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RESUMO

O Zika virus (ZIKV) €& um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae e sua
sintomatologia esta associada a sinais clinicos como febre aguda, dor de cabeca,
mialgia, exantema maculopapular, dor de garganta e edema nos membros inferiores.
Também sdo observadas complicacdes neurolégicas associadas a infeccdo por
esse virus, como a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) e a microcefalia em recém-
nascidos, além de anomalias fetais, no qual é definido como Sindrome Congénita do
Zika (SCZ). Mas as consequéncias da infeccdo na fase adulta ainda sao
investigadas, principalmente no contexto de co-circulagdo de outros flavivirus, que
podem acarretar no fenbmeno de ADE (aumento da infeccdo dependente de
anticorpos). Por isso, o objetivo desse trabalho foi, através da andlise de
transcriptoma, avaliar a expressdo de genes diferenciais na prole nascida de mées
infectadas por ZIKV, na presenca ou auséncia de anticorpos anti-flavivirus. Para tal,
camundongo fémeas gravidas foram inoculadas com 1x10° UFP/animal de ZIKV por
via intraperitoneal no dia embrionario 5,5, na presenca ou auséncia de 4G2. Apos 12
semanas do nascimento da prole, os filhotes foram eutanasiados e o cortex cerebral
coletado para analise do transcriptoma. Foram sequenciados 6 amostras de cada
grupo por meio do equipamento HiSeq 2500 (lllumina, San Diego, CA, USA). A
analise de transcriptoma seguiu 0s seguintes passos: controle de qualidade,
alinhamento, sumariza¢do, quantificacdo, normalizacdo, andlise de expressao
diferencial e andlise de enriquecimento de genes sets. Os grupos animais foram
comparados entre si, sendo eles PBS, ZIKV e 4G2+ZIKV. Foram observados poucos
genes diferencialmente expressos quando comparado PBS e ZIKV, sendo a maioria
suprimida e estao relacionados principalmente ao ciclo celular e a morfogénese. Em
contrapartida, quando comparado ZIKV e 4G2+ZIKV, foi observados uma
quantidade grande de genes sendo ativados, referentes a resposta imunologica e
producdo de citocinas e mediadores inflamatérios, os quais alteraram vias
importantes na tentativa do organismo hospedeiro em conter a infecgdo. Também foi
observada a represséo de processos celulares e morfolégicos, que corroboram com
a patogenia da ZIKV, principalmente no desenvolvimento do sistema nervoso. As
alteracdes neuroldgicas foram mais bem observadas na analise de splicing
alternativo que revelou transcritos provindos de genes distintos aqueles

diferencialmente expressos e que alteram principalmente o desenvolvimento



neuroldégico no grupo com a presenca de 4G2. Dessa forma, a analise do
transcriptoma elucida a gravidade de co-infecgdes no contexto de ZIKV, ao observar
alteracbes genéticas e metabdlicas mais acentuadas na presenca de 4G2, que

contribuem para um fendtipo mais grave e complicacdes na fase adulta do individuo.

Palavras-chave: Zika virus, Transcriptoma, Aumento da infeccdo dependente de

anticorpos, Sindrome Congénita do Zika.



ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) is an arbovirus that belongs to the Flaviviridae family and its
symptoms are associated with clinical signs as acute fever, headache, myalgia,
maculopapular rash, sore throat and edema in the lower limbs. Neurological
complications associated with this virus infection are also observed, as Guillain-Barré
Syndrome (GBS) and microcephaly in newborns, further fetal anomalies, in which is
defined as Congenital Zika Syndrome (CZS). But the consequences of infection in
adulthood are still being investigated, especially in the context of co-circulation of
other flaviviruses, which can cause tthe phenomenon of ADE (Antibody-Dependent
Enhancement). Therefore, the objective of this work was, through transcriptome
analysis, to evaluate the expression of differential genes in offspring born from
mothers infected with ZIKV, in the presence or absence of anti-flavivirus antibodies.
For this, pregnant female mice were inoculated with 1x10° PFU/animal of ZIKV
intraperitoneally on embryonic day 5.5, in the presence or absence of 4G2. After 12
weeks of offspring birth, the puppies were euthanized and the cerebral cortex was
collected for transcriptome analysis. Six samples from each group were sequenced
using the HiSeq 2500 equipment (lllumina, San Diego, CA, USA). The transcriptome
analysis followed the steps: quality control, alignment, summarization, quantification,
normalization, differential expression analysis and analysis of set gene enrichment.
The animal groups were compared to each other, which are PBS, ZIKV and
4G2+ZIKV. Few differentially expressed genes were observed when comparing PBS
and ZIKV, most of which were suppressed and are mainly related to cell cycle and
morphogenesis. On the other hand, when comparing ZIKV and 4G2+ZIKV, a large
amount of genes activated was observed, referring to the immune response and
production of cytokines and inflammatory mediators, which altered important
pathways in the host organism's attempt to contain the infection. The repression of
cellular and morphological processes was also observed, which corroborate the
pathogenesis of ZIKV, especially in the development of the nervous system.
Neurological alterations were better observed in the analysis of alternative splicing,
which revealed transcripts originating from genes different from those differentially
expressed, which mainly change neurological development in the group with the
presence of 4G2. Therefore, the transcriptome analysis elucidates the severity of co-

infections in the context of ZIKV, by observing more accentuated genetic and



metabolic alterations in the presence of 4G2, which contribute to a more severe
phenotype and complications in the individual's adult phase.

Keywords: Zika virus, Transcriptoma, Antibody-Dependent Enhancement, Congenital

Zika Syndrome.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 Histoérico e Panorama Atual do Zika Virus

Os flavivirus sempre causaram epidemias em diversas regides do mundo.
Geralmente estdo associados a vetores como mosquitos e carrapatos que se
sobrepuseram e fizeram com que vérios flavivirus co-circulassem em diferentes
locais que possuem como facilitador a disponibilidade de recursos para a
multiplicac@o desses artropodes (Sariol et al., 2018; Hassert et al., 2019). O virus da
Zika (ZIKV) € um desses flavivirus circulantes em diversas regides do mundo
(Gordon et al., 2019).

O ZIKV foi identificado pela primeira vez em 1947 no sangue de um macaco
rhesus sentinela em um estudo de investigacdo do virus da Febre Amarela (YFV),
na Floresta de Zika na Uganda (Dick et al., 1952). Mas acredita-se que esse virus
tenha evoluido na década de 20, apGs varios eventos de recombinacéo relacionados
a perdas e ganhos do sitio de N-glicolisacdo da proteina E (Faye et al., 2014). Além
disso, é possivel que o ZIKV tenha circulado no sudeste asiatico desde 1950, porém
como néo havia casos de infeccdo em humanos ndo houve tanta preocupagdo com
esse virus (Pettersson et al.; 2018).

Em 1948, o virus foi isolado pela primeira vez a partir de uma espécie de
mosquitos do género Aedes (Dick, 1953). Essa descoberta nao foi suficiente para
determinar que esse fosse o vetor de ZIKV e somente em 1956 essa afirmacéo péde
ser feita (Boorman e Porterfield, 1956; Sampaio et al., 2019). Foi em Uganda, no
continente Africano, em 1952, que provavelmente ocorreu a primeira infeccao
humana por esse virus, identificada através de anticorpos neutralizantes anti-ZIKV
presentes no soro do paciente infectado. Nos primeiros casos, a ictericia foi
observada como principal sinal clinico e constatado a afinidade do virus por
progenitores neurais, apos observar alteracdes neuroldgicas em camundongos
infectados pelo virus (Regan e Brueckner, 1953; Sampaio et al., 2019). Na década
de 60 foi observada a co-circulacdo de ZIKV e de YFV na Etiopia, sendo observado
também que os anticorpos associados a ZIKV exacerbam a infeccdo por YFV (Sérié
et al., 1968).

Anteriormente ao ano de 2007, o ZIKV circulava em diversos lugares
principalmente da Asia e Africa, mas de forma silenciosa e com pouco impacto na

saude publica. No primeiro semestre do ano citado ocorreu uma grande epidemia do



20

virus na llha de Yap, na Micronésia. A incidéncia de infeccdo foi de
aproximadamente 74%, mas apenas 20% dos casos foram sintomaticos, com o0s
pacientes apresentando principalmente dores nas articulacbes, conjuntivite e
exantema (Lanciotti et al., 2008). Até essa epidemia, acreditava-se que o virus era
transmitido apenas pela picada de mosquitos do género Aedes (Duffy et al., 2009).
Mas em 2008, foi constatado em Senegal, que a infeccdo poderia ocorrer por via
sexual (Foy et al., 2011). Apés isso, varios estudos também mostraram a
possibilidade de transmisséo vertical, incluindo a via placentéaria e perinatal (Frank et
al., 2016). Em 2013 ocorreu outra grande epidemia de ZIKV que atingiu 30 mil
pessoas na Polinésia Francesa, onde foi observada a relacao da infeccdo viral com
a Sindrome de Guillain-Barré (SGB) (Cao-Lormeau et al., 2014). O virus responsavel
por essa epidemia sofreu mutaces no gene de envelope que resultou em um
aumento de sua transmissibilidade via vetorial, em relagéo ao virus responsavel pela
epidemia de 2007 (Calvet et al., 2016).

Segundo Possas (2016), o ZIKV esta dividido em dois sorotipos: africano e
asiatico, sendo esse Ultimo o sorotipo circulante nas Américas. Além disso, a
entrada do virus no Brasil pode ter ocorrido no segundo semestre em 2013, porém
nao houve casos notificados (Possas, 2016). O primeiro caso de infeccdo foi
registrado em 2015 (Faria et al., 2016). A linhagem asiatica foi responsavel pela
maioria dos surtos de ZIKV como os ocorridos no Pacifico e nas Américas desde
2007, porém, a linhagem africana é capaz de causar uma infeccdo mais robusta
tanto in vitro quanto in vivo (Freire et al., 2015). No entanto, as razdes pelo qual essa
linhagem nao foi difundida e responsavel pelos surtos como a asiatica séo
complexas e multifatoriais, podendo estar relacionado com protecdo heterotipica
cruzada, devido a prévia infec¢do por outros flavivirus, ou com a melhor adaptacéo
da linhagem asiatica ao hospedeiro (Liu et al.; 2019a).

Dessa forma, em maio de 2015, o virus foi identificado pela primeira vez no
continente americano, sendo originario da amostra que causou a epidemia na
Polinésia Francesa (Naccache et al., 2016). Foram levantadas algumas hipdteses de
como o virus chegou a América do Sul, especificamente no Brasil. A primeira
hipotese é de que o virus foi introduzido no territorio brasileiro durante a Copa do
Mundo de Futebol de 2014, atraveés de turistas ou selec¢des participantes (Zanluca et
al., 2015). A segunda possibilidade estaria vinculada ao Campeonato Mundial de

Canoagem que ocorreu no Rio de Janeiro em 2014 e a terceira esta relacionada a
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Copa das Confederacfes em 2013 (Musso et al., 2015). J4 a quarta hipotese sugere
que o virus teria sido introduzido pela llha de Pascoa, apds circulacdo na Oceania.
Dessa forma, a introducao do virus teria ocorrido pela América Central e Caribe e foi
se disseminando até chegar ao Brasil. Essa hipGtese foi proposta porque 0s casos
identificados no pais revelaram um genétipo viral com ancestral comum provindo do
Caribe (Faria et al., 2016). Porém, a rota contraria do virus também foi observada,
sendo proveniente do territério brasileiro e se disseminando para a América do Sul e
Central (Campos et al., 2018). Considerando o estudo de Campos e colaboradores
(2018), a rota de chegada do ZIKV no Brasil se assemelha com a rota de introdugéo
de outros arbovirus, sendo que no caso de ZIKV, esse virus teria chegado no
territorio brasileiro no final de 2013 por meio de imigrantes ilegais vindos do Haiti e
militares brasileiros que viajaram para esse pais.

Em 2014, pacientes com sintomas semelhantes a infec¢cdo por ZIKV foram
identificados em municipios do Nordeste brasileiro. Mas devido a co-circulacdo de
outros arbovirus e a precariedade no diagndstico clinico, esses casos nao foram
considerados inicialmente casos de infeccdo por ZIKV. Um aumento de casos de
SGB também foi observado (Vargas et al., 2016). Em 2015, o Ministério da Saude
notificou muitos casos de microcefalia na regido Nordeste enquanto a regiao
passava por uma epidemia de ZIKV, por isso, 0os casos de microcefalia foram
associados com a infeccdo viral (Brasil, 2015). Mlakar e colaboradores (2016)
mostraram que ha relacdo causal da infeccdo congénita por ZIKV e microcefalia,
apos deteccado do virus no tecido cerebral do feto, que teve a gestagao interrompida
apos deteccdo da microcefalia. Neste caso, a mée foi infectada pelo virus durante a
gravidez enquanto fazia trabalho voluntario em Natal (RN, Brasil) (Mlakar et al.,
2016). Posteriormente em 2016, a OMS declarou Emergéncia de Saude Publica de
Interesse Internacional (PHEIC) com os casos de infeccdo por ZIKV e as
consequéncias associadas, deixando a populacdo em alerta, sobretudo as gestantes
(WHO, 2016a).

