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RESUMO

Infec¢des neuronais pelo virus da Zika (ZIKV) t€m sido objeto de varias pesquisas nos
ultimos anos, onde diversos estudos buscam elucidar a correlagdo entre a infec¢ao por
este virus e sindromes neuroldgicas, tais como, microcefalia e Guillain Barre. Um
recente trabalho do nosso grupo (Olmo et al., 2017) revelou que infec¢des por ZIKV
induzem processos ndao autdonomos de morte neuronal, in vitro, que por sua vez parecem
ser regulados por citocinas pré-inflamatoérias e sinalizagio via glutamato. E importante
ressaltar que esses resultados foram realizados em culturas predominantemente
neuronais onde pouquissima ou nenhuma contribui¢do de astrécitos e microglias foram
encontrados. Devido ao papel crucial de células da glia no metabolismo de
neutrotransmissores e regulacdo de processos inflamatérios no cérebro, o presente
estudo tem o proposito de investigar o efeito da infec¢do por ZIKV em culturas
primérias de células da glia e a participacdo de fatores liberados por estas culturas em
processos relacionados a morte neuronal. Diferentes aspectos de resposta celular foram
avaliados em culturas primarias de células da glia infectadas com ZIKV por 24 e 48
horas, tais como, carga viral, proliferacdo de microglias e alteracdes de expressdo
génica de genes especificos. Nossas andlises detectaram carga viral nos tempos de 24 e
48 horas po6s infec¢do, demonstrando que o ZIKV € capaz de infectar células da glia em
culturas primérias, o que nos forneceria uma opcao de modelo in vitro para o estudo da
neuropatogenicidade do ZIKV. A infec¢do das culturas de células da glia promoveu um
aumento da producdo de Fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 1p (IL-1B), no
decurso da infec¢do, embora ndo tenha promovido gliose. Andlises complementares de
morte neuronal também foram realizadas para verificar o efeito do tratamento de
culturas primérias de neurdnios com um meio condicionado proveniente de culturas de
glia infectadas com ZIKV. Estes resultados indicaram que neurdnios tratados por 24h
com meio condicionado proveniente de culturas gliais infectadas, ndo apresentaram
alteracdes em indices de morte celular quando comparados aos controles sem infec¢ao.
Uma vez que as estratégias estabelecidas no presente trabalho fornecem um modelo in
vitro interessante para avaliar consequéncias da infeccdo do ZIKV em diferentes células
do SNC, novos experimentos serdo realizados a fim de investigar o efeito dos fatores
liberados por células da glia infectadas por ZIKV na viabilidade de neurdnios,

utilizando diferentes periodos de incubacdo e em diferentes fases de diferenciacao.

PALAVRAS-CHAVE: ZIKV; glia; TNF-a; IL-1; morte neuronal.
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ABSTRACT

Neuronal infection by Zika virus (ZIKV) has been the subject of extensive
research in the past few years and many studies were focused on understanding its
association with neurological syndromes such as microcephaly and Guillain Barré.
Recent work from our research group (Olmo et al., 2017) has shown that ZIKV
infection induced a form of non-autonomous neuronal cell death, in vitro, which can be
regulated by increase of pro-inflammatory cytokines release and glutamate signaling. It
is important to highlight that those results were generated in nearly pure neuronal
cultures, in which very few or no astrocytes and microglia can be found. Due to the
major role of glial cells in neurotransmitter metabolism and regulation of inflammatory
processes in the brain, the present work was therefore aimed at the investigation of the
effect of ZIKV infection in primary glial cell cultures as well as the contribution of
infected glia cells in cytokine-promoted neuronal cell death. Different aspects of cellular
responses were evaluated in primary cultures of glial cells infected with ZIKV for 24
and 48 hours, such as viral burden, microglia proliferation and gene-specific expression
alterations. Our analyses were able to detect viral burden in 24- and 48-hours infected
primary cultures demonstrating that ZIKV can successfully infect glial cells providing
an in vitro model for ZIKV-induced neuro-toxicity studies. Increased expression of
tumor necrosis factor-o. (TNF-o) and interleukin 1B (IL-1B) was observed in ZIKV-
infected glial culture although no microglia proliferation seemed to be associated with
it. Complementary analyses of neuronal survival and viability were also performed to
verify the effect of a treatment with conditioned medium from ZIKV-infected glial
cultures on primary neuronal cultures. Our results indicated that neurons treated for 24
hours with virus-inactivated conditioned medium from infected glial cells did not
present significant increase in cell death when compared to uninfected controls.
Strategies stablished in the present work provide an interesting model for the in vitro
analyses of ZIKV-induced processes in the CNS and further studies will be carried out
in order to investigate whether cellular factors released by ZIKV-infected glial cells can

promote neuronal death in different conditions.

KEYWORDS: ZIKV; glia; TNF-a; IL-1B; neuronal death.
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TBEV Virus da encefalite transmitida por carrapato — do inglés “Tick-borne

encephalitis virus”
TNF-a Fator de necrose tumoral-a
Tyro3 Receptor tirosino-quinase do tipo Tyro3

ZIKYV Virus da Zika



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mapa representativo da ocorréncia de febre Zika.

Figura 2. O Zika virus (ZIKV) promove morte neuronal via GluN2B de forma nao

autonoma por meio da liberacao de fatores neurotoxicos.

Figura 3. Tratamento com AraC nio promoveu deplecdo de microdglias em

culturas primarias de células da glia.

Figura 4. Expressio de mRNA de ZIKV em células da glia controle (MOCK) e
infectadas (ZIKYV).

Figura 5. Culturas primarias de células da glia infectadas com ZIKV nao

apresentam microgliose.

Figura 6. Infeccao por ZIKV em culturas primarias de glia promove o aumento da

expressao de citocinas proé-inflamatdrias.

Figura 7. Infec¢ao por ZIKV em culturas primarias de glia nao altera a expressao

de Glutaminase e Slcla2.

Figura 8. Meio condicionado de culturas de glia infectadas por ZIKV nao induz

morte neuronal.


file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338830
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338831
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338831
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338832
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338832
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338833
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338833
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338834
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338834
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338835
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338835
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338836
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338836
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338837
file:///C:/Users/Pamela/Documents/pri_mestrado/dissertação%20de%20mestrado%20Priscila.docx%23_Toc25338837

SUMARIO

1 INTRODUGAOQ ..uirinncinsicissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 9
1.1 Breve histérico e aspectos epidemioldgicos do Zika Virus........cccceeveereeennnnnne 9
1.2 Neurobiologia e Sindrome Congénita do Zika VIrus ........ccccocceevviirieeniennncens 11
1.3 Processos inflamatérios e morte celular relacionada ao ZIKV........................ 14

2 OBJETIVOS ...iiiiiiinitinsuiisnnsssnsssstosssisssssssssssssssssssssssssssssssessssssssessssssssesssssssses 19
2.1 ODbBJetIVO GEOTAL....ceiiiiieiiieeiie ettt ettt et e st eeaneeen 19
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS ....eiiriiiiiiiiieiiieeiiieeiteeeteeete et s 19

3 MATERIAIS E METODOS. ... ccumeemncnmmscnmaesssssesssssessssssssessssssssssssssssssssssssess 20
3.1 MIALETIALS -eeneieiiieieeeiteet ettt ettt et ettt ettt 20
3.2 ANImais eXPEriMENTALS ......eeerureerieeeriieeerieeeriteeeiteesireesteeesbeeesseeesaseeensseesnnne 20
B3 VTUS ittt sttt et 20
3.4  Preparagdo de Cultura primaria de Glia.........cccoevveeriiieniieiniieeiecee e 21
3.5  Tratamento das culturas de glia com AraC...........ccocceeviiriieniiniienieneeeee, 22
3.6  Infecg@0 cOmM ZIKYV ..ottt et 22
3.7  Cultivo primério de células NEUronais ...........ccceeeveeeeereeeiieenieereenee e 23
3.8  Ensaio de morte Celular............cooiuiiiiiiiiiiiiiiiiiicceeee e 23
3.9 ImUnNOfTUOTESCENCIA. ... .eeiiiiiiiiiiiiiee ettt e 24
3.10 Transcri¢do reversa e PCR quantitativa (QPCR).........ccoociiiiiiiiiiiiniie 25
31T AnNAliSe de dados .....oooeiiiiiiiiiieeee e e 26

4 RESULTADOS ...coiitiiiinnninenssicsssisssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 27
4.1  Otimizacdo do protocolo de culturas primérias de células da glia................... 27
4.2  Tratamento de culturas mistas de glia com AraC...........ccocveeviieinieeenieeenen. 27

4.3  Culturas primarias de células da glia apresentaram niveis significativos de

mMRNA viral 24 e 48 horas ap0s INfECCAO .....cocverruiiriiiiiiriieiceeceeee e 28



4.4 A infeccdo com ZIKV parece ndo afetar proliferacao celular de microglias em

CUILUTAS A€ 1A ..eeiuiiiiiiiie ettt e st e s 31

4.5  Células da glia infectadas com ZIKV expressam niveis significativos de

citocinas pré-inflamatérias durante o processo da infecgao ........cccevveveeerveeenveernnnenns 31

4.6  Infecgdo por ZIKV ndo altera a expressdo de genes que regulam a

concentracao extracelular de glutamato...........ccooceeiriiiiiiiiiiiiiiniiceeece 35

4.7  Meio condicionado de culturas primarias de células da glia infectadas com

ZIKV nio induz morte celular em culturas primarias de neurdnios............cccceeenneee. 35
5 DISCUSSAQ ccuuuincnrcnscississsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 40
6 CONCLUSAQ .cuuuiecnrcisncisssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass 45

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .eevveeeeeeeveeesesessesesesessssssesesesessssesesensasssssessnsacs 46




=

O 0 N o u b~ W N

[ Y
= O

12

13

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25

26
27
28
29
30
31

1

1.1

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a infec¢do por Zika virus (ZIKV) tem sido um motivo de
alerta ndo apenas para a comunidade médica e cientifica, como também para a
populacdo em geral, devido a abrangéncia de seu espalhamento intercontinental, a
extensa cobertura geografica de seu vetor e sua associacdo a prejuizos no sistema
nervoso central (SNC) de neonatos. O ZIKV pertence ao género Flavivirus,
podendo ser transmitido a seres humanos de diversas formas, tais como: a picada de
mosquitos do género Aedes infectados (Boorman and Porterfield, 1956) |,
congenitamente (Brasil et al., 2016) e sexualmente (Foy et al., 2011). Dessa forma,
devido a complexidade das questdes relacionadas a infec¢do por esse patdgeno,

torna-se relevante o aprofundamento do conhecimento da biologia desse virus.

