorrer em caso de
superexpressdao da proteina, fato que poderia alterar a localizagdo subcelular e a
cinética do trafego de proteinas. No entanto, a adicdo de parte de um promotor de
Citomegalovirus (CMV) confere menor atividade e o ATF6-EGFP é menos expresso e
assim, a proteina ATF6 fusionada a EGFP permanece localizada exclusivamente no RE e
transloca-se para o nucleo de forma semelhante ao ATF6 endégeno (NADANAKA, et al.
2004), por esta razdo selecionamos o plasmideo pCMVshort-ATF6-EGFP (cedido

gentilmente pelo Doutor Kazutoshi Mori), que contém a promotor reduzido de CMV,

para este estudo.
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Alguns estudos prévios avaliaram a eficiéncia deste sistema de avaliagdo do sensor
ATF6, utilizando transfec¢do em modelos celulares distintos e indugdo de estresse
celular por agentes quimicos, como tunicamicina e DTT, e demonstraram a vantagem
da utilizagdo da EGFP, uma vez que esta proteina possui fluorescéncia intrinseca e
permite que a translocacdo de ATF6 seja registrada em células vivas (NADANAKA, et al.

2004; SAMALI et al., 2010).

Para realizagdo do ensaio, monocamadas de T98G em placas de 12 pogos foram
transfectadas com a solugdo contendo os complexos de DNA/lipofectamina A
propor¢cdo de plasmideo/lipofectamine/quantidade de células por pogo foi
previamente padronizada, para que se obtivesse a maxima eficiéncia de transfecgdo e
em quantidade de células que possibilitasse visualizagdo de isoladas, que se
mantivessem viaveis. Foram avaliadas diferentes quantidades de plasmideos (0,1; 0,2;
0,5; 1 e 2ug), do reagente de transfecgdo — lipofectamine (1, 2 e 5ul) e de células por
poco (12.500, 25.000, 50.000 e 100.000). Uma vez padronizadas as melhores
condicdes, as células T98G (50.000 células/pogo) foram transfectadas com 1 pg de
plasmideo de expressio pEGFP-ATF6short em 5 puL reagente de transfeccdo

lipofectamine e meio Opti-MEM.

Apds um periodo de incubagdo de 30 minutos, o volume foi completado para 1 mL com
Opti-MEM e as monocamadas cobertas pela solugdo com os complexos de
lipofectamina e incubadas a 37°C/ 5% CO,, por 5 horas em estufa. Ao término deste
periodo, o sobrenadante foi descartado e adicionado DMEM 2,5% de SFB. Apds 24
horas nestas condigdes, as células foram infectadas com Zika virus (ZIKV AF ou ZIKV AS),

com MOl igual a 1.

Apds 72 hpi, foi feita marcagdo do virus Zika, com anticorpos especificos para
identificacdo de Flavivirus e para marcagdo do nucleo (DAPI), conforme descrito no
item 5.1.5. Assim, a translocag¢do de ATF6 para o nucleo foi visualizada por microscopia
de fluorescéncia nas células infectadas com o ZIKV, nao infectadas (mock) ou com
estresse induzido por tunicamicina. Os registros foram feitos em microscépio de
fluorescéncia EVOS M5000 Cell Imaging System. Alternativamente foi utilizado o

sistema Nikon Center of Excellence (Nikon CofE), como descrito abaixo.
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5.2.2.2 Microscopia Confocal de Fluorescéncia

Ainda para a visualizagdo da ocorréncia da translocagdo de ATF6-EGFP, foram feitas
anadlises por microscopia confocal de fluorescéncia. As imagens foram feitas no
laboratério Laboratorio de Imunobiofotonica/ICB/UFMG - Nikon Center of Excellence

(Nikon CofE) gerenciado pelo Prof. Gustavo Menezes.

Células T98G foram cultivadas em placas de 12 pogos contendo laminulas de vidro pré-
tratadas em acido-alcool (HCL 1M e Alcool 70%) alocadas na base da placa. As células
T98G (50.000 células/pogo) foram cultivadas por 24 horas para adesdo e
estabelecimento da monocamada celular e apds este periodo foram transfectadas

conforme protocolo descrito anteriormente (item 5.2.2.1).

Apds 72 hpi, foi feita marcagdo do virus Zika, com anticorpos especificos para
identificacdo de Flavivirus e para marcagdo do nucleo (DAPI), conforme descrito no
item 5.1.5. Assim, a translocacdo de ATF6 para o nucleo foi visualizada por microscopia
confocal de fluorescéncia nas células infectadas com o ZIKV, n3o infectadas (mock) ou

com estresse induzido por tunicamicina.

Para a eliminagdo da autofluorescéncia, os parametros de definicdo de luminosidade
de cada laser foram normalizados utilizando-se um controle de células ndo

transfectadas e um controle de células marcadas apenas com anticorpo secunddrio.

A proteina EGFP foi visualizada utilizando o canal para FITC, e as proteinas do envelope
viral foram identificadas no canal de TRITC e o nlcleo em DAPI. As imagens foram feitas
em microscépio confocal Nikon Eclipse Ti, em aumento de 40x. As imagens para
registro da localizagdo das marcagGes e reconstrucdo 3D e videos foram feitas
utilizando os programas ImageJ Fiji (SCHINDELIN et al., 2012) e Icy bioimageanalysis

(Institut Pasteur/France-Biolmaging), respectivamente.
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5.3 ANALISE DO EFEITO DA INFECGAO PELO VIiRUS ZIKA SOBRE A ATIVAGAO DO
BRACO IRE1/XBP1 DA VIA UPR

A fim de avaliar a possivel ativa¢do do brago IRE1 da via UPR por ZIKV, foi investigado o
processamento do fator de transcricdo XBP1 nas células T98G apds 24, 48, 72,96 e 120
horas de infec¢do com ZIKV AS ou ZIKV AF, utilizando-se os iniciadores especificos para
deteccdo de XBP1 total (formas processada e ndo processada), denominados
hXBP1total F e hXBP1total R (Tabela 1), em ensaios de PCR convencional seguidos por
restricdo enzimatica pela técnica de Polimorfismo do Comprimento de Fragmentos de

Restri¢do (RFLP) e por ensaios de PCR quantitativo em tempo real (RT-qPCR).

Os iniciadores para amplificacdo especifica da forma processada de XBP1 foram
projetados por Schadewijk e colaboradores (2012) de forma a se ligar na regido

processada do mRNA apés a retirada do intron de 26 pb do mRNA de XBP1.

Para avaliagdo da expressdo génica de XBP1 processada e ndo processada pelas
técnicas supracitadas, células T98G foram plagqueadas em placas de 6 pogos e
infectadas com ZIKV AS ou ZIKV AF (MOI 1), incubadas a 37 °C / 5% de CO, por periodos

de 24, 48, 72, 96 e 120 horas, nos quais foram realizadas as coletas das células.

O RNA total foi extraido das células utilizando TRI Reagent (Sigma) de acordo com as
instrugGes do fabricante. O RNA extraido foi ressuspendido em agua livre de nucleases
e a concentracdo do RNA total estimada por espectrofotometria, através da leitura da
absorbancia nos comprimentos de onda de 260 e 280 nanOmetros em
espectrofotémetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences). O grau de pureza do RNA
foi avaliado com base na razdo entre as leituras de 260 e 280nm, sendo que foram
considerados valores superiores a 1,8, o que sugere que o RNA estd puro e passivel de

ser usado experimentalmente.

Para confirmacdo da integridade dos RNA extraidos, as amostras foram resolvidas em
gel desnaturante (1% de agarose) contendo brometo de etidio como corante e
visualizadas no sistema de transluminacdo UV. Apds a extragdo e a verificacdo dos

RNAs, 1pg de RNA total de cada amostra foi utilizado na produgdo de cDNAs.
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Os cDNAs foram sintetizados por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), na presenca
de oligo-dT15, dNTPs e enzima transcriptase reversa MMLV e oligo-dT (Promega) de
acordo com o protocolo do fabricante. A reac¢do é realizada a 42°C por 60 minutos,
seguida de inativacdo da enzima MMLV-RT a 65°C por 15 minutos. As amostras de

cDNA obtidas foram armazenadas a -20°C.

5.3.1 Andlise do processamento de XBP1 por RFLP

Para definir os eventos de sinalizagdo da via IRE1, em estresse do RE desencadeados
por ZIKV, foi analisada a atividade de ribonuclease de IRE1 pelo processamento de seu

substrato (MRNA de XBP1).

IRE1 é uma endonuclease que cliva um intron residual de 26 nucleotideos presente no
MRNA do fator de transcrigdgo XBP1 (CALFON et al., 2002). Para avaliar se ocorre o
processamento de XBP1, o RNA total obtido das células e transcrito ao cDNA foi
utilizado para a amplificagdo por RT-PCR do mRNA do fator de transcricdo XBP1 com os
iniciadores especificos para XBP1 total, aqui denominados hXBP1total F e hXBP1total R
(Tabela 1) nas seguintes condi¢des: 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C
por 10 segundos, 68°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, e extensdo final a 72°C
por 10 minutos. Finalmente, um tergo do volume da reacdo de RT-PCR foi submetido a
digestdo enzimdtica com Pstl a 37°C por 3 horas. No intron processado de 26
nucleotideos do mRNA de XBP1 existe um sitio de restricdo para a enzima Pstl.
Portanto, a amplificagdo por PCR de segmentos do mRNA de XBP1 a partir de células
que sofrem estresse do RE, ndo conterdo esta sequéncia, o que permite diferenciar o
MRNA de XBP1 processado do ndo processado, apds a digestdo enzimatica do produto
de PCR com Pstl e fracionamento em gel de agarose. Como controles positivos da
inducdo do processamento do mRNA de XBP1, foi utilizado Tunicamicina, um agente

que induz estresse no RE.

Os produtos foram analisados em gel de agarose a 1% contendo brometo de etidio (Life
Technologies) e registrados em sistema de imagens UVP MultiDoc-It. As bandas foram

quantificadas utilizando o programa Imagel Fiji (SCHINDELIN et al., 2012) e o
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percentual da forma processada de XBP1 (XBP1s) foi calculado a partir do total, que é

definido pela soma das quantidades de isoformas.

5.3.2 Andlise do processamento de XBP1 por PCR quantitativo

A verificacdo da presenca do processamento de XBP1 na presenca da infecgdo por ZIKV,
também foi avaliada por RT-PCR quantitativo em tempo real. Para este fim, o cDNA
produzido, conforme descrito no item 5.3, foi utilizado para determinar os niveis de
MRNA de XBP1 processado (XBP1s), utilizando-se iniciadores especificos da forma
processada de XBP1, aqui denominados hXBP1 spl F e hXBP1 spl R (Tabela 1) e
SYBR®Green PCR Master Mix (AppliedBiosystems®, Foster City, CA). Além disto, a
presenca do virus foi confirmada pela amplificacgdo do RNA viral por iniciadores
especificos de ZIKV, aqui denominados ZIKV F e ZIKV R (Tabela 1). As reacdes seguiram
as especificagdes do fabricante e a andlise procedida em instrumento StepOne

(AppliedBiosystem®).

A detecgdo do produto de amplificacdo realizada por SYBR Green (Applied Biosystems ®)
fornece a quantificagdo do produto da reacdo através da emissdo de fluorescéncia

verde apds a ligacdo do reagente entre a dupla fita de DNA.

Para cada par de iniciadores foi realizado o cdlculo da eficiéncia pela determinac¢do da
curva padrdo. A andlise do padrdo de expressdo de cada gene foi feita pelo método 2-
AACt e normalizadas pela expressdio de mRNA de genes constitutivos, onde a
guantidade de cDNA é estimada em relacdo a expressdo de genes constitutivos. Os
genes estudados neste trabalho tiveram seus valores de Ct (Threshold Cycle — nimero
de ciclos) normalizados com os resultados de expressao obtidos para os genes HPRT, -
Actina, GAPDH e 18SRNA previamente descritos na literatura em ensaios com T98G

(HAGA et al., 2003; VALENTE et al., 2009).

As réplicas intra-experimentais foram feitas em triplicata e as réplicas biolégicas em
duplicata. Os resultados da amplificacdo foram processados pelo StepOne Software
v2.3 do equipamento (7500 Real Time PCR System — Applied Biosystems®) e,

posteriormente, analisados conforme o método do 2-AACt (Livak & Schmittgen, 2001).
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5.4 ANALISE DO EFEITO DA INFECCAO PELO ViRUS ZIKA SOBRE A ATIVAGAO DO
BRAGO PERK DA VIA UPR em ensaio de RT-qPCR

A fim de avaliar a possivel alteragdo na expressao de genes responsivos ao estresse do
RE disparada por PERK, em células infectadas por ZIKV, investigamos os niveis de
expressdo de genes dependentes de PERK em diferentes intervalos apds infeccdo com

ZIKV AF ou ZIKV AS.

A partir do produto da sintese de cDNA, foi realizada a analise de quantificagdo do
mMRNA de genes da via PERK: ATF4, CHOP aqui denominados hATF4 F/hATF4 R; hchopf/
hCHOPR, respectivamente (Tabela 1). A quantificacio da expressdo dos genes
codificadores das proteinas ATF4 e CHOP é importante para avaliagdo da infecgao
sobre o bragco PERK da via UPR. Os procedimentos das técnicas utilizadas para

obtencdo do cDNA e gPCR foram descritos nos itens 5.3 e 5.3.2.

Além destes, a presenca do virus foi confirmada pela amplificagdo do RNA viral por
iniciadores especificos de ZIKV. A quantificagdo do nimero de coépias do virus em
células infectadas foi feita pela extrapolagdo a partir de curva padrdo, que foi
construida, a partir de quantidades conhecidas de RNA. O experimento foi conduzido
em colaboragdo com Dr. Thiago Lima Ledo, no laboratério de desenvolvimento desta

tese.

Para isto, o virus foi amplificado em C636 (item 5.1.1) e o sobrenadante da cultura,
contendo as particulas virais, foi purificado por ultracentrifugacdo (100.000xg) em Tris-
NaCl-Edta e Glicerol. Posteriormente, o RNA total extraido (kit giaAmp viral) e
quantificado em espectrofotdmetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences) foi utilizado
para fazer a curva padrao através da realizacdo de diluigdes seriadas e amplificagdo em

ensaio de RT-qPCR com os iniciadores especificos para ZIKV.

A curva padrdo permitiu a conversdo do CT das amostras analisadas em nimero de
copias de Zika/mL. Utilizamos a seguinte formula para vincular essa quantificacdo a

quantidade de RNA para a andlise de cada amostra:
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Xg /1L RNA X 6,022 X 1023

Tamanho do transcrito X 320

Onde o tamanho do transcrito é o tamanho do genoma viral em pb (10.794 pb); 320
g/mol corresponde ao peso molecular médio de 1 base de ssRNA e 6,022 x 10%® é o

nuimero de moléculas em 1 mol (nimero de Avogrado).

Os valores de CT correspondentes as dosagens permitem a extrapolacdo para
quantificagdo das amostras de ZIKV nos experimentos com as células de
neuroblastoma. A confirmacdo da presenca do RNA viral em todos os experimentos
realizados pelo método de RT-qPCR foi monitorada conforme descrito neste item, pela

deteccdo com inciadores especificos para ZIKV e extrapolagdo em curva padrdo.

5.5 AVALIAGAO DA PRODUGAO DE CHAPERONAS EM CELULAS INFECTADAS POR ZIKV

Para avaliar a inducdo de chaperonas importantes na via UPR foram avaliadas a
producdo de mRNA por gPCR, utilizando-se iniciadores especificos de BiP/GRP78; e a
expressdo proteica por citometria de fluxo, para deteccdo das chaperonas BiP/GRP78 e
Calregulina através de ensaios de Imunomarcagdo com anticorpos especificos para
GRP78 (Santa cruz - sc-376768) e Calregulin (Santa cruz - sc-373863). Além disto, para
controle da infecgdo foi utilizada marcagdo com anticorpos anti-flavivirus (Santa cruz -

sc-58128).

5.5.1 Analises da produgio génica de BiP/GRP78 por qPCR

A partir do produto da sintese de cDNA, foi realizada a analise de quantificacdo do
mRNA de BiP/GRP78, com os iniciadores aqui denominados hBIPF/ hBIPR (Tabela 1). A
avaliacdo da expressdo de BiP é importante para avaliagdo da infeccdo sobre o

dobramento de proteinas pela ativagdo da via UPR. Os procedimentos das técnicas
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utilizadas para obtencdo do cDNA e qPCR foram descritos nos itens 5.3 e 5.3.2,

respectivamente.

5.5.2 Analises da expressdo das proteinas BiP/GRP78 e Calregulina por citometria
de fluxo

A expressdo das chaperonas BiP/GRP78 e Calregulina foi avaliada em citometria de
fluxo através da imunomarcagao com anticorpos especificos para estas proteinas e co-

marca¢do com anticorpo secundario conjugado ao fluorocromo TRITC.