O Nordeste do Brasil foi a regido mais afetada durante a epidemia, onde
93,6% dos registros de microcefalia associada a ZIKV foram notificados entre
outubro de 2015 e dezembro de 2016 (Possas et al., 2017). Ainda hoje, essa regiao
continua sendo a que apresenta maior numero de casos, com destaque para 0S
estados de Pernambuco e Bahia, seguido da regido Sudeste e Centro-Oeste,

principalmente no estado de S&o Paulo (Brasil, 2019). O clima nordestino € um fator
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potencializador, pois esse permite a reproducéo eficaz e rapida do vetor (Liu et al.,
2019a).

Os numeros de casos de infecgcbes por ZIKV diminuiram muito na América
Latina, comparado ao pico da epidemia em 2015 e 2016 (Sampaio et al., 2019). Até
janeiro de 2018, foram registrados aproximadamente 3700 casos de alteracbes
congénitas associadas a infeccdo por ZIKV no continente americano (Musso et al.,
2018). Em 2019, 393 possiveis casos de infec¢do por esse virus em gestantes foram
registrados no Brasil, sendo que 59 foram confirmados (Brasil, 2019). Desde a
semana epidemiologica 45 do ano de 2015 até maio de 2020 foram notificados
aproximadamente 19072 casos provaveis de infeccao por ZIKV no Brasil, dos quais
3535 foram confirmados, sendo predominante na regido Nordeste (Figura 1A)
(Brasil, 2020). De acordo com dados do Ministério da Saude (2020), apenas em
2020, foram notificados 468 novos casos, sendo 13 confirmados e ndo sendo
identificados casos de Obitos até a semana epidemioldgica 26, referente ao més de
Julho de 2020 (Figura 1B). O declinio dos casos pode estar relacionado a aquisi¢cao
de imunidade contra o ZIKV devido ao contato assintomatico com esse virus
(Rodriguez-Barraquer et al., 2019). Outro fator € a sazonalidade que afeta a biologia
dos vetores, diminuindo o numero de infeccdes em estacdes do ano em que

naturalmente ha menor nimero de mosquitos (Strottmann et al., 2019).

A) 2015-2019 B) 2020

Casos confirmados

1
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Figura 1: Distribuicdo de casos confirmados de infeccdo por ZIKV entre 2015 e 2020. Mapa da
distribuicdo de casos confirmados de infeccdo por ZIKV, por regido e ano epidemiolégico de
notificacdo no Brasil entre 2015 e a semana epidemiolégica 26 de 2020. Regides com cores mais
escuras e esferas maiores representam os estados brasileiros que mais foram infectados por ZIKV.
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Mapa da esquerda representa a situacdo epidemiolégica para o virus entre o surto de 2015 e 0 ano
de 2019. O mapa da direita apresenta os dados confirmados de infeccdo por ZIKV até a semana
epidemiolégica 26 do ano de 2020. Adaptado de: Ministério da Salde, Brasil (2020).

Mesmo com a diminuicdo dos casos de ZIKV e das consequéncias do virus,
ainda ocorrem alguns casos de infeccdo em humanos (Carvalho, 2016),
evidenciando a possibilidade de novas epidemias, principalmente quando se
observa epidemias recorrentes de outros flavivirus como os virus da Dengue (DENV)
e YFV (WHO, 2019). No entanto, essa possibilidade ndo é tratada com tanta énfase
como em 2015, pois a Zika ndo é mais considerada caso de emergéncia na saude
publica (Strottmann et al., 2019). Contudo, o estudo de Brady e Hay (2019) indica
gue o virus continua circulando em paises afetados e ndo afetados anteriormente,
como na Europa, onde foi detectada a presenca do virus nos vetores, principalmente
em Aedes albopictus e a reproducéo vetorial.

Esse cenéario também afeta o comportamento humano, pois, no Brasil, por
exemplo, a taxa de criancas nascidas vivas desde 2015 diminuiu comparada aos
anos antecedentes quando o ZIKV ndo era uma epidemia no pais (Hamad, 2019).
Segundo o IBGE (2019), no inicio da epidemia de ZIKV em 2015 o numero de
nascidos por ano era de aproximadamente 3 milhdes de criancas, enquanto, em
2017 o numero reduziu para aproximadamente 2 milhdes e 800 mil nascidos. Esses
dados podem estar relacionados ao receio de muitas mulheres em engravidar, ja
que através da transmissdo vertical muitos recém-nascidos foram infectados pelo
virus e apresentaram sinais clinicos relacionados ao ZIKV (Hamad, 2019). Além
disso, a infeccdo por ZIKV pode desencadear complicacBes neurolégicas no
individuo durante a fase adulta, como a Sindrome de Guillain-Barré (SGB),
comprometendo as funcdes do sistema nervoso do paciente infectado (Mallet et al.,
2015).

1.2 Zika Virus

O ZIKV é um arbovirus pertencente a familia Flaviviridae, que abrange
também o virus da Dengue (DENV) e o YFV, ambos endémicos no territorio
brasileiro, como também o virus do Nilo Ocidental (WNV) e o virus da Encefalite
Japonesa (JEV), endémicos em outras regides do mundo (Ropidi et al., 2020). A
maioria dos flavivirus possui como vetor um artropode, sendo mais comum

mosquitos e carrapatos. Na infeccdo por ZIKV, a transmissao estd comumente
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relacionada a picada de fémeas do mosquito do género Aedes (Onyango et al.,
2020). Porém, conforme descrito anteriormente, outras formas de transmisséo foram
demonstradas, como a transmissédo vertical por via placentéaria, perinatal ou sexual
(Basu e Tumban, 2016; Olson et al., 2016).

As particulas virais de ZIKV possuem cerca de 42 a 52 nm de diametro e
apresentam formato esférico e simetria icosaédrica. O genoma do ZIKV caracteriza-
se por uma cadeia simples de RNA senso positivo com aproximadamente 10,8 kb de
comprimento. A traducdo do seu genoma resulta em uma Unica poliproteina, que é
clivada posteriormente por proteases virais ou do hospedeiro, formando dez
proteinas, sendo trés estruturais (C, prM, E) e sete ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Figura 2) (Rombi et al., 2020). Além disso, no ZIKV
existem regides nao codificadas nas extremidades 5 e 3, que possuem papel
importante na replicagéo viral e levam a formagdo de um RNA subgenOGmico que
atua no controle da atividade viral inibindo o receptor de &cido retinéico | (RIG-1) do
hospedeiro, o que interfere na produgéo de interferons (Manokaran et al., 2015). O
nucleocapsideo do virus é formado pela proteina C associada ao RNA e o envelope
é constituido por uma bicamada lipidica com unidades das glicoproteinas E e M
(Sirohi et al., 2016).

Glycoprotein spikes
‘) Lipid envedopo
J +ssRNA

10.8 kbs Genome

Structural Genes Non-Structural Genes

Heollicase

Capsd Envelope Protease RNA-dependent
RNA Polymerase
orotoan & Methyltransferase

g (RdRp)

Pre-membrane

Figura 2: Representacdo do genoma do ZIKV e as proteinas codificadas. O genoma do ZIKV
possui aproximadamente 10,8kb de comprimento e codifica trés proteinas estruturais (capsideo (C),
precursor de membrana (prM), envelope (E)) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, NS5). Fonte: Rombi et al., 2020.
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No repasto sanguineo, o virus & depositado na derme ou epiderme do
hospedeiro, infectando primeiramente fibroblastos da derme, queratinécitos da
epiderme e células dendriticas imaturas. Nesse tecido, o ZIKV promove a ativacao
de diversos receptores de reconhecimento de padrédo (PRR), como os receptores do
tipo Toll (TLRs), gene induzivel por acido retinoico (RIG-I), gene associado a
diferenciacdo de melanoma (MDA-5) e também genes de atividade imune antiviral,
desencadeando a producao de interferons (Hamel et al., 2015).

Apos a infeccao, ha inicialmente uma fraca interacdo entre a particula viral e a
célula hospedeira, mas o0s inumeros receptores de entrada aumentam essa
interacdo, tornando-a forte e efetivando a ligacdo do virus a célula hospedeira
(Agrelli et al., 2019). O virus penetra na célula do hospedeiro via endocitica mediada
por clatrina, ocorrendo uma mudanca conformacional no envelope, fusdo de
membranas e liberacdo do material genético viral no interior da célula. Essa
penetracdo é mediada pela interacdo de N-glicanos conjugada a proteina E do ZIKV,
que contém trés dominios e um sitio de glicosilacdo (Figura 3) (Sirohi et al., 2016).
Segundo Meertens e colaboradores (2017), o AXL, receptor tirosina quinase da
familia TAM (Tyro3, Axl e Mer), pode ser um dos principais receptores que facilitam
e permitem a entrada do virus nas células neurais, principalmente células da glia e
astrocitos. Além disso, esse receptor pode ser capaz de induzir a sinalizagdo de
interferon, modulando a resposta imune inata (Meertens et al., 2017).

O virus é capaz de alcancar outros 6rgdos como coracao, figado, musculos
esqueléticos, olhos, sistema reprodutor feminino e masculino, feto e placenta (em
casos de mulheres gravidas) e principalmente o sistema nervoso central (Melo et al.,
2016; Ferreira et al.,, 2018; Santana et al., 2019). O neurotropismo € uma
caracteristica importante do virus, que o permite infectar muitas células como
astrocitos, macroéfagos, trofoblastos, células da glia, da microglia e células
endoteliais (Miner et al., 2016; Lum et al., 2017; Huang et al., 2018).

A montagem das particulas virais acontece associada ao reticulo
endoplasmatico, onde ocorre a sintese de proteinas estruturais e, maturado no
complexo de Golgi, pois depende do pH acido da rede trans-Golgi para finalizacéo
desse processo (Figura 3) (Heinz e Stiasny, 2006; Cortese et al., 2017). Durante a
montagem da particula viral o pH da rede trans-Golgi induz a reorganizacao de prM-
E, que permite a exposi¢ao do local de clivagem de prM (Heinz e Stiasny, 2012).

Dessa forma, prM é clivado por furina e permanece associado a particula viral até a
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liberacdo. Na liberacdo, o peptideo “pr” se dissocia devido ao pH neutro do meio

extracelular (Agrelli et al., 2019).
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Figura 3: Ciclo de Multiplicacdo do ZIKV. Esquema demonstra o ciclo de multiplicagcdo do ZIKV
apos penetracdo na célula hospedeira até o momento de liberagcdo. Fonte: Hu e Sun, 2019.

Na fase aguda da infeccdo observa-se uma alta producdo de citocinas,
principalmente TNF, IL-1b, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, em resposta a
ativacdo de células T policlonais, enquanto que na fase de recuperacdo ha o
aumento de IL-1b, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, bem como a estimulacdo da producédo de
granulécitos e macrofagos (Tappe et al., 2016; Kam et al., 2017; Naveca et al.,
2018). Algumas citocinas (TNF, IL-1B e IL-6) podem induzir a expressdo de
colesterol 25 hidroxilase (CH25H), uma proteina com efeito antiviral, relacionada
com implicacBes nas células do sistema nervoso central, decorrente da infeccédo por
ZIKV (Magoro et al., 2019). Portanto, observa-se que as citocinas e quimiocinas
possuem papel importante na sinalizagéo e ativacdo da resposta imune, auxiliando
na recuperacdo do organismo do individuo infectado por ZIKV (Kwock et al., 2020).
Entretanto, no contexto gestacional a ativacdo imune materna (AIM) pode promover
uma resposta inflamatéria exarcebada na infeccdo por ZIKV, podendo afetar o
desenvolvimento fetal (Estes e Mcallister, 2016). Nessas condi¢cdes ocorre a
liberacdo de glicocorticoides, citocinas pro-inflamatérias e TNF que provém da mée e

do feto, sendo que no contexto da infec¢@o as células do trofoblasto sdo as maiores
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produtoras de mediadores inflamatérios que agem no feto, afetando principalmente o

sistema nervoso (Meyer et al., 2008; Estes e Mcallister, 2016).