Breve historico e aspectos epidemiologicos do Zika Virus

O ZIKV foi primeiramente isolado de um primata ndo humano, em abril de
1947, por pesquisadores que estudavam a febre amarela silvestre na Uganda. Esse
achado se deu ap6s um macaco, o Rhesus 766, apresentar estado febril incomum, o
que levou a coleta do seu sangue para andlise. Apos as andlises iniciais, o soro desse
animal foi inoculado intracerebralmente e intraperitonealmente em camundongos e
subcutaneamente em outro macaco. Durante um periodo de cerca de um més esses
animais foram observados, mas apenas os que haviam sido inoculados
intracerebralmente apresentaram sinais de doenca. Desse modo, sucederam-se mais
testes soroldgicos e subsequentes isolamentos com posterior identificagdo de uma
cepa que ndo se relacionava com os virus até entdo descritos. A partir desses
resultados, trabalhos comegaram a ser desenvolvidos para a caracterizagdo do ZIKV

(Dick et al., 1952).

Sessenta anos apds essa identificacdo ocorreu o primeiro surto de infeccao
pelo ZIKV, em 2007, na Micronésia. Durante esse surto, os sintomas clinicos
observados foram erupcdo cutanea, conjuntivite e artralgia (Duffy et al., 2009). Essa
doenca atingiu cerca de 90% dos municipios das ilhas Yap e por volta de 73% da
populacdo. Testes com anticorpos neutralizantes e analises por reacdo em cadeia da

polimerase em tempo real (RT-PCR), confirmaram a presenca de RNA do ZIKV no
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soro desses pacientes (Duffy et al., 2009). Assim, confirmou-se a transmissao do
virus fora da Africa e Asia, onde ji haviam sido relatados casos esporadicos
anteriormente (Fagbami, 1979; Olson et al., 1981), e instalou-se assim um possivel
alerta para seu espalhamento para outros continentes (Duffy et al., 2009; Hayes,
2009). Entre os meses de outubro de 2013 e abril de 2014, um surto expressivo de
infeccdo por ZIKV foi reportado na regido da Polinésia Francesa. Durante esse
episddio, observou-se um aumento no nimero de casos da sindrome de Guillain-
Barré (GBS), o que foi posteriormente associado a infec¢do por ZIKV, uma vez que
foram detectados anticorpos neutralizantes para esse virus nesses pacientes (Cao-
Lormeau et al., 2016). Além disso, durante esse surto os pacientes apresentaram
caracteristicas eletrofisiologicas compativeis com um tipo de neuropatia axonal
motora aguda que se caracteriza por sinais de imobilidade dos musculos da face,

alteracdo da marcha e fraqueza muscular generalizada (Cao-Lormeau et al., 2016)

Nos anos subsequentes, foram relatados alguns casos esporadicos da doenca,
até seu aparecimento na América do Sul no ano de 2015. Nesse ano, pacientes de
um hospital em Camacari no estado da Bahia procuraram atendimento para os
seguintes sintomas: erup¢ao maculopapular, febre, mialgias, artralgia e conjuntivite,
sendo que alguns deles foram diagnosticados com a presenca do material genético
do ZIKV no soro sanguineo. Nesse hospital também foram diagnosticados casos de
infec¢@o por Chikungunya virus, contudo ndo houve infec¢dao simultanea pelos dois
virus em um mesmo paciente. Assim, com as investigacoes desses casos houve um

alerta inicial de que o ZIKV havia chegado ao Brasil (Naccache et al., 2016).

Embora estudos de isolamento de virus realizados entre os anos de 1971 e
1975 na Nigéria por Fagbami (1979), bem como a epidemia na Micronésia (Duffy et
al., 2009) , tenham associado o ZIKV a doencga febril leve em humanos, sendo na
maioria dos casos assintomatica, no Brasil, durante a epidemia de ZIKV, foram
notificados casos de sindromes neuroldgicas, incluindo casos de microcefalia, em
fetos de maes infectadas (Brasil et al., 2016) . A associagdo entre a infeccao pelo
ZIKV e o desenvolvimento de microcefalia em neonatos foi primeiramente
evidenciado em um estudo de caso realizado por Mlakar e colaboradores (2016), o
qual apresentou como principais resultados calcificacdes difusas e atrofia nas
regides da substancia branca e cinzenta do cortex cerebral de um feto acometido por

infeccdo transplacentiria pelo ZIKV. Estudos posteriores vieram a ratificar essa
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possivel associagdo da infec¢do viral com achados clinicos relacionados a danos
neurais em fetos (Calvet et al., 2016). Em virtude desses achados e da extensa
abrangéncia geografica da epidemia, como apresentado na Figura 1, o ZIKV tornou-
se um assunto de aten¢do global. Por conseguinte, esfor¢os para a compreensao dos
mecanismos pelos quais o virus invade as células e causa sua patogenicidade estio
sendo investigados com o intuito de se tentar minimizar os efeitos consequentes

dessa doenca.

120 60 0 6 120 1%

Status de ocorréncia da febre Zika P

[7] Sem conhecimento de ocorréncia prévia
B Transmissio autéctone por vetor
. Ocorréncia relacionada a viagens
Paises/ territérios em risco
Sem risco
Risco intermedidrio

Alto risco

Figura 1. Mapa representativo da ocorréncia de febre Zika. O mapa mostra que a maioria dos locais

1.2 Neurobiologia e Sindrome Congénita do Zika Virus

O ZIKV pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae, constituindo-
se em um virus de RNA de fita simples senso positivo capaz de traduzir suas
proteinas diretamente com o auxilio da maquinaria das células infectadas. A fim de
obter éxito na endocitose, os flavivirus, assim como o ZIKV, podem iniciar seu
processo infeccioso por interagdo com receptores presentes na membrana das células

hospedeiras por meio de seu envelope glicoproteico. Dessa forma, os flavivirus
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podem interagir com os receptores tirosina quinase da familia TAM (TYRO3, AXL
e MER), receptores de lectina do tipo C, receptores de fosfadilserina,

imunoglobulinas de células T e dominio de mucina (TIM) (Perera-Lecoin et al., 2013).

Achados recentes mostraram que dentre todos os receptores citados
anteriormente, o AXL seria um forte candidato a permitir a entrada do virus nas
células da glia (Meertens et al., 2017). Nesse trabalho foi demonstrado que micrdglias
e astrocitos humanos no cérebro em desenvolvimento, seriam capazes de expressar o
AXL, e esse receptor, além de intermediar a entrada do virus nas células, poderia ser
capaz de modular a sinalizac@o do interferon, atuando assim sobre a resposta imune

inata (Meertens et al., 2017).

Embora esses achados sugiram que esse receptor esteja envolvido na entrada
do virus nas células da glia, o trabalho de Miner e colaboradores (2016) apresentou
resultados de niveis de infeccdo equivalentes entre modelos knockout duplo para
AXL e MERTK. Além disso, esse trabalho também demonstrou a presenga de altos
niveis de RNA viral em lagrimas, propondo que o virus poderia ser secretado por

outras formas nao convencionais (Miner et al., 2016).

Hastings e colaboradores (2017) também avaliaram as condicOes para a
entrada do ZIKV nas células intermediada por receptores TAM, utilizando
camundongos tipo selvagem e knockout para esses receptores. Para isso, o virus foi
inoculado por diversas rotas, tais como intravaginalmente, intracerebralmente e
subcutaneamente. Os resultados desse trabalho ndo mostraram interdependéncia da
presenca de TAM para o estabelecimento de infec¢do em camundongos (Hastings et
al., 2017). Ou seja, ainda ha debates sobre como o ZIKV penetra nas células sendo
que, esclarecimentos relacionados a entrada do virus sdo cruciais para o

estabelecimento de estratégias de prevencdo e minimizagdo da infeccao.

Ap6s o aumento exponencial do nimero de recém-nascidos apresentando
microcefalia durante o surto de ZIKV no Brasil, diversos estudos reforcaram a
correlacdo entre a infeccdo viral e os danos neuroldgicos (Schuler-Faccini et al., 2016).
Nesse sentido, um estudo de caso realizado em 2016 investigou a possibilidade do
ZIKV ser um potencial agente infeccioso para o SNC de fetos em desenvolvimento

por ser capaz de atravessar a barreira placentaria (Calvet et al., 2016). Os achados


file:///C:/Users/Pamela/Downloads/INTRODUCAO_19_11(2).docx%23_ENREF_50
file:///C:/Users/Pamela/Downloads/INTRODUCAO_19_11(2).docx%23_ENREF_40
file:///C:/Users/Pamela/Downloads/INTRODUCAO_19_11(2).docx%23_ENREF_40
file:///C:/Users/Pamela/Downloads/INTRODUCAO_19_11(2).docx%23_ENREF_42
file:///C:/Users/Pamela/Downloads/INTRODUCAO_19_11(2).docx%23_ENREF_23
file:///C:/Users/Pamela/Downloads/INTRODUCAO_19_11(2).docx%23_ENREF_23
file:///C:/Users/Pamela/Downloads/INTRODUCAO_19_11(2).docx%23_ENREF_59
file:///C:/Users/Pamela/Downloads/INTRODUCAO_19_11(2).docx%23_ENREF_4

O 00 N o v b~ W N R

[
= O

12
13
14
15
16
17
18
19

20
21
22
23
24
25
26
27

28
29
30
31
32

13

desse trabalho demonstraram a presenga de RNA viral nos liquidos amnidticos
colhidos das gestantes (Calvet et al., 2016). Além disso, andlises morfoldgicas
confirmaram a microcefalia em ambos dois casos analisados (Calvet et al., 2016).
Adicionalmente, um estudo realizado no Brasil contando com 88 gestantes que
haviam apresentado erupcdes cutineas durante a gravidez revelou que 82% das
pacientes eram positivas para o ZIKV por andlises de RT- PCR. Das mulheres
positivas para a presenca do virus e que fizeram ultrassonografia fetal, 29% dos
exames demonstraram anormalidades no desenvolvimento morfofisiologicos dos
fetos (Brasil et al., 2016) . Ademais, entre as alteracdes observadas, pode-se observar
restricdio do crescimento intrauterino, com ou sem microcefalia, Obitos fetais,

calcificacoes e lesdes no SNC (Brasil et al., 2016) .