Para isto, células T98G foram infectadas com os virus ZIKV AS ou ZIKV AF por 48 e 72
horas (MOI 1). Como controle de estresse celular foi utilizado o indutor de estresse
celular Tunicamicina. Apds a infecgdo as células foram descoladas com tripsina/EDTA e
solubilizadas em meio DMEM contendo 2.5% de SFB. Em seguida, foram centrifugadas
por 5 min a 1.500 RPM e 4°C e o sedimento solubilizado em 1 mL de meio DMEM
contendo 2.5% de SFB. Foi procedida a contagem das células vidveis em camara de
Neubauer e a concentracdo ajustada para 4x10° células/mL. Assim, distribuiu-se 100 pL
de células em cada pogo de uma placa de 96 pocos. Previamente as células foram
centrifugadas (2.100 RPM por 3 minutos a 40C), o sobrenadante descartado e o
sedimento de células permeabilizadas, em tampao contendo Triton-X (Sigma). Entdo, a
marcacdo dos antigenos de interesse foi realizada por marcagdo intracelular indireta
em dois passos. Na primeira etapa adicionou-se anticorpos para a marcagdo das
chaperonas anti-GRP78 (Santa Cruz Biotechnlogy — sc-376768) ou anti-Calregulin
(Santa Cruz Biotechnlogy — sc-373863) ou para detec¢do da proteina do envelope viral
do ZIKV, o anticorpo primario monoclonal 4G2 anti-Flavivirus (Santa Cruz Biotechnlogy

—sc-58128) diluidos a 1:50 e incubou-se a placa 37°C por 30 minutos.

Apds este periodo a placa foi centrifugada a 2.100 RPM por 3 minutos a 4°C e, huma
segunda etapa, o sedimento foi solubilizado em 50 uL do anticorpo secundario anti-
mouse IgG conjugado ao fluorocromo TRITC (Sigma) diluido 1:100 e incubou-se a 37°C
por 30 minutos, ao abrigo da luz. As células mortas foram excluidas da andlise através

da utilizagcdo do marcador de viabilidade 7AAD (7-Aminoactinomicina D).
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Ap6s a incubac3o, a placa foi centrifugada 2.100 RPM por 3 minutos a 4°C, o sedimento
celular foi solubilizado em solugdo salina PBS e transferidos para tubos de citometria.

As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo BD FACSCanto (BD Biosciences).

A andlise dos dados foi feita em programa de computador especifico multiplataformas
FlowJo (FlowlJo, LLC). Este programa permite a criagdo de regides, denominadas gates,
que identificam as populagdes celulares de interesse, com o intuito de avaliar a
intensidade da fluorescéncia emitida pelos fluorocromos utilizados para marcag¢des das
populagdes e dos alvos de interesse. Assim, foi possivel determinar o percentual de
células em cada gate e a fluorescéncia das marca¢des das proteinas pesquisadas
(Proteinas do Envelope viral/Flavivirus, BiP/GRP78 e Calregulina). Foram utilizadas duas
marcag¢ées com leituras nos canais correspondentes ao PE, para leitura de TRITC
(Tetrametilrodamina) utilizado para marcagdo das proteinas alvo do estudo e PE-Cys5,
para leitura do 7-AAD para identificagdo das células vidveis. Inicialmente foi realizada a
identificagdo da populacdo a ser estudada quanto as propriedades fisicas, isto €,
quanto ao tamanho (FSC — forward scatter) e a granulosidade (SSC — side scatter) por

grafico dot plot, selecionando para o eixo x e y esses parametros morfoldgicos.

Uma segunda gate foi construida de forma a eliminar possiveis “doublets” e sele¢ado de
“singlet cells”, para eliminar a contagem de células agregadas, que ao passar na frente
do laser sdo caracterizadas como um Unico evento. Para isto, utilizou-se gréfico
baseado na selecdo foi feita com base no tamanho e na largura das particulas (FSC-H x
FSC-A). Uma terceira gate foi selecionada para eleger as células vidveis, ou seja, as
células ndo marcadas pelo 7AAD (SSC x PE-Cy5). Finalmente foi feita a avaliagdo da
intensidade de fluorescéncia do fluorocromo utilizados no protocolo de marcagdo da
amostra. Os resultados foram expressos pela determinagdo da Intensidade Mediana de
Fluorescéncia (MFI) e os graficos e desvios calculados de duplicatas, plotados utilizando

ferramentas do programa de construgdo de graficos GraphPad Prism 8.0.1.
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5.6 ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES DA VIA UPR: MATRIZ DE PCR
QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (QUANTITATIVE REAL TIME-PCR ARRAY)

Com intuito de avaliar amplamente a transcricdo de genes envolvidos na UPR em
infecBes pelo ZIKV elegeu-se o ensaio de matriz de qPCR (qPCR array) para detec¢do
de 84 genes da resposta de estresse celular presentes em células humanas.
Selecionamos o ensaio de PCR em tempo real para medir a expressdo génica, pela
quantificagdo relativa através da andlise das alteragdes na expressdao génica das
amostras de células infectadas em relagdo a amostra de referéncia, ou seja, a célula
ndo infectada, tragcamos o perfil de expressdo de genes da via UPR, no qual
determinamos a abundancia relativa do transcrito para determinar os padrdes de

regulacdo dos genes entre amostras.

Neste ensaio, optamos por utilizar apenas a amostra asiatica ja que cronologicamente
este foi um ensaio realizado ja no final do projeto, e em fungdo do contingenciamento
de reagbes e também por entendermos que a analise do ZIKV AS é prioritaria em
relagdo ao ZIKV AF uma vez que a primeira, responsavel pela epidemia recente, é a
amostra de circulagdo que estd associada ao desenvolvimento de quadros neuroldégicos

graves da SCVZ.

Para este ensaio realizou-se infeccdo de células T98G com a amostra ZIKV AS, seguida
de coleta das células, extracdo do RNA total e sintese do cDNA, conforme descrito
anteriormente. O RNA foi quantificado por um espectrofotdmetro NanoVue (GE
Healthcare Life Sciences) e a qualidade das amostras também foi avaliada visualizando
as bandas de RNA ribossomal 18S e 28S separadas por agarose a 1% com coloragao

com brometo de etidio.

Para o preparo das reacGes de qRT-PCR Array foi utilizado kit RT2 Profiler ™ PCR Array
Human Cellular Stress Responses (Qiagen). Inicialmente as amostras foram validadas

pelo padrdo de qualidade pelo kit RT2 Profiler QC Array (Qiagen).

Para ensaio de Matriz foram utilizadas as condic¢es especificadas pelo fabricante: 1350
pl do master mix (RT2 SYBR® Green gPCR Mastermixes- Qiagen) adicionado de 102 ul
de cDNA diluido com volume final de 2500 pl e distribuido 25 pl em cada pogo da cada
placa de 96 pogos contendo iniciadores especificos para cada gene associado a via UPR.
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A reacdo da qRT-PCR foi processada pela maquina da ABI — 7300 Real Time PCR System
— USA (localizada na Funda¢do Hemominas, aos cuidados da Profa. Dra. Marina
Martins). O ciclo da PCR consistiu em um primeiro estdgio de um ciclo inicial de
desnaturacdo a 95 °C por 10 minutos, seguido do segundo estagio de 40 ciclos de 15
segundos a 95 °C, um minuto a 60 °C para o anelamento e um ciclo para a curva de
dissociac3o de 95 °C por 15 segundos e terceiro estagio de 60 °C por 30 segundos e 95
°C por 15 segundos. Por fim, as andlises de cada rea¢do da qRT-PCR foram realizadas
pelo método 272 (Livak e Schmittgen, 2001), que representa o nimero de vezes que o
gene de interesse estda mais ou menos expresso em células infectadas com ZIKV
guando comparado com as células ndo infectadas. Para a normalizacdo dos dados
foram utilizados 4 genes de expressao constitutiva (Actb, GAPDH, HPRT1, e RPLPO).

O Fold change (2 “** ©7) foi calculado dividindo-se os valores da express3o génica

-ACT -ACT
) )

normalizada (2 das amostras de Teste pela expressdo génica normalizada (2

das Amostras de controle.

As andlises foram feitas em programa computacional disponibilizado pelo fabricante
(https://dataanalysis.qiagen.com/pcr/arrayanalysis). Os dados foram expostos em Fold
Regulation que representa os resultados da mudanca de fold de uma maneira
biologicamente significativa, sendo que os valores de Fold change maiores que 1
indicam uma regula¢do positiva ou uma regulagdo de subida e o Fold Regulation é igual
ao Fold change. Para valores menores que 1, que indicam uma regulagem negativa,
Fold Regulation é o inverso negativo do Fold change. Neste caso, a andlise considera
alteragdes significativas para valores maiores que 2 ou menores que -2. Portanto, os
genes dos grupos 24, 48 e 72hpi que tiveram altera¢Ses de dobra de mais de 2 na
expressdo contra grupos de controle negativo foram considerados significativos. Para

plotagem dos dados foi utilizado o programa GraphPad Prism 8.0.1.
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V Resultados e discussao
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZAGAO DA INFECGAO DO VIRUS ZIKA EM CELULAS T98G

6.1.1 Detecgdo da infecgdo de células T98G por curva de multiplicagao
Para a verificacdo do estresse do RE e o controle da via UPR in vitro, inicialmente
testamos o modelo celular de neuroblastoma, células T98G, e demonstramos que as
células foram permissivas a entrada do virus e que a replicacdo do ZIKV, da amostra
asiatica e da amostra africana, foi eficiente. Usando este modelo celular, investigamos
se, durante o ciclo de replicagdo com a utilizagdo da maquinaria do RE para a produgao
das proteinas virais e a alta sobrecarga proteica a ser processada, ocorre a ativa¢do da
via UPR e, ainda, se ha regulacdo dos trés ramos da via UPR por estas amostras. A
infecg¢do celular e a produgdo viral em células T98G foram comprovadas por ensaios de
curva de multiplicacdo e imunofluorescéncia. Além destes ensaios, a presenca do
RNAm e da proteina do envelope de ZIKV foram avaliadas nos ensaios de RT- qPCR e
Citometria de fluxo e em conjunto comprovam a eficiéncia da infecgdo do modelo

selecionado para este estudo.

Para a confec¢do da curva de multiplicacdo (Figura 14), os sobrenadantes de células
infectadas foram coletados em 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a infec¢do e titulados. O
ensaio de titulagdo e visualizagdo de placas em células Vero indicou que o modelo
celular utilizado é permissivo aos virus, tanto para amostra asidtica, quanto para a
amostra africana. Além da permissividade das células T98G a infec¢do pelo Zika virus, o
ensaio de multiplicagdo revelou que existem diferengas entre as amostras na infeccdo
das células T98G, em relagdo ao tempo e a quantidade de particulas produzidas. Para a
amostra asiatica (ZIKV AS) observa-se inicio da producdo de particulas virais préximo a
48 horas apds a infecgdo (Figura 14, painel A) enquanto para a amostra (ZIKV AF) é
possivel observar a producdo de particulas virais em 24 horas apds a infecgdo (Figura
14, painel B). Nota-se também que apesar de o pico maximo de replicagcdo para ambas
as amostras ser proximo a 72 horas apds a infecgdo, a amostra africana produz maior
qguantidade de particulas, em mesmas condi¢Ges de infeccdo, quando comparada a
amostra asiatica. O numero de unidades formadoras de placas (pfu) em cada tempo de

infeccdo (hpi) foi calculado e os dados plotados em pfu X 103/ mL (Figura 14, painel C).
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Figura 14: Infec¢do de células T98G pelo ZIKV AS ou ZIKV AF em ensaio de curva de multiplicagao.
Ensaio de titulagdo viral em células Vero, feito por curva de multiplicagdo para as amostras de A) Zika
virus asiatica (ZIKV AS) e B) Zika virus africana (ZIKV AF). Em C) a representacgdo grafica da contagem de
unidades formadoras de placas (PFU) para cada amostra viral nos tempos 24, 48, 72 e 96 horas apos
infeccdo de células T98G. Os resultados da representacdo grafica sdo apresentados como duplicatas de
dois experimentos independentes.
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6.1.2 Detecgdo da infecgao de células T98G por ensaio de imunomarca¢do com
anticorpos anti-flavivirus

A imunomarcagdo com anticorpos anti-favivirus foi realizada 48 horas apds a infecgao
com MOI igual a 1. O ensaio de imunomarcacdo com anticorpos especificos para
Flavivirus e visualizagdo em microscopia de imunofluorescéncia mostrou a presenga do

virus, para ambas as amostras, ZIKV AS e ZIKV AF, nas células estudadas (Figura 15).

= 100um
um Mock
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@ Anti-flavivirus
@ Drei
100 um ZIKV AF

Figura 15: Visualizagao da infeccdo das células T98G por ZIKV AS ou ZIKV AF em microscopia de
fluorescéncia.

A) T98G ndo infectadas ou (B) apds 48 horas de infecgdo com ZIKV asiatico ou (C) com ZIKV africano
(MOI 1) em ensaio de imunofluorescéncia. A marcagdo da presenga do virus Zika foi feita com
anticorpos anti-flavivirus 4G2 (em vermelho). O nucleo celular foi marcado em azul (DAPI). As imagens
foram captadas em EVOS M5000 Cell Imaging System, em aumento de 40X.
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Estudos prévios demonstraram a permissividade ao ZIKV de outras linhagens de células
de neuroblastoma de camundongo e humano (ANFASA et al., 2017; GLADWYN-NG et
al., 2018; TAN et al., 2018), no entanto, o presente estudo mostra pela primeira vez a

infeccdo em células de glioblastoma humano T98G com o Zika virus.

O ensaio da curva de multiplicagdo corrobora estudos que avaliaram as diferengas no
fendtipo entre as duas amostras de ZIKV. Anfasa e colaboradores (2017)
demonstraram que ha diferencas entre os titulos virais produzidos bem como na
intensidade da inducdo de morte celular. Neste estudo verificou-se que a amostra
africana replicou com titulos mais elevados em células Vero, células de glioblastoma
humano U87MG, células de neuroblastoma humano SK-N-SH e hNPCs, em relagdo a
amostra asiatica de ZIKV. Além disso, a infecgdo com amostra africana do ZIKV resultou
em altas porcentagens de morte celular em hNPCs (ANFASA et al., 2017, SHERIDAN et
al., 2018).

O presente estudo também verificou maior intensidade de morte celular na infec¢do
das células T98G pela amostra africana quando comparada a amostra asidtica, em
mesmo tempo de infecgdo. Nota-se que em 120 horas apds infec¢do ndo ha presenga
de titulo viral detectdvel em placa para ZIKV AF, uma vez que houve completa
destruicdo da monocamada celular no ensaio com T98G e, portanto, por limitar a

producdo da progénie viral, impossibilitou a coleta desta amostra neste periodo.

Em conjunto, os dados confirmam a que as células T98G sdo permissivas a penetragdo
do virus e, além disto, sdo infectadas, possibilitando a produgdo de particulas virais

maduras.

6.1.3 Detecgao da infecgao de células T98G por ensaio de RT-qPCR

Para detectar a presenca do RNA viral nas células estudadas e confirmar a infecgdo por
ZIKV em células T98G nos ensaios de PCR quantitativo de genes chaves da via UPR, foi
realizado ensaio de RT-gPCR utilizando iniciadores especificos para ZIKV, a partir do
RNA extraido das células infectadas, conforme protocolo descrito em nos itens 5.3 e

5.3.2.
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Os dados foram expressos em numero de cépias por mL extrapolados de acordo com

os valores da curva padrao construida (Figura 16).
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Figura 16: Curva de padronizagdo para quantificacdo de RNA de ZIKV.

A quantificagdo do nimero de cdpias do ZIKV das células T98G infectadas foi feita pela extrapolagdo a
partir de curva padrao, que foi construida, a partir de quantidades conhecidas do RNA de ZIKV obtidos
por purificagdo em ultracentrifugacdo e glicerol. O RNA viral extraido e quantificado foi avaliado em RT-
gPCR com iniciadores especificos para ZIKV. O grafico representa os valores de CT correspondentes as
dosagens de RNA viral em diluigdo seriada entre 0,001 e 10 ng.

Com a construgdo da curva de padronizagao foi possivel extrapolar os valores de CT
obtidos no ensaio de RT-gPCR nos experimentos com as células de neuroblastoma e
obter a concentragdo do nimero de cépias de RNA em cada tempo apds infecgdo. Os
resultados demonstram a presenca do RNA do Zika virus nas células infectadas (Figura
17). O controle negativo para amplificagdo com iniciadores especificos do ZIKV em
ensaio de RT-qPCR a partir do RNA total extraido de células nao infectadas ndo
mostrou amplificagdo, ie., apresentou valores de CT maiores que 40 ou

indeterminados.
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Figura 17: Expressdao do RNA mensageiro de ZIKV AS em células T98G infectadas.

Células T98G infectadas pelo ZIKV AS foram submetidas a extragdo do RNA total e confecgdo do cDNA
que foi analisado por RT-qPCR utilizando-se iniciadores especificos para Zika virus (Xu et al., 2016). Os
dados confirmam a presen¢a do mensageiro do virus Zika nas células infectadas em todos os tempos em
horas apés a infecgdo (hpi). Os dados sdo apresentados como a média de triplicatas de um Unico
experimento.