1.3 Consequéncias da Infeccao por Zika Virus

O periodo de incubacéo do ZIKV dura aproximadamente de trés a doze dias e
guando ocorre a manifestacdo dos sintomas, esses podem durar de trés a sete dias
(Valle et al.,, 2016). A maioria das pessoas infectadas ndo apresentam sintomas
clinicos, sendo que apenas cerca de 20 a 25% dos infectados apresentam sinais
clinicos e podem desenvolver a doengca com quadros clinicos de leves a graves
(Song et al., 2017). Os sintomas ndo sdo todos recorrentes na infeccao, podendo se
manifestar de diversas formas de acordo com o organismo (Thomas et al., 2016). Os
principais sintomas e sinais clinicos sdo: febre aguda entre 37,8°C e 38,5°C,
exantema maculopapular, mialgia, dor de cabeca, conjuntivite, uveite, tosse, vémito,
dor de garganta, dor retro orbitaria, artralgia, artrite e edema nos membros inferiores.
Foram observados também em alguns pacientes de forma menos frequente
hematospermia, hipoacusia, trombocitopenia e petéquias. Grande parte dos
sintomas/sinais clinicos desaparece em sete dias, todavia, a artralgia pode
permanecer por cerca de um més (Thomas et al., 2016; Song, et al., 2017; Martins
et al., 2020).

Em comparacédo a outras doencas causadas por flavivirus, como a dengue, a
febre do ZIKV possui sintomas semelhantes, mas nao apresenta quadros de
hemorragia (Eduvirgem et al., 2018). Em contrapartida a principal complicacdo esta
relacionada a anormalidades neurolégicas em criancas recém-nascidas, na qual
ocorreu a infeccdo da mée durante a gestacao (Valle et al., 2016). No surto de ZIKV
no Brasil em 2015, foi observado o aumento de numero de complicacGes
neurolégicas como a microcefalia e a SGB (Kwong et al., 2013; WHO, 2016b).

Em adultos, destaca-se a SGB como principal consequéncia neurolégica e
esta relacionada a infec¢do prévia por outros arbovirus além de ZIKV, como DENV e
Virus Chikungunya (CHIKV) (Song et al., 2017). E caracterizada por uma doenca
neuromuscular, autoimune, desmielinizante, monofasica, mediada por anticorpos
que leva o sistema imunologico do paciente afetar o sistema nervoso periférico
(Nagarajan et al., 2016). Os sintomas manifestam-se em uma ou duas semanas,
sendo o primeiro deles na maioria dos casos a parestesia (Wijdicks e Klein, 2017).

Além desse, observa-se paralisia flacida e fragueza muscular acompanhada de
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depresséo e auséncia de reflexos nos tendées (Cao-Lormeau et al, 2016). Também
leva a paralisia dos membros, musculos faciais e orofaringeos, podendo levar o
paciente a morte devido a desmielinizacdo das fibras nervosas que controlam a
musculatura respiratéria (Wijdicks e Klein, 2017).

A microcefalia associada a infeccdo por ZIKV é uma das principais
complicagcbes neurolégicas graves em recém-nascidos. Isso foi observado
inicialmente quando méaes foram infectadas no primeiro trimestre de gestacéo,
infectando o feto possivelmente pela transmissédo vertical via placentaria (Gilbert-
Jaramillo et al., 2019). Ao nascer, foram observados nessas criancas reducédo do
neurodensenvolvimento, morte neuronal, desregulacédo de apoptose e neurogénese
(Cugola et al., 2016). A microcefalia pode ser causada por mdultiplos fatores entre
eles condi¢cbes genéticas, desnutricdo materna, uso de alcool e drogas pela mae,
exposicdo a radiacdo, diabetes materna ndo controlada e infeccdes durante a
gravidez (Dantas et al., 2019; Brasil, 2015). Na infec¢cdo por ZIKV, a reducédo
cerebral pode estar associada ao comprometimento energético durante o
neurodesenvolvimento, onde ndo ha a expresséo de receptores de glicose devido a
infeccdo viral, restringindo o desenvolvimento e funcionamento do 6rgédo (Hofmann
et al., 2017).

Segundo Portela e colaboradores (2020), a microcefalia € uma condicdo onde
o cranio do bebé ao nascer € menor ou igual a 33 cm. Os recém-nascidos com
microcefalia apresentam irritabilidade, anormalidades auditivas e visuais, tremores e
convulsbes (WHO, 2016c). Em exames de imagem € possivel observar
calcificacdes, hipoplasia do tronco cerebral e do cerebelo e ventriculomegalia
(Mlakar et Li., 2016). Nesse quadro, observa-se a presenca do virus na placenta,
tecidos fetais como cério e alantoide, liguido amniético, figado e rins de recém-
nascidos, particulas virais e antigenos virais no tecido cerebral e também IgM anti-
ZIKV no liquido amniodtico (Wiley e Chimelli, 2017). Essas e outras alteragdes
observadas no feto podem ser acarretadas devido a ativacdo do sistema imune
materno (AIM), sendo que de acordo com o grau de infec¢ao por ZIKV, a AIM pode
agravar as consequéncias no neurodesenvolvimento fetal (Estes e Mcallister, 2016).

A Sindrome Congénita do Zika (SCZ) passou a ser usada como definicao
para um conjunto de anomalias fetais a partir do momento em que foi observado que
criangas nascidas de maes infectadas por ZIKV apresentavam além de microcefalia,

outras manifestacdes clinicas como alteracdes oculares, desproporgéo craniofacial,
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deformidades articulares e de membros, além de morte fetal (Melo et al., 2016). A
microcefalia € uma das alteracdes congénitas mais graves, mas nao é determinante
na condicdo da SCZ (Fnui, 2018). O sistema nervoso central € um dos sistemas
mais comprometidos na SCZ, sendo as principais caracteristicas a reducdo do
volume cerebral, malformag¢des do desenvolvimento cortical, ventriculomegalia,
calcificagbes nos ganglios da base, disgenesia e hipoplasia em estruturas como
cerebelo, ponte e tronco cerebral (Mlakar et al., 2016). Em relacdo as manifestacdes
comportamentais de uma crianca afetada pela SCZ, estd a irritabilidade,
hiperreflex@o, choro excessivo, convulsdes, crises epiléticas, além de apresentarem
problemas na fala, degluticdo, visdo e audicao (Melo et al., 2019). Também sao
observados comportamentos associados a esquizofrenia, autismo, déficit de atengéo
e dificuldades de socializacdo (Smith et al., 2007; Deslauriers et al., 2016).

A manifestacdo dessas alteracdes comportamentais ocorre tardiamente,
quando o bebé inicia o desenvolvimento motor a partir dos 6 meses de idade
(Carvalho et al., 2017). O estudo de Figueiredo e colaboradores (2019) em
camundongos sugere que a infeccdo por ZIKV reduz a quantidade de sinapses e
causa disfuncdo na memoria. Todavia, as complicagBes neuroldégicas em
camundongos adultos imunocompetentes, como comprometimento da memoria e
inibicdo do hipocampo, além das demais complica¢cBes ja relatadas, podem estar
vinculadas a producao aberrante de TNF-a, ativacdo da microglia e do sistema do
complemento, comprometendo a atividade do hipocampo e funcionamento da
memoéria agravando os distarbios neuroldgicos causados pela infeccao (Figueiredo
et al., 2019). Além disso, Li e colaboradores (2016a) demonstraram que o ZIKV
atinge células-tronco neurais, tanto em cérebros adultos como em cérebros em
formacdo, provocando morte dessas células. Conduzido com camundongos
deficientes, o estudo mostrou a vulnerabilidade do sistema nervoso diante a infeccao
por ZIKV, ap0s o virus ser inoculado no sangue do hospedeiro (Li et al., 2016b).

O desenvolvimento de alteragbes neurologicas depende da capacidade da
neuroviruléncia e neuroinvaséo do virus (Mlakar et al.,2016). A forma como o ZIKV
induz a microcefalia esta relacionada com a predilecdo do virus para os progenitores
neurais (Gladwyn-NG et al., 2018). ApGs a transmissao via placentaria, o receptor
AXL facilita a propagagdo do virus em células progenitoras neurais humanas,
fazendo com que ocorra a sinalizacdo e ativacdo da resposta imune das células

infectadas (Nowakowski et al., 2016). Além do AXL, fatores de entrada e/ou adeséao
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facilitam a entrada e multiplicacéo do virus na célula, como DC-SIGN, Tyro3, TIM-1 e
TAM AXL (Hamel et al., 2015). A neurogénese € afetada reduzindo sua atividade,
enquanto que a apoptose aumentada leva a parada do ciclo celular e morte dos
neurdnios (Faizan et al., 2016; Li et al., 2016b).

A SCZ pode estar relacionada também com a resposta diferencial produzida
pelo virus nas células tronco neurais do cérebro do feto, onde ha o aumento da
morte celular e desregulacdo da funcdo do tecido (Beys-da-Silva et al., 2019). De
acordo com Chiu e colaboradores (2020) outro fator relevante é o aumento da
permeabilidade de células do sistema nervoso central durante a infeccdo e
rompimento da barreira hematoencefalica que o virus induz através da degradacao
de ZO-1 (tight junction protein 1) e de ocludina que interrompe as juncgdes celulares
das células de barreira. Desse modo a incidéncia de distlrbios neuroldgicos no feto
€ agravada (Chiu et al., 2020).

1.4 Patogénese

A infeccdo por ZIKV acarreta em um quadro de febre aguda e situacao
autolimitante para o paciente (Song et al., 2017). Semelhantemente a infeccao por
outros flavivirus, como DENV, possivelmente, o virus infecta as glandulas salivares e
epiteliais do mosquito vetor do género Aedes, apds ingestdo de sangue
contaminado, sendo encontrado na saliva do inseto em um periodo de 5 a 10 dias
apos a infeccdo (Wong et al.,, 2013). No repasto sanguineo, a saliva infectada é
depositada na derme e epiderme do hospedeiro, acarretando na infeccdo de
fibroblastos e queratinécitos (Hamel et al., 2015).

A infeccédo inicial em células epiteliais pode permitir que o ZIKV chegue aos
ganglios linfaticos facilmente, atingindo os vasos sanguineos e sendo transportado
para outros tecidos, como o sistema nervoso central (SNC) (Meertens et al., 2017). A
viabilidade do virus na célula hospedeira pode estar relacionada a ativacao de vias
de TLR3 e autofagia, induzida pelo ZIKV apés a entrada e replicagdo do
microrganismo (Ojha et al., 2018). A infecc¢do favorece o aumento da expressao de
genes de receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs) e o gene RIG-I,
associados com a deteccdo de padrdes moleculares associados a microrganismos
(MAMPs) (Hamel et al., 2015). Além disso, o ZIKV estimula a expressédo de genes
associados a IFNs e quimiocinas, como também a ativagdo da proteina P53,

relacionada a morte celular por apoptose e estresse genotéxico (Beltrame et al.,
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2018). Essa proteina induz apoptose em células que expressam antigenos virais, 0
que resulta na perda de neurénios e agravamento dos danos neuroldgicos causados
por ZIKV, sendo também importante na propagacdao viral (Ghouzzi et al., 2016).

O ZIKV atinge gravemente o SNC, mas pode se disseminar para outros
orgdos, como olhos, testiculos, ovérios, utero, tecidos esqueléticos, miocardio e feto
em caso de mulheres gravidas (Miner e Diamond, 2017). O virus também infecta
células progenitoras neurais que provém de células tronco pluripotentes (Tang et al.,
2016). O estudo de Garcez e colaboradores (2016) demonstra a capacidade de
ZIKV de prejudicar a formacdo de neuroesferas e na neurogénese, em estudos in
vitro. Contudo, Liang e colaboradores (2016) reafirma a interferéncia do virus na
neurogénese e aponta a inibicdo da via Akt-mTOR, que possui papel importante no
crescimento e diferenciacdo celular, na formacéo do sistema nervoso e no controle
da autofagia. Alteracdes nessa via podem acometer o SNC e ocasionar disturbios
neuroldgicos, como a microcefalia (Liang et al., 2016).

O neurotropismo do virus pode estar associado a expressao do receptor AXL
nas células neurais (Meertens et al, 2017). Isso pode contribuir para o
desenvolvimento de patologias neuroldgicas, jA que sao observados em células da
glia, endoteliais, astrocitos, microglia do cortex em desenvolvimento, além de ser
encontrado também em células da retina (Nowakowski et al., 2016). Assim, de
acordo com Meertens e colaboradores (2017), esse receptor € um facilitador da
entrada do ZIKV nas células neurais, bem como receptores de lectina do tipo C e
receptores de fosfatidilserina, como os da familia TAM e TIM, que também
contribuem para a infeccgéo viral.