Considerando-se assim as consequéncias expressivamente negativas
advindas da infeccdo intrauterina pelo ZIKV, modelos in vivo e in vitro foram
desenvolvidos para se investigar como esse microrganismo poderia desencadear tais
distdrbios, como a microcefalia. Em trabalho realizado por Tang e colaboradores
(2016), células progenitoras neuronais humanas foram eficientemente infectadas
pelo virus da Zika e, por conseguinte, exibiram niveis desregulados de genes de
componentes do ciclo celular, desencadeando assim morte celular e crescimento

mitigado (Tang et al., 2016).

Devido a complexidade do fendmeno da microcefalia e o seu efeito sobre os
embrides em desenvolvimento, Li e colaboradores (2016) utilizaram um modelo
murino in vivo e a cepa asidtica do ZIKV para a melhor compreensdao desse
fenomeno. Seus resultados demonstraram a ocorréncia de apoptose, inibicdo da
diferenciacdo e desregulacdo do ciclo celular em células progenitoras neurais, além
de microcefalia e afinamento das camadas corticais dos tecidos neurais (Li et al.,
2016). Além disso, andlises de expressdo gé€nica demonstraram regulacio positiva de

possiveis candidatos a receptores de entrada de flavivirus.

Um estudo posterior avaliou os disturbios congénitos causados pelo virus,
demonstrando que a cepa brasileira do ZIKV também era danosa ao promover uma
diminui¢do do volume cerebral do modelo murino in vivo, o que poderia ser um
indicio de microcefalia (Cugola et al., 2016). Nessa investigacdo, também foi

constatada a indu¢do de morte de células progenitoras corticais humanas in vitro.
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Além disso, utilizando-se organoides cerebrais humanos, também foi demonstrado
os efeitos deletérios da infeccdo pelo ZIKV, o que gerou consequentes redugdes das

camadas corticais intermitentes e da zona proliferativa (Cugola et al., 2016).

Entretanto, embora varios trabalhos tenham contribuido para o entendimento
do vinculo entre contdgio viral pelo ZIKV e disfun¢des congénitas neurais, tais
como a microcefalia, muitos processos ainda ndo foram completamente elucidados.
Dessa forma, mais pesquisas devem ser direcionadas para o esclarecimento da

patogenicidade desse virus.

1.3 Processos inflamatorios e morte celular relacionada ao ZIKV

Para o estabelecimento de uma resposta imune funcional a qualquer tipo de
injuria, o SNC tende a iniciar, em geral de forma controlada, uma reacdo para a
preservacdo de sua homeostasia recrutando células imunoldgicas periféricas e
propiciando a ativag@o de células efetoras residentes nesse tecido através da criacdo
de um microambiente para sua atua¢do (Shrikant and Benveniste, 1996). Assim
sendo, a defesa do tecido neural contra danos do tipo infec¢des, processos
inflamatorios, trauma, isquemia, tumores e neurodegeneracao pode ser realizada por
microglias ativadas, sendo que sua citotoxicidade ocorre, na maioria das vezes em
resposta a danos neuronais (Kreutzberg, 1996). Dessa forma, o processo
inflamatorio direto, como € o caso do reconhecimento de estimulos como, por
exemplo, a presenca de um virus, leva a reacdo imediata das microglias, fazendo
com que elas saiam do seu estado vigilante e se tornem ativadas e passem a secretar
citocinas pro-inflamatérias. (Liu et al., 2011). Uma vez que ja € sabido que as
citocinas sdo proteinas que auxiliam na interagdo intercelular e intertecidual,
diversos trabalhos buscam entender como essa sinaliza¢do ocorre para a manuten¢ao

equilibrada das func¢des do individuo e combate a qualquer ameaca.

Durante a fase inicial do processo de ativagdo, as micrdglias sdo capazes de
alterar sua morfologia passando de um estado geralmente caracterizado por corpo
celular pequeno e ramificacdes estreitas para um estado de corpo celular robusto,
apresentando alteracdo de seus prolongamentos, os quais se tornam ameboides.

Segue-se entdo, sua migracdo para a area atingida com conseguinte deliberacdo de
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processos fagociticos, além de liberacao de fatores pré-inflamatérios e consequente

proliferacdo celular (Kreutzberg, 1996).

Durante a ativagdo da micrdglia, essa € capaz de ativar as células astrociticas
(Liu et al., 2011).Uma vez ativados, os astrocitos atuam na ativacao de mais células
microgliais devido a liberacdo de fatores inflamatdrios, estabelecendo assim uma
resposta imune inicial (Liu et al., 2011) . Foi proposto que existem pelo menos dois
tipos de astrocitos. Os astrocitos Al sao induzidos pela liberacdo, por parte das
micréglias, de interleucina 1 alfa (IL-la), fator de necrose tumoral (TNF) e
componente Clq do complemento. Apds essa inducdo eles se tornam incapazes de
manter a sobrevivéncia neuronal, assim como outras fun¢des vitais relacionadas ao
crescimento neuronal e a sinaptogénese (Liddelow et al., 2017). Os astrdcitos do
tipo A2 podem atuar na sobrevivéncia, no reparo € no desenvolvimento de
neurdnios. Para isso, sdo capazes de regular positivamente fatores neurotréficos,
como o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), por exemplo (Li et al.,
2019). Liddelow e colaboradores (2017) também demonstraram em seu trabalho que
esse tipo de astrocito Al estd presente de forma considerivel em doencas
neurodegenerativas como as doencas de Alzheimer, Huntington, Parkinson,
esclerose lateral amiotrofica e esclerose multipla (Liddelow et al., 2017). Assim,
uma ativacdo exacerbada tanto de astrocitos quanto de microglias no cérebro pode
se tornar deletéria, levando a neurodegeneracdo devido ao processo de

neuroinflamacao.

As células da glia podem ser moduladas ndo s por fatores inflamatorios,
como citocinas, como também por neurotransmissores (Pocock and Kettenmann,
2007). Exemplos de interagdes entre neurotransmissores e células da glia foram
demonstrados em estudos cujos resultados indicaram uma acdo sinérgica entre o
glutamato, principal neurotransmissor excitatério do SNC, e o TNF-a em fatias de
tecido cerebral (Zou and Crews, 2005). Interessantemente, a principal consequéncia
dessa associagdo foi o aumento consideravel da morte neuronal (Zou and Crews,
2005). Outro trabalho, dessa vez relacionado as doencas infecciosas, analisou uma
flavivirose que acomete o SNC, a encefalite japonesa, a qual promove diversos
danos neuronais (Chen et al., 2012) . Nessa investigacdo, Chen e colaboradores
(2012) demonstraram que a infeccdo de micrdglias pelo virus da encefalite japonesa

(JEV) promovia um aumento consideravel dos niveis de TNF-a e que a adicao desse
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meio condicionado a cultura neuronal aumentava a sintese do glutamato e diminuia
a sua recaptagdo, o que culminaria num aumento da excitotoxicidade e consequente

morte neuronal (Chen et al., 2012).

Embora a morte neuronal ocorra ndo apenas em situacdes de combate a
agentes patolégicos ou injurias, pois ela também pode ser observada durante fases
do desenvolvimento (Fricker et al., 2018), as ocorréncias de processos inflamatdrios
no SNC podem ter consequéncias devastadoras e diferentes das que ocorrem em
tecidos periféricos. Esse fato se deve provavelmente a singularidade do SNC e sua
possivel imunossupressao intensa (Gebicke-Haerter, 2001). Por esse motivo, torna-
se intensos os esfor¢os em se compreender como essa resposta se desenvolve a fim

de se estabelecerem abordagens terapéuticas eficientes.

Em estudo recente sobre a relacdo das implicagdes decorrentes da
infectividade pelo ZIKV nas células do SNC, foi apontado como fator crucial para a
intensificacdo desse fendOmeno a liberacdo por macréfagos humanos de citocinas,
como o fator de necrose tumoral o (TNF-a), a interleucina 1B (IL-1P) e a
interleucina 6 (IL-6). Essas citocinas poderiam induzir a expressao de uma proteina
com efeito anti-viral, a colesterol 25 Hidroxilase (CH25H), por meio do estimulo do
transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1 (STATI) e independente da produgéo
de interferon (Magoro et al., 2019). Ou seja, € relevante entender que a infeccdo e
todo o processo inflamatério poderiam desencadear nao apenas respostas deletérias,

como também a ativacdo de uma resposta anti-viral.

Além do mais, a observacdo dos alvos celulares aos quais o ZIKV esta
associado até entdo permanecem em andamento. Por exemplo, células neurais fetais
foram submetidas a infec¢do pelo ZIKV e o efeito desencadeado na cultura foi o
aumento da vulnerabilidade dos astrocitos frente a infeccdo (Huang et al., 2018) .
Interessantemente, o estudo expds ainda que essas células poderiam apresentar um
progressivo efeito citopatico e apoptdtico (Huang et al., 2018). Adicionalmente a
esses achados, analises de casos de tecidos cerebrais de 9 fetos acometidos por
ZIKV através de transmissao congénita constatou que as micrdglias sdo as células
mais passiveis a infeccdo pelo virus, além de exibirem aumento da expressao das
citocinas TNF-a, IL-1, IL-6 e da proteina quimiotatica de mondcitos 1 (MCP-1), a