6.1.4 Deteccdo da infecgdo de células T98G no ensaio de Citometria de Fluxo

A presencga do virus nas células estudadas também foi detectada pela marcagcdo das
proteinas virais com anticorpo anti-flavivirus, que reconhecem especificamente a
proteina do envelope do ZIKV. A detecg¢do foi feita pelo ensaio de citometria de fluxo,
conforme descrito no item 5.5.2 e mostrou a presenca do virus nas células infectadas.
Os histogramas (Figura 18, painel A) mostram a gate selecionada para identificagdo da
populacdo de estudo, ou seja, as células marcadas com anti-flavivirus/TRITC, em
células ndo infectadas (mock 48hpi e mock 72hpi) e em células infectadas (ZIKV AS e
ZIKV AF em 48 e 72 hpi). Os resultados também foram apresentados em Intensidade
média de fluorescéncia, e mostraram a presenga da proteina do envelope viral em 48

hpi e 72 hpi, para ambas as amostras estudadas (Figura 18, painel B).
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Figura 18: Detecgdo do ZIKV pela marcagdo da proteina E do envelope viral.

Células T98G infectadas pelo ZIKV AS ou ZIKV AF foram submetidas a imunomarcagdo com Anti-
Flavivirus (4G2), co-marcadas com TRITC e analisadas por ensaio de citometria de fluxo lateral. Mock
corresponde as células ndo infectadas e apresentou baixa intensidade mediana de fluorescéncia (MFI).
Em A estdo representadas as gates selecionadas para analise da populagdo de células marcadas pelo
anticorpo anti-flavivirus, que identifica a proteina do envelope do ZIKV, e TRITC em para células ndo
infectadas (Mock) ou infectadas com as amostras ZIKV AS e ZIKV AF em 48 e 72hpi. B) As células
infectadas mostram a presencga da proteina E, mais elevada em 48 hpi para ZIKV AS e em 72 hpi para
ZIVK AF. Os dados sdo apresentados como a média de duplicatas.

101



E importante destacar que o ensaio apresentado na figura 17 foi realizado a partir do
RNA celular total extraido, e a deteccdo proteica apresentada na Figure 18 é
correspondente a proteina E que encontra-se ainda dentro da célula, presente no RE
ou nas particulas imaturas dentro do Complexo de Golgi e exossomos. Assim, os dados
nao correspondem necessariamente a produc¢do das particulas virais maduras liberadas

que estariam presentes no sobrenadante da cultura de células.

Outros estudos compararam a infec¢do por amostras asiaticas e africanas e mostraram
que os ZIKV de origem africana infectaram mais células, mostraram titulos mais altos e
induziram a morte celular precoce com mais frequéncia do que as amostras de ZIKV de

linhagem asiatica (ANFASA et al., 2017; SHERIDAN et al., 2018).
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6.2 EFEITO DA INFECCAO PELO VIRUS ZIKA SOBRE A ATIVACAO DO BRAGO ATF6 DA
VIA UPR
6.2.1 Ativa¢ao de ATF6-GFP em células T98G infectadas por ZIKV

O ensaio com microscopia confocal verificou se houve a translocacdo de ATF6, do
citoplasma para o nucleo, em células T98G infectadas por ZIKV AS ou ZIKV AF
transfectadas com plasmideo contendo o gene de ATF6 fusionado a proteina verde
fluorescente (EGFP). A avalia¢do da ativacao do braco ATF6 da via UPR por microscopia
de fluorescéncia sugere que o virus Zika modula negativamente a ativacdo de ATF6,
uma vez que ndo foi detectada a sua translocagdo para o nucleo apés a transfecgao de
plasmideo contendo ATF6-EGFP. A Figura 19, painéis A (A.1-A.4) e B (B.1-B.4), mostram
auséncia da co-localiza¢do da cor verde (ATF6-GFP) e da cor azul (marca¢do do nucleo
celular), ao contrario do que pode ser observado na presenc¢a do indutor de estresse
celular tunicamicina (Figura 19, painel C, C.1-C.4) que mostra a sobreposi¢cdo de cores

verde e azul indicando o deslocamento de ATF6-GFP para o nucleo.

A @® DAP|I @ ATF6-EGFP @ ZIKV

ZIKV AS
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B @® DAP| @ ATF6-EGFP @ ZIKV

Figura 19: Translocacdo de ATF6-EGFP.

A translocacdo de ATF6 para o nucleo das células T98G, na presenga da infecgdo pelo virus ZIKV AS (A)
ou ZIKV AF (B), foi avaliada através de transfec¢do com plasmideo contendo ATF6 marcado com proteina
fluorescente verde (GFP). As células T98G transfectadas foram infectadas com ZIKV e apds 72 horas
marcadas com anti-Flavivirus 4G2 (1:50), em vermelho. O nucleo celular foi marcado em azul (DAPI).
Como controle positivo de inducdo do estresse celular foi utilizado tunicamicina (c). Em A.1, B.1 e C.1
mostra a proteina ATF6-GFP; em A.2, B.2 e C.2 a sobreposi¢do de ATF6-GFP e DAPI; em A.3, B.3 e C.3a
marcagdo do ZIKV e em A.4, B.4 e C.4 as células T98G em microscopia de campo claro de ZIKV AS, ZIKV
AF e tunicamicina, respectivamente.
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Para visualizar de forma mais ampla, o ensaio de transfec¢do com ATF6-EGFP e
imunomarca¢do com anti-flavivirus foi realizado sob as mesmas condi¢gdes e as
imagens foram detectadas em microscopia confocal de fluorescéncia. A andlise da
translocagdo de ATF6-EGFP em células T98G infectadas por ZIKV AS (Figura 22) ou ZIKV
AF (Figura 23), foi realizada por este método com o objetivo de dirimir qualquer duvida
existente pela limitagdo inerente a técnica de microscopia de fluorescéncia
convencional, j3 que a microscopia confocal permite a obtencdo das imagens por
camadas que sobrepostas geram imagem em 3D e a partir das mesmas é possivel
mostrar a célula como um todo e explicitar com maior amplitude a localizagdo das
marcacgdes. Para comparacdo, o mesmo ensaio foi realizado em células ndo infectadas
(mock) (Figura 20) e células tratadas com indutor de estresse celular (tunicamicina)

(Figura 21).

® DAP| @ ATF6-EGFP @ ZIKV

ATF6-GFP

Figura 20: Localizagdo celular de ATF6-EGFP em células ndo infectadas com ZIKV.

Microscopia confocal de fluorescéncia de células T98G transfectadas com plasmideo contendo ATF6-
EGFP de expressdo constitutiva, em células ndo infectadas (mock), para controle da ndo translocagdo de
ATF6 fusionada com EGFP em células ndo infectadas por ZIKV. A marcagdo do nucleo em azul (DAPI), em
vermelho o Zika virus (anti flavivirus/ TRITC) e em verde a proteina verde fluorescente (EGFP) ligada a
ATF6. As imagens foram feitas em microscépio confocal Nikon Eclipse Ti, em aumento de 40x. A
confecgdo da imagem em 3D foi feita no programa Icy bioimageanalysis.
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® DAPI @ ATF6-EGFP @ ZIKV

TUNICAMICINA

ZIKV- DAPI ATF6-GFP

Figura 21: Imagem confocal de células T98G com ATF6-EGFP sob o efeito de estresse celular por
Tunicamicina.

Microscopia confocal de fluorescéncia de células T98G transfectadas com plasmideo contendo ATF6-
EGFP de expressdo constitutiva, sob indugdo de estresse celular com tunicamicina. Como controle da
translocacdo de ATF6 fusionada com EGFP as células foram tratadas com tunicamicina (1pg/mL) um
inibidor da N-glicosilagdo, por 24 horas, para induzir o estresse celular e, portanto, a translocagdo de
ATF6-EGFP para o nucleo das células. A marcagdo do nucleo em azul (DAPI), em vermelho o Zika virus
(anti flavivirus/ TRITC) e em verde a proteina verde fluorescente (EGFP) ligada a ATF6. Observa-se que a
proteina verde fluorescente que encontra-se ligada a ATF6 se localiza na regido nuclear das células na
indugcdo do estresse por tunicamicina. As imagens foram feitas em microscépio confocal Nikon Eclipse
Ti, em aumento de 40x. A confecgdo da imagem em 3D (indicada pelos vetores X, Y, Z) foi feita no
programa Icy bioimageanalysis.
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® DAPI @ ATF6-EGFP @ ZIKV

ZIKV AF

ZIKV- DAPI / ATF6-GFP

Figura 22: Imagem confocal de células T98G com ATF6-EGFP sob o efeito da infecgao pelo ZIKV AF.
Microscopia confocal de fluorescéncia de células T98G transfectadas com plasmideo contendo ATF6-
EGFP de expressdo constitutiva, infectadas por ZIKV AF. Observa-se que nao ocorre a translocagdo de
ATF6-EGFP para o nucleo, indicando a ndo ativagdo deste sensor nas condi¢des estudadas (MOI 1, 72
hpi). A marca¢ido do nucleo em azul (DAPI), em vermelho o Zika virus (anti flavivirus/ TRITC) e em verde
a proteina verde fluorescente (EGFP) ligada a ATF6. Observa-se que a proteina verde fluorescente que
encontra-se ligada a ATF6 se localiza na regido nuclear das células na indugdo do estresse por
tunicamicina. As imagens foram feitas em microscépio confocal Nikon Eclipse Ti, em aumento de 40x. A
confecgdo da imagem em 3D (indicada pelos vetores X, Y, Z) foi feita no programa Icy bioimageanalysis.
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® DAPI @ ATF6-EGFP @ ZIKV

ZIKV AS

ZIKV- DAPI ATF6-GFP

Figura 23: Imagem confocal de células T98G com ATF6-EGFP sob o efeito da infecgdo pelo ZIKV AS.
Microscopia confocal de fluorescéncia de células T98G transfectadas com plasmideo contendo ATF6-
EGFP de expressdo constitutiva, infectadas por ZIKV AS. Observa-se que ndo ocorre a translocagdo de
ATF6-EGFP para o nlcleo, indicando a ndo ativagdo deste sensor nas condi¢bes estudadas (MOI 1, 72
hpi). A marcagdo do nucleo em azul (DAPI), em vermelho o Zika virus (anti flavivirus/ TRITC) e em verde
a proteina verde fluorescente (EGFP) ligada a ATF6. As imagens foram captadas em microscopio
confocal Nikon Eclipse Ti, em aumento de 40x. A confecgdo da imagem em 3D (indicada pelos vetores X,
Y, Z) foi feita em software Icy bioimageanalysis.
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6.2.2 Atividade transcricional de ATF6 em células T98G infectadas por ZIKV

A ativacdo do brago ATF6 da via de UPR em células infectadas por ZIKV também foi
avaliada por ensaios com gene repodrter clonado no plasmideo pOFlucGL3 contendo
cinco copias de sitios de ligacdo do ATF6. Para verificar a atividade transcricional de
ATF6 na presenga do virus Zika foi empregado o ensaio do gene repodrter da luciferase,
no qual o ATF6 celular ativado, enddgeno, é capaz de se ligar as cdpias do sitio de
ligacdo no plasmideo transfectado induzindo assim a expressdo da luciferase (WANG et
al., 2000). O uso de genes reporter, como o que codifica a proteina luciferase, permite
a verificacdo da atividade desta enzima, cuja transcricdo é induzida pela ligacdo do
fator ativador de transcrigdao 6. Apds transfecgdo com o plasmideo repdrter, as células
foram infectadas com ZIKV AS ou ZIKV AF, em MOI altas ou baixas de virus, e as leituras
para detecgdo de luciferase até 72 hpi mostraram que nao houve expressiva atividade
transcricional de ATF6, jd que baixos niveis de expressdo de luciferase foram
detectados, tanto para células infectadas com ZIKV quanto para o controle negativo de
células nao infectadas (mock). J4 para o controle de estresse celular houve alta
expressdo e deteccdo de luciferase, comprovando a ativacdo da atividade

transcricional de ATF6 nestas condi¢des (Figura 24).

Luciferase reporter - ZIKAS / ZIKAF

Normalized luciferase
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Figura 24: Inibicao da ativagdo transcricional de ATF6 na infeccdo pelo ZIKV AS ou ZIKV AF em células
T98G em ensaio do gene reporter da Luficerase.

Células T98G transfectadas com plasmideos contendo sitios de ATF6 para indugdo da expressdo de
luciferase foram infectadas com Z/KV AS 0,1 (MOI 0,1), ZIKV AS 1 (MOI 1), ZIKV AF (MOl 1) ou ZIKV AF
(MOI 5) em 72 hpi. Observa-se que na infecgdo pelo ZIKV AS ou pelo ZIKV AF os niveis de luciferase
detectados pelo teste se equivalem ao controle negativo do experimento (mock) o que indica ndo
ativagdo de ATF6. O controle de estresse celular, Tunicamicina (TUN), mostra a ativacdo da atividade
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transcricional de ATF6. (Mock = controle de células ndo infectadas, Tunicamicina = controle de estresse
celular).

Observou-se que mesmo com MOIs mais altas do virus Zika ndo ha ativagdo da
transcricdo e produgdo da luciferase induzida por ATF6, quando comparado ao
controle de células ndo infectado, ou seja, na auséncia de inducdo de estresse e ao
controle de estresse celular (tunicamicina). Estes resultados corroboram os dados
obtidos na analise da ativagdo de ATF6 e translocagdo para o nucleo celular por

microscopia de fluorescéncia.

Tendo definido que a ndo ativagdo de ATF6 em ensaios com plasmideo contendo gene
repérter da luciferase se mostrou independente de multiplicidade de infeccdo ou
amostra viral, nds nos perguntamos, em seguida, se a ndo-ativacao de ATF6 também
se manteria em tempos anteriores ou posteriores as 72 horas pi, tempo observado no

experimento ilustrado na Figura 24.

Assim, em outro ensaio, células T98G transfectadas com p5x-ATF6-GL3 foram avaliadas
em relagdao aos outros tempos de infecgdo. Em intervalos de tempos 4, 24, 48, 72 e 96
horas apds a infecgcdo (Figura 25) o perfil se manteve em células infectadas com ZIKV
AS (MOI 1), ou seja, ndo foi detectada a ativacdo da atividade transcricional de ATF6
guando comparado ao controle negativo de células ndo infectadas (mock) e ao

controle de estresse (tunicamicina) em tempos diferentes de infecgdo.
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Figura 25: Inibi¢ao da ativacdo transcricional de ATF6 na infec¢do pelo ZIKV AS em células T98G em
intervalos de tempos (hpi) em ensaio do gene repérter da Luficerase.

Células T98G foram transfectadas com plasmideos contendo sitio de ATF6 para indugdo da expressdo de
luciferase e posteriormente, infectadas com ZIKV AS (MOI 1) e avaliadas em intervalos de tempo de 4,
24, 48, 72 e 96 horas ap0s a infecgdo (hpi). Observa-se que na infecgdo pelo ZIKV AS ndo houve elevagdo
dos niveis de luciferase quando comparado ao controle de células ndo infectadas (Mock) em cada
tempo correspondente ao das células infectadas (Mock 4, 24, 48, 72 e 96 horas) o que indica a ndo
ativacdo da via de ATF6. A ativagdo da via e a funcionalidade do método utilizado sdo comprovadas pelo
tratamento das células com o indutor estresse celular, a tunicamicina, que mostrou elevada ativacdo de
ATF6 pela indugdo da Luciferase em niveis mais altos em relagdo ao controle negativo e as células
infectadas (M= Mock = controle de células ndo infectadas, TUN = Tunicamicina = controle de estresse
celular, H = horas).

6.2.3 Expressdo de genes do braco ATF6 em ensaio de matriz de PCR quantitativa
em tempo real (Quantitative real time-PCR array)

Ainda para avaliar o braco ATF6 da via UPR, realizamos ensaio de RT-qPCR ARRAY no
qual foi avaliada a expressdo de genes importantes da via. Os resultados mostram que
os genes relacionados ao sensor ATF6: genes que dao origem ao sensor ATF6 e seus
produtos HSPAS (BIP), DDIT3 (CHOP) e EDEM1 tém sua expressdo aumentada apenas
em 72 hpi, exceto o gene de XBP1, que manteve sua expressdao préoxima ao controle

nao infectado (Figura 26).
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Figura 26: Expressdo de genes do brago ATF6 da via UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS.

A expressdo génica de genes relacionados ao braco ATF6 da via UPR foi monitorada em células T98G
infectadas por ZIKV AS (MOI 1) em ensaio de arranjo RT-gPCR. O sensor ATF6 (4,0299) e seus produtos
HSPAS (3,4729), DDIT3 (4,7527) e EDEM1 (4,7143) tém sua expressdo aumentada apenas em 72 hpi,
exceto o gene de XBP1, que manteve préoximo ao controle nao infectadoOs valores de Fold regulation
estdo representados no gréfico e demonstram o niumero de vezes que o gene de interesse estd mais
expresso que o controle, indicando uma regulagcdo positiva do gene; ou menos expresso que o controle,
indicando uma regulagdo negativa do gene. Foram considerandos como um parametro significativo de
indugdo, uma diferenga de pelo menos 2 vezes da expressdo génica dos grupos infectados (24, 48 e 72
hpi) em relagdo aos controles ndo infectados (mock) e para inibigdo valores menores que -2. A linha
tracejada corresponde aos valores do Mock, normalizado para 1; em vermelho a linha correspondente
aos valores de 24 hpi; em azul 48 hpi e em preto 72 hpi para cada gene.