Mulheres infectadas por ZIKV, principalmente no primeiro trimestre de
gestacdo, podem gerar criancas com anormalidades congénitas, como a
microcefalia (Sheridan et al., 2017). A presenca de RNA viral no liquido amniético,
placenta e utero dessas mulheres indicam neurotropismo do ZIKV para esses
orgaos (Mlakar et al., 2016). De acordo com Proenca-Modena e colaboradores
(2018), a infeccdo o neurotropismo do virus na infeccdo vertical pode estar
relacionado a transcitose do ZIKV através da placenta ou a propria infeccao
placentaria. Isso levaria a disseminagcdo do virus no sistema nervoso do feto,
infectando principalmente o cérebro, tendo em vista que a resposta inflamatéria
resultante da infeccao viral altera o densenvolvimento neural (Proenca-Modena et
al., 2018).
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Na infec¢do placentaria, os macrofagos e sinciotrofoblastos s&o as células
mais permissivas a infeccdo, podendo estar relacionado a via de sinalizacdo JAK-
STAT, pois o bloqueio dessa via aumenta a replicagao viral (Quicke et al., 2016;
Gavegnano et al., 2017). Contudo, Sheridan e colaboradores (2017) sugerem que a
placenta e as células placentarias oferecem um ambiente propicio a multiplicacéo
viral, pois as células do 6rgdo produzem proteinas que favorecem a entrada do virus
nas células fetais. Dessa forma, o feto fica vulneravel a infec¢do, pois ainda nao
possui resposta imunolégica capaz de combater o virus, sendo, portanto, facilmente
infectado (Sheridan et al., 2017). Essa infeccdo € mais efetiva no primeiro semestre
de gestacdo, porém, estudos como de Soares de Souza e colaboradores (2016),
demonstram que a sindrome congénita do Zika pode gerar danos no feto na
infeccdo em qualquer momento da gestacao.

Foi observada a exacerbacédo das manifestacdes clinicas da SCZ em regides
endémicas para outros flavivirus, como DENV durante o surto de ZIKV em 2015,
sendo possivel que o agravamento das consequéncias da infeccdo materna por
ZIKV esteja associado a infec¢do prévia por sorotipos de DENV (Petzold et al.,
2021). O ZIKV possui semelhancas filogenéticas com DENV, considerando que
paises tropicais, como o Brasil sdo endémicos para esse patdgeno (Bardina et al.,
2017). Devido a isso, pacientes previamente infectados por DENV podem apresentar
producdo de anticorpos por reatividade cruzada através do fendmeno de ADE
(Antibody-Dependent Enhancement) (Dejnirattisai et al., 2016). Esse fendmeno
ocorre quando anticorpos com reatividade cruzada que agem nas proteinas de pré-
membrana e do envelope viral para um virus, facilita a ligacdo de complexos imunes
secundarios, o que colabora com o transporte do virus pelas membranas células
gerando o aumento da replicagéo viral (Bonheur et al., 2021). Assim, essa interacao
gera um aumento de células infectadas e uma resposta inflamatéria exarcebada
(Guzman et al., 2013). Estudos in vivo demonstram que anticorpos anti-DENV
produzem ADE na infecc¢do por ZIKV, sendo pouco neutralizantes. Ja in vitro, a ADE
produzida a partir da reatividade cruzada na infeccdo por DENV, é verificado o
aumento da infeccdo por ZIKV, principalmente devido a receptores Fc de IgG
(Bardina et al., 2017). Zimmerman e colaboradores (2018) descrevem em modelo in
vitro que anticorpos especificos para DENV séo capazes de aumentar a infec¢céo por

ZIKV em macréfagos da placenta por meio da facilitacdo de entrada do virus na
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célula hospedeira conferido pelo complexo ZIKV-anti-DENV, sugerindo interferéncia
dos anticorpos anti-DENV na transmissao vertical por ZIKV.

1.5 RNA-Seq e Andlise de Transcriptoma

A biologia molecular vem se esforcando desde a década de 1950 para
aprimorar as técnicas de sequenciamento, mas foi em 1975 que essa area de
conhecimento comecou a crescer, apos a descricao da técnica por Frederick Sanger
(Stroher, 2018). A técnica desenvolvida ficou conhecida como Sequenciamento
Génico Sanger e € baseada no uso de sequéncias iniciadoras de nucleotideos, que
se anela com a sequéncia que esta em estudo onde, posteriormente com o auxilio
de uma DNA polimerase € iniciado o processo de replicacdo do DNA (Sanger et al.,
1977). Essa técnica permite sequenciar aproximadamente de 400 a 700 pares de
base de uma regido alvo e o primeiro genoma a ser sequenciado foi do fago phi X17
(Sanger et al., 1977).

O sequenciamento de Sanger se tornou uma técnica muito usada, mas
apesar de ter permitido o sequenciamento gendmico, possuia limitacdes no
diagnostico de doencas genéticas, onde as mutacdes do gene ocorrem em regides
de “hot spot” (Liu et al., 2012). Posteriormente, foram desenvolvidas novas geracdes
de sequenciadores que conseguem obter uma genotipagem mais ampla, além de
serem mais econdmicos e rapidos. Em 2005, os primeiros equipamentos de
sequenciamento de nova geragao surgiram no mercado com uma tecnologia em que
uma biblioteca de fragmentos de DNA com DNAs sintéticos ligados a eles, é
construida a partir do DNA de interesse (Margulies et al., 2005). Diferentemente da
técnica de Sanger, os sequeciadores de nova geracao realizam a amplificacdo dos
nucleotideos e a deteccdo em uma s6 etapa, enquanto que em Sanger 0S processos
eram realizados separadamente (Mardis, 2013). Além disso, nas novas tecnologias,
amostras com baixa concentracdo de DNA conseguem ser sequenciado, 0 que nao
era possivel antes (Shokralla et al., 2014).

A primeira plataforma de sequenciamento de nova geracdao lancada no
mercado foi a plataforma 454 da Roche que tem como principio o
pirosequenciamento (Carvalho e Silva, 2010). A partir disso, varias outras
plataformas surgiram com o intuito de obter um sequenciamento mais preciso e
detalhado. Um exemplo é a plataforma da lllumina/lllumina, Inc, baseada em

sequenciamento por sintese (Liu et al., 2012). O sequenciamento nessa plataforma
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acontece em duas etapas. A primeira etapa € a amplificacdo de fase sélida onde o
fragmento € aleatoriamente fragmentado e, adaptadores se ligam nas extremidades
desses fragmentos. A segunda etapa é o sequenciamento por sintese, que ocorre
em uma superficie denominada Flow Cell, onde aleatoriamente os fragmentos sdo
desnaturados, distribuidos e imobilizados, sendo em seguida amplificados gerando
aglomerados de fragmentos de fita simples denominado clusters (Metzker, 2010).

Essas novas tecnologias de sequenciamento, como as plataformas NGS
lllumina (HiSeg/MiSeqg/MiniSeq/NextSeq), melhoraram a qualidade das pesquisas
gue envolvem o genoma, principalmente pela facilidade de manuseio e da qualidade
dos dados gerados, sendo empregados em diversos estudos a cerca do genoma
(Metzker, 2010). Outras areas de estudo também foram favorecidas pelo
sequenciamento de nova geracdao, como o estudo do transcriptoma, que permite a
analise de RNA a partir de cDNA (Wang et al., 2009).

O transcriptoma é o conjunto de transcritos de um determinado organismo,
orgao, tecido ou linhagem celular, que leva em consideracéo a variacdo espacial e
temporal do material de origem (Wang et al., 2009). O transcriptoma é um reflexo da
expresséo génica e descreve mRNAs, RNAs ndo codificantes e RNAs pequenos,
além de ser importante para o conhecimento de elementos funcionais do genoma,
moléculas celulares, tecidos e compreender o desenvolvimento de algumas doencas
(Ozsolak e Milos, 2011). A partir desse tipo de analise, também € possivel observar
a estrutura gendbmica, padrdes de splicing, niveis de mudancas de expressao e
identificar microRNAs com funcéo reguladora e metagendmica (Ozsolak e Milos,
2011).

As primeiras analises de transcriptoma eram baseadas em tecnologias de
microarranjos, que nao atendiam todos os objetivos em algumas pesquisas, pois era
necessario conhecer a sequéncia do genoma em estudo, além de que a tecnologia
gerava altos niveis de background devido a hibridizacéo cruzada e, ndo era possivel
quantificar e identificar diferentes moléculas de RNA (Royce et al., 2007). Mas o
sequenciamento de nova geragdo impulsionou o estudo da transcriptoma através do
RNA-seq, contando com varias plataformas para esse tipo de analise, como:
lllumina, Helicos BioSciences e Life Tecnologies (Lin et al., 2008). Dentre essas
plataformas, a lllumina HiSeq 2500 é uma das mais utilizadas devido algumas
vantagens que apresenta, como a geragao de alta quantidade de dados e um custo

menor para o sequenciamento (Radford et al., 2012).
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No RNA-seq é utilizado a tecnologia de deep-sequencing, no qual cadeias
longas de RNA s&o transformadas em uma biblioteca contendo fragmentos de cDNA
juntamente com adaptadores ligadas a uma ou duas extremidades desses
fragmentos (Barba et al., 2014). As moléculas sdo sequenciadas para obtencéo de
sequéncias curtas de um final chamado sequenciamento single-end, ou dos dois
lados do fragmento chamado sequenciamento pair-end, ambos 0s processos com
alto rendimento (Wang et al., 2009). Ocorre em seguida o alinhamento das
sequéncias lidas com o genoma ou o transcriptoma, que pode gerar trés tipos de
leitura: leituras exodnicas, leituras de juncdes e leituras de caudas terminais de poli
(A) (Wang et al., 2009). Os dados gerados sdo analisados estatisticamente gerando

um perfil de expressao dos transcritos (Figura 4).
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Figura 4: Fluxograma de obtencédo e andlise de RNA-seq. Os RNAS longos séo convertidos para
uma biblioteca de cDNA, através da fragmentacdo de RNA ou DNA. Séo adicionados adaptadores a
cada fragmento e uma sequéncia curta de cDNA é gerada. As sequéncias restantes sao lidas e
alinhadas com o genoma ou transcriptoma de referéncia gerando trés tipos de leitura: leitura exdnica,
leitura de juncéo e leitura final de poli(A). Essas leituras sdo usadas para gerar o perfil de expressao.
Fonte: Wang et al., 2009.

A tecnologia de RNA-seq apresenta vantagens em relagcdo a outras
tecnologias de sequenciamento, como revelar a localizacdo dos limites de transicéo
e a alta reprodutibilidade dos resultados (Ozsolak e Milos, 2011). Também se
diferencia das demais técnicas por possuir baixos niveis de background, por néo ter
um limite de quantificagdo e por informar como dois exons estdo conectados em
leituras pequenas e a conectividade de multiplos exons em leituras grandes (Mutz, et
al., 2012). O RNA-seq permite também encontrar novos transcritos, trans-spliced,
além de genotipar SNPs (Wang et al., 2009).

Outra vantagem do RNA-seq esta relacionada a detec¢cdo de splincig
alternativos, um processo no qual exons especificos do gene podem ficar retidos no
MRNA durante a regulacdo da expresséo génica (Sharma e Lou, 2011). A partir do
splincig uma matriz genética pode gerar inUmeras combinacdes de mRNAs que
remetem ao mesmo gene (Xu et al.,, 2011). Esse processo atinge a maioria dos
genes humanos e sdo mais abundantes em alguns tecidos como cérebro (Yeo et al.,
2004). O estudo do transcriptoma por RNA-seq permite a identificacdo dessas
mudancas de expressao que podem funcdes e expressdes diversas em transcritos
provindos de um mesmo gene (Dou et al., 2017).