qual auxilia na resposta imune (Lum et al., 2017).
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A fim de se entender mais amplamente a morte neuronal causada pela
infec¢do do ZIKV, estudo feito por Costa e colaboradores (2017) demonstrou que o
bloqueio de um dos receptores de glutamato, o N-metil-D-aspartato (NMDAR),
promoveu um efeito neuroprotetor capaz de resguardar as células da morte neuronal
induzida pela infec¢do pelo ZIKV. Complementarmente, nosso grupo avaliou os
mecanismos de morte neuronal induzido pelo ZIKV, bem como os mecanismos
relacionado a neuroprotecdo via bloqueio do NMDAR. Os resultados obtidos
demonstram que, nos estigios iniciais de infeccdo, a morte celular em culturas
neuronais infectadas com ZIKV ocorre de forma ndo autdbnoma, ou seja, 0s
neurdnios positivos para o ZIKV liberam fatores toxicos que promovem a morte dos
neurdnios adjacentes (Olmo et al., 2017). Os fatores toxicos liberados pelos
neurdnios infectados identificados nesse estudo foram citocinas pré inflamatorias,
incluindo o TNF-a e a IL-1B, e o glutamato (Figura 2) (Olmo et al., 2017). O
aumento da produg¢do e liberacdo dessas moléculas possibilitou um efeito
excitotoxico por meio da ativacio dos NMDARs, promovendo a morte neuronal
(Olmo et al., 2017). Ademais, o bloqueio desses receptores resultou no aumento da
ativacdo de vias bioldgicas envolvidas na sobrevivéncia celular e diminui¢do da
morte neuronal (Olmo et al., 2017). E embora nosso trabalho anterior tenha focado
em culturas neuronais, dados da literatura demonstram a importancia da inter-
relacdo entre células da glia e neurdnios para a manuten¢do da homeostase cerebral.
Assim, no presente estudo buscou-se, primordialmente, compreender qual seria a
contribuicao das células da glia para a infeccdo pelo ZIKV e consequente morte

neuronal.
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Figura 2. O Zika virus (ZIKV) promove morte neuronal via GluN2B de forma ndo auténoma
por meio da liberacdo de fatores neurotéxicos. Culturas neuronais infectadas com ZIKV liberam
glutamato e citocinas, desencadeando a sensibilizacdo e ativacdo do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDAR) contendo GIuN2B e aumentando, consequentemente, o influxo de Ca2+ intracelular e

facilitando a excitotoxicidade. Adaptado de Olmo et al., 2017.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi analisar a existéncia de alteracdes em fatores

celulares e moleculares decorrentes da infeccao por ZIKV em células da neuroglia, além

de analisar a relacdo desses fatores com a morte neuronal.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1. Padronizar um modelo experimental in vitfro de infeccdo por ZIKV em
células da glia;

2.2.2. Estabelecer uma cultura de células predominantemente astrocitéria;

2.2.3. Analisar se ha alteracdo na proliferacdo de ZIKV em culturas primarias
de células da glia;

2.2.4. Avaliar se infeccdo por ZIKV induz variacdes na proliferagdo de
micréglias em culturas de glia;

2.2.5. Investigar se ocorrem modificacdes nos niveis de expressdao de citocinas
pro-inflamatorias em células da glia infectadas por ZIKV;

2.2.6. Examinar se ocorrem alteragdes nos niveis de expressao de proteinas que
regulam a concentragdo de glutamato extracelular em células da glia
infectadas por ZIKV;

2.2.77. Avaliar se fatores liberados por células da glia infectadas por ZIKV

podem ativar processos que resultam em morte neuronal in vitro.
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3 MATERIAIS E METODOS

Materiais

Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) High Glucose, Penicilina e
Streptomicina, Soro Fetal Bovino, suplementos N-2 e B-27® e GlutaMAX, todos
esses reagentes foram adquiridos da Gibco™. LIVE/DEAD Cell Viability Assays
poli-L-Lisina e AraC foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. TRIzol™ Reagent, anti-
mouse Alexa Fluor 546 foram adquiridos da Invitrogen, anticorpos anti-rabbit Alexa
Fluor 488, DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, = Dihydrochloride) e
paraformaldeido 04% foram adquiridos da Life Technologies™. Meio
Neurobasal™, kit Power SYBR® Green PCR Master Mix, dNTPs foram adquiridos
da Thermo Fisher Scientific, anti-Ibal (Wako), Hidromount (National Diagnsotic).
H20 Nucleasefree foi adquirida da Ambion®.

3.2 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 tipo selvagem com
idade minima de 08 semanas. Esses animais foram adquiridos do Centro de
Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (ICB-UFMG) e mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica
e Imunologia do ICB-UFMG, em microisoladores, sob ciclo de 12 horas de
luminosidade e 12 horas de escuro com temperatura constante entre 22-23°C. Sua
alimentacdo e 4gua foram fornecidas ad libitum. Esse estudo estd de acordo com as
recomendacdes do Governo Brasileiro (Lei 11794/2008a) e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG (CEUA/UFMG) de acordo com o
nimero protocolo 242/2016.

3.3 Virus

As aliquotas de ZIKV foram adquiridas de um isolado proveniente de um
paciente sintomatico no estado da Bahia, Brasil em 2015, (HS-2015-BA-01). Os
estoques virais foram disseminados em células C6/36 de Aedes albopictus e

titulados segundo descrito anteriormente em (Costa et al., 2017). O genoma completo
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do virus estd disponivel no banco de dados GenBank com o n° de acesso

KX520666.

3.4 Preparacao de Cultura primaria de Glia

Para a obtencdo das culturas primérias de glia utilizadas nesse estudo, fémeas
gravidas de camundongos da linhagem C57BL/6 foram sacrificadas por
deslocamento cervical e posteriormente, o abddmen dos animais foi limpo
cuidadosamente com etanol 70%. Tesouras e pincas estéreis foram utilizadas para
abertura da regido abdominal e retiradas dos embrides (E15/16). Esses foram postos
imediatamente em placas de 35 mm (Sarstedt) contendo solucdo de Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS) gelado, cuja composi¢do segue-se: 0,137 M NaCl;
5,4 mM KCI; 0,25 mM Na2HPO4; 0,1 mM glucose; 0,44 mM KH2PO4; 1,3 mM
CaCl2; 1,0 mM MgSO0O4; 4,2 mM NaHCO3. A dissec¢do dos cérebros ocorreu em
capela de fluxo laminar em condicdes estéreis com o auxilio de microscopio de
disseccdo. Resumidamente, os embrides foram retirados das placentas, dispostos em
novas placas de 35 mm (Sarstedt) com HBSS gelado e os cranios foram abertos com
o uso de pincas tendo entdo, os cérebros removidos. Apos a remog¢ado cerebral, esses
foram divididos nos dois hemisférios, e houve a retirada das meninges e separacao
dos cortices das demais areas. Foram obtidos entdo, cértices cerebrais de ambos
hemisférios que foram mantidos a 4°C em tubos conicos de 15 mL (Sarstedt) por
uma hora, e em seguida os tecidos foram centrifugados a 400 rpm por 08-10
minutos. O sobrenadante resultante foi descartado e os pellets foram ressuspendidos
em 05 mL de DMEM High Glucose (Gibco™). A seguir, os tecidos foram
fragmentados com o uso de pipetas sorologicas de 10 mL (Sarstedt) e por seguinte
foram plaqueados em frascos para cultura celular T-25 (Sarstedt) anteriormente
revestidos de poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich®). Os frascos foram mantidos em
incubadora umidificada a 37°C com 05% de CO, O meio de cultura foi trocado de
quatro em quatro dias e sempre foi observada a confluéncia, a diferenciagdo celular

e se havia presen¢a de microorganismos contaminates, como fungos, por exemplo.
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3.5 Tratamento das culturas de glia com AraC

Com o objetivo obter culturas predominantemente astrocitarias a partir de
culturas priméarias de células da glia, optou-se por realizar um tratamento prévio
com Cistosina-beta-D-arabinofuranosideo (AraC 20mg/mL - Sigma-Aldrich®) um
conhecido agente anti-mitdtico capaz de interagir e inibir a replicacio de DNA
(Hamby et al., 2006). Dessa forma, entre 07-09 dias apds o estabelecimento das
culturas primdrias mistas, essas atingiam a confluéncia de aproximadamente 100%,
e eram transferidas para placas de cultura de 100 mm. Apds 12-14 dias essas células
eram repassadas para analises por imunofluorescéncia. Para isso, as células eram
repassadas para laminulas de vidro com aproximadamente 1,0 x 1075 células por
laminula. Aguardava-se a confluéncia atingir em torno de 100% e realizava-se o
tratamento com AraC (Sigma-Aldrich®) por 7 dias. O AraC (20mg/mL - Sigma-
Aldrich®), foi diluido 1:10000 v/v em DMEM High Glucose (Gibco™). Terminado
o tratamento, era adicionado DMEM High Glucose (Gibco™) e procedia-se o

protocolo de imunofluorescéncia.

Infeccao com ZIKV

Para a realizacdo das infeccdes virais das culturas primérias de glia,
inicialmente o meio condicionado das células foi retirado e armazenado em freezers
-80°C em tubos conicos de 50 ml (Sarstedt). Logo apo6s, as células foram incubadas
com ZIKV (MOI=1,0) para andlises por imunofluorescéncia e (MOI=0,1) para
andlises por RT-PCR, ou com sobrenadante de C6/36 (MOCK) diluidos em DMEM
High Glucose (Gibco™) pelo periodo de uma hora. Decorrido esse tempo, o virus
residual era removido, o pogo era lavado com o préprio meio condicionado
anteriormente coletado e entdo era adicionado DMEM High Glucose (Gibco™). Os
experimentos para andlise de liberagdo de citocinas, expressdo de transportadores,
aumento de mRNA e infeccdo viral foram realizados 24 e 48 horas apds a infeccao.
Foi recolhido no tempo de 48h pds infec¢do os meios condicionados de MOCK e
ZIKV, e armazenados em freezer -80°C para a realizacdo de ensaio de morte
neuronal. Para os experimentos por imunofluorescéncia, as placas contendo
laminulas foram fixadas com paraformaldeido 04% (Life technologies™) 24 e 48

horas ap6s a infec¢ao.
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3.7 Cultivo primario de células neuronais

Culturas primarias de neurdnios foram preparadas a partir de cortices
cerebrais de embrides (E15/16) de camundongos CS57BL/6 tipo selvagem. Os
cérebros foram dissecados em solu¢do gelada de HBSS e os cortices foram sujeitos
a digestdo por tripsina. Posteriormente, seguiu-se a dissociagdo celular com o
auxilio de pipeta Pasteur de vidro com pontas levemente arredondadas. Utilizou-se
Camara de Neubauer para a execucdo da contagem de células e servindo-se de
placas de 04 pocos cobertas previamente por poli-L-ornitina (Sigma-Aldrich®) as
células foram entdo plaqueadas com Neurobasal™ (Thermo Fisher Scientific)
suplementado com N-2 e B-27® (Gibco™), 2 mM de GlutaMAX™ (Gibco™),
penicilina e streptomicina (50 mg/mL cada -Gibco™). Mantiveram-se as culturas
em incubadora umidificada por 07 dias a 37°C com 05% de CO,. O meio de cultura
foi trocado no quarto dia e sempre foi observada a confluéncia, a diferenciacdao

celular e se havia presenca de microorganismos contaminantes.