O fator de transcricdo 6 tem papel principal na indugdo da expressdo de chaperonas,
como GRP78 e PDI, na ativacdo da transcricdo de genes que promovem a degradacao
de proteinas ndo dobradas como EDEM1 (ER-degradation enhancing-a-mannosidase-
like protein 1) e de outras proteinas UPR, como CHOP e XBP1. Alguns estudos mostram
também que ATF6 pode ativar tanto mecanismos de defesa da célula, quando em
niveis mais baixos, quanto em mecanismos de destruicdo celular, ativando moléculas
pro-apoptoticas, em niveis mais elevados (YOSHIDA et al., 2001; BELMONT et al., 2008;
MORISHIMA et al., 2011; SOVOLYOVA et al., 2014).

O perfil de modulagdo negativa do brago AFT6 durante a infec¢do pelo ZIKV foi

observado nas infecgBes das células T98G, para ambas as amostras asidtica e africana e
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em ambos os testes realizados: detecgdo de ATF6-GFP nuclear, ensaio de gene
repérter e para ZIKV AS no ensaio do perfil transcricional avaliado por um arranjo de
PCR. O ZIKV é um virus que se multiplica de forma associada especificamente ao RE.
Portanto, a ndo ativagdo de ATF6 é significativa, uma vez que apenas presencga do virus

neste local deveria ser suficiente para ativar este sensor.

Os resultados mostram que AFT6 parece ndo estar ativada mesmo tendo niveis
aumentados de expressdao génica, o que foi demonstrado em vdérios ensaios de
visualizagdo da translocagdo de ATF6 para o nucleo, pela marcagdo com proteina verde
fluorescente e pela verificacdo da atividade transcricional através do ensaio do gene
reporter da luciferase. Além destes, ensaios de citometria para detec¢do da proteina
verde fluorescente em nucleos extraidos, também ndo detectaram a presenca de ATF6
(dados ndo apresentados). Estudos que avaliaram a ativagdo do sensor ATF6
apresentaram discrepancias em relacdo aos resultados encontrados. GLADWYN-NG e
colaboradores (2018) ndo detectaram clivagem aumentada de ATF6 ou aumento no
seu produto XBP1. No entanto, Tan e colaboradores (2018) detectaram regulagao
positiva de ATF6 durante a infec¢do pelo ZIKV em ensaios in vitro e in vivo. No entanto,
ainda neste estudo, em relagdo ao produto desta via, o XBP1, também ndo foi
detectado o aumento do mRNA da forma ndo processada desta proteina. A regulagdo
negativa da ativacao de ATF6 durante a replicagdo viral pode ser vantajosa para o virus
jd que esta via tem como produtos diretos genes associados tanto a degradacdo
proteica quanto a ativagao de apoptose, como CHOP, também presente na via de PERK,
gue atua como ativador de vias apoptdticas. Assim o ZIKV consegue manter o
dobramento das proteinas virais e a célula em condig¢Ges vidveis por um periodo mais

prolongado.
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6.3 EFEITO DA INFECGAO PELO VIRUS ZIKA SOBRE A ATIVAGAO DO BRAGO IRE1/XBP1
DA VIA UPR

6.3.1 Processamento do RNA mensageiro de XBP1 por IRE1

Para avaliar o braco IRE1 da via UPR, investigamos o fator de transcricdo XBP1, uma
molécula que atua a jusante na cascata de sinalizagdo deste sensor da via de resposta
ao estresse do RE. Durante o estresse do RE, IRE1la dimeriza e autofosforila levando a
ativacdo do seu dominio endonuclease. Este remove um intron residual de 26
nucleotideos do mRNA de XBP1, resultando na isoforma mais estavel e ativa da

proteina do fator de transcricdo XBP1 (KORENNYKH et al., 2011; HETZ et al., 2011).

Com isso, para avaliar se ocorre a ativacdo do braco IRE1 da via UPR durante a infeccdo
por ZIKV, investigamos o processamento do fator de transcricgdo XBP1 em células T98G
apds 24, 48, 72 e 96 horas de infecgdo (hpi) com uma moi de 1, utilizando ensaios de
PCR-RFLP, densitometria e PCR quantitativo. Os resultados sugerem que ocorre
elevacdo da ativacdo do processamento de XBP1 apds 72 hpi quando comparado aos
tempos de 24, 48 hpi, com menores niveis de processamento do mRNA desta proteina
em 48 horas ap0ds a infec¢do. Em 48 hpi as andlises mostraram modulagao negativa da
via IRE1/XBP1, tanto pela diminuicdo da presenca da forma processada em ensaio de
PCR-RFLP, apresentado em gel de agarose e na forma grafica na avaliagdo por
densitometria das bandas especificas; quanto pela detec¢do da forma processada
através de qPCR, quando avaliadas a amostra asiatica (ZIKV AS) (Figura 27, painéis A, B
e C) e a amostra africana (ZIKV AF) (Figura 28, paineis A, B e C). No controle de
estresse, as células tratadas com 1 puM de tunicamicina também conferem a ativagao

do processamento de XBP1, como esperado.
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Figura 27: Processamento do mRNA de XBP1 por IRE1 na infecgdo por ZIKV AS.

O polimorfismo dos fragmentos de restrigdo do DNA (PCR-RFLP) de células infectadas com os ZIKV AS foi
observado por visualizagdo apds fracionamento eletroforético dos amplicons em gel de agarose 1% (A).
Transcritos de mRNA de XBP1 foram amplificados por RT-PCR, digeridos com Pstl e fracionados em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio. A forma processada, XBP1s, ndo possui sitio de restrigdo
para Pstl e migra mais lentamente que a forma ndo processada, XBP1u. A relagdo entre a quantidade
das bandas correspondente a forma processada de XBP1 em relagdo a quantidade total é apresentada
no grafico (B), pela quantificagdo das bandas correspondentes a forma integra e a forma processada de
XBP1 em programa Image) (NIH). Observa-se modulagdo da via IRE1/XBP1, com menor ativacdo em 48
horas de infecgdo (os resultados sdo apresentados pela média +SD de 2 experimentos independentes da
porcentagem da forma processada em relagdo a quantidade total de XBP1). O mesmo perfil pode ser
observado nos ensiaos por PCR quantitativo utilizando-se primers com sitios especificos para a forma
processada de XBP-1 (C). Em todos os ensaios o controle de indugdo de estresse do RE tunicamicina
(TUN) apresentou indugdo do processamento de XBP1.
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Figura 28: Processamento do mRNA de XBP1 por IRE1 na infec¢do por ZIKV AF.

O polimorfismo dos fragmentos de restrigdo do DNA (PCR-RFLP) de células infectadas com os ZIKV AF foi
observado por visualizagdo apos fracionamento eletroforético dos amplicons em gel de agarose 1% (A).
Transcritos de mMRNA de XBP1 foram amplificados por RT-PCR, digeridos com Pstl e fracionados em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio. A forma processada, XBP1s, ndo possui sitio de restricdo
para Pstl e migra mais lentamente que a forma ndo processada, XBP1u. A relagdo entre a quantidade
das bandas correspondente a forma processada de XBP1 em relagdo a quantidade total é apresentada
no grafico (B), pela quantificagdo das bandas correspondentes a forma integra e a forma processada de
XBP1 em programa Image) (NIH). Observa-se modulagdo da via IRE1/XBP1, com menor ativagdo em 48
horas de infecgdo (os resultados sdo apresentados pela média +SD de 2 experimentos independentes da
porcentagem da forma processada em relagdo a quantidade total de XBP1). Em ensaio por PCR
quantitativo utilizando-se primers com sitios especificos para a forma processada de XBP1 ha maior
ativagdo nos tempos mais tardios, no entanto, ndo mostrou a modulagdo em 48hpi (C). Em todos os
ensaios o controle de indugdo de estresse do RE tunicamicina (TUN) apresentou indugdo do
processamento de XBP1.
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Em nossos ensaios de RT-PCR-RFLP e gPCR, o ZIKV mostrou um aumento da ativacdo
do processamento do mRNA de XBP1 em todos os tempos, mais elevado em 72 horas
apds infeccdo, entretanto, obteve-se expressivo decaimento do processamento do
MRNA desta molécula em 48 horas apds a infecgdo, o que sugere uma modulagdo
negativa da via IRE1-XBP1 neste tempo, o que foi observado nas duas técnicas
utilizadas, pela avaliagdo da densitometria de bandas especificas de XBP1 processada e
pela deteccdo da forma processada através de RT-qPCR, para ambas as amostras,
asiatica (ZIKV AS) e africana (ZIKV AF). No entanto, cabe ressaltar que para a amostra
africana no tempo de 48 hpi ndo houve o decréscimo esperado deste tempo em
relacdo a 24 hpi, o que pode estar relacionado a erro experimental, uma vez que o
perfil mostrado pela técnica de RFLP mostrou-se semelhante ao apresentado pela
amostra asiatica. Especificamente para os Flavivirus, como, por exemplo, para DENV,
JEV e também para o Zika virus, em modelos distintos, alguns estudos demosntraram
gue hd ativacdo da resposta a UPR, com ativacdo da via de sinalizacdo de XBP1

(GLADWYN-NG et al., 2018; TAN et al., 2018; UMAREDDY et al., 2007; YU et al., 2006).

Estes resultados sugerem que o ZIKV, no caso das duas amostras estudadas, modula a
ativacdo do brago IRE1 da via UPR, em fases mais precoces da infec¢do, diminuindo o
processamento pds-transcricional do fator de transcricdo XBP1 pelo menos até dois
dias apods a infecgdo. Resultado similar foi observado em estudo realizado em células-
tronco neurais humanas que obteve uma ativagdo modesta do IRE1 em 48 horas apds

infecdo com Zika virus de uma amostra de origem asiatica (GLADWYN-NG et al., 2018).

6.3.2 Expressao de genes do brago IRE1 em ensaio de matriz de PCR quantitativa em
tempo real (Quantitative real time-PCR array)

O ensaio de RT-gPCR array pelo kit RT2 Profiler ™ PCR Array Human Cellular Stress
Responses (Qiagen) avaliou o perfil de expressdo de mRNA de genes do brago IRE1,
como das isoformas de IRE1 (ERN1 ou IREla e ERN2 ou IRE1B), BiP (HSPAS5),
componentes de degrada¢do do RE (como por exemplo EDEM1) e de seu principal
substrato XBP1 (Figura 29). Os achados mostram a tendéncia para elevagdo da

expressdo génica de genes do braco IRE1 em 72 hpi, o que também é indicado para a
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ativacdo da via, pela averiguacdo do processamento de XBP1, que mostrou modula¢do

negativa em 48 hpi e portanto, inibicdo deste brago em estagios precoces da infec¢do.

ZIKV AS - genes da via IRE1

6 -
B 24 horas
4 - B 48 horas
Bl 72 horas

D x mm o= - — o _-— mm o omm

Fold regulation

ERN1 ERN2 HSPAS  EDEM1 XBP1

Figura 29: Expressdo de genes do braco IRE1 da via UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS.

A expressao de genes relacionados ao brago IRE1 da via UPR foi monitorada em células T98G infectadas
por ZIKV AS (MOI 1) em ensaio de arranjo RT-gPCR. O sensor IRE1 (ERN1 ou IRE1a e ERN2 ou IRE1B), BiP
(HSPAS5), componentes de degradagdo do RE (como por exemplo EDEM1) tiveram exressdo de seus
genes aumentada em 72 hpi. Ja seu principal substrato XBP1 ndo mostrou aumento de expressdo até
este periodo Os valores de Fold regulation estdo representados no grafico e demonstram o nimero de
vezes que o gene de interesse esta mais expresso que o controle, indicando uma regulagdo positiva do
gene; ou menos expresso que o controle, indicando uma regulagdo negativa do gene. Foram
considerandos como um parametro significativo de indugdo, uma diferenga de pelo menos 2 vezes da
expressdo génica dos grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em relagdo aos controles ndo infectados
(mock) e para inibicdo valores menores que -2. A linha tracejada corresponde aos valores do Mock,
normalizado para 1; em vermelho a linha correspondente aos valores de 24 hpi; em azul 48 hpi e em
preto 72 hpi para cada gene.

A modulac¢do da via IRE1 em estdgios iniciais da infec¢do é satisfatéria para a produgao
viral uma vez que sabe-se que esta via leva a degradagdo de mRNA associados a
membrana, pelo brago RIDD, ou mesmo pela degradagao global de proteinas através
da regulagdo de componentes da maquinaria ERAD. O fator de transcricdo XBP1 é
capaz de induzir a expressdo de enzimas envolvidas na degradacdo associada ao RE

(ERAD) (YOSHIDA et al., 2001; CALFON et al., 2002; JURKIN et al., 2014).

Ademais, analisando os dados obtidos no contexto de apoptose, a modulacdo de IRE1,
pode ser interessante uma vez que este sensor sob estresse prolongado estd
diretamente associado a vias de morte celular, pela ativacdo de ASK1/JNK (apoptosis
signaling-regulating kinase/c-jun-N-terminal kinase) através do complexo IRE1 /TRAF2
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(tumor necrosis associated factor 2). Sendo assim, esta via pode, pelo menos em parte,
mediar a apoptose sob condig¢des irreversiveis de estresse do RE. (HETZ & GLIMCHER,
2009). Isso é particularmente interessante, j& que teoricamente ha um periodo de
intensa sintese proteica viral dentro do RE, o que poderia fatalmente induzir o estresse
do reticulo e limitar a produtividade viral. Evitando uma sobrecarga na regulacdo do
estresse do RE pela via IRE1 neste periodo o virus garantiria sua produtividade, ao
passo que, em fases mais tardias essa modulagdo ja ndo seria tdo necessaria, uma vez
gue o virus ja estaria proximo de seu processo final de maturagao e liberacdo da célula
infectada. De fato, a medida que o ciclo progride para suas fases percebe-se apenas a

ativagdo continua e crescente do sensor IREla.
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6.4 EFEITO DA INFECCAO PELO VIiRUS ZIKA SOBRE A ATIVACAO DO BRAGO PERK DA
VIA UPR

6.4.1 Expressdo de genes a jusante do brago PERK na infecgdo por ZIKV

Com o objetivo de comparar os niveis de mRNA de genes do brago PERK da via UPR de
células T98G infectadas com ZIKV AS ou ZIKV AF e células T98G ndo infectadas, o RNA
total de células infectadas por 24, 48, 72, e 96 horas com uma MOI de 1 e nado
infectadas, foram analisados por PCR quantitativa para determinar os niveis de ATF4 e

CHOP (que sdo elementos centrais da cascata de sinalizacdo de PERK).

Pelo ensaio de gPCR observa-se que ha elevagdao dos niveis de ATF4 em valores
biologicamente significativos, ou seja, maiores que 2, para a amostra asidtica em 72 hpi

e para a amostra africana em 96hpi (Figura 30, painéis A e B).
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Figura 30: Expressao relativa do gene ATF4 do brago PERK da via UPR na infecgdo de células T98G pelo

virus Zika.
Ensaio de qRT-PCR realizado em RNA de extrato total de de células T98G infectadas com A) Zika virus da

amostra asiatica (ZIKV AS) ou B) Zika virus da amostra africana (ZIKV AF), com iniciadores especificos
para ATF4. Todos os testes foram realizados em triplicata, com MOI de 1, em tempos de intervalos de
infeccdo de 24, 48, 72 e 96 horas e controle de estresse tunicamicina (TUN) em relagdo a células nao
infectadas (fold change). Os dados sdo apresentados como médias de dois de experimentos
independentes.

O fator de transcri¢cdo 4 é um produto direto da via de PERK, estes dados mostram uma
contenc¢do desta resposta nos estagios iniciais da infec¢do, sugerindo que a regulacdo
da tradugdo global de proteinas pela fosforilagdo de elF2a pode estar sendo suprimida
para favorecer a tradugdo de proteinas virais. O que ocorre em estdgio mais tardio de
infec¢do para a amostra africana que mantém a modulagdo negativa pelo menos até 72
hpi.

Neste ensaio, avaliou-se também a expressdo do RNA mensageiro de CHOP, molécula
induzida pela ativacdo da via PERK-ATF4, que em estresse prolongado do RE leva a
ativacdo de vias de apoptose. A deteccdo de CHOP mostrou elevagao niveis em valores
biologicamente significativos apenas 96 hpi na infec¢do por ZIKV AS (Figura 31, painel
A). Para a amostra africana a elevagdo da expressdo génica ocorreu mais precocemente

ja em 48 horas ap0s a infeccdo (Figura 31, painel B).
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Figura 31: Expressdo relativa do gene CHOP do brago PERK da via UPR na infec¢do de células T98G
pelo virus Zika.

Ensaio de gRT-PCR realizado em extrato total de RNA de células T98G infectadas com A)Zika virus da
amostra asiatica (ZIKV AS) ou B) Zika virus da amostra africana (ZIKV AF), com iniciadores especificos

para CHOP. Todos os testes foram realizados em triplicata, com MOI de 1, em tempos de intervalos de
infeccdo de 24, 48, 72 e 96 horas e controle de estresse tunicamicina (TUN) e o resultado representa os
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valores de expressdo relativa em relagdo a células ndo infectadas (fold change). Os dados sdo
apresentados como médias de dois experimentos independentes.