Porém, mesmo com vantagens sobre outras tecnologias, o RNA-seq
apresenta desafios que precisam ser revistos. Uma das dificuldades estd na
manipulacdo da biblioteca, que pode ter a analise de dados comprometida, devido a
dificuldade de manuseio e utilizacdo dos perfis de transcricdo (Wang et al., 2009).
Em relacdo as novas tecnologias de sequenciamento de forma geral, mesmo com
avangos, ha obstaculos a serem vencidos com o desenvolvimento de técnicas
capazes de armazenar, recuperar e processar uma quantidade maior de dados que

sao gerados nos processos de fragmentacdo e sequenciamento (Wang et al., 2009).
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2.0 JUSTIFICATIVA

O ZIKV é um arbovirus que causou muitas epidemias em diversas regides do
mundo, incluindo o Brasil em 2015. Esse virus pode causar complicacbes ao
hospedeiro, principalmente no sistema nervoso, como a microcefalia ou a Sindrome
Congénita do Zika (SCZ), em recém-nascidos, e a Sindrome de Guillain-Barré em
adultos. Apesar da reducéo de casos de infeccao pelo virus, dois fatores ainda sao
preocupantes, a potencial reemergéncia do virus e possiveis manifestacfes na fase
adulta dos “filhos da Zika”. Desse modo, a infecgdo pelo virus durante a gravidez
pode estar associado ao agravamento de doencgas neuropsiquiatricas manifestadas
ao longo do desenvolvimento do individuo que ainda ndo sao bem conhecidas. Outro
fator ainda nado elucidado é a associacdo da infeccdo por ZIKV com a infeccéo por
outros flavivirus como DENV. A circulacdo de ambos ocorre em areas endémicas
propicias a reproducgdo do vetor, sendo relatado além da co-circulagdo dos virus, a
co-infeccdo de ambos. Sabe-se que entre os sorotipos de DENV ocorre o fendmeno
de ADE, no qual os anticorpos produzidos durante a infeccdo por um dos sorotipos
promove uma intensificacdo da infeccdo durante um contdgio por outro sorotipo
distinto. Esse fendmeno esta relacionado aos casos graves de dengue. Essa mesma
situacdo pode ocorrer com ZIKV, pois 0s virus se assemelham estruturalmente.
Estudos que investigam o papel de anticorpos anti-DENV na infeccdo por ZIKV
revelam resultados controversos, ja que alguns confirmam o fenbmeno, enquanto
outros ndo apontam esse caso. Mas, em caso positivo para ADE entre os virus, esse
pode ser um fator fundamental para compreender o agravamento da patogenia de
ZIKV e as complicacdes que podem manifestar na fase adulta do individuo. Nesse
contexto, a analise do transcriptoma da prole de animais infectados, em modelo
animal, oferece subsidios importantes para compreender 0S mecanismos
imunologicos, celulares e moleculares que impactam no fendtipo manifestado na
doenca e que podem ser agravados por uma infeccdo prévia por outro flavivirus.
Portanto, estudos sdo necessarios para avaliar o impacto genémico da infeccdo por

ZIKV associado ao fendbmeno de ADE.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a variacao da expresséo de genes diferenciais em cérebros de camundongos
nascidos de maes infectadas por ZIKV, na presenca ou auséncia de anticorpos anti-

flavivirus.

3.2 Objetivos especificos

- Identificar e descrever as alteragBes na expressdo génica em cérebros de
camundongos nascidos de mées infectadas por ZIKV na presenca ou auséncia de
4G2;

- Identificar e descrever a funcdo dos genes diferencialmente expressos nos grupos
experimentais;

- Analisar o impacto dos genes diferencialmente expressos nas vias biologicas,
considerando a presenca ou auséncia de 4G2;

- Caracterizar o papel de splicing alternativo no transcriptoma dos cérebros de
camundongos nascidos de mées infectadas por ZIKV na presenca ou auséncia de
4G2.
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Etica em Experimentac&o Animal

A pesquisa foi realizada de acordo com a Lei Federal 11.794 (outubro de
2008), de Regulagio Etica em Experimentacdo Animal. Os experimentos, aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais
(CEUA/UFMG), foram conduzidos no Laboratério de Imunofarmacologia (nivel 2 de
biosseguranca) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG). Os procedimentos cirdrgicos buscaram minimizar o

sofrimento animal com a utilizacdo de anestesia de cetamina/xilazina.

4.2 Virus, Cultura Celular e Anticorpos

Na pesquisa foi utilizado o isolado clinico contemporaneo de Zika virus (ZIKV)
(HS2015-BA-01; numero de acesso KX520666), obtido do soro de um paciente da
cidade de Salvador (BA) infectado em 2015.

O ZIKV foi propagado nas células do mosquito vetor da espécie Aedes
albopictus C6/36. Essas células sédo originadas do Banco de Células do Rio de
Janeiro e serdo mantidas em estufa de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) a
28 °C por 7 dias, na presenca de meio L-15, suplementado com 2% de soro fetal
bovino (SFB), 100 unidades/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (37 °C) e
5% de CO, (Costa et al., 2017). As culturas foram centrifugadas a 2000 rpm por 10
min, obtendo o sobrenadante e os debris celulares.

O hibridoma do anticorpo monoclonal 4G2 (hibridoma D1.4G2.4.15), adquirido
da American Type Culture Collection (ATCC; https://www.atcc.org/Products/All/HB-
112.aspx) foi em meio obtido da precipitacéo por sulfato de aménio, livre de soro. Os
anticorpos foram purificados por cromatografia de afinidade por proteina A/G, apés
didlise em tampéo salina fosfato (PBS —phosphate-buffered saline; 0,4 M NaCl e 10
mM de NaPO4) (Page e Thorpe, 1998).

4.3 Animais e Protocolos Experimentais

Camundongos machos e fémeas selvagens da linhagem C57BL/6, de 6 a 8
semanas, foram obtidos no Biotério Central da UFMG e alojados no Laboratério de
Imunofarmacologia do ICB/UFMG, onde foram realizados os experimentos. Cada

micro-isolador continha até no maximo 5 animais, sendo que machos e fémeas
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foram acomodados em micro-isoladores diferentes até o momento do acasalamento,
no qual um macho era adicionado a cada grupo de 2 a 3 fémeas. Além disso, 0s
animais tinham livre acesso de agua e racdo e estavam sob um fotoperiodo
automatizado de 12:12 claro/escuro a 21-24 °C.

O ciclo estral das fémeas de camundongos foi avaliado por citologia vaginal
para determinar o momento ideal do acasalamento e obter um melhor resultado
(Byers et al., 2012). Dessa forma, o ideal era que as fémeas estivessem na fase
proestrus ou estrus do ciclo para serem acomodados com um Gnico macho por 16
horas. O periodo apds o acasalamento € considerado o dia embrionério (DE) 0,5. A
gravidez foi considerada quando a fémea permanecia na fase diestrus apos o
acasalamento.

Os animais gravidos foram infectados intraperitonealmente (i.p.) no DE 5,5
com 1x10° UFP/animal de ZIKV. Animais controle negativo receberam PBS em
volume equivalente ao dos animais infectados, pela mesma via de infecgéo.

Com o objetivo de avaliar o papel do aumento da infeccdo dependente de
anticorpos (ADE) na infeccédo pelo ZIKV, foram administrados 10 mg do anticorpo
pan-flavivirus 4G2, 24 horas antes da infec¢ao pelo virus, sendo novamente aplicado
o0 mesmo volume a cada 48 horas ap6s a primeira dose (Figura 4) (Costa et al.,
2014).

As fémeas gravidas foram mantidas em micro-isoladores individuais até o
nascimento natural da prole. A prole foi desmamada no dia pds-natal (DPN) 21 e
separada por sexo com no maximo 5 animais por micro-isolador. Os animais foram
eutanasiados na 122 semana de vida, onde foi coletado o cérebro da prole para
analise de RNA-seq de trés grupos experimentais: PBS, ZIKV e 4G2+ZIKV. A porcao

cerebral utilizada foi o cortex.
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Figura 5: Estratégia experimental. Camundongos C57BL/6 gravidas receberam no DE 5,5, PBS ou
1x10° UFP/animal de uma cepa de ZIKV (HS-2015-BA-01), na auséncia ou presenca do anticorpo
pan-flavivirus 4G2. A prole foi eutanasiada ap6s 12 semanas do nascimento para analise de RNA-
seq.

4.4 Extracao de RNA total e Sequenciamento (RNA-Seq)

A partir das amostras de cértex cerebral da prole com 12 semanas de vida, foi
extraido o RNA total por meio do protocolo de Trizol (Invitrogen). Posteriormente, foi
realizada a quantificacdo do RNA por fluorometria com o Qubit® 2.0 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific), sendo em seguida realizada a visualizag&o da integridade
do RNA pelo Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent) com o kit Agilent RNA 6000 Pico Kit
(Agilent).

O sequenciamento foi realizado de acordo com o kit TruSeq Stranded mRNA
(lumina, San Diego, CA, USA), seguindo instru¢cdes do fabricante, para obtencéo
das bibliotecas de DNA complementar (cDNA). O primeiro passo foi a purificacdo do
RNA mensageiro (MRNA) a fim de remover os RNAs ribossomais (rRNA) e
contaminates, sendo o mRna fragmentado em seguida para a ligacdo dos
adaptadores de 5 e 3. As moléculas de cDNA foram sintetizadas por transcricdo
reversa. Por fim, essas moléculas foram amplificadas e enriquecidas.

O sequenciamento foi realizado por meio do equipamento HiSeq 2500
(llumina, San Diego, CA, USA), sendo sequenciadas 6 amostras do grupo PBS, 6
amostras do grupo ZIKV e 6 amostras do grupo 4G2+ZIKV.
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4.5 Anélise de Bioinformética e Analise Estatistica

Os dados fornecidos pela plataforma de sequenciamento de nova geracao
foram analisados por métodos de bioinformatica e analise estatistica, de acordo com
trabalhos publicados na literatura (Dobin et al., 2013; Wang et al., 2013; D’Antonio et
al., 2015; Finotello e Di Camillo, 2015; Walter et al., 2015; Law et al., 2016;
Wickham, 2016; Alhamdoosh et al., 2017; Weidner et al., 2017) e adequacédo dos

tipos de dados.

4.5.1 Controle de Qualidade

Foi realizado o controle de qualidade das amostras de cDNA, observando os
diversos parametros de qualidade das bibliotecas. A analise foi feita pelo software
FASTQC (Conesa et al., 2016). A partir dos resultados do controle de qualidade,
foram removidos adaptadores, leituras de baixa qualidade (Phred score <35) ou fora
do padréao esperado (média de 150pb), erros de sequenciamento e leituras de baixa

complexidade.

4.5.2 Alinhamento

Foi realizado o alinhamento das bibliotecas a fim de encontrar a localizacao
onde cada leitura apresentou melhor alinhamento com a referéncia. A referéncia € o
genoma de camundongo Mus musculus versdo GRCm38.p6 do Genome Reference
Consortium e o alinhamento foi obtido utilizando o programa STAR (Dobin;
Gingeras, 2015). Em seguida, as leituras foram alinhadas ao genoma de referéncia
de Mus musculus. A ferramenta samtools foi utilizada para converter o arquivo com o
resultado do alinhamento do formato SAM para o formato BAM. O arquivo BAM foi

ordenado e indexado seguindo os parametros: view-bS e sort.

4.5.3 Sumarizacao e Quantificacao

As sequéncias mapeadas que se encontravam no formato BAM e os dados
do genoma de referéncia que se encontravam no formato GTF foram usadas para
gerar tabelas que expressam as contagens com o numero de leituras alinhadas para
0S genes, de acordo com a condi¢ao do gene. Foi utilizado o programa HTSeq para

esse processo (Anders et al.; 2015).



43

4.5.4 Normalizacdo e Analise de Expresséao Diferencial

A normalizacdo das amostras foi realizada pelo método Trimmed Mean of M-
values (TMM) que iguala os niveis globais de expressdo dos genes entre as
diferentes amostras. Nessa etapa foi utilizado o programa DESeqg2, pelo Modelo
Linear Generalizado (MLG). Esse método é capaz de corrigir as diferencas nos
tamanhos das bibliotecas, pois calcula um fator de normalizagdo que remove 30%
dos genes com log2 FoldChange (logFC) extremos, chamado valores-M (Finotello;
Di Camillo.; 2015).

Os valores de cpm obtidos no DESeq2 foram convertidos em logCPM e foi
obtido a lista contendo os genes diferencialmente expressos. Nessa etapa foi
utilizado o pacote Limma-Voom. Os genes foram selecionados de acordo com os
valores de p corrigidos sendo p < 0,05 e logFC < -1 ou = 1 pelo Wald test (Law et al.;
2016).

4.5.5 Andlise de Enriquecimento de Genes Sets

A analise de enriquecimento de genes sets foi realizada levando em
consideracdo apenas o0s genes diferencialmente expressos (GDEs) que
apresentavam valor de p < 0,05 e logFC <-1ou = 1.

Foi utilizado o pacote EGSA (Ensemble of Gene Set Enrichment Analyses)
nessa etapa, pois esse programa é capaz de agregar até 12 algoritmos diferentes
gue ordena os genes de acordo com seus valores de p e logFC (Alhamdoosh et al.;
2017). Essa analise permite uma pesquisa ampla que identifica aspectos como vias

moleculares de varios bancos de dados e termos de Gene Ontology.