3.8 Ensaio de morte celular

Culturas neuronais foram preparadas em placas de 04 pocos e diferenciadas
por 07 dias antes de serem tratadas com as solucdes na propor¢dao de 1:1 v/v
descritas a seguir: Meio Neurobasal ™ (Thermo Fisher Scientific), DMEM High
Glucose (Gibco™), meio condicionado de células da glia infectadas com MOCK
por 48h, meio condicionado de células da glia infectadas com ZIKV por 48h
inativado por UV e ndo inativado, e solu¢do contendo suspensdo de ZIKV diluido
em Meio Neurobasal ™ (Thermo Fisher Scientific), (MOI=1,0). Sumariamente, o
meio condicionado colhido ap6s 48h de infecgdes com MOCK e ZIKV realizadas
em células da glia foi condicionado em freezer -80°C. Em seguida, esses meios
foram inativados sob luz U.V. por um periodo de 1 hora e utilizados para o
tratamento dos neuronios. O meio Neurobasal ™ (Thermo Fisher Scientific),
presente nas placas de cultura neuronais foi retirado e mantido em tubos conicos de
15 mL (Sarstedt). Em seguida, adicionou-se 250 uL desse meio condicionado em

cada pogo, garantindo assim um volume final igual para todos os pogos.
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Posteriormente, adicionou-se em cada pog¢o 250 uL de tratamento proveniente das
solugdes descritas anteriormente e as placas foram mantidas por 24h em incubadora
a 37°C com 05% de CO,. Para o ensaio de morte celular, foi utilizado o kit
LIVE/DEAD Cell Viability Assays (Sigma-Aldrich®) como descrito anteriormente
por (Doria et al., 2013). Decorrido o tempo de 24h, as células foram lavadas duas
vezes com Tampao Fosfato Salina (PBS 1x) e incubadas durante 15 minutos com as
solucdes de 02 uM de calceina-AM que distingue células vivas através de sua
ligacdo com célcio intracelular e 02 uM de homodimero de etideo reagente que se
liga ao DNA de células mortas. Fotomicrografias dos sinais de fluorescéncia foram
adquiridas utilizando-se de microscopio de fluorescéncia Floid® Cell Imaging
Station (Thermo Fisher Scientific). Trés imagens foram adquiridas para cada pogo,
totalizando um nimero minimo de 06 imagens para cada condi¢do experimental. A
andlise das imagens consistiu em determinar o numero de células vivas (positivas
para calceina-AM) e mortas (positivas para homodimero de etideo 1), a contagem
foi feita por um observador cego empregando o software Imagel. A porcentagem de

células mortas foi expressa sobre o nimero total de células.

Imunofluorescéncia

Analises de imunofluorescéncia foram realizadas para permitir a visualizacdo
das células da glia infectadas com ZIKV e verificar possiveis alteracdes nas
populacgdes de astrécitos e microglias causadas por esta infecgdo. Culturas de glia
foram infectadas como descrito em (Olmo et al., 2017) e fixadas nos tempos de 24 e
48 horas ap0s a infec¢do. Sendo assim, as culturas de glia sdo lavadas duas vezes
com PBS 1x e fixadas por 20 minutos com paraformaldeido 04% (Life
technologies™). Logo apds, as placas sdo lavadas trés vezes com PBS-T (PBS
contendo Triton 0,3%) para promover a permeabilizacdo das amostras. Em seguida,
as amostras sdo incubadas em cdmara umedecida a temperatura de 04°C overnight
com os anticorpos priméarios diluidos em solucido de PBS-T. Os seguintes anticorpos
foram utilizados no presente estudo: mouse anti-4G2 (diluido 1:300) que reconhece
as proteinas do envelope viral, rabbit anti-Ibal (utilizado como marcador de
micréglia, diluido 1:500), rabbit anti-S100p (utilizado como marcador de astrocitos,

diluido 1:500). A etapa seguinte consistiu em 3 lavagens com a solu¢dao de PBS-T
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por 5 minutos cada lavagem, e as células sdo entdo incubadas por uma hora a
temperatura ambiente, em camara escura umedecida com os anticorpos secundarios
diluidos em PBS-T: A combinac¢do de anti-rabbit conjugado com Alexafluor-546 e
anti-mouse conjugado com Alexafluor-488 (ambos na diluicio de 1:500), foi
utilizada para visualizar micréglia ou astrocitos e ZIKV, respectivamente. Nesta
etapa utilizou-se também DAPI ou Hoechst (na diluicdo de 1:500) para marcagdo
dos nucleos das células. Finalmente, as amostras foram lavadas trés vezes, por cinco
minutos cada lavagem com a solucdo de PBS-T, e seguiu-se a montagem das
laminas utilizando-se de Hidromount (National Diagnsotic). O Microscopio Axio
Imager Apotome.2 (Zeiss) foi utilizado para aquisicio de imagens, sendo ele
equipado com objetivas de 10, 20, 40 e 60X e mdédulo Apotome 2 para aquisi¢ao de

imagens confocais e software Zen.

3.10 Transcricao reversa e PCR quantitativa (QPCR)

Para andlise da expressao génica as amostras passaram por um processo de
extracdo, clarificacdo, preciptacdo, e isolamento de RNA total pelo método de
TRIzol™ segundo as normas do fabricante (Invitrogen™). As amostras foram
recolhidas nos tempos de 24 e 48h ap0s a infeccdo com MOCK ou ZIKV e mantidas
em freezer -80°C até sua utilizagdo. Apds o isolamento e estocagem, o RNA foi
ressuspendido em 11 uL de agua livre de nucleases DEPC, e sua concentracio
medida por espectrofotometro (NanoDrop™, Thermo Scientific). Em seguida,
realizou-se o protocolo de transcricdo reversa, utilizando 2 ug de RNA em mix de
reacdo total de 20 uL (15 ng/uL de primers randdmicos, 50 mM Tris-HCl, 75 mM
KCI, 3 mM MgCl,, 625 uM dNTPs, 10 uM DTT e Transcriptase Reversa em Agua
livre de nucleases, DEPC). O DNA complementar (cDNA) gerado foi diluido dez
vezes em agua livre de nucleases DEPC e submetido a PCR quantitativa. Para
analises da expressdo dos genes TNF-a e IL-1p foi utilizado o kit Power SYBR®
GREEN PCR Master Mix (Applied ® Biosystems), conforme as normas do
fabricante. As reagdes de qPCR para os genes glutaminase (Gls), transportador de
glutamato de alta afinidade glial (Slcla2), RNA ZIKV e proteina ribosomal 1.32
(Rpl32) foram realizadas com o kit SYBR® GREEN (Applied ® Biosystems),

sendo utilizado um mix com 01 pl de tampao da enzima 10X (200 mM Tris pH 8,4;
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500 mM KCl; 10,0% de Polietilenoglicol, 10,0% de Formamida), 05 pl de cDNA,
0,2 ul de dNTP 10 mM, 0,1 pl de fluoréforo SYBR® GREEN (Applied ®
Biosystems), 1,4 ul de MgCI2 25 mM, 0,2 pl do iniciador 200 nM, 0,1 pl da enzima
Tagq, 2,0 ul de Betaina, 4gua livre de nucleases (Ambion®) para um volume total de
10 pl. Todas as reacdes foram feitas utilizando-se os equipamentos StepOnePlusTM
Real-Time PCR Systems e QuantStudioTM 6 & 7 Flex Real-Time PCR System.
Prepararam- se amostras em triplicatas sendo as varia¢des de expressdo génica dos

genes alvo calculadas por 2A-AACt utilizando MOCK24h como referéncia.

Foram utilizados os seguintes genes para andlise: mus musculus fator de
necrose tumoral (TNF-a) (forward: 5'-GCTGAGCTCAAACCCTGGTA-3'; reverse:
5'-CGGACTCCGCAAAGTCTAAG-3"); mus musculus interleucina 1 beta (IL-1p)
(forward: 5'-GGGCCTCAAAGGAAAGAATC-3" reverse: 5'-
TACCAGTTGGGGAACTCTGC-3"); mus musculus glutaminase (Gls) (forward: 5'-
GGCAAAGGCATTCTATTGGA-3'; reverse: 5'-TTGGCTCCTTCCCAACATAG-
3"); mus musculus solute carrier family 1 transportador de glutamato de alta
afinidade glial (Slcla2) (forward: 5'-ATTGGTGCAGCCAGTATTCC-3'; reverse:
5'-CCAGCTCAGACTTGGAAAGG-3"); RNA ZIKV - genoma de referéncia
contido no GenBank: KX197192 (forward: 5-CCGCTGCCCAACACAAG-3’;
reverse: 5-CCACTAACGTTCTTTTGCAGAC AT-3'); mus musculus proteina
ribosomal L32 (Rpl32) (forward: 5'-GCTGCCATCTGTTTTACGG-3'; reverse: 5'-
TGACTGGTGCCTGATGAACT-3").