Apesar de CHOP ser conhecida como molécula pro-apoptética, baixos niveis desta
podem ter efeito citoprotetor importante, ampliando a ativagdo transcricional para

regular o estresse (HARDING et al., 2000a, MARCINIAK et al., 2004).

A indugdo em estdgio mais precoce de infec¢do pela amostra africana leva a uma
prolongada ativacdo de CHOP e possivelmente a ativagdo acelerada de mecanismos
apotéticos, quando comparado a amostra asiatica. Este contraste apresentado pelas
duas amostras estudadas pode explicar a maior destruicdo celular e titulos mais
elevados obtidos na infec¢do celular pela amostra africana quando comparada com a
amostra asidtica num mesmo tempo de infecgao, que foi observado na caracterizagao
da infecgdo no modelo celular estudado (item 4.1). Estes resultados concordam com a
maior citopatogenicidade aparente da amostra africana, evidenciada pela maior morte
celular apresentada, o que pode ser relacionada a maior ativacdo apoptdtica. Em
consonancia aos dados descritos na literatura, a amostra asidtica apresenta uma
infeccdo mais crénica por controlar a ativacdo de vias apoptodticas, pelo menos nos
estagios iniciais da infec¢do. Estes achados mostram que ha modula¢do positiva da via

de PERK,mas com maior indugdo nas fases mais tardias da infecgao.

6.4.2 Expressao de genes do braco PERK em ensaio de matriz de PCR quantitativa
em tempo real (Quantitative real time-PCR array)

O ensaio de RT-gPCR array pelo kit RT2 Profiler ™ PCR Array Human Cellular Stress
Responses (Qiagen) avaliou o perfil de expressdo de mRNA de 84 genes da via UPR
(descrito nos itens 5.6 e 6.6) e corroborou os resultados obtidos na analise por RT-
gPCR utilizando primers especificos para ATF4 e CHOP, além de demonstrar o perfil de
expressao génica de outros alvos do braco PERK da via de reposta ao estresse do
reticulo endoplasmatico (Figura 32). O ensaio de arranjo detectou uma inibicdo de
ATF4 em 24 hpi (-2,5742) e indugdo da expressdao em 72 hpi (3,2742). J4 SREBF2, que
controla a homeostase do colesterol, um componente de membrana, que possui sitio

de ligacdo para o promotor de ATF4 (ROME et al., 2008), foi induzido em 48 e 72 hpi
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2,8917 e 6,6596 vezes, respectivamente. De fato, a induc¢do da transcriccdo de ATF4
ocorre sequencialmente, apds o inicio da elevagdo de SREBF2. Para CHOP (DDIT3)
também houve aumento da expressdo somente em 72hpi (4,7527) em relagdo as
células ndo infectadas. Além destes, outros genes foram avaliados: o sensor PERK
(EIF2AK3) foi inibido em 24 hpi (-2,1441) e induzido em 72 hpi (2,802). J& o gene
relacionado a inibicdo do ramo de PERK, GADD34 (PPP1R15A), um desfosforilador de
EIF2a, teve aumento de aproximandamente 4 vezes em 72 hpi e o gene de p58IPK
(DNAJC3), um inibidor direto de PERK ndo foi induzido em até 72 hpi, mas teve sua

expressdo inibida no inicio da infecgdo, em 24 hpi (-3,8315).
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Figura 32: Expressdo de genes do brago PERK da via UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS.

A expressdo de genes relacionados ao brago PERK da via UPR foi monitorada em células T98G infectadas
por ZIKV AS (MOI 1) em ensaio de arranjo RT-qPCR. O ensaio de arranjo detectou uma inibicdo de ATF4
em 24 hpi (-2,5742) e indugdo da expressdo em 72 hpi (3,2742). Ja SREBF2 foi induzido em 48 e 72 hpi
2,8917 e 6,6596 vezes, respectivamente. CHOP (DDIT3) aumentou a expressdo somente em 72hpi
(4,7527) em relagdo as células ndo infectadas. O sensor PERK (EIF2AK3) foi inibido em 24 hpi (-2,1441) e
induzido em 72 hpi (2,802). J4 o gene relacionado a inibi¢do do ramo de PERK, GADD34 (PPP1R15A), um
desfosforilador de EIF2a, teve aumento de aproximandamente 4 vezes em 72 hpi e o gene de p58IPK
(DNAJC3), um inibidor direto de PERK ndo foi induzido em até 72 hpi, mas teve sua expressdo inibida no
inicio da infecgdo, em 24 hpi (-3,8315). Os valores de Fold regulation estdo representados no grafico e
demonstram o numero de vezes que o gene de interesse estd mais expresso que o controle, indicando
uma regulagdo positiva do gene; ou menos expresso que o controle, indicando uma regulagao negativa
do gene. Foram considerandos como um pardmetro significativo de indugdo, uma diferenga de pelo
menos 2 vezes da expressdo génica dos grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em relagdo aos controles ndo
infectados (mock) e para inibigdo valores menores que -2. A linha tracejada corresponde aos valores do
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Mock, normalizado para 1; em vermelho a linha correspondente aos valores de 24 hpi; em azul 48 hpi e
em preto 72 hpi para cada gene.

Os dados obtidos no ensaio de matriz sugerem que a modulagdo de PERK avaliada pela
expressao de genes detectou a aumento do mRNA somente apds 72 hpi e que nao
houve indugao de expressdo génica dos principais produtos desta via ATF4, GADD34 e
CHOP atd 48 hpi. Pelo ensaio de PCR quantitativo em experimentos independentes, a
expressao de genes como ATF4 e CHOP, importantes sinalizadores desta via, mostrou
uma tendéncia dindmica de expressdo continuamente aumentada ao longo da
replicagdo viral pelo virus ZIKV AS, sugerindo forte modulagdo positiva em fases mais
tardia da infec¢do, como em 72 hpi e apenas uma transcrigdo modesta nos tempos
mais precoces (24 e 48 hpi). Em conjunto, estes dados sinalizam para uma modulagdo
do braco PERK da via UPR com mais ampla ativagdo apds 72 horas de infecgdo pelo
ZIKV, em ambas as técnicas utilizadas. A confec¢do de um ensaio de PCR quantitativo
in house, bem como o tratamento dos dados de forma manual versus em programa
computacional, pode ter ocasionado as discrepancias apresentadas nos tempos mais
precoces da infec¢do, que apesar de ter mostrado ativacdo da expressdo génica, esta

foi bem mais modesta quando comparada ao tempo de 72 hpi.

PERK é um importante sensor de estresse do RE e pode regular a tradugdo de proteinas
globais. Durante uma infeccdo viral, a ativacdo de PERK atenua a sintese de proteinas
por fosforilagdo de elF2a, numa tentativa de impedir a produgdo das proteinas virais.
No entanto, a infec¢do viral pode restaurar a sintese de proteinas globais em células
hospedeiras influenciando GADD34 que ao restaurar a atividade de elF2a resulta na
recuperagao da sintese proteica através da reativacdo da via de producdo de proteinas,
mantendo a produgdo das proteinas tanto do hospedeiro como das proteinas virais
(HARDING, et al., 1999; NOVOA et al., 2001). A ativagdo da transcricdo de ATF4 em
estagios mais avancados da infeccdo também pode ser satisfatéria para a replicagdo
viral uma vez que é sabido que alguns genes induzidos por ATF4 sdo anti-apoptdticos e
podem promover a sobrevivéncia celular através da inducdo de genes envolvidos no
metabolismo de aminodcidos, reagdes oxidativas, resposta ao estresse e secre¢ao de
proteinas (HARDING et al., 2000a), entretanto, ATF4 induz CHOP, que em estresse

prolongado pode levar a ativagdo de vias apoptéticas.
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A modulagdo de PERK foi avaliada por ensaios de deteccdo do mRNA de genes a
jusante desta via além do préprio sensor. Neste estudo, foi detectada a modulagdo de
PERK pela indugdo da expressdo sugerindo que ha ativacdo da via. A expressdo de
genes como ATF4 e CHOP, importantes sinalizadores desta via, na infec¢ao pelo ZIKV,
mostrou modulagdo positiva mais elevada em fase tardia da infec¢do, em 72 hpi.
Outros trabalhos, utilizando amostras asidticas de ZIKV, mostraram o aumento da
produgdo de genes do brago PERK da UPR ou mesmo da fosforilagdo de elF2a apés a
infeccdo com ZIKV e, adversamente, a inibicdo da supressdo da traducdo global de
proteinas e manuteng¢do da tradugdo do genoma do RNA da resposta de estresse
independente de elF2a (ROTH et al., 2017, GLADWYN-NG et al., 2018; TAN et al.,
2018). Estes ensaios covergem em relagdo a ativagdo do bragco PERK e mostraram que
ha a inducdo da expressdo de genes relevantes associados ao braco PERK, como CHOP
e GADD34, no entanto ha discordancia em relagdo ao ATF4 que ndo foi aumentado
durante a infecgdo pelo ZIKV em estudo conduzido por TAN e colaboradores (2018).
GADD34 uma vez aumentada pode restaurar a tradugdo da proteina durante a
replicacdo do ZIKV, implicando que o ZIKV pode tirar proveito da sintese protéica da

célula hospedeira.

A modula¢do de PERK é uma importante estratégia para manutenc¢do da produgdo das
proteinas do virus bem como da sua permanéncia na célula, uma vez que esta via esta
associada a atenuacgdo da produgao global de proteinas pela fosforilagdo de elF2a e,
também, pela inducdo de apoptose via ATF4/CHOP. ATF4 atua como um fator de
transcricdo que ativa genes que codificam chaperonas, envolvidos no metabolismo de
aminoacidos, reagdes oxidativas, resposta ao estresse e secre¢do de proteinas. Com
isso pode promover a sobrevivéncia celular (HARDING et al., 2000a). Entretanto, nem
todos os genes induzidos por ATF4 sdo anti-apoptéticos. CHOP, que é um produto
direto de ATF4, induz um membro da familia oxidase do reticulo endoplasmatico,
ERO1 (Endoplasmic Reticulum Oxidase family member), que sob estresse prolongado
pode promover um ambiente de alta oxidacdo e ativar vias pré-apoptéticas
citoplasmaticas de sinalizagdo de calcio o que leva a morte celular (MARCINIAK et al.,
2004; TABAS & RON, 2011). ERO1 teve elevacdo na expressdo do seu gene em fase

precoce (24 hpi) e fase tardia (72 hpi) da infeccdo. E importante ressaltar sua
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modulac¢do negativa em 48 hpi. A indugdo de ERO1 por CHOP ativa a liberacdo do canal
de cdlcio IP3R1 no RE, processo envolvido na ativacdo apoptose (Marciniak et al.,
2004). Nossos dados para ERO1 demonstram uma inducdo de 3,55; e 5,20 vezes deste
mensageiro, em 24 e 72 hpi, respectivamente e com queda na expressao génica para
valor préximo a célula ndo infectada em 48 hpi, o que aponta para possivel modulagao
da ativacdo de apoptose no decorrer da infecgdo. Neste contexto, a programagdo da
via PERK no sentido de modular a produgdo de ATF4 e CHOP em periodos iniciais da
infeccdo, mostrando exarcebacdo em fases mais tardias, parece ser importante
estratégia para aumento da sobrevida da célula e, consequentemente, a ampliagdo da

replicagdo viral.
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6.5 PRODUGCAO DE CHAPERONAS EM CELULAS INFECTADAS POR ZIKV

Com o objetivo de comparar os niveis de chaperonas importantes na via UPR, células
infectadas por 48 e 72 horas (MOI de 1) e ndo infectadas, foram analisadas por
Citometria de Fluxo, através de imunomarca¢do com anticorpos especificos para
BiP/GRP78 e Calregulina, para avaliar a expressdo proteica destas chaperonas durante
o processo de infec¢do. Foram utilizados como fluorocromos o TRITC, para

identificacdo das proteinas e 7AAD para marcac¢do de viabilidade celular.

Inicialmente foi realizada a identificagdo da populacdo a ser estudada quanto as
propriedades fisicas, isto é, quanto a tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) (Figura 33,
painel A), seguido da eliminagdo de “doublets” e selegdo de “singlet cells” (Figura 33,

painel B), quanto a altura e area (FSC-H x FSC-A).

Uma terceira gate foi desenhada para selecdo de células vidveis, ou seja, as células ndo
marcadas pelo 7AAD (Figura 33, painel C). Por fim foi realizada a avaliagdo de
intensidade de fluorescéncia das amostras marcadas pelo TRITC e determinado o

percentual de células marcadas.

A partir de um controle negativo, ou seja, células ndo marcadas, determinou-se a gate
para andlise das asmostras (Figura 33, painel D). O controle positivo confirmou a

marcac¢do por TRITC dentro da gate selecionada (Figura 33, painel E).

A andlise dos dados foi feita em programa especifico multiplataformas FlowJo (FlowlJo,
LLC) e os resultados foram expressos pela determinagdo da Intensidade Mediana de

Fluorescéncia (MFI) (Figura 34).
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Figura 33: Histogramas bivariados de dot plot ilustrando a sele¢do de gates para determinagao da
subpopulagao de células T98G infectadas por ZIKV AS ou ZIK AF para marcag¢do das chaperonas BiP e
Calregulina.

Células T98G infectadas com ZIKV AS ou ZIKV AF (MOI 1) foram marcadas com anticorpos especificos
para as chaperonas BIP e Calregulina (1:50) e TRITC (1:100). A populagdo de interesse foi identificada
pela andlise em programa de computador especifico multiplataformas (FlowJo) de acordo com
parametros de altura, glanulosidade, largura, marcagdo de viabilidade celular (7AAD) e co-marcagdo com
anticorpo secundario ligado a fluorocromo (TRITC). Em (A) Estratégia de gate identificando a populagdo
de células T98G (91%). Em (B) Estratégia de gate identificando a populagcdo de células T98G que se
encontravam em singlet/retirada de doublets (95,4%). Em (C) Estratégia de gate para selegdo das células
vidveis (99,5%). Em (D) Controle negativo para marcagdo de TRITC. Em (E) Controle positivo para
marcagdo de TRITC. As leituras foram feitas em citdbmetro de fluxo BD FACSCanto (BD Biosciences) nos
canais do PE, para TRITC e PE-Cy-5 para 7AAD.
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Figura 34: Expressao proteica das chaperonas BiP e Calregulina, na infec¢do pelo Zika virus em células
T98G.

O nivel de expressdo das proteinas BiP e Calregulina foi avaliado em Citometria de fluxo por marcagdo
com anticorpos anti-BiP (A) e anti-Calregulina (B) na presenca da infecgdo pelo Zika virus da amostra
asidtica - ZIKV AS ou da amostra africana - ZIKV AF. Os valores foram expressos pela Intensidade Mediana
de Fluorescéncia (MFI) das células infectadas em relagdo as ndo infectadas (mock). Os dados
representam a média de intensidade de fluorescéncia em relagdo a quantidade de vezes que expressou a
mais que o mock (células ndo infectadas). Os dados sdo médias de duplicatas de um Unico experimento.
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O ensaio mostrou que ha regulacdo positiva da expressdo proteica na presenca da
infeccdo para ambas as amostras, contudo, verifica-se uma maior expressao proteica,
tanto de BiP quanto de Calregulina (Figura 34, painéis A e B), na presenca de ZIKV AF
comparativamente a infeccdo pelo ZIKV AS em células T98G. Além disto, ha
discrepancia entre os perfis temporais de inducdo da expressdo das proteinas entre as
duas amostras, diminuindo em 72 horas apés a infecgdo para ZIKV AS e aumentando
para ZIKV AF, em 72 horas apds a infecgdo. Novamente, este resultado tem relagdo
com o comportamento diferente das duas amostras virais em cultivo celular,
remetendo ha uma infecgdo cronica da amostra de origem asidtica e aguda da amostra
africana, com alta replicagdo em periodos precoces e permitindo o disparo de forma

mais abrupta da via UPR em 72 hpi com ZIKV AF.

Para avaliar a expressdo génica de BiP, o RNA total de células infectadas com uma MOI
de 1 e ndo infectadas (mock) em tempos apds a infeccdo de 24, 48, 72 e 96 horas,

foram analisados por PCR quantitativa (Figura 36).
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Figura 35: Expressdo relativa do gene da chaperona BiP/GRP78 na infec¢do de células T98G pelo virus

Zika.
Ensaio de gRT-PCR realizado em extrato total de RNA de células T98G infectadas com A)Zika virus da

amostra asiatica (ZIKAS) ou B)Zika virus da amostra africana (ZIKAF), com iniciadores especificos para
BiP. Todos os testes foram realizados em triplicata, com MOI de 1, em tempos de intervalos de infec¢do
de 24, 48, 72 e 96 horas e controle de estresse (tunicamicina) em relagdo a células ndo infectadas (fold
change). Os dados sdo médias de duplicatas de experimentos independentes.