4.5.6 Figuras e Gréficos

A analise de genes diferencialmente expressos foi realizada utilizando o
programa DESeq2. As figuras e gréaficos referentes as analises dos genes
diferencialmente expressos, enriquecimento, Diagrama de Venn e todas as demais
analises e representacgdes graficas foram construidos através dos pacotes listados a
seguir: EnhancedVolcano, VennDiagram, clusterProfiler, pathview, enrichplot,
ridgeplot, org.Mm.eg.db, AnnotationDbi, SeqGSEA, biomaRt, ggupset, wordcloud e
europepmc. Ja para criacdo dos demais graficos foi utilizado: ggridges, ggnewscale,
ggplot2, dplyr, glue, tidyverse, statmod, RColorBrewer, png, barplot, DOSE, pmcplot,

emapplot, dotplot e cnetplot.
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5.0 RESULTADOS

5.1 Métricas do Sequenciamento

Apés o alinhamento das leituras do genoma amostral com o0 genoma
referéncia (Mus musculus), foi obtido a tabela abaixo (Tabela 1) que expressa as
informacdes sobre os dados gerados apds o sequenciamento do mRNA para cada
grupo experimental. E possivel observar valores de leituras, leituras alinhadas e
porcentagem de leituras alinhadas para os trés grupos em estudo: PBS, ZIKV e
4G2+ZIKV. Os grupos foram identificados como: V1 (PBS), V2 (ZIKV) E V3
(4G2+ZIKV).

Tabela 1: Métricas do Sequenciamento

ID das Total de Total de % Total de Reads % Reads
amostras reads reads reads mapeadas mapeadas
mapeadas mapeadas apenas uma apenas uma
vez vez
V1.1 (PBS) 18.367.262 18.018.988 98,1 17.101.565 93,11
V1.2 (PBS) 24.550.379 24.112.253 98,22 22.774.676 92,77
V1.3 (PBS) 21.039.141 20.659.656 98,2 19.505.065 92,71
V1.4 (PBS) 20.934.662 20.580.058 98,31 19.419.533 92,76
V1.5 (PBS) 19.498.455 19.150.635 98,22 18.079.571 92,72
V1.6 (PBS) 20.570.365 20.209.663 98,25 18.989.070 92,31
V2.1 (ZIKV) 20.841.192 20.479.537 98,26 19.367.866 92,93
V2.2 (ZIKV) 20.060.215 19.711.883 98,26 18.620.389 92,82
V2.3 (ZIKV) 22.419.387 21.935.362 97,84 20.704.522 92,35
V2.4 (ZIKV) 22.510.455 21.872.957 97,17 20.768.647 92,26
V2.5 (ZIKV) 20.463.594 20.031.690 97,89 18.940.667 92,56
V2.6 (ZIKV) 18.367.262 18.018.988 98,1 17.101.565 93,11
V3.1 (4G2+ZIKV) 19.774.676 19.374.995 97,98 18.339.982 92,74
V3.2 (4G2+ZIKV) 20.322.334 19.790.520 97,38 18.741.757 92,22
V3.3 (4G2+ZIKV) 21.101.684 20.615.978 97,7 19.459.458 92,22
V3.4 (4G2+ZIKV) 20.252.702 19.770.172 97,62 18.729.596 92,48
V3.5 (4G2+ZIKV) 21.500.885 21.070.345 98 19.911.777 92,61
V3.6 (4G2+ZIKV) 25.346.693 24.813.381 97,9 23.399.266 92,32

A tabela destaca o resultado ap6és o0 mapeamento das leituras para as condi¢Ges estudadas e suas
réplicas biologicas.

5.2 Expressao Diferencial entre os Grupos Experimentais
A analise de expressao diferencial foi realizada comparando 0s grupos
experimentais entre si, sendo, portanto V1XV2 e V2XV3. O experimento possui duas

variaveis, sendo a primeira a infecgéo pelo ZIKV e a segunda variavel a auséncia ou
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presenca do anticorpo pan-flavivirus 4G2, que simula uma infecgéo prévia por outro
flavivirus como DENV.

De acordo com os parametros estabelecidos, no qual sdo considerados genes
diferencialmente expressos aqueles que apresentavam valor de p < 0,05 e logFC < -
1 ou = 1, a analise de transcriptoma identificou 83 genes que seguem 0s parametros
definidos para expresséo diferencial. Dos 83 genes observados, 7 pertencem a
comparacao entre V1XV2, 43 pertencem a comparacao V1XV3 e 33 pertencem a
comparacdo V2XV3. Aqui destacamos preferencialmente os grupos V1IXV2 e

a

V2XV3, mas os resultados de todas as andlises descritas a seguir referentes &

V1XV3 encontram-se no Anexo A (Tabela 4 e Figuras 25 a 32).

Em relacdo a analise V1XV2, dois genes foram regulados positivamente

enquanto que 5 genes foram

regulados negativamente (Tabela 2). Ja na

comparacao entre V2XV3, foram observados 24 genes regulados positivamente

engquanto que 9 genes foram regulados negativamente (Tabela 3).

Tabela 2: Genes diferencialmente expressos em V1XV2.

Gene External Gene Name log2FoldChange pvalue
Gm12447 ENSMUSG00000080816 1,145336326  0,0047205
A630072M18Rik ENSMUSG00000101013 1,139967726  0,0024714
Slc9a4 ENSMUSG00000026065 -1,013084525  0,0291473
Prss56 ENSMUSG00000036480 -1,049779059  0,0236298
Clql2 ENSMUSGO00000036907 -1,232632723  0,0395721
Scgn ENSMUSG00000021337 -1,523558647  0,0471896
Gm37795 ENSMUSG00000102813 -1,561331713 0,0007331

A tabela mostra em ordem decrescente do valor de log2 FoldChange os genes diferencialmente
expressos na comparacao entre V1XV2, bem como os valores de pvalue.

Tabela 3: Genes diferencialmente expressos em V2XV3.

Gene External Gene Name log2FoldChange pvalue
Capnll ENSMUSG00000058626 2,23746583 0,0134429
Zbp1l ENSMUSG00000027514 1,939635305 0,0024888
Ifi2712a ENSMUSG00000079017 1,878482318 0,0038709
Ifi204 ENSMUSG00000073489 1,680241705 0,0071467
Ifi209 ENSMUSG00000043263 1,67160392 0,0002335
Avp ENSMUSG00000037727 1,530022927  0,0109115
Shisal2b ENSMUSG00000042655 1,399918912 0,0073839
Gm12250 ENSMUSG00000082292 1,253608777  0,0041768
Gm45809 ENSMUSG00000109708 1,221330623 0,0002519
Lilra5 ENSMUSG00000070873 1,185900623  0,0055488
Nlrplc-ps ENSMUSG00000092528 1,162451743  0,0224368
Gm13778 ENSMUSG00000086495 1,143730253 0,0191743
Lgals3bp ENSMUSG00000033880 1,141098015 0,0022666
Tgtpl ENSMUSG00000078922 1,11516732  0,0068682
Gm37212 ENSMUSG00000104026 1,106978243 0,0113241
[120ra ENSMUSG00000020007 1,097229535  0,0249426




Npff
Gm32633
Gsx1
Gm4951
H2-Q6
Gm43389
Gm37795
Gm37755
9130227L01Rik
Gm37019
Gm44229
Deppl
Fos

Egr2
Hmcnl
Magix
Ccnl

ENSMUSG00000023052
ENSMUSG00000108393
ENSMUSG00000053129
ENSMUSG00000073555
ENSMUSG00000073409
ENSMUSG00000106665
ENSMUSG00000102813
ENSMUSG00000103382
ENSMUSG00000099950
ENSMUSG00000102953
ENSMUSG00000108088
ENSMUSG00000048489
ENSMUSG00000021250
ENSMUSG00000037868
ENSMUSG00000066842
ENSMUSG00000031147
ENSMUSG00000028195

1,098357026
1,085543294
1,085543294
1,06595561
1,057293175
1,028155546
1,025842524
1,007736599
-1,000871664
-1,021938326
-1,031242346
-1,040816184
-1,058073534
-1,058558324
-1,081457036
-1,086360127
-1,088890699

0,0162692

0,034847
0,0277245
0,0066996
0,0034483
0,0057348
0,0489722
0,0207339
0,0152265
0,0379402
0,0269402
0,0028546
5,225E-06
0,0034529
1,299E-09
0,0076300
3,003E-14
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A tabela mostra em ordem decrescente do valor de log2 FoldChange os genes diferencialmente
expressos ha comparacao entre V2XV3, bem como os valores de pvalue.

Dessa forma, foi observada uma quantidade maior de genes diferencialmente

expressos na presenca de 4G2, expressos em V2XV3, sendo em sua maioria genes

ativados, do que na auséncia de 4G2 expressos em V1XV2, sendo em sua maioria

reprimidos.

Apés uma andlise cruzada entre os genes diferencialmente expressos

observados em cada grupo experimental, foi observado que nenhum gene é

compartilhado entre os trés grupos experimentais (Figura 6).

V1XV2

V2XV3




47

Figura 6: Diagrama de Venn. O diagrama mostra os genes diferencialmente expressos (p < 0,05 e
logFC < -1 ou = 1) entre os grupos experimentais. Nao ha genes na intersegdo entre os trés grupos.
Entre V1IXV2 e V1XV3 é observado um gene na intersecdo dos grupos, entre VIXV2 e V2XV3 é
observado um gene na intersecdo dos grupos e entre V1XV3 e V2XV3 sao observados 14 genes na
intersecao dos grupos.

Os resultados de V1XV2 mostram que 5 genes sao expressos exclusivamente
nesse grupo, enquanto que um gene (Gm12447) é compartilhado com V1XV3 e um
gene (Gm37795) com V2XV3. O gene Gm37795 compartilhado entre V1XV2 e
V2XV3 é suprimido na auséncia de 4G2 (V1XV2) e ativado na presenca de 4G2
(V2XV3).

Todavia, os resultados de V2XV3 revelam 18 expressos exclusivamente
nessas condi¢cdes experimentais, enquanto que um gene encontra-se na intersecao
de V1XV2. Porém, na intersecdo com V1XV3 sdo observados 14 genes
diferencialmente expressos (Ifi2712a, 1fi209, Zbpl, Gm4951, H2-Q6, Gm37755,
Ifi204, Nlrplc-os, Tgtpl, Lgals3bp, Deppl, Hmcnl, Gm44229 e Magix). Desses
genes comuns entre V1XV3 e V2XV3, 10 sao ativados em ambos os casos e 4 sdo

suprimidos nas duas condi¢des experimentais.

5.3 Anélise de Expresséao Diferencial por Volcano plot

O grafico de Volcano plot é um grafico de dispersdo que mostra a
significancia estatistica (valor P) e a magnitude da mudanca (mudanca da dobra)
expressa em log2 FoldChange. Assim, € possivel identificar os genes com maiores
alteracdes de acordo com logFC de cada um e que também sdo estatisticamente
significativos (Doyle, 2021). Dessa forma, o grafico ilustra os dados da tabela de
genes diferencialmente expressos. Os genes mais expressos sao representados a
direita do gréafico e os genes menos expressos a esquerda.

Os grupos experimentais V1 (PBS) e V2 (ZIKV) foram comparados entre si e
apresentaram 7 genes diferencialmente expressos entre eles. Desses genes, dois
foram expressos positivamente e 5 expressos negativamente de acordo com os
padrdes determinados (p < 0,05 e logFC < -1 ou = 1), representados em vermelho no
grafico (Figura 7). Dessa forma, foram observados mais genes sendo suprimidos

comparados aos genes ativados.
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Figura 7: Volcano plot V1XV2. O gréfico mostra os genes diferencialmente expressos em V1XV2 de
acordo com as métricas: p < 0,05 e logFC < -1 ou =1.

J& quando comparados 0s grupos experimentais V2 (ZIKV) e V3 (4G2+ZIKV)
foi possivel observar 33 genes diferencialmente expressos entre os grupos. Desses
genes, 24 foram expressos positivamente e 9 expressos negativamente de acordo
com os padrdes determinados (p < 0,05 e logFC < -1 ou = 1) (Figura 8). Dessa
forma, foram observados mais genes sendo regulados positivamente comparados
aos genes suprimidos de acordo com os pontos em vermelho no grafico. Mesmo
alguns genes suprimidos apresentarem maior significancia estatistica, os genes com

maior alteracao da dobra foram ativados.
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countsTable_V2XV3.DESeq2
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Figura 8: Volcano plot V2XV3. O gréfico mostra os genes diferencialmente expressos em V2XV3 de
acordo com as métricas: p < 0,05 e logFC < -1 ou =1.

5.4 Andlise Funcional dos Genes Diferencialmente Expressos

A funcdo dos genes diferencialmente expressos em todos 0S grupos
experimentais foi investigada a fim de correlacionar o papel desses genes no
organismo durante a infeccdo por ZIKV, considerando a presenca ou auséncia do
anticorpo 4G2. Foram utilizados bancos de dados com informacdes ja descritas para
analise funcional dos genes.