3.11 Analise de dados

O software GraphPadPrism® versao 7 (GraphPad Software Inc.), foi
utilizado para andlise de dados, e a significancia estatistica por teste-t ndo pareado,
para andlise de dois grupos. Para andlise dos resultados do PCR quantitativo e
ensaio de morte celular com mais de uma variavel, utilizou-se o teste two-way
ANOVA, com pos-teste de Bonferroni. Testes que obtiveram valores de p < 0,05,

foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

Otimizacao do protocolo de culturas primarias de células da glia

Uma vez que o presente estudo teve como principal objetivo avaliar
possiveis alteracdes celulares provocadas em células da glia pela infeccdo com o
virus da Zika, fez-se necessario inicialmente o estabelecimento, no laboratério, de
um protocolo padronizado de cultivo primério de células da neuroglia. Utilizando
como base protocolos previamente descritos (McCarthy and de Vellis, 1980; Hamby
et al., 2006), foram introduzidas as modificacOes descritas a seguir, que
possibilitaram um maior rendimento na obtencdo de culturas gliais. Cortices de
cérebros dissecados de embrides (E15/16) de camundongos C57BL/6 foram
homogeneizados (vide material e métodos, item 3.4) e plaqueados em frascos de
cultivo celular T25 tratados com poli-L-Lisina, na quantidade de 1 cortex por frasco.
O protocolo original sugeria a utilizacdo de frascos T75, e esta alteragdo foi
realizada a fim de obter-se uma cultura priméria com confluéncia méxima
(aproximadamente 100%) em um periodo mais curto de tempo, por volta de 10 dias
de cultivo celular. Decorrido este tempo, as culturas eram replicadas e transferidas
para os frascos T75 para proliferacdo. A segunda alteracdo realizada no protocolo
original consistiu em remover-se a etapa de tratamento com poli-L-Lisina das
garrafas ou placas de cultivo celular a partir do primeiro repique das culturas
primarias. Assim, aguardou-se que as células da glia atingissem 100% de
confluéncia e elas eram entdo repicadas em novos frascos para ampliacdo do nimero
de células até a obtencdo de uma quantidade de células suficiente para realizacdao
dos experimentos. Nesta etapa, as células eram finalmente plaqueadas em placas de
06 pocos e em seguida submetidas por um periodo de 7 dias ao tratamento com

AraC, com o objetivo de se obter uma cultura predominantemente astrocitaria.

4.2 Tratamento de culturas mistas de glia com AraC

As culturas primarias de células da glia foram tratadas por 07 dias com AraC
e posteriormente analisadas por imunofluorescéncia para determinacdo da eficicia
deste método na deplecdo de micréglias das culturas. Durante a administragdo da

droga houve a troca do meio de cultivo celular a cada dois dias e, ao final do
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tratamento, foram realizados experimentos de imunofluorescéncia para avaliar a
quantidade de microglias presentes em culturas tratadas e ndo tratadas. Embora o
tratamento com AraC ji tenha sido descrito como eficiente na eliminacdo de
micrdglias de culturas gliais (Hamby et al., 2006), nossos resultados demonstraram
que ndo houve diferenca na propor¢do de micrdglias em relacdo ao nimero total de
células, quando comparados os diferentes grupos experimentais. Em culturas
controle ndo tratadas com AraC observou-se uma média de 11,3 + 8,2 % (168 de
2381, Figura 3 B) de células positivas para o marcador anti-Ibal e, portanto,
classificadas como micrdglias. As culturas de células tratadas por 07 dias com AraC
apresentaram resultados semelhantes, uma vez que a propor¢ao de microglias nessas

amostras foi de 9,53 £ 1,96 (519 de 5815, Figura 3 B).

Uma vez padronizado o protocolo de cultura primaria de células da glia,
foram realizadas infec¢des destas culturas com o ZIKV. Culturas priméarias de glia
foram infectadas com MOCK ou ZIKV de acordo com protocolo descrito no item
3.6 e, apOs 24 ou 48 horas de infeccdo, essas culturas foram avaliadas quanto a
presenca de RNA viral, possiveis alteracdes em sua composicao celular e alteracdes

na expressao de alguns genes especificos.

4.3 Culturas primarias de células da glia apresentaram niveis significativos de

mRNA viral 24 e 48 horas apés infeccao

Ap6s diferenciacdo e ao atingirem confluéncia entre 90 e 100%, células da
glia foram transferidas para placas de 6 pocos, e submetidas, posteriormente, a
infeccdo com MOCK ou ZIKV (MOI=0,1) por tempos de 24h e 48h. Em seguida,
analisou-se por RT-qPCR a presenca de transcritos de RNA viral em todas as
amostras. O RNA do ZIKV foi consistentemente detectado em amostras infectadas

nos tempos de 24h e 48h (Figura 4).
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Figura 3. Tratamento com AraC nao promoveu deplecao de micréglias em culturas primarias
de células da glia. Imagens representativas de culturas primarias de células da glia ap6s tratamento
(painéis inferiores) ou ndo (painéis superiores) com AraC por 07 dias (A). Anticorpo anti-Ibal foi
utilizado nas andlises de imunofluorescéncia para marcar microglias (apresentado em vermelho nos
painéis centrais e da esquerda). Nicleos celulares foram marcados com DAPI (em azul). Os painéis da
esquerda mostram a sobreposi¢do das imagens de anti-Ibal e DAPI. A barra de tamanho corresponde
a 100pm em todos os painéis. Estas imagens sdo representativas de um total de 45 imagens adquiridas
em 3 experimentos independentes. A quantificacdo da porcentagem de micrdglias em relacdo ao
nimero total de células (determinada pelo nimero de nicleos) em cada condicdo experimental estd
representada no grafico em B. Os valores correspondem a media e desvio padrdo obtidos com a
analise de mais de 8000 células e mostram que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos tratado (quadrados fechados) e ndo tratado (quadrados abertos). Andlises foram realizadas

utilizando-se o Teste t ndo pareado (p= 0,7358).
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Figura 4. Expressio de mRNA de ZIKV em células da glia controle (MOCK) e infectadas

(ZIKYV). Células de cultura priméria de glia foram infectadas com ZIKV ou controle (MOCK). O

RNA foi extraido 24 e 48h apo6s a infeccdo e sujeito a RT-qPCR para verificar a expressao dos niveis

de mRNA de ZIKV. Pode-se observar a presenca de RNA viral apenas em amostras infectadas com

ZIKV nos dois tempos analisados. O método de analise utilizado foi o Teste t ndo pareado (MOI=0,1).

*p< 0,05 e ** p<0,01. n=6-10 que corresponde a diferentes pocos de placas de 6 pogos obtidos em 3

experimentos com culturas diferentes.
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4.4 A infeccio com ZIKV parece nao afetar proliferacao celular de microéglias

em culturas de glia

Culturas primérias de glia infectadas com ZIKV ou MOCK por 24 ou 48
horas foram analisadas por imunofluorescéncia para avaliar se a presenca de ZIKV
poderia alterar a propor¢do de micrdglias nestas culturas. Nossos resultados
utilizando o anticorpo anti-Ibal (marcador de micrdglias) demonstraram que nao
houve variacdo significativa na propor¢do de células positivas para anti-Ibal,
quando comparadas as diferentes condi¢des (infectado e MOCK) nos dois tempos
avaliados (Figura 5). Culturas de glia infectadas por ZIKV por 24 e 48 h (ZIKV24H
e ZIKV48H) apresentaram em média uma proporcao de 10.7% e 7.3% de microglias
(Figura 5 B), enquanto as culturas MOCK apresentaram em média de 11,04% e
13,44% nos tempos de 24 e 48 h (MOCK 24H e MOCK48H) respectivamente
(Figura 5 B).

Andlises preliminares de imunofluorescéncia utilizando o anticorpo S1000
indicaram que nao houve alteracdo na percentagem de astrocitos em culturas de glia
infectadas com ZIKV quando comparadas as culturas ndo infectadas. Entretanto,

estes resultados precisam ser confirmados e por isso ndo estdo aqui apresentados.

4.5 Células da glia infectadas com ZIKV expressam niveis significativos de

citocinas proé-inflamatérias durante o processo da infeccao

Embora nossos resultados ndo tenham demonstrado a ocorréncia de
microgliose em culturas de glia infectadas com ZIKV, estudos recentes do nosso
laboratério e outros (Costa et al., 2017; Olmo et al., 2017; Lum et al., 2017)
demonstraram que a infec¢do por ZIKV pode ativar a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias in vitro. Assim, nos analisamos por RT-qPCR os niveis de RNA
mensageiro de IL-1p e TNF-a em células controle (MOCK) e infectadas (ZIKV) nos
tempos de 24 e 48 h. Um aumento nos niveis de IL-1B e TNF-a foi observado apds
48h em culturas infectadas por ZIKV, quando comparadas a células nao infectadas
(Figura 6). Diferencas significativas ndo foram observadas entre as diferentes

condi¢des no tempo de 24 h, embora uma tendéncia ao aumento dos niveis de
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1 mRNA de IL-1p ja possa ser observada em células infectadas com ZIKV por esse

2 tempo (Figura 6B).
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Figura 5. Culturas primarias de células da glia infectadas com ZIKV nao apresentam microgliose.
Imagens representativas de culturas primérias de células da glia infectadas por ZIKV ou MOCK por 24
ou 48 horas (de acordo com informacdo a esquerda dos painéis. Microglias foram marcadas por
imunofluorescéncia utilizando anti-Ibal (em vermelho) e os niicleos celulares foram corados com DAPI

(em azul). Os painéis da esquerda mostram a sobreposicio das imagens de anti-Ibal e DAPI. A barra de
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tamanho corresponde a 100pum em todos os painéis. Estas imagens sao representativas de um total de 20
imagens adquiridas para cada condi¢do experimental em 2 dias de experimentos independentes. A
quantificagdo da porcentagem de micréglias em relagdo ao nimero total de células (determinada pelo
nimero de nicleos) em cada condi¢do experimental estd representada no grafico em B. Os valores
correspondem a média obtida e desvio padrdo e demonstram que ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos MOCK24H, MOCK48H, ZIKV24H e ZIKV48H apds Two-way ANOVA
(p=0,4299).
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Figura 6. Infec¢cdo por ZIKV em culturas primarias de glia promove o aumento da expressiao de
citocinas pré-inflamatérias. Células de cultura primaria de glia foram infectadas com ZIKV (MOI =
0.1) ou controle (MOCK) por 24 ou 48 horas e processadas para obtencdo de RNA. Anélises de RT-
gPCR foram realizadas para verificar a expressdo dos niveis de mRNA de TNF-a (A) e IL-13(B) e
pdde-se observar que os niveis de ambas as citocinas se apresentaram significativamente alterados em
culturas infectadas (quadrados pretos) por 48 h com ZIKV quando comparadas com MOCK (esferas
brancas).Os valores expressos nos graficos foram normalizados pelo nivel de expressao das amostras
MOCK 24H. O método de anélise utilizado foi o two-way ANOVA ** p< 0,01 e **** p<0,001. n=8-
12 que corresponde a diferentes pogos de placas de 6 pogos obtidos em 3 experimentos com culturas

diferentes.
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4.6 Infeccao por ZIKV nao altera a expressio de genes que regulam a

concentracao extracelular de glutamato

No cérebro, a concentracdo extracelular de glutamato € primariamente
regulada por células da glia e ja foi demonstrado, in vitro, que altos niveis deste
neurotransmissor excitatério estdo relacionados a processos que induzem a morte
neuronal causada por infec¢gdes por virus da familia Flaviviridae (Chen et al., 2012;
Olmo et al.,, 2017). Alteragdes nos niveis de mRNA de glutaminase, enzima
responsavel pela sintese de glutamato a partir de glutamina, e transportadores de
glutamato, expressos respectivamente em microglia e astrécitos, ja foram
observados em células da glia infectadas com JEV, in vitro (Chen et al., 2012) .
Assim, no presente trabalho n6s analisamos por RT-qPCR os niveis de expressdo de
genes que regulam a via do glutamato, em culturas primarias de glia infectadas por
ZIKV apo6s os periodos de 24 e 48 horas. Nossos resultados indicam que ndo houve
alteracdes nos niveis de glutaminase e transportador de glutamato de alta afinidade
glial (Slcla2) em células infectadas com ZIKV, quando comparadas com o MOCK,

nos tempos analisados (Figura 7).