Em relagdo a BiP/GRP78, observamos um aumento na expressdo do mensageiro desta
chaperona, bem como detectado em estudo prévio (GLADWYN-NG et al., 2018; TAN et

al., 2018), o inicio da producdo génica, significativo biologicamente, em 48 horas apds
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a infeccdo com ZIKV AF e em 72 hpi com ZIK AS. Uma vez que a replicacdo de ZIK AF
gera titulo viral mais elevado em menor tempo de infec¢do, a elevagdo da carga de BiP
também em estagios mais precoces é plausivel ja que é sabido que BiP é uma das
proteinas criticas para a sobrevivéncia ao estresse do RE, a qual facilita o dobramento e
montagem de proteinas, um fator relevante que ajudaria na manutengdo da producdo
de proteinas virais (HENDERSHOT, 2004; LI & LEE, 2006; OTERO et al., 2010). Além
disto, estes resultados vdo ao encontro aos dados obtidos para ATF6 e IRE1-XBP1. Uma
vez inibido o braco ATF6, a expressdo de BiP devera ser comandada por XBP1. XBP1 é
um indutor da expressdo de BIP, e os achados mostram que a amostra ZIKV AS inibe o
processamento de XBP1 até 48 hpi, liberando-o mais tarde. J& ZIKV AF, apesar dos
dados controversos entre as duas técnicas apresentadas, pode ndo se dedicar tanto
assim a inibicdo de XBP1, ja que ndo detectamos no ensaio de gPCR a modulagdo
negativa do seu processamento em 48hpi. De fato, a expressdao de BiP é alta ja com 48
hpi, como mostra o resultado da figura 34, no entanto, devido aos achados

discrepantes para esta amostra, novos testes devem ser realizados.

Gladwyn-Ng e colaboradores (2018), também mostraram que o estresse de RE, na
infeccdo pelo ZIKV, com ativagdo de UPR levou a regula¢cdo positiva de algumas
chaperonas como a calregulina. A calregulina possui fungGes de chaperona no limen
do reticulo endoplasmatico (ER) sendo importante para a regulagdo da dobragem de

proteinas e da homeostase do calcio.

6.6 PERFIL DE EXPRESSAO DE GENES DA UPR EM CELULAS INFECTADAS POR ZIKV EM
ENSAIO DE MATRIZ DE PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (QUANTITATIVE
REAL TIME-PCR ARRAY)

Uma vez demonstrada a modulagdo temporal dos trés ramos da via UPR, nas células
T98G, na infeccdo pelo Zika virus, analisamos o perfil de expressdo de genes
relacionados aos bragos ATF6, IRE1 e PERK ou mesmo pelo estresse prolongado do RE,
de genes relacionados a ativagdo de apoptose (Anexo 1) para averiguar altera¢des na
expressao génica da via UPR através da quantificacao relativa de genes em amostras

infectadas em relagdo a amostra referéncia (mock).
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Para isto, O RNA total foi transcrito em cDNA e através da reag¢do de PCR em tempo
real foi utilizado um arranjo contendo os pares de iniciadores para a amplificagdo e
analise de 84 genes da UPR (RT? Profiler PCR Array — Human Unfolded Protein
Response - Qiagen). A analise da expressdo génica foi realizada considerando-se como
um parametro significativo uma diferenca de pelo menos duas vezes da expressdo
génica dos grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em relagdo aos controles nado infectados
(mock). Os dados foram normalizados pela média geométrica de 4 genes de expressao
constitutiva (Quadro 3) que apresentaram pequenas mudangas em sua expressao nos

diferentes grupos de amostras (diferengas nos valores de CT menores que 1).

Partes destes resultados ja foram apresentados em seg¢des anteriores, contudo serdo
novamente apresentados para que o leitor tenha uma visdo global do ensaio. Destaca-
se que esta parte dos testes foi realizada apenas com a amostra ZIKV AS,como
explicitado anteriormente, optamos por utilizar apenas a amostra asiatica, uma vez
que este ensaio foi desenhado ja no final do desenvolvimento do projeto, tendo em
vista o contingenciamento de reagdes. A amostra asidtica, no nosso ponto de vista
seria prioritaria, neste momento, em relagdo a amostra africana uma vez que a
primeira, foi responsavel pela epidemia recente e é a amostra de circulagdo que esta

associada ao desenvolvimento dos quadros neuroldgicos graves da SCVZ.

Quadro 3: Valores de CT e média geométrica dos Genes de expressdo constitutiva, utilizados como
normalizadores do ensaio de qRT-PCR array, de acordo com o grupo com os grupos estudados de

células infectadas (24, 48 e 72 hpi) e nao infectadas (Mock).

Average Geometric
Groups Samples ACTB GAPDH HPRT1 RPLPO Geometric Mean Moan
Control Group ~ MOCK 17.1274 17.3197 24,7324 21.0575 19.83 19.83
Group 1 24H 17.0135 17.1963 24.3021 21.1295 19.69 19.69
Group 2 48H 17.0135 17.1963 24.3021 21.1295 19.69 19.69
Group 3 72H 17.4295 18.1846 24.6759 21.518 20.25 20.25

A regulacdo biologicamente significativa aprentam valores de Fold change maiores que
um e indicam uma regulacdo positiva ou uma regulacdo de subida. Valores de Fold
change menores que um indicam uma regulagem negativa. Foram considerandos
como um parametro significativo de inducdo, uma diferenca de pelo menos 2 vezes da

expressdo génica dos grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em relagdo aos controles ndo
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infectados (mock) e para inibicdo valores menores que -2. Na tabela 2 sdo

apresentados os valores de Fold regulation obtidos para cada grupo (24, 48 e 72 hpi)

em relacdo ao Mock. Na tabela abaixo, os valores de Fold regulation maiores que 2 sdo

indicados em cinza e valores menores que -2 estdo indicados em azul.

Tabela 2: Andlise da expressdo génica em células T98G infectadas com ZIKV AS

Up-Down Regulation (comparagdo ao grupo controle)

Simbolo do gene 24 hpi 48 hpi 72 hpi
AMFR -2,2409 1,1058 2,7979
ATF4 -2,5742 1,0724 3,2742
ATF6 -1,4743 1,2288 4,0299
ATF6B -1,4835 -1,1848 1,591
ATXN3 -1,0052 1,5687 4,1859
BAX -1,1005 -1,1005 1,346
CALR -2,1784 1,0718 2,3117
CANX -1,3653 1,0177 2,7373
ccT4 -1,463 -1,0114 2,1028
CCt7 -2,045 1,6263 5,0586
CEBPB -1,0726 1,3676 2,8603
CREB3 -1,8346 -1,8346 1,2868
CREB3L3 -1,4459 1,3302 3,4303
DDIT3 -1,0837 1,1749 4,7527
DERL1 -1,0019 1,128 4,0901
DERL2 -1,9264 1,0832 3,7186
DNAJB2 -1,4254 -1,0276 2,3505
DNAJB9 -1,868 1,1577 3,0847
DNAJC10 1,0007 1,604 5,9391
DNAJC3 -3,8315 1,4854 1,6559
DNAIC4 -1,4958 1,4313 3,8492
EDEM1 -1,9244 -1,0867 4,7143
EDEM3 -1,2575 1,1079 3,2584
EIF2A -3,0674 1,0476 2,6728
EIF2AK3 -2,1441 1,0465 2,802
ERN1 -2,8731 -1,1723 1,9341
ERN2 -1,3724 1,1293 2,272
ERO1A 3,5532 -1,1005 5,203
ERO1B -1,3667 1,0698 2,4532
ERP44 1,2793 1,1919 2,3178
FBXO6 -1,9929 1,4828 2,0614
GANAB 1,0757 1,0792 1,8978
GANC -1,7362 -1,0933 2,6376
HERPUD1 -1,9343 -1,3421 1,3958
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HSPA1B
HSPA1L
HSPA2
HSPA4
HSPA4L
HSPAS
HSPH1
HTRA2
HTRA4
INSIG1
INSIG2
MANF
MAPK10
MAPKS8
MAPK9
MBTPS1
MBTPS2
NPLOC4
NUCB1
0s9
PDIA3
PFDN2
PFDN5
PPIA
PPP1R15A
PRKCSH
RNF139
RNF5
RPN1
SCAP
SEC62
SEC63
SEL1L
VIMP
SERP1
SIL1
SREBF1
SREBF2
SYVN1
TCP1
TOR1A
UBE2G2
UBE2J2
UBXN4
UFD1L
UGGT1

-1,0013
-1,3891
-1,2155
-1,7605
-1,7391
-1,5989
-1,8689
-2,3935
-1,84
-1,6752
-1,5566
-2,3251
1,9388
1,2789
-1,0335
1,5519
1,3281
1,6229
1,8455
1,7691
1,9506
1,2793
1,701
1,85
1,365
2,0405
1,6853
2,5001
1,9181
1,8178
1,4756
1,4464
2,3584
1,1733
-1,0202
-1,0319
1,0315
1,7734
1,1826
1,2532
1,3339
2,0157
1,4908
1,4014
-1,7514
-1,0843

1,2663
1,4318
-1,0647
1,1305
1,0204
1,1017
1,0667
1,0058
1,2229
1,18
-1,0024
-1,2623
1,9368
1,071
-1,0693
1,2118
-1,554
1,0439
1,028
1,1245
1,3976
-1,0793
1,0354
1,3294
1,2727
1,0901
1,1585
1,4814
1,0469
-1,0568
1,0394
1,0356
-1,0386
1,4494
-3,6245
1,5181
-1,1244
2,8917
2,0039
1,0165
1,1121
4,1696
-1,639
1,1093
1,1611
1,4655

4,9456
5,6067
3,3754
3,0845
3,2491
3,4729
2,7193
2,5458
2,3783
1,6343
1,8082
-1,8366
9,6374
3,3025
2,1958
3,4294
1,6175
3,6949
4,026
3,973
5,2683
4,1334
4,1625
2,612
4,1911
2,9417
2,7116
5,3371
3,3998
1,5934
2,2211
2,2906
1,157
2,5724
1,1807
4,2792
1,3157
6,6596
1,5825
-1,0401
2,4428
13,523
-1,0316
1,0002
1,1025
1,297
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UGGT2 -1,1005 1,877 1,346

usP14 1,5166 2,9866 4,491
VCP 1,1465 1,1186 1,0772
XBP1 1,4638 1,4703 -1,0497

Dos 84 genes avaliados - nas células infectadas por 24, 48 e 72 horas - 5 (5,95%), 3
(3,57%) e 60 (71,43%) genes, foram induzidos, respectivamente. J& a inibicdo ocorreu
em 10 (11,9%) genes em 24 hpi e em 1 (1,19%) gene em 48 hpi. Em 72 hpi ndo houve

inibicdo da expressdo génica entre os marcadores avaliados.

Em 24 horas, os cinco genes que tiveram a expressdo aumentada em relacdo ao
controle de células ndo infectado (Mock) foram: ERO1A (3,55) que codifica uma
proteina oxidase relacionada a catdlise da formag¢do e isomerizagdo de ligagBes
dissulfeto de proteinas no reticulo endoplasmatico; PRKCSH (2,04) uma proteina,
substrato da proteina quinase C, com fun¢do de glicosilagdo no reticulo
endoplasmatico; RNF5 (2,50) uma ligase de ubiquitina; SEL1L (2,36) que faz parte de
um complexo proteico envolvido na translocagdo de proteinas ndo dobradas do limen
do reticulo endoplasmatico para o citosol, onde serdo degradadas pelo proteassoma e
UBE2G2 (2,02) membro da familia de enzimas de conjugac¢do de ubiquitina, albergando
um importante mecanismo celular para o direcionamento de proteinas para

degradacao.

Nesta mesma condi¢do 10 genes foram inibidos: alguns genes do braco PERK (EIF2AK3
/ PERK e ATF4), o gene de expressdo de IREla (ERN1), um fator de iniciacdo de
traducdo eucariética (EIF2A), proteinas de choque térmico ou relacionadas ao
dobramento (CALR, CCT7, DNAJC3) degradacgdo ou apoptose (AMFR, HTRA2 e MANF).
Estes dados corroboram os resultados obtidos pelas andlises isoladas que mostram a
ndo ativagdo dos bragcos IRE1 e PERK em estagios mais precoces da infec¢do. O
restante dos genes avaliados ndo apresentou alterac¢do significativa na carga génica em

relacdo ao controle ndo infectado.
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Tabela 3: Relagdo dos genes que tiveram espressdo aumentada (a esquerda) ou diminuida (a
direita) em células T98G infectadas com ZIKV AS em 24 horas apds a infecgdo.

Genes Over-Expressed Genes Under-Expressed
no Grupo 24 hpi vs. Mock no Grupo 24 hpi vs. Mock
Simbolo do gene Fold change Simbolo do gene Fold change
ERO1A 3.55 AMFR -2,2409
RNF5 2.50 ATF4 -2,5742
SEL1L 2.36 CALR -2,1784
PRKCSH 2.04 CCT7 -2,045
UBE2G2 2.02 DNAJC3 -3,8315
EIF2A -3,0674
EIF2AK3 -2,1441
ERN1 -2,8731
HTRA2 -2,3935
MANF -2,3251

Em 48 horas, foram induzidos os genes codificantes de SREBF2 (2,89) que controla a
homeostase do colesterol, um componente de membrana; UBE2G2 (4,17) enzima
conjugadora da ubiquitina; USP14 (2,99) um gene codifica um membro da familia de
proteases de processamento especifico da ubiquitina, possui fungdo deubiquitinante,
tendo portanto um papel importante na regulacdo da degradacdo de proteinas por
promover a desconjugac¢do da ubiquitina de proteinas ubiquitiniladas. Apenas um gene
teve sua expressao inibida, o SERP1, cuja proteina atua como regulador de tradugdo e
promove a regulacdo da resposta ao estresse de RE. Os demais genes avaliados ndo

tiveram alteragdo significativa na carga génica em relagdo ao controle ndo infectado.

Tabela 4: Relagdo dos genes que tiveram espressdo aumentada (a esquerda) ou diminuida
(a direita) em células T98G infectadas com ZIKV AS em 48 horas apds a infecgdo

Genes Over-Expressed Genes Under-Expressed

no Grupo 48 hpi vs. Mock no Grupo 48 hpi vs. Mock
Simbolo do gene Fold change Simbolo do gene Fold change
UBE2G2 4.17 SERP1 -3,6245
uUspP14 2.99

SREBF2 2.89

Em 72 horas, foram induzidos 60 genes, o que revela maior ativacdo da via UPR neste

tempo apds a infecgdo, quando comparado a 24 e 48 horas apos a infec¢do das células
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T98G com o ZIKV AS. Em suma, na infeccdo mais tardia hd uma ativacdo geral da
expressdao de genes de componentes da via associados ao dobramento, tais como
proteinas do choque térmico (HSPA, DNAIJ); ubiquitinacdo (UBE2G2, RNF5, EDEM3 e
AMFR); degradagdo associada ao reticulo (EDEM1, DERL1, NUCB1, NPLOC4, USP14,
MBTPS1) e apoptose (MAPK10, DDIT3 ou CHOP e HSPA1B). Sendo que os de maiores
expressdo foram: UBE2G2 (13,52) relacionado a ubiquitinagdo, MAPK10 (9,64) que
codifica uma proteina denominada proteina cinase 10 ativada por mitégeno ou c-Jun
quinase N-terminal 3 (JNK3) trata-se de um membro da familia da quinase MAP com
fungbes reguladoras nas vias de sinalizagdo durante a apoptose; SREBF2 (6,66),
DNAJC10 (5,94) um membro da familia de proteinas de choque térmico (Hsp40) que
codifica uma co-chaperona que atua no complexo de degradagdo associado ao reticulo
endoplasmatico (ERAD), possui a funcdo de reconher e degradar proteinas ndo
enoveladas; entre outros. J& um total de 24 genes ndo apresentou mudanga
significativa na expressdo génica nas células infectadas em 72 hpi em relacdo ao

controle ndo infectado.

Tabela 5: Relagdo dos genes que tiveram espressdo aumentada (a esquerda) ou diminuida (a
direita) em células T98G infectadas com ZIKV AS em 72 horas apds a infecgdo.