A primeira analise entre os grupos V1 e V2 revelou 7 genes diferencialmente
expressos de acordo com os parametros (p < 0,05 e logFC < -1 ou = 1), onde dois
genes tiveram expressao positiva, sendo eles Gm12447 e A630072M18Rik (Anexo
B, Tabela 5). Apos andlise no banco de dados n&o foram identificados aspectos
como funcgéo, vias moleculares e expressdo para ambos 0s genes, principalmente
Gm12447. Para o gene A630072M18Rik, foi mencionado a presencga dele no cDNA
de timo de neonato em um banco de dados, mas sem especificagcbes e outras

informacoes.
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Dentre 0s genes reprimidos, apenas um nao apresentou fungcéo descrita, 0
gene Gm37795, sendo esse o com menor logFC. Porém, é observada a presenca
de miRNAs relacionados a esse gene. Os demais genes séo Slc9a4, Prss56, C1ql2
e Scgn que possuem funcao de regulacéo de pH, transducéo de sinal e absorcao de
sédio; desenvolvimento ocular; regulacdo do nimero de sinapses de neurdnios do
hipocampo e papel na regulagéo e ligagédo de ions de calcio, respectivamente. Além
disso, esses genes possuem impacto em processos biolégicos como ciclo celular,
manutencdo da homeostase, alteracdes em etapas ou componentes do ciclo celular,
fatores de coagulacdo do sangue, regulacao e transportes de ions transmembrana e
atividade de células imunes.

A funcdo dos 33 genes diferencialmente expressos em V2XV3, também foi
investigada (Anexo B, Tabela 6). Entre os 24 genes regulados positivamente, 5 nao
apresentaram funcdes descritas nos bancos de dados, sendo eles: Gm45809,
Gm13778, Gm37212, Gm32633 e Gm43389. Entre esses genes ativados também
foram observados dois genes relacionados a miRNAs; Gm37795 e Gm37755, mas
gue nao apresentaram outras informacdes relacionados a funcdo nos bancos de
dados. Ja nos genes regulados negativamente, 3 ainda nao foram descritos, ndo
tendo, portanto, funcdo informada nos bancos de dados, sendo 0s genes
9130227L01Rik, Gm37019 e Gm44229.

Muitos genes ativados apresentaram funcdo relacionada ao sistema imune,
como ativacdo e regulacéo induzida por interferon, ativacao da resposta imune inata,
ativacao do processo inflamatério, regulacéo de citocinas com IL-12, IL-13, IL-10, IL-
6 e TNF além de influéncia e ativagcdo de cascata MAPK, processamento de
antigeno e apresentacdo de antigeno de peptideo endogeno via MHC classe |b e
mecanismos envolvidos na resisténcia celular induzida por patégenos. Os genes
envolvidos nessas funcfes sao: Ifi2712a, Ifi209, Tgtpl, H2-Q6 e Lilra5. Além disso, o
gene l1I20ra também mostrou ser importante em processos imunes, ja que
representa um dimero receptor para IL-19, IL-20 e IL-24 e para IL-26. Quanto aos
processos biolégicos em gque esses genes estdo envolvidos e que nao esteja
relacionado ao sistema imune, dois deles apresentam participagdo também na
inducdo de apoptose e na adesao celular. Destaca-se ainda que os genes Ifi2712a,
Ifi209, Tgtpl e H2-Q6 foram ativados também em V1XV3, pertencendo ao conjunto

de genes compartilhados entre esses grupos.
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Um conjunto de genes demonstrou ser importante no ciclo celular e na
manutencdo celular e do material genético. Os genes Zbpl, Ifi204, Gm12250,
Nirplc-ps e Lgals3bp atuam no reconhecimento de estruturas de Z-RNA produzidos
por virus, desencadeando morte celular, na inibicdo da transcricio do RNA
ribossébmico, no processo de apoptose, nos estdgios do ciclo celular e adesao
celular mediada por integrinas. Esses genes, além de processos biologicos
relacionados a manutencéo celular, também participam de processos relacionados
ao sistema imune e ao seu funcionamento, a processo inflamatoério, resposta a
patbgenos e na morfogénese e neurogénese. Além disso, todos esses genes,
exceto 0 gene Gm12250, sdo ativados em V1XV3, sendo, portanto compartilhados
entre 0s grupos experimentais.

Outros 6 genes regulados positivamente apresentaram fungdes distintas aos
comentados anteriormente. O gene Avp atua ligando-se aos receptores da
vasopressina e participa de processos biolégicos relacionados ao ciclo celular, ao
metabolismo, a apoptose e a manutencdo da homeostase. O gene Shisal2b esta
relacionado ao indice de massa corporal, enquanto que o gene Npff esta vinculado a
um neuropeptideo modulador de morfina, além de estar presente também em
processo bioldgicos, tais como no processo inflamatério, morfogénese, neurogénese
e no metabolismo. O gene Gsx1 € importante no desenvolvimento da hipoéfise. Ja o
gene Gm4951 atua na atividade de GTPase. Por fim, o gene Capnll, que
apresentou maior logFC do grupo analisado, esta relacionado a uma protease nao
lisossomal regulada por célcio que catalisa protedlise limitada de substratos
envolvidos na remodelagéo do citoesqueleto e transducéo de sinal.

No grupo de genes suprimidos, apenas 6 tinham fungcéo descrita no banco de
dados. O gene com menor logFC foi o gene Ccnl, que atua na promocao da
proliferacdo celular, quimiotaxia, angiogénese e adesdo celular. O gene Magix €&
importante na manutencdo de componentes plaquetarios no sangue. Ja 0 gene
Hmcnl promove a maturacdo do sulco de clivagem durante a citocinese em
embrides pré-implantacdo. Enquanto isso, 0 gene Egr2 desempenha um papel na
segmentacdo do cérebro posterior. Por fim, 0os genes que apresentaram menor
regulacdo negativa, Deppl e Fos, tém como funcdo modulagéo critica da autofagia
induzida por FOXO3 via aumento de ROS celulares e papel no desenvolvimento das
células destinadas a formar e manter o esqueleto, respectivamente. Portanto, os

genes suprimidos atuam em processos biologicos relacionados ao ciclo celular,
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morfogénese, metabolismo, processos de autofagia e apoptose. Desses genes
regulados negativamente, trés (Deppl, Hmcnl e Magix) também foram suprimidos
em V1XV3, pertencendo também aos genes compartilhados entre esses grupos

experimentais (Anexo B, Tabela 7).

5.5 Enriquecimento de Vias

Apés a andlise funcional dos genes diferencialmente expressos em cada
grupo experimental, foi realizado o enriquecimento de via por Gene Ontology
representado pelo grafico de Dot plot. O grafico de Dot plot mostra as vias alteradas
na comparagao entre 0s grupos por meio de sobreposicdo de pontos. Para andlise
do grafico, vale ressaltar que quanto maior o ponto, maior a quantidade de genes
alterados relacionados a essa via indicada e quanto mais proxima de vermelho,
menor o valor de p (p < 0,05), o que indica maior evidéncia contra a hip6tese nula;
ou seja, maior alteracdo nas vias em questdo. Além disso, a posi¢cao de cada ponto
no gréfico indica o percentual de alteracdo em cada via que varia de 0 a 100%.

O primeiro grupo analisado foi V1XV2, onde varias vias foram alteradas,
sendo que essas vias corroboram para os resultados observados na analise

funcional do grupo em questéo (Figura 9).
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Figura 9: Dot plot V1XV2. O grafico mostra as principais vias alteradas pelos genes diferencialmente
expressos em V1XV2, pela sobreposi¢éo dos pontos.

A coluna a esquerda indica as vias alteradas em genes ativados. Quanto mais
proximo de 0,2 menor a porcentagem de alteracao da via em questdo e quanto mais
proximo de 0,8, maior a porcentagem de alteracdo da via. Para esses genes foram
observadas alteracbes principalmente em vias relacionadas ao ciclo celular e
material genético e a formacdo de tecidos. Quanto ao ciclo celular, foram
enriquecidas via relacionadas a transicdo da fase G2/M do ciclo com significancia
meédia, assim como a quantidade de genes e com alteragcdo de aproximadamente
30% da via. Outras vias nesse contexto também tiveram resultados parecidos, com
alteracdo em mais de 50% da via e estando relacionados a diferenciacdo de células
teciduais. Ja em relacdo as vias alteradas relacionadas a formacédo de tecidos, as
principais observacdes sdo em relacdo ao processo embrionario e a formacao de

tecidos do embrido. Vias como de morfogénese placentaria e de implantacdo do
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embrido, foram ~48% e ~26% modificada respectivamente, mas ambas com
significancia e quantidade média de genes responséaveis pelas alteracdes.

A coluna da direita indica vias alteradas por genes suprimidos. Quanto mais
préximo de 0,2 menor a porcentagem de alteracdo da via em questdo e quanto mais
proximo de 0,8, maior a porcentagem de alteracdo da via. Dessa forma, quanto aos
genes regulados negativamente, houve muitas alteracbes em vias relacionadas ao
sistema imunoldgico e a processos desse sistema. Essas vias foram modificadas em
53% e 25% aproximadamente, com valor de p médio de acordo com os valores do
grafico e com frequéncia de genes relacionados a essas vias também com valor
médio. Destacam-se vias importantes na resposta imune como proliferacdo e
ativacdo de células T, resposta na fase aguda da infeccdo, producdo de
interleucinas e outras citocinas.

Outras vias foram enriquecidas nesse grupo experimental, tanto em genes
ativados quanto em genes suprimidos. Essas vias apresentaram parametros médios
de acordo com a escala grafica e estdo relacionadas a diversas funcdes no
organismo, como resposta a absor¢ao de vitaminas, absorcdo de agua, metabolismo
de sodio, processo biossintético de proteinas, polissacarideos, glicogénio e
carboidratos.

A mesma analise foi realizada para o grupo V2XV3 onde foram observadas
alteracdes em vias semelhantes as funcdes descritas nos bancos de dados (Figura
10).
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Figura 10: Dot plot V2XV3. O grafico mostra as principais vias alteradas pelos genes
diferencialmente expressos em V2XV3, pela sobreposi¢céo dos pontos.

Novamente, a coluna a esquerda indica as vias alteradas em genes ativados
positivamente. Semelhante ao observado no grupo anterior, 0os genes ativado
interferiram prioritariamente em vias relacionadas ao sistema imune. Essas vias
foram alteradas entre ~23% e ~71% de toda sua extenséo e apresentou valor de p
muito bom e muitos genes relacionados a essas alteracdes. Alguns exemplos de
vias enriquecidas nessas condicbfes sdo processamento e apresentacdo de
antigeno, resposta imune a microrganismos, regulacdo de citotoxicidade mediada
por leucocitos, regulacdo da resposta imune inata, producdo de interleucinas,
resposta do sistema imune efetor e resposta a interferon. Foi observado também
enriquecimento médio no ciclo de vida viral, de acordo com a escala gréfica.

Quanto as vias suprimidas grande parte esta relacionada a morfogénese e

formacao tecidual. Essas vias apresentaram parametros baixos quanto a frequéncia
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de genes e significancia, mas tiveram modificagdo na via com media de

aproximadamente 50%. Genes relacionados a formagdo do sistema nervoso,

sistema linfatico e sistema cardiovascular sdo responsaveis pela supressédo dessas

vias. Ainda entre as vias suprimidas, observa-se supressdo em aspectos celulares,

como diferenciagao celular.

Como reforgo dos resultados anteriores, foi realizado o enriqguecimento de via

também por Ridge plot a partir do Gene Ontology. Para compreensdo desses

resultados, € importante ressaltar que o grafico mostra uma sobreposicdo de

graficos que geram curvas. Dessa forma, quanto maior o pico de cada curva maior a

quantidade de genes relacionados a via indicada, enquanto que quanto mais

préximos da cor vermelha forem esses picos, menor o valor de p.

O gréfico de Ridge plot do grupo V1XV2 mostra resultados semelhantes ao

observado anteriormente no grafico de Dot plot quanto as vias alteradas (Figura 11).
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Semelhante ao observado na analise de enriquecimento de via por Dot plot,
nos genes ativados positivamente, a direita do ponto 0 no eixo, a via de alteracbes
no ciclo celular € expressa com alta frequéncia e valor de p baixo. Nesses mesmos
pardmetros € observado enriqguecimento na via de morfogénese da placenta.
Também foi observado alteracdo na resposta de fase aguda, metabolismo de
vitaminas e mineralizacdo 6ssea. Quanto aos genes suprimidos, a esquerda de 0 no
eixo, as vias alteradas com maior frequéncia séo as vias de regulacédo de sodio, vias
de producédo de citocinas e ativacao de células T.

Dessa forma, a andlise de enriquecimento de vias apresentou resultados que
se assemelham a analise nos bancos de dados, tendo em vista que 0sS genes
diferencialmente expressos em V1XV2 impactam em funcdes que condizem com as
vias alteradas.