4.7 Meio condicionado de culturas primarias de células da glia infectadas com

ZIKYV nao induz morte celular em culturas primarias de neuronios

Resultados recentes do nosso laboratorio indicaram que o aumento nos
niveis de IL-1B e TNF-a podem regular processos celulares que levam a morte
neuronal (Olmo et al., 2017) . Uma vez que nossas analises, neste presente trabalho,
demonstraram aumento nos niveis de mRNA para IL-1B e TNF-a em culturas
primarias de glia infectadas por ZIKV por 48 horas, nos decidimos investigar se o
meio de cultura condicionado, obtido destas cé€lulas seria capaz de provocar morte
celular em culturas primarias de neurdnios. Para isso foi realizado um ensaio de
viabilidade celular descrito anteriormente (Doria et al., 2013), no qual culturas
primarias de cortices neuronais de embrides (E15/16) de camundongos C57BL/6

tipo selvagem, diferenciadas por 07 dias, foram tratadas (vide material e métodos,

item 3.7). Seis condicdes experimentais foram utilizadas para determinar se fatores
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ndo virais, liberados por células da glia infectadas com o ZIKV poderiam estimular

morte
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Figura 7. Infeccdo por ZIKV em culturas primarias de glia nio altera a expressao de
Glutaminase e Slcla2. Células de cultura priméria de glia foram infectadas com ZIKV (MOI = 0.1)
ou controle (MOCK) por 24 ou 48 horas e processadas para obtencdo de RNA. Andlises de RT-qPCR
foram realizadas para verificar a expressdo dos niveis de mRNA de glutaminase (A) e transportador
de glutamato de alta afinidade glial (Slcla2) (B). Os valores expressos nos graficos para amostras
infectadas por ZIKV (quadrados pretos) e MOCK (esferas brancas) foram normalizados pelo nivel de
expressdo das amostras MOCK 24H. O método de analise utilizado foi o two-way ANOVA que
demonstrou nio haver diferencas entre as condi¢des e os tempos avaliados. n=8-12 que corresponde a

diferentes pogos de placas de 6 pogos obtidos em 3 experimentos com culturas diferentes.
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neuronal. O meio condicionado era removido das culturas primarias de glia
infectadas por 48h com ZIKV ou MOCK e imediatamente acondicionados em
freezer -80°C. Em duas das condi¢Oes analisadas, imediatamente antes da adicao do
meio condicionado as culturas neuronais, estes meios de cultura eram tratados com
irradiacdo UV para inativar particulas virais. Outros dois controles eram ainda
utilizados para analisar a viabilidade de células neuronais ap6s a adicdo de meio de
cultivo celular especifico de glia, DMEM. Em todas as condi¢des onde o meio
condicionado foi adicionado as culturas neuronais, a proporcao foi de 1:1 entre o
meio condicionado e o meio de cultivo neuronal (Neurobasal acrescido de fatores,
conforme descrito nos métodos). As seis condi¢des experimentais analisadas estdo

descritas a seguir.

Tratamento de culturas primérias de neurdnios com: meio Neurobasal
(condicao 01), DMEM High Glucose (condi¢do 02), meio condicionado de células
da glia ndo infectadas (MOCK) inativado por UV (condicdo 03), meio condicionado
de células da glia infectadas com ZIKV inativado por UV (condi¢do 04), meio
condicionado de células da glia infectadas com ZIKV ndo inativado por UV
(condicao 05) e meio contendo particulas virais de ZIKV (condi¢do 06). Apds o
tratamento das células neuronais nessas condi¢cdes experimentais por 24 horas,
realizou-se o ensaio de morte celular adicionando-se as culturas uma solugdo
contendo 02 uM de calceina-AM e 02 uM de homodimero de etideo por 15 minutos
a fim de se detectar as células vidveis (marcadas por calceina-AM) e mortas
(permeaveis e marcadas pelo homodimero de etideo). Nossos resultados
demonstraram que apenas a condi¢do 06, onde os neurdnios foram tratados com
particulas virais viaveis, foi capaz de apresentar um aumento nos niveis de morte

neuronal (Figura 8).
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Figura 8. Meio condicionado de culturas de glia infectadas por ZIKV nao induz morte neuronal.
Culturas primdrias neuronais de cortices de camundongos C57BL/6 foram submetidas ao tratamento
com 06 sobrenadantes diferentes. Meio Neurobasal, DMEM High Glucose, Meio condicionado de
células da glia infectadas com MOCK inativado por UV, Meio condicionado de células da glia
infectadas com ZIKV inativado por UV, Meio condicionado de células da glia infectadas com ZIKV,
ZIKV. Apés 24 horas de incubagdo, as culturas de neurdnios foram submetidas ao ensaio de morte
celular que consiste no tratamento com as solucdes de calceina-AM (verdes, células vivas) e
homodimero de etideo (branco, células mortas) por 15 minutos. As imagens obtidas foram
quantificadas utilizando o programa ImageJ e as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa Prism Graphpad® Nio foi observada diferenca significativa entre os grupos apds realizagio
de One-way ANOVA. Teste t comparando os grupos mostrou diferenca significativa entre as
condigdes 1 e 6 **p<0,01 Barra de tamanho corresponde a 100 um em todas as imagens. n=3-7 que
corresponde a diferentes pocos de placas de 4 pocos obtidos em 3 experimentos com culturas

diferentes.
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DISCUSSAO

Culturas celulares monotipicas sdo amplamente utilizadas como modelo in vitro
para investigar fungdes especificas de determinados tipos celulares (Hertz et al., 1998).
Diferentes estratégias ja foram desenvolvidas, até o presente momento, para obteng¢ao
de culturas enriquecidas de astrocitos e entre elas, destacam-se a utilizacdo de agitagao
de culturas primdrias de glia em shaker orbital (McCarthy and de Vellis, 1980), o uso de
toxinas especificas para deplecdo de microglias (Giulian and Baker, 1986), a subcultura de
astrocitos (McCarthy and de Vellis, 1980) e a combinacdo destes diferentes métodos
(Schildge et al., 2013). Nao obstante, alguns autores discutem as implicacdes do uso de
shaker ou outras manipulacdes manuais por longos periodos, pois esses métodos
poderiam induzir modificacOes fenotipicas e morfolégicas nas células, além de
aumentarem o risco de contaminacdo e morte celular devido ao estresse (Tamashiro et
al., 2012; Roy, 2018). Assim sendo, existe ainda um grande interesse no desenvolvimento

de novas estratégias para separar os diferentes tipos celulares da neuroglia.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que ndo houve eficicia no
tratamento de culturas mistas de glia com o reagente AraC por 07 dias para a eliminagao
de micrdglias e enriquecimento de astrécitos. Experimentos complementares necessitam
ser realizados para comprovar a viabilidade e atividade do estoque de AraC utilizado,
uma vez que, a proporcdo de micrdglias em culturas tratadas e ndo tratadas ndo
apresentou diferenca significativa ao final do periodo. Assim sendo, a viabilidade desse
composto poderia ser futuramente testada, ao realizarem-se tratamento com diferentes
concentracdes de AraC em culturas de células da glia. E, a partir dos resultados desses
experimentos de concentragdo resposta, determinar a concentracio minima efetiva de
AraC para deplecao das micréglias. Entretanto, vale ressaltar que até o momento, apesar
das modernas metodologias desenvolvidas em diferentes laboratorios, ainda ndo foi
descrito um protocolo que permitisse o estabelecimento de uma cultura astrocitaria livre
de microglias. Além disso, in vivo, as células do SNC possuem uma intensa relacdo de
interdependéncia funcional, e até mesmo fisica, o que possivelmente tornaria andmala a
presenca de apenas um unico tipo celular neste tecido (Hertz et al., 1998). Assim, muito
embora fosse interessante para o nosso estudo avaliar as consequéncias da infec¢ao do
ZIKV em um tnico tipo celular, existem algumas vantagens em se utilizar uma cultura
contendo vérios tipos de células da glia. Por exemplo, a viabilidade das culturas, em

7z

geral, é superior quando da presenca de mais de um tipo celular, mesmo em baixa
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frequéncia (Hertz et al., 1998). Por isso, decidiu-se prosseguir com 0s experimentos
utilizando-se culturas mistas de glia, as quais contém astrdcitos, micrédglias e,
possivelmente, oligodendrécitos, muito embora ndo tenhamos utilizado anticorpos para

a identificacdo desse dltimo tipo celular.

Como as células da glia, principalmente os astrécitos e as micrdglias, estdo
sendo apontados como participantes ativos de eventos patologicos do SNC (Liu et al.,
2011), torna-se relevante o estudo das alteracdes de seus estados morfofisiolégicos em
funcdo da infec¢do pelo ZIKV. Os astrécitos podem se tornar reativos pela acdo de
fatores inflamatorios secretados por micrdglias ativadas e, consequentemente, sofrer
alteracdoes morfofisiologicas, tais como aumento do corpo celular e do ndmero de
ramificacdes (Liddelow et al., 2017; Li et al., 2019). Além disso, 0 aumento no nimero de
astrdcitos, ou astrocitose, € uma consequéncia comum ao processo neuroinflamatorio
(Zamanian et al., 2012). Micrdglias podem ser ativadas tanto devido a presenca de um
microrganismo, quanto em funcdo de processos neurodegenerativos (Kreutzberg, 1996;
Pocock and Liddle, 2001). Quando ativadas, as microglias alteram sua morfologia,
passando a apresentar um corpo celular maior e processos ameboides, 0 que contrasta
com seu estado quiescente, quando essas células apresentam corpo celular pequeno e
ramificacdes alongadas e estreitas (Kreutzberg, 1996). Além disso, durante o processo
inflamatorio essas micrdglias se multiplicam e passam a secretar citocinas € outros
fatores inflamatorios (Liddelow et al., 2017). Essa ativacdo microglial é importante por
promover a destruicdo de microorganismos, remoc¢do de células em processo de morte
ou mortas, e liberacdo de fatores de crescimento para regeneragdo tecidual (Kreutzberg,
1996; Pocock and Liddle, 2001). Entretanto, um processo de ativacdo astrocitiria e
microglial exacerbados podem se tornar nocivos ao SNC, levando a um aumento da

neurodegeneracao.