Genes Over-Expressed no Grupo 72 hpi vs. Mock
Simbolo do gene Fold change  Simbolo do gene Fold change

UBE2G2 13.52 MAPK8 3.30
MAPK10 9.64 ATF4 3.27
SREBF2 6.66 EDEM3 3.26
DNAJC10 5.94 HSPA4L 3.25
HSPA1L 5.61 DNAJB9 3.08
RNF5 5.34 HSPA4 3.08
PDIA3 5.27 PRKCSH 2.94
ERO1A 5.20 CEBPB 2.86
CCT7 5.06 EIF2AK3 2.80
HSPA1B 4.95 AMFR 2.80
DDIT3 4.75 CANX 2.74
EDEM1 4.71 HSPH1 2.72
usP14 4.49 RNF139 2.71
SIL1 4.28 EIF2A 2.67
PPP1R15A 4.19 GANC 2.64
ATXN3 4.19 PPIA 2.61
PFDN5 4.16 VIMP 2.57
PFDN2 4.13 HTRA2 2.55
DERL1 4.09 ERO1B 2.45
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ATF6 4.03
NUCB1 4.03
0Ss9 3.97
DNAICA 3.85
DERL2 3.72
NPLOC4 3.69
HSPAS 3.47
CREB3L3 3.43
MBTPS1 3.43
RPN1 3.40
HSPA2 3.38

TOR1A 2.44
HTRA4 2.38
DNAIJB2 2.35
ERP44 2.32
CALR 2.31
SEC63 2.29
ERN2 2.27
SEC62 2.22
MAPK9 2.20
CCT4 2.10
FBXO6 2.06

A visualizacdo geral da expressdo génicas nos tempos 24, 48 e 72 hpi em graficos de

dispersdo (Figura 36) mostra a distribuicdo de todos os genes avaliados e permite a

comparagdo da expressao normalizada de cada gene entre os grupos infectados (24,

48 e 72 hpi) em relacdo ao ndo infectado (Mock) e possibilita visualizar rapidamente

grandes mudangas de expressdao génica. As linhas pontilhadas indicam o limite de

regulagem da dobra selecionada. Pontos de dados localizados acima das linhas verdes

pontilhadas indicam aumento da expressdo do gene correspondente (Up-regulation) e

pontos abaixo das linhas verdes pontilhadas indicam diminui¢do da expressao do gene

correspondente. Aqueles localizados na regido intermedidria as duas linhas ndo

apresentaram mudanca significativa na expressado génica.
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Grupo 72 hpi X Mock
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Figura 36: Expressdo de genes da via UPR em células T98G infectadas pelo ZIKV AS em relacdo ao
controle de células nao infectadas.

Nos gréficos acima estdo plotados os genes induzidos (representados pelos pontos acima da linha verde,
ou seja, com valores de Fold regulation acima de 2) ou inibidos (representados pelo pontos abaixo da
linha vermelha, ou seja, com Fold regulation abaixo de -2) ap6s a infecgdo pelo ZIKV AS de acordo com o
tempo apds a infecgdo (24, 48 e 72 hpi). Dos 84 genes avaliados em ensaio de arranjo (RT2 Profiler PCR
Array — PAHS-089Z - Qiagen). - nas células infectadas por 24 , 48 e 72 horas — 5, 3 e 60 genes, foram
induzidos, respectivamente. Os genes induzidos estdo posicionados acima da linha tracejada verde
indicada nos graficos. Ja a inibicdo ocorreu em 10 genes em 24 hpi e em 1 gene em 48 hpi, os valores
correspondentes aos genes inibidos encontram-se abaixo da linha vermelha tracejada indicada nos
graficos. Em 72 hpi ndo houve inibigdo da expressdo génica entre os marcadores avaliados.

Mais uma vez, isso confirma os dados das analises isoladas dos bragos da UPR, que
mostraram modulac¢do dos sensores IRE1 e PERK em pelo menos até 48hpi e ativacdo

apds 72 hpi e inibicdo de ATF6 em até 72hpi para a amostra asiatica.

Considerando o agrupamento funcional de cada gene da UPR informado no arranjo da
Qiagen, dentre os genes analisados, dos que apresentaram mudanga significativa na
expressao génica nas células infectadas destacam-se: os genes envolvidos na regulagao
da traducdo (Figura 37), PPP1R15A (GADD34), EIF2AK3 (PERK) e EIF2A que tiveram
aumento de 4,1911; 2,802 2,6728 vezes, respectivamente, com elevagdo significativa
apenas em 72 horas de infecgdao. Em contrapartida os genes envolvidos na regulagao
da traducdo EIF2AK3 (PERK) e EIF2A tiveram sua expressao inibida em 24 horas apds
infeccdo, ja SERP1 foi inibido em 24 e 48 horas apds infec¢do. Este quadro sugere que,
de forma geral, a tradugdo global de proteinas pode nao estar sendo regulada pela
inibicdo da tradugdo promovida pela via de PERK, no inicio da infec¢do, fato que pode

estd ocorrendo em fase mais avangada da infecgao pelo ZIKV AS, apds 72 hpi.
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Figura 37: Expressao de genes da UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS, de acordo com o seu
enquadramento em grupos de Genes reguladores da tradugdo.

Avaliagcdo da expressdo de genes relacionados a regulagdo da tradugdo em células T98G infectadas por
ZIKV AS (MOI 1) em ensaio de arranjo RT-gPCR. Os dados mostram que o conjunto de genes reguladores
de tradugdo estd aumentado em fase tardia da infec¢do, em 72 hpi. Destaca-se SERP1 que mostrou
inibicdo em 48 hpi. Os valores de Fold regulation estdo representados no grafico e demonstram o
nuimero de vezes que o gene de interesse estd mais expresso que o controle, indicando uma regulagdo
positiva do gene; ou menos expresso que o controle, indicando uma regulagdo negativa do gene. Foram
considerados como um parametro significativo de indu¢do, uma diferenca de pelo menos 2 vezes da
expressdo génica dos grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em relagdo aos controles ndo infectados
(mock) e para inibicdo valores menores que -2. A linha tracejada corresponde aos valores do Mock,
normalizado para 1; em vermelho a linha correspondente aos valores de 24 hpi; em azul 48 hpi e em
preto 72 hpi para cada gene.

Entre os genes associados ao dobramento de proteinas durante o estresse do reticulo
endoplasmatico que estdo representados no grafico da figura 38, todos foram
induzidos em 72 horas apds a infeccdo, entre eles os dois de maiores expressdes foram
CCT7 e ERO1A, com aumento de 5,0586 e 5,203 vezes em relagdo ao controle de
células ndo infectadas. Em destaque o gene que codifica ERO1A (ou ERO1L) apresentou
um perfil especifico de aumento de expressdo génica em 24 hpi (de 3,5532 vezes),
seguido de queda em 48 hpi e subsequente elevagdo da expressdo em 72 hpi (de 5,203
vezes). Este gene codifica uma oxidase residente no reticulo endoplasmatico com um
papel na formagdao de pontes dissulfeto, capaz de regular a maturagdo oxidativa de

proteinas secretoras e membranares no reticulo endoplasmatico (ER).

142



Genes de Dobramento de Proteinas

6 -
= 24 horas
4 == 48 horas
S
= w72 horas
_g 2..-I_I_. .[._ _[‘I.ln._
o
v 0 l -I -J. Il I JI -l === Mock
3 I} T 1 !
Q
T T |
-4 == T T T T T T T T T T
& > P PRI SN
& A N RSN N
(f’(}’“ & oo@q-.o Qgg QQQQQQ & G"\«OQ'

Figura 38: Expressdo de genes da UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS, de acordo com o seu
enquadramento em grupos de Genes de dobramento de proteinas.

Avaliagdo da expressdo de genes relacionados a regulagdo da tradugdo em células T98G infectadas por
ZIKV AS (MOl 1) em ensaio de arranjo RT-gPCR. Os dados mostram que o conjunto de genes
relacionados ao dobramento de proteinas tem aumento de expressdao em fase tardia da infec¢do, em 72
hpi. Destaca-se ERRO1A e PFDN2 que tiveram inibicao em 48 hpi. Os valores de Fold regulation estdo
representados no grafico e demonstram o nimero de vezes que o gene de interesse estd mais expresso
que o controle, indicando uma regulagdo positiva do gene; ou menos expresso que o controle, indicando
uma regulagdo negativa do gene. Foram considerados como um parametro significativo de indugéo,
uma diferenga de pelo menos 2 vezes da expressdo génica dos grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em
relagdo aos controles ndo infectados (mock) e para inibicdo valores menores que -2. A linha tracejada
corresponde aos valores do Mock, normalizado para 1; em vermelho a linha correspondente aos valores
de 24 hpi; em azul 48 hpi e em preto 72 hpi para cada gene.

Além destes, varios genes envolvidos no controle de qualidade de dobramento de
protéinas, ligantes a protéinas ndo dobradas, protéinas de isomerizagdo dissulfidica e
regulacdo do metabolismo do colesterol também tiveram um aumento significativo de
expressdao.Os genes que codificam as proteinas Heat Shock (DNAJB2, DNAIB9,
DNAJC10, DNAJC4, HSPA1L, HSPA2, HSPA4, HSPA4L, HSPAS e HSPH1), representados
na Figura 39, foram induzidos apenas em 72 hpi, em nivéis significativos entre 2,4 e 5,9
vezes. Ndo obstante, o gene referente a proteina de choque térmico DNAJC3 (p58IPK),
um produto da via de ATF6 que atua como inibidor do braco PERK, teve sua expressao
inibida em fase mais precoce da infec¢do (24 hpi), mantendo-se em nives equivalente
ao mock nos tempos 48 e 72 hpi. A analise isolada da verificagdo da expressdo génica

da chaperona BiP (HSPAS5) replicou o apresentado no ensaio de matriz que mostrou
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aumento em 72 hpi. Os testes de marca¢do das proteinas BiP e Calregulina (CALR)

mostraram presencga da proteina em 48 hpi e aumento em 72hpi.
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Figura 39: Expressdo de genes da UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS, de acordo com o seu
enquadramento em grupos de Genes de Proteinas Heat Shock.

Avaliagdo da expressdo de genes relacionados a regulagdo da tradugdo em células T98G infectadas por
ZIKV AS (MOI 1) em ensaio de arranjo RT-gPCR. Os dados mostram que o conjunto de genes de
proteinas do choque térmico tem aumento de expressdo em fase tardia da infec¢do, em 72 hpi.
Destaca-se DNAJ3 que teve inibicao em 24 hpi.Os valores de Fold regulation estdo representados no
grafico e demonstram o nimero de vezes que o gene de interesse estd mais expresso que o controle,
indicando uma regulagdo positiva do gene; ou menos expresso que o controle, indicando uma regulagdo
negativa do gene. Foram considerados como um parametro significativo de indu¢do, uma diferenga de
pelo menos 2 vezes da expressdo génica dos grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em relagdo aos
controles ndo infectados (mock) e para inibi¢do valores menores que -2. A linha tracejada corresponde
aos valores do Mock, normalizado para 1; em vermelho a linha correspondente aos valores de 24 hpi;
em azul 48 hpi e em preto 72 hpi para cada gene.

Os genes para ubiquitinagdo (Figura 40, painel A) EDEM3, FBXO6, RNF139, RNFS5,
SEC63, UBE2G2 e USP14 foram induzidos (entre 2,2906 e 13,523) apenas 72 hpi, bem
como varios genes envolvidos na degradagdo do RE (ERAD): AMFR, DERL1, DERL2,
EDEM1, HTRA2, HTRA4, MBTPS1, NPLOC4, NUCB1,0S9 (entre 2,0614 a 4,7143). Alguns
genes tiveram a expressdo inibida em 24 hpi como AMFR (-2,2409) e HTRA2 (-2,3935).
Varios genes de ativagdo do ERAD (Figura 40, painel B), entre eles os que foram mais
expressos foram NPLOC4, DERL2, 0S9, NUCB1, DERL1, EDEM1, em torno de 4 vezes; e
HTRA4 HTRA2 VIMP AMFR MBTPS1, encontram-se elevados entre 3 e 2 vezes, em 72

hpi. Em destaque, EDEM1, que teve sua expressdo inibida em 48hpi.
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Figura 40: Expressdo de genes da UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS, de acordo com o seu
enquadramento em grupos de Genes de Ubiquitinagdo e genes do grupo de degradagdo associado ao
reticulo (ERAD).

Avaliagdo da expressdo de genes relacionados a indugdo da ubiquitinagdo e de disparo de ERAD em
células T98G infectadas por ZIKV AS (MOI 1) em ensaio de arranjo RT-gPCR. . Os dados mostram que o
conjunto de genes relacionados a ubiquitinagdo e ERAD tem aumento de expressdo em fase tardia da
infeccdo, em 72 hpi. Destaca-se que alguns genes do ERAD tiveram inibigao no inicio da. Os valores de
Fold regulation estdo representados no grafico e demonstram o nimero de vezes que o gene de
interesse esta mais expresso que o controle, indicando uma regulagdo positiva do gene; ou menos
expresso que o controle, indicando uma regulagdo negativa do gene. Foram considerados como um
parametro significativo de indugdo, uma diferenca de pelo menos 2 vezes da expressdo génica dos
grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em relagdo aos controles ndo infectados (mock) e para inibicdo
valores menores que -2. A linha tracejada corresponde aos valores do Mock, normalizado para 1; em
vermelho a linha correspondente aos valores de 24 hpi; em azul 48 hpi e em preto 72 hpi para cada
gene.
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Varios genes envolvidos no disparo das vias de apoptose (Figura 41), analisados no
ensaio de arranjo, apresentaram mudanca significativa na expressdo génica nas células
infectadas em 72 hpi: ATXN3, CALR, CEBPB, DDIT3, EIF2AK3, HSPA1B, HTRA2, MAPK10,
MAPK8, MAPK9, PPP1R15A, VIMP, variando entre 2,2 e 9,6 vezes em relagdo ao
controle de células ndo infectadas. A maoir indugao foi observada para MAPK10 (JNK3)
uma proteina do grupo das proteinas quinases ativadas por mitdgenos que desempenha
fungdes reguladoras nas vias de sinalizagdo durante a apoptose neuronal em resposta
ao estresse. Dentre estes, 3 genes relacionados com apoptose apresentaram inibicdo da

expressdo génica CALR (-2,1784), EIF2AK3 (-2,1441) e HTRA2 (-2,3935).
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Figura 41: Expressdo de genes da UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS, de acordo com o seu
enquadramento em grupos de Genes grupo de Apoptose.

Avaliagdo da expressdo de genes relacionados a apoptose em células T98G infectadas por ZIKV AS (MOI
1) em ensaio de arranjo RT-gPCR. Os dados mostram que o conjunto de genes relacionados a apoptose
tem aumento de expressdo em fase tardia da infecgdo, em 72 hpi. Os valores de Fold regulation estdo
representados no grafico e demonstram o nimero de vezes que o gene de interesse estd mais expresso
que o controle, indicando uma regulagdo positiva do gene; ou menos expresso que o controle, indicando
uma regulagdo negativa do gene. Foram considerados como um parametro significativo de indugéo,
uma diferenga de pelo menos 2 vezes da expressdo génica dos grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em
relagdo aos controles ndo infectados (mock) e para inibi¢do valores menores que -2. A linha tracejada
corresponde aos valores do Mock, normalizado para 1; em vermelho a linha correspondente aos valores
de 24 hpi; em azul 48 hpi e em preto 72 hpi para cada gene.
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Em relagdo aos senores que coordenam a resposta a proteina desdobrada (UPR), ATF6
e PERK (EIFAK3) tiveram a sua transcrigdo génica aumentada, 4,0299 e 2,802 vezes de
inducdo, respectivamente, apenas em 72 hpi; equanto o sensor IREla (ERN1) ndo

demonstrou aumento significativo (1,9341) mesmo em 72hpi (Figura 42).
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Figura 42: Expressao de genes dos trés sensores da via UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS.
Avaliagdo da génica dos genes dos trés sensores da via UPR em células T98G infectadas por ZIKV AS
(MOI 1) em ensaio de arranjo RT-qPCR. Os dados mostram que os trés sensores ndo tiveram aumento na
expressdo de seu gene em fase incial de infec¢do, ou seja, até 48 hpi. Ja ATF6 (4,0299) e PERK (2,802)
tém aumento do seu mensageiro em 72 hpi. Destaca-se ainda que IRE1 (-2,8731) e PERK (-2,1441) tém
sua expressdo inibida em 24 hpi. Os valores de Fold regulation estdo representados no grafico e
demonstram o nimero de vezes que o gene de interesse esta mais expresso que o controle, indicando
uma regulagdo positiva do gene; ou menos expresso que o controle, indicando uma regulagdo negativa
do gene. Foram considerados como um parametro significativo de indugdo, uma diferenga de pelo
menos 2 vezes da expressdo génica dos grupos infectados (24, 48 e 72 hpi) em relagdo aos controles ndo
infectados (mock) e para inibigdo valores menores que -2. A linha tracejada corresponde aos valores do
Mock, normalizado para 1; em vermelho a linha correspondente aos valores de 24 hpi; em azul 48 hpi e
em preto 72 hpi para cada gene.

Estes resultados sugerem que a via UPR é ativada em células T98G durante a infec¢do
pelo ZIKV AS em 72 hpi, tempo no qual a expressao de quase todos os 84 genes da via
de resposta ao estresse do reticulo avaliados estd aumentada em relagdo ao controle
de células ndo infectadas. Além disso, é possivel detectar a inibicdo de forma
significativa de alguns genes em 24 hpi e uma correla¢gdo mais aproximada com o Mock

do tempo de 48 hpi.