De modo semelhante, foi realizada a mesma analise no grupo V2XV3 (Figura

12).
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Figura 12: Ridge plot V2XV3. O grafico mostra as principais vias alteradas pelos genes
diferencialmente expressos em V2XV3, pela sobreposicédo de graficos que mostram a intensidade da
alteracado na via.

Foi observada alta frequéncia de expressdo positiva de algumas vias,
independente do valor de p, representado ao lado direito do eixo O no gréfico.
Novamente, as principais vias representadas no grafico estdo relacionadas com
alguma etapa da resposta imune. Foram alteradas principalmente as vias de
resposta celular ao estimulo de citocinas, regulagéo positiva do sistema imune e da
resposta de defesa, além de regulacdo da resposta imune efetora. Também foram
alteradas a atividade de células de defesa, do ciclo viral e interferon tipo I.

Assim, os dois modelos de gréfico esbocam as vias enriquecidas em todas as
condi¢cbes experimentais e que mostraram comprometimento na condi¢cdo do grupo
de estudo e condizem com as funcdes observadas nos bancos de dados dos genes

diferencialmente expressos em V2XV3.

5.6 Analise de Enriquecimento do Conjunto Genético

ApoOs analise de enriquecimento de via pelas técnicas ja descritas, foi
realizada a Analise de Enriquecimento do Conjunto Genético (GSEA). Esse método
observa se um determinado conjunto de genes € enriquecido significativamente de
acordo com o fenétipo observado nos grupos de interesse. Os genes sdo ordenados
de acordo com a relacdo com o fenétipo e mantém esse padrdo de distribuicdo
(Subramanian et al., 2005). Portanto, para compreensao dos resultados expressos
na forma de grafico € necessario compreender que a parte superior da imagem
indica os genes enriquecidos dentro do conjunto funcional. A quantidade de barras
indica a quantidade de genes expressos e a posi¢cdo, acima ou abaixo de O indica
ativacdo ou supressdo. A parte inferior da imagem mostra a posicdo dos genes,
ainda em barras e com posicdo igual ao anterior, mas ha uma curva que indica a
pontuacdo maxima de enriguecimento, bem como o maior desvio de 0 que é
representado pelo pico da curva. Pico a esquerda do grafico representa
enriquecimento positivo e pico a direito indica enriquecimento negativo.

Para os dois grupos principais analisados (V1XV2 e V2XV3) sdo observados
enriguecimento positivo para o conjunto de genes relacionados a cascata de

coagulagao e ao sistema complemento (Figura 13 e 14).
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Figura 13: Gsea Plot para cascata de coagulacdo e sistema complemento V1XV2. O gréfico
mostra enriquecimento positivo do conjunto genético para essa via, com pico acima de 0.
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Figura 14: Gsea Plot para cascata de coagulacdo e sistema complemento V2XV3. O grafico
mostra enriquecimento positivo do conjunto genético para essa via, com pico acima de 0.

A via da cascata de coagulacdo e do sistema complemento apresentou

enriquecimento positivo para ambos 0s grupos experimentais, sendo observados

picos altos principalmente em V1XV2. Quanto a quantidade de genes envolvidos o

grupo V1XV2 e V2XV3 apresentam quantidade parecida de genes envolvidos na

alteracdo desse conjunto de genes.
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Outras vias tiveram resultados semelhantes, mas foram expressas apenas em

V2XV3. Dentre essas vias destaca-se a via JAK-STAT (Figura 15).
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Figura 15: Gsea Plot para via de sinalizagdo JAK-STAT V2XV3. O gréafico mostra enriguecimento
positivo do conjunto genético para essa via, com pico acima de 0.

A via de sinalizagcdo JAK-STAT foi ativada com grande quantidade de genes
envolvidos e relacionados ao fenétipo da via. Apresenta genes bem distribuidos na
extensdo da via e pico maximo de enriguecimento alto.

Outra via com padrdes semelhantes entre nesse é a via de sinalizagdo NOD-
like (Figura 16).
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Figura 16: Gsea Plot para via de sinalizagdo NOD-like V2XV3. O gréafico mostra enriqguecimento
positivo do conjunto genético para essa via, com pico acima de 0.
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Para a via em questdo, observam-se muitos genes envolvidos no fendétipo
com enriguecimento positivo. O grupo V2XV3 apresenta grande pico de
enriguecimento nessa via, semelhante ao observado na via anterior.

Porém a analise de alguns conjuntos genéticos indicou supressdo em
algumas vias que sao expressos apenas em V2XV3, como a via de sinalizagao

FoxO (Figura 17).
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Figura 17: Gsea Plot para via de sinalizacdo FoxO V2XV3. O grafico mostra enriquecimento
negativo do conjunto genético para essa via, com pico abaixo de 0.

Muitos genes estdo envolvidos na supressdo dessa via. O grupo V2XV3
apresenta pico significativo sendo possivel notar que o conjunto genético enriqueceu
negativamente essa via de forma acentuada.

Outra via que apresentou enriquecimento negativo foi a via Wnt (Figura 18).
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Figura 18: Gsea Plot para via de sinalizagdo Wnt V2XV3. O grafico mostra enriguecimento
negativo do conjunto genético para essa via, com pico abaixo de 0.

De modo parecido a via anterior, muitos genes estdo envolvidos nesse
enriqguecimento e no fendtipo da via. Apresentam valor aproximado de pontuacédo
maxima de enriquecimento com pico negativo, indicando supressdo da Vvia.
Diferentemente da via anterior, € possivel observar alguns genes ativados, mas as
perturbacdes se devem principalmente aos genes expressos negativamente.
Portanto no contexto da infeccéo a via foi reprimida.

Como mencionado, o grupo V1XV3, aqui nao representado apresentou
alteracdo nas mesmas vias com caracteristicas semelhantes a V2XV3. As andlises
de enriqguecimento do conjunto genético desse grupo encontra-se no Anexo A
(Figuras 28 a 32).

5.7 Analise de Splicing Alternativo

O splicing alternativo € um mecanismo capaz de aumentar o numero de
proteinas expressas a partir de um gene, gerando diversidade genética. Além disso,
dependendo do tipo de célula, o splicing pode ser regulado diferencialmente (Cooper
et al., 2009). Dessa forma, para investigar a variacdo génica por meio de splicing
alternativo no cérebro de camundongos nascidos de mées infectadas por ZIKV, na
presenca ou auséncia de 4G2, foi realizada a analise do mecanismo por Gene
Ontology representado pelo grafico gerado pelo programa Circos (Circular Genome
Data Visualization).
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O pacote de Circos gera um grafico com layout circular que mostra a relacao
entre dados e informagcBes de interesse. No presente estudo, o gréfico gerado
mostra a relacdo entre os transcritos de diferentes isoformas de alguns genes
gerados por splicing alternativo com as funcdes desempenhadas por esses
transcritos. Essa relacdo foi descrita em trés categorias de Gene Ontology: funcéo
molecular, processo biolégico e componente celular nos grupos V1XV2 e V2XV3.

Foram selecionadas as 50 principais vias alteradas em cada categoria. Além
disso, devido a quantidade de transcritos expressos, foi delimitado 10 isoformas por
via, pois o pacote de Circos permite no maximo 360 termos para formacdo do
grafico.

A categoria funcdo molecular expressa as atividades elementares de um
produto génico ao nivel molecular. Nessa categoria, foram destacadas atividades
relacionadas a actina, canais de calcio, atividade enzimatica, formacdo e
manutencdo de DNA, atividade de GTP, integridade de histonas e microtubulos,
atividade catalitica, atividade ibnica, formacao proteica, atividade de RNA e RNA
polimerase, canais de zinco, dentre outros. Aproximadamente 238 transcritos foram
relacionados as essa categoria em V1XV2 (Figura 19), enquanto que em V2XV3
foram relacionados cerca de 125 transcritos (Figura 22). Porém, as alteracdes em
V1XV2 foram regulares, ndo apresentando destaque para regulacdo diferecial em
atividades especificas. No entanto, em V2XV3, atividades especificas foram muito
reguladas por meio do mecanismo de splicing, como ligacdo de ATP, atividade do
DNA, ligacdo de nucleotideos, atividade de transferase e principalmente na
formacdo proteica que foi muito regulada. Nesse contexto, transcritos como Dyrkla,
Eif2akl, Ep300, Myo5a, Ncoa2, Ptk2b e Racl foram mais regulados comparados
aos demais, sendo que o0s genes vinculados a essas isoformas ndo foram
observados na expressao diferencial.

A categoria Processo BiolOgico caracteriza 0s processos nas células, 6rgaos,
tecidos e sistemas e o funcionamento de vias que agem para o bom funcionamento
do organismo. Foi destacado processo de apoptose, funcionamento do axonio,
desenvolvimento do cérebro, atividade celular, processamento de mMRNA,
desenvolvimento do sistema nervoso, atividade neuronal, transducédo de sinal,
espermatogénese dentre outros. Em V1XV2 foram observados aproximadamente
261 transcritos, sendo que novamente houve uma regulagdo uniforme entre as

isoformas e processos (Figura 20). Mas em V2XV3, apesar de apresentarem menos
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transcritos envolvidos, cerca de 110 (Figura 23), alguns processos foram mais
alterados quando comparado ao outro grupo. Sao eles: transporte de ions,
fosforilacdo, transcricdo via RNA, atividade catalitica e transducédo de sinal. Mas,
diferentemente de V1XV2, V2XV3 apresentou regulacdo maior de processos
relacionados ao sistema nervoso. Além disso, algumas isoformas, como: Cx3cl1,
Cxcl12, Dyrkla, Ep300, Erbb4, Lmtk2, Ncoa2, Ptchl, Ptk2b, Racl, Tgfbrl e Wnk1
foram mais reguladas estando relacionados a varios processos. A maioria dessas
isoformas ndo tiveram seus genes observados na expressao diferencial, mas
algumas também aparecem bem reguladas na categoria de fungdo molecular.

Por fim, a categoria componente celular mostra as partes da célula ou
ambiente extracelular que estdo mais vinculados as isoformas estudadas. Em
V1XV2 (Figura 21) cerca de 138 transcritos foram alterados para 0s seguintes
componentes celulares: juncdo celular, citoplasma, componente integral da
membrana, membrana, nucleoplasma, nucleo e membrana plasmatica, sendo esses
componentes 0S mais expressos no grupo em questdo. De modo semelhante, foram
observados também aproximadamente 138 transcritos relacionados aos mesmos
componentes celulares descritos em V1XV2, mas com algumas diferengas, como
maior expressdo em axonio e na regido de sinapse, reforcando maior expressao
diferencial na presenca de 4G2. De modo semelhante as andlises anteriores, grande
parte dos transcritos dessa categoria ndo tem genes diferencialmente expressos

descritos nas analises anteriores.
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Figura 19: Circos plot V1XV2 — Funcdo Molecular. O gréafico mostra os transcritos gerados por
splicing alternativo com seus genes de referéncia associados as funcdes moleculares mais
caracteristicas desses transcritos em V1XV2.
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Figura 20: Circos plot V1XV2 — Processo Biolégico. O grafico mostra os transcritos gerados por
splicing alternativo com seus genes de referéncia associados aos processos bioldégicos mais
caracteristicos desses transcritos em V1XV2.
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Figura 21: Circos plot V1XV2 — Componente Celular. O gréafico mostra os transcritos gerados por
splicing alternativo com seus genes de referéncia associados aos componentes celulares que se

relacionam com esses transcritos em V1XV2.
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Figura 22: Circos plot V2XV3 — Funcgé@o Molecular. O gréfico mostra os transcritos gerados por
splicing alternativo com seus genes de referéncia associados as fun¢des moleculares mais
caracteristicas desses transcritos em V2XV3.
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Figura 23: Circos plot V2XV3 - Processo Biolégico. O grafico mostra os transcritos gerados por
splicing alternativo com seus genes de referéncia associados aos processos biolégicos mais
caracteristicos desses transcritos em V2XV3.
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Figura 24: Circos plot V2XV3 — Componente Celular. O gréafico mostra os transcritos gerados por
splicing alternativo com seus genes de referéncia associados aos componentes celulares que se
relacionam com esses transcritos em V2XV3.
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6.0 DISCUSSAO

A analise do transcriptoma de um organismo permite avaliar simultaneamente
a expressao de varios transcritos e desvendar como essa expressao interfere em
uma condicdo fisiolégica (Wang et al., 2009). Assim, é possivel, através da
composi¢cdo molecular de uma célula ou tecido, compreender o desenvolvimento de
doencas quantificando o nivel de expressao génica sob diversas situacfes, por meio
dos genes diferencialmente expressos, que podem ser expressos positivamente ou
negativamente (Moreton et al., 2015).

O virus ZIKV se