No caso da infec¢do pelo ZIKV, ja foi demonstrado que a presenca deste virus
no SNC leva a um aumento do nimero de astrécitos e microglias e a uma elevacao de
diversos fatores inflamatérios, incluindo TNF-a, IL1-B, IL-6, CCL2, CXCLI10, entre
outros (Costa et al., 2017; Olmo et al., 2017; Khaiboullina et al., 2019; Gutierrez Sanchez et
al., 2019). Além disso, um aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatdrias também ¢é
observado em pacientes (Foo et al., 2018; Ornelas et al., 2017; Naveca et al., 2018).
Interessantemente, em um estudo feito com tecido fetal acometido por ZIKV, Mlakar e

colaboradores (2016) observaram ampla ativacdo astrocitica e microglial no espago
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subaracnéideo, cortex e matéria branca subcortical. Em outra investigacdo também foi
relatado que o ZIKV ¢é capaz de infectar células microgliais, levando a um aumento dos
niveis de expressdao de mediadores pro-inflamatoérios (Lum et al., 2017). Os resultados
desse nosso estudo ndo mostraram diferenca significativa entre o nimero de células
presentes nas culturas infectadas com ZIKV ou MOCK em nenhum dos tempos
estudados. Entretanto, aparentemente, as células microgliais MOCK parecem estar em
estado de repouso, com maiores ramificacdes e corpo celular menor, quando comparado
as células microgliais infectadas com ZIKV, as quais parecem possuir maior corpo
celular e ramificacbes menores, aparentando perfil ativado. Entretanto, andlises
morfologicas pormenorizadas seriam necessarias para confirmar esses achados. Além
disso, corroborando a hipétese de que a infeccdo pelo ZIKV levaria a uma ativacao das
células da glia também in vitro, os resultados deste estudo demonstram que a infec¢cao
pelo ZIKV leva a um aumento da expressao de TNF-a e IL-1p, especialmente 48 horas

apos a infeccao.

Nossos resultados demonstraram a presenca de RNA do ZIKV nas culturas de
células da glia nos tempos de 24 e 48 horas, confirmando outros dados da literatura que
J4 haviam reportado a capacidade infectiva do Zika nesse tipo celular (Lum et al., 2017;
Meertens et al., 2017). A consequéncias da infecc@o de células da glia pelo ZIKV podem
ser vérias, como é o caso de outros flavivirus estudados anteriormente. Por exemplo,
segundo Potokar e colaboradores (2014), o TBEV, um flavivirus da familia do ZIKV, é
altamente internalizado por astrécitos, muito embora ndo tenha sido capaz de induzir
alteracdo significativa na viabilidade dessas células. A hip6tese dos autores desse
trabalho é que os astrécitos poderiam estar atuando como reservatdrios virais ou que
essa infeccdo poderia causar uma modificagdo na resposta imune ou uma baixa
sinaliza¢do para o combate ao agente infeccioso (Potokar et al., 2014). Adicionalmente,
outro exemplo a ser reportado foi o trabalho de Chen e colaboradores (2012) no qual o
fator inflamatorio TNF- a, teve seus niveis de expressdo aumentados em decorréncia da
infeccdo por JEV em células da glia e neur6nios. A proposito, neste mesmo estudo,
também foi demonstrado que a infec¢do viral em micrdglias e astrocitos promoveu
alteracdes na producgdo, liberacio e recaptacdo do neurotransmissor excitatorio
glutamato, o que induziu um efeito excitotoxico e consequente morte neuronal (Chen et
al., 2012) . Assim, mais estudos serdo necessarios para determinar como a infec¢ao das

células da glia pelo ZIKV afeta a homeostase do SNC e contribui para as alteracoes
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neuroldgicas desencadeadas por esse virus. E possivel que uma combinacdo entre
estudos in vivo e in vitro seja importante para elucidar os mecanismos moleculares
envolvidos. Nesse sentido, esse trabalho fornece os primeiros passos para a realizagdao

de estudos mais aprofundados utilizando-se culturas primérias de células da glia.

Durante a neurotransmissdo, ocorrem alteracOes nas concentragdes do
neurotransmissor glutamato na fenda sindptica, sendo que para o término da sinalizagdo
intercelular sejam necessarios meios de remog¢do dessa molécula, como a difusdo e
captacao mediada por transportadores celulares (Allen, 2014). Essas alteracOes se dao,
principalmente, devido ao fato de que tanto células da glia, como os astrocitos e
microglia, quanto os neurdnios sdo capazes de liberar glutamato no tecido neural (Gorg
et al., 2010; Chen et al., 2012; Olmo et al., 2017). Em contrapartida, ja foi demonstrado por
vérios estudos que o acimulo extracelular desse neurotransmissor pode ocasionar a
superativacdo de seus receptores, excitotoxicidade e morte neuronal (Choi, 1994; Gorg et
al., 2010; Takeuchi et al.,, 2006). Além disso, ja foi demonstrado que a glutaminase,
enzima responsavel por converter glutamina em glutamato, é uma proteina essencial
para a manutencdo dos niveis celulares desse aminoicido (Takeuchi et al., 2006).
Adicionalmente, demonstrou-se também que o TNF-a ¢ capaz de induzir o aumento da
expressdo da glutaminase e diminuir a recaptagdo de glutamato, aumentando assim os
niveis extracelulares desse neurotransmissor (Takeuchi et al., 2006; Chen et al., 2012).
Ademais, observou-se em um trabalho com células da glia infectadas por JEV, um
flavivirus neurotrépico, um aumento na expressdo da glutaminase e dos transportadores
de aminoacidos excitatorios (Chen et al., 2012). E, apesar de ter sido observado um
aumento nos niveis de expressdo dos transportadores de glutamato, a atividade de
captacdo desse neurotransmissor foi inibida de forma significativa pela citocina TNF-a
(Chen et al, 2012). Em relacio ao ZIKV, estudos anteriores do nosso grupo
demonstraram que o glutamato tem uma fun¢do primordial na morte neuronal induzida
por esse virus, uma vez que o bloqueio dos receptores do tipo NMDA evitam a morte de
neurdnios expostos ao virus (Costa et al., 2017; Olmo et al., 2017). Assim, uma das nossas
hipéteses seria que o ZIKV, assim como o JEV, alteraria a expressdao de genes
importantes para a regulacdo dos niveis de glutamato extracelular. Entretanto, os
resultados do presente estudo demonstraram que a infeccdo de células da glia pelo
ZIKV ndo altera a expressdo da glutaminase e do transportador de glutamato. Assim,

podemos inferir que as alteragcdes recorrentes na via do glutamato advindas da infec¢do
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de ZIKV em células da glia podem depender de mecanismos ainda ndo esclarecidos e
que necessitam de mais investigagdes, as quais poderiam auxiliar no entendimento da

patogénese viral.

Uma das principais hipéteses que levaram ao desenvolvimento desse trabalho é
que os fatores inflamatorios liberados pela glia iriam promover um aumento da morte
neuronal. Essa hipdtese se baseia em um trabalho publicado anteriormente por nosso
grupo, onde demonstramos que o ZIKV € capaz de promover morte neuronal de
maneira ndo autdnoma nas fases iniciais da infec¢do, devido a liberagdo de glutamato e
fatores inflamatoérios (Olmo et al., 2017). Entretanto, os experimentos utilizando meio
condicionado de culturas de glia infectadas com o ZIKV ndo diminuiram a viabilidade
de neurdnios murinos em cultura primaria. Entretanto, resultados obtidos por Wang e
colaboradores (2018) demonstraram a inibicao da diferenciacdo de células progenitoras
neuronais (NPCs) por tratamento com meio condicionado de células da glia infectada
por ZIKV contendo TNF-a, IL-1f, IL-6 e enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS)
por 72 horas. Também € importante ressaltar que em nosso trabalho os neurdnios foram
incubados com meio condicionado de cultura de glia por apenas 24 horas. Estudos
anteriores do nosso grupo demonstram que a morte neuronal induzida por ZIKV ¢é
bastante baixa 24 horas ap0s a infec¢cdo, muito embora se mostre bastante exacerbada 72
horas depois (Costa et al., 2017; Olmo et al., 2017). Assim, mais experimentos devem ser
realizados incubando-se as culturas neuronais por periodos mais longos do que 24
horas. Além disso, seria interessante analisarmos a diferenciacdo neuronal, como
investigado anteriormente (Wang et al., 2018). Logo, o desenvolvimento desse modelo in
vitro ird permitir a avaliacdo dos fatores inflamatérios que sdo importantes para a morte
neuronal, uma vez que se poderd utilizar bloqueadores deles para se avaliar a

consequéncia de suas acdes sobre a viabilidade neuronal.
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5 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstram que o ZIKV € capaz de infectar
células da glia em cultura priméria, fornecendo uma opg¢ao de modelo in vitro para o
estudo da neuropatogenicidade do ZIKV. A infeccdo das culturas de células da glia
promoveu um aumento de citocinas inflamatérias, muito embora ndo tenha promovido
gliose. Ndo se observou um aumento da morte neuronal devido a incubacdo das culturas
primdrias neuronais com meio condicionado da glia por 24 horas. Entretanto, objetiva-
se realizar novos experimentos visando avaliar se a incuba¢do por um periodo mais
prolongado poderia afetar a viabilidade, bem como a diferencia¢do neuronal. Assim, o
presente trabalho fornece um modelo in vitro que podera ser interessante para o estudo

das consequéncias da infec¢dao do ZIKV em diferentes células do SNC.
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