Em suma, observamos que a infecgdo pelo ZIKV ativou as vias IRE1-XBP1 PERK, ao
contrario de ATF6, na linhagem celular de neuroblastoma humano. Os caminhos de
execucdo da UPR sdo diferentes para regular o estresse do RE, podendo seguir para
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vias pré-sobreviéncia ou pré-apoptdticas, o que pode ser definido pela intensidade e
tempo de duragdo da resposta. Portanto, quando avaliamos os efeitos de cada
caminho, concluimos que ha uma regulagdo negativa na UPR em estagios precoces da
infec¢do pelo ZIKV, o que pode contribuir para a extensao da sobrevida celular e assim
garantir a eficiéncia da replicagdo viral. Esses resultados demonstraram que a infecgao
pelo ZIKV ativou o estresse do RE e regulou a UPR em células neuronais, no entanto,
maiores elucidagdes sobre interagdo entre a replicagdo viral e a resposta ao estresse
celular ainda sdo necessarias para revelar completamente a interacdo dos
componentes virais com os fatores do hospedeiro e indicar novos caminhos para o

tratamento e maoires elucidagdes sobre a patologia da infecgdo pelo ZIKV.
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7 LIMITAGCOES DO ESTUDO

Alguns entraves no desenvolvimento deste projeto, como disponibilidade de recursos e
ferramentas, levam a algumas limita¢gdes que podem ser apontadas e servem como
dire¢Oes para proposi¢des para a continuidade deste estudo em projetos futuros. O
modelo de escolha inicial abordava Fibroblastos de embrido de camundongo, que
incluia células desprovidas de ATF6 e PERK, ferramentas importantes para avaliar a
importancia destas vias na replicagdo viral. Entretanto, o modelo de infec¢do ndo foi
permissivo a multiplicagdo viral e teve que ser trocado, o que limitou a obtencdo da
resposta da infeccdo por ZIKV na auséncia destes bragos da UPR. Como proposicdo,
sugere-se avaliar a infecgdo em outros modelos nocautes ou mesmo utilizar drogas
com funcdo inibitéria de pontos importantes da via. Além disto, apds a avaliagdo em
modelo celular propde-se sequencialmente o estudo em modelo in vivo, que
abrangeria de forma mais proxima a realidade, para amplificar as respostas obtidas.
Cabe considerar que apesar dos resultados por técnicas diferentes corroborarem entre
si, em alguns ensaios ndo foram feitas réplicas bioldgicas, foram realizadas apenas
réplicas experimentais, o que pode ser um vies deste estudo. Além disto, o estudo com
a amostra de origem africana ndo foi possivel ser feito para todas as técnicas, por
guestdes de contigenciamento de reagGes, conforme relatado anteriormente, o que
impossibilitou a comparagdo entre as duas amostras, de origem asidtica e origem
africana, em alguns pontos do estudo. Para avaliar de forma mais aprofundada a
ativagdo das vias de UPR sugere-se avaliar num maior contexto a expressdo de
proteinas que pode ser feito pela quantificacgdo de forma pontual em técnicas de
Citometria de fluxo ou Western blot, ou por protedmica, com maior espectro. Isto
também pode ser apontado como uma limitagdo, uma vez que foi investigada, em sua
maior parte, a expressdao génica de alvos importantes da via UPR, que mostra o
comportamento do inicio da ativacdo da via, mas que deixa uma lacuna em relagdo ao

préximo passo, sobre a ocorréncia da tradugdo destas moléculas.

Ainda, apds explicitar quais estratégias o virus utiliza para manter sua replicagdo nas
células e quais vias sdo essenciais para que ela ocorra, o estudo pode ser direcionado
para uma abrangéncia terapéutica que ajude no tratamento e contengdo da infec¢do

gue impeca a evolugdo para os quadros neuroldgicos graves associados ao Zika virus.
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8 CONCLUSOES

» O modelo celular em neuroblastoma T98G corrobora estudos que mostram
diferencas entre a viruléncia apresentada pelas duas amostras avaliadas, sendo
gue a amostra africana apresentou maior titulo viral e citopatogenia em tempos
mais precoces em relagdo a amostra asidtica. Além disto, é possivel concluir que
este modelo pode ser utilizado para avaliar o comportamento do ZIKV na
modulagdo da via UPR., uma vez que as células sdo permissivas ao virus e a

infecgdo.

» Ambas amostras de ZIKV estudadas, ZIKV AS e ZIKV AF, ativam, de uma forma

geral, a via UPR, principalmente nas fases mais tardias da infec¢do.

» O braco ATF6 da via UPR ndo ¢ ativado na infeccdo pelas amostras asidtica e

africana, o que sugere modula¢do negativa durante a infecg¢do.

» ZIKV AS e ZIKV AF parecem inibir a via IRE1-XBP1 nos momentos precoces da

infec¢do, por meio da inibicdo do processamento de XBP1.

» Tanto ZIKV AS como ZIKV AF modularam a ativagdo de PERK-ATF4 para ativagdo
em fases tardias da infecgdo, equanto a expressdo génica de CHOP é modulada
negativamente no inicio da infec¢do com a amostra asidtica, a amostra africana

ja induz altos niveis desta molécula.

» De forma geral, o ZIKV AS inibe a ativagdo de UPR em até 48hpi e a ativa de
forma contundente apés 72hpi. A amostra africana parece estabelecer um
perfil de ativagdo mais precoce, no entanto, devido a limitacdo de testes com

esta amostra, ainda necessita confirmagdo experimental.
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ANEXO 1

[PCR Array Catalog #: [PAHS-089Z |

Position Unigene Refseq Symbol Description Gname RT2 Catalog
A01 Hs.295137 NM_001144 AMFR Autocrine motility factor receptor GP78/RNF45 PPH16329A
A02 Hs.496487 NM_001675 ATF4 | Activating transcription factor 4 (tax-respon|CREB-2/CREB2/TAPPH02016A
A03 Hs.492740 NM_007348 ATF6 | Activating transcription factor 6 IATF6A PPH20143A
A04 Hs.42853 NM_004381 ATF6B | Activating transcription factor 6 beta CREB-RP/CREBL1/(PPH09189B
A0S Hs.532632 NM_004993 ATXN3 |Ataxin 3 AT3/ATX3/JOS/MID/|PPH19855B
A06 Hs.624291 NM_004324 BAX BCL2-associated X protein BCL2L4 PPH00078B
A07 Hs.515162 NM_004343 CALR Calreticulin CRT/HEL-S-99n/RO/PPH02060A
A08 Hs.567968 NM_001746 ICANX Calnexin CNX/IP90/P90 PPHO5937F
A09 Hs.421509 NM_006430 CCT4 Chaperonin containing TCP1, subunit 4 diCC ELTA/Cctd/SHPPHO5931A
A10 Hs.368149 NM_006429 CCT7 Chaperonin containing TCP1, subunit 7 (e CCTETA/ICCTH/NIP7PPHO05934F
A1l Hs.517106 NM_005194 CEBPB CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), |C/EBP-beta/IL6DBP/|PPHO0991A
A12 Hs.522110 NM_006368 CREB3 CAMP responsive element binding protein JLUMAN/LZIP/sLZIP _|PPH16113A
BO1 Hs.247744 NM_032607 CREB3L3 CAMP responsive element binding protein {CREB-H/CREBH/HY|PPH14959A
B02 Hs.505777 NM_004083 DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3 CEBPZ/CHOP/CHORPPHO0310A
B0O3 Hs.241576 NM_024295 DERL1 Der1-like domain family, member 1 DER-1/DER1 PPH14876A
B04 Hs.730726 NM_016041 DERL2 Derl-like domain family, member 2 CGI-101/DERTtrin-2/F{PPH16034A
BOS Hs.77768 NM_006736 DNAJB2 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, mem|CMT2T/DSMAS/HSJ-PPH01203F
BO6 Hs.732494 NM_012328 DNAJBY DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, mem|ERdj4/MDG-1/MDG1{PPH05919A
BO7 Hs.516632 NM_018981 DNAJC10 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, mem|ERdj5/JPDVMTHr/PDPPHO7048A
B0O8 Hs.59214 NM_006260 DNAJC3 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily mem|ACPHD/ERdj6/HP58{PPHO7375A
B09 Hs.172847 NM_005528 DNAJC4 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, mem|DANJC4/HSPF2/MC({PPH0121
B10 Hs.224616 NM_014674 |[EDEM1L ER degradation enhancer, mannosidase al|EDEM PPH12935B
B11 Hs.523811 NM_025191 EDEM3 ER ion enhancer, mannosidase al|Clorf22 PH16713A
B12 Hs.655782 NM_032025 EIF2A Eukaryotic translation initiation factor 2A, 6§CDA02/EIF-2A/MSTO|PPH18488A
C01 Hs.591589 NM_004836 EIF2AK3 Eukaryotic translation initiation factor 2-alp PEK/PERK/WRS PPH10874A
C02 Hs.133982 NM_001433 ERN1 Endoﬁlasm\c reticulum to nucleus sl%nallnaIREllIRElPIIREla/h PPH12383C
C03 Hs.592041 NM_033266 'ERNZ Endoplasmic reticulum to nucleus signalindIRE1-BETA/IRE1b/IR[PPH23909A
C04 Hs.525339 NM_014584 EROI1A ERO1-like (S. cerevisiae) ERO1-L/ERO1-L-alp|PPH07766A
CO5 Hs.558519 NM_019891 ERO1B ERO1-like beta (S. cerevisiae) EROI1LB/Erolbeta |PPH19972A
CO6 Hs.154023 NM_015051 ERP44 Endoplasmic reticulum protein 44 PDIA10/TXNDC4 PPH12912A
Co7 Hs.464419 NM_018438 FBXO6 F-box protein 6 FBG2/FBS2/FBX6/FIPPH15979A
C08 Hs.595071 NM_198334 GANAB Glucosidase, alpha; neutral AB G2AN/GLUIl PPH10034A
C09 Hs.730806 NM_198141 .GANC Glucosidase, alpha; neutral C - PPH23951B
C10 Hs.146393 NM_014685 HERPUD1 Homocysteine-inducible, endoplasmic retic HERP/Mif1/SUP PPH12606A
C11 Hs.274402 NM_005346 HSPA1B Heat shock 70kDa protein 1B HSP70-1B/HSP70-2/|PPH01216B
C12 Hs.690634 NM_005527 HSPA1L Heat shock 70kDa protein 1-like HSP70-1L/HSP70-H{PPH01206F
D01 Hs.432648 NM_021979 HSPA2 Heat shock 70kDa protein 2 HSP70-2/HSP70-3 |PPH01202F
D02 Hs.90093 NM_002154 HSPA4 Heat shock 70kDa protein 4 APG-2/HEL-S-5a/HS{PPH01188C
D03 Hs.135554 NM_014278 HSPA4L Heat shock 70kDa protein 4-like APG-1/HSPH3/0Osp9{PPH01200A
D04 Hs.743241 NM_005347 HSPAS Heat shock 70kDa protein 5 (glucose-regul| BIP/GRP78/HEL-S-8{PPHO0158E
D05 Hs.743267 NM_006644 HSPH1 Heat shock 105kDa/110kDa protein 1 HSP105/HSP105A/H{PPH01195F
D06 Hs.469045 NM_013247 HTRA2 HtrA serine peptidase 2 OMVPARK13/PRSS4PPH11316A
DO7 Hs.661014 NM_153692 HTRA4 HtrA serine peptidase 4 - PPH16906A
Do8 Hs.520819 NM_005542 INSIG1 Insulin induced gene 1 CL-6/CL6 PPH063598
D09 Hs.7089 NM_016133 INSIG2 Insulin induced gene 2 - PPHO7473A
D10 Hs.436446 NM_006010 MANF Mesencephalic astrocyte-derived neurotro ARMET/ARP PPH20589B
D11 Hs.125503 NM_002753 MAPK10 Mitogen-activated protein kinase 10 JINK3/JNK3A/PRKM1PPHO0743C
D12 Hs.138211 NM_002750 MAPKS8 Mitogen-activated protein kinase 8 INK/INK-46/INK1/IJNPPHO007208
|EOL Hs.484371 NM_002752 MAPK9 Mitogen-activated protein kinase 9 JINK-55/INK2/INK2A{PPH00719F
E02 Hs.75890 NM_003791 MBTPS1 bound transcription factor peptifPCSK8/S1P/SKI-1 _|PPH06373B
EO3 Hs.443490 NM_015884 MBTPS2 bound transcription factor pepti{BRESEK/IFAP/KFSOPPHO6358A
EO04 Hs.464333 NM_017921 NPLOC4 Nuclear protein localization 4 homolog (S. {NPL4 PPH17673A
EO5 Hs.631602 NM_006184 NUCB1 Nucleobindin 1 CALNUC/NUC PPH13532B
E06 Hs.527861 NM_006812 0S9 Osteosarcoma amplified 9, endoplasmic rfERLEC2/0S-9 PPH10013A
EO07 Hs.591095 NM_005313 PDIA3 Protein disulfide isomerase family A, memaERGO/ERpSWERpSU PPH01714A
E08 Hs.492516 NM_012394 PFDN2 Prefoldin subunit 2 PFD2 PPH16387A
E09 Hs.655327 NM_002624 PFDNS Prefoldin subunit 5 MM-1/MM1/PFD5 PPH16171A
E10 Hs.356331 NM_021130 PPIA Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) |CYPA/CYPH/HEL-S-{PPH01319G
E11 Hs.631593 NM_014330 PPP1R15A Protein phosphatase 1, regulatory (inhibito) GADD34 PPHO02081E
E12 Hs.610830 NM_002743 PRKCSH Protein kinase C substrate 80K-H AGE-R2/G19P1/PCL|PPH23322A
FO1 Hs.744151 NM_007218 RNF139 Ring finger protein 139 HRCA1/RCAL/TRC8|PPH01187A
F02 Hs.731774 NM_006913 RNFS Ring finger protein 5 RING5/RMAL PPH230458
FO3 Hs.518244 NM_002950 RPN1 Ribophorin | OST1/RBPH1 PPHO7134A
Fo4 Hs.531789 NM_012235 SCAP SREBF chaperone - PPHO06364A
F05 Hs.744859 NM_003262 SEC62 SEC62 homolog (S. cerevisiae) Dtrpl/HTP1/TLOC1/|PPH01455A
F06 Hs.26904 NM_007214 SEC63 SEC63 homolog (S. cerevisiae) DNAJC23/ERdj2/PR{PPH17044A
FO7 Hs.181300 NM_005065 SEL1L Sel-1 suppressor of lin-12-like (C. elegans)|PRO1063/SEL1-LIKHPPHO6886A
Fo8 Hs.32148 NM_203472 VIMP Selenoprotein S AD-015/ADO15/SBB|PPH58228A
F09 Hs.518326 NM_014445 SERP1 Stress-associated endoplasmic reticulum jRAMP4 PH20909B
F10 Hs.483521 NM_022464 SIL1 SIL1 homolog, endoplasmic reticulum chag BAP/MSS/ULG5 PPH16379B
F11 Hs.592123 NM_004176 SREBF1 Sterol regulatory element binding transcripf SREBP-1c/SREBP1{PPH00393A
F12 Hs.443258 NM_004599 SREBF2 Sterol regulatory element binding transcript| SREBP-2/SREBP 2/ PPH00240F
GO01 Hs.75859 NM_172230 SYVN1 Synovial apoptosis inhibitor 1, synoviolin _[DER3/HRD1 PPH16893A
G02 Hs.363137 NM_030752 TCP1 | T-complex 1 CCT-alpha/CCT1/C{PPH05929C
GO3 Hs.534312 NM_000113 TOR1A  Torsin family 1, member A (torsin A) DQ2/DYT1 PPH15669F
G04 Hs.529420 NM_182688 UBE2G2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2G 2 UBC7 PPH15063A
GO5 Hs.191987 NM_194458 UBE2J2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2, J2 NCUBE-2/NCUBE2/fPPH21004A
G06 Hs.591242 NM_014607 UBXN4 UBX domain protein 4 UBXD2/UBXDC1/eraPPH17500C
G07 Hs.474213 NM_005659 UFDIL Ubiquitin fusion degradation 1 like (yeast) |UFD1 PPH19152A
G08 Hs.743306 NM_020120 UGGT1 UDP-glucose glycoprotein glucosyltransfer| HUGT1/UGCGL1/UG|PPH11004A
G09 Hs.193226 NM_020121 UGGT2 UDP-glucose glycoprotein glucosyitransfer| HUGT2/UGCGL2/UG|PPH16704A
G10 Hs.464416 NM_005151 USP14 Ubiquitin specific peptidase 14 (tRNA-guan|TGT PPH02332A
G11 Hs.529782 NM_007126 VCP Valosin containing protein ALS14/HEL-220/HEL{PPH19422C
G12 Hs.437638 NM_005080 XBP1 X-box binding protein 1 TREB-5/TR PPHO02850A
HO1 Hs.520640 NM_001101 ACTB Actin, beta BRWS1/PS1TP5BP1PPH00073G
HO2 Hs.534255 NM_004048 [B2M Beta-2-microglobulin - HO1094E
HO3 Hs.592355 NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogena§G3PD/GAPD/HEL-S-|PPH00150F
HO4 Hs.412707 NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyitransferase 1|HGPRT/HPRT PPH01018C
HOS Hs.546285 NM_001002 RPLPO Ribosomal protein, large, PO L10E/LPO/PO/PRLPOPPH21138F
HO6 N/A SA_00105 HGDC Human Genomic DNA Contamination HIGX1A
Ho7 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription Control RTC PPX63340A
HO8 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription Control RTC PPX63340A
HO9 N/A SA 00104 RTC Reverse Transcription Control RTC PPX63340A
H10 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC
H11 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC
H12 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control PPC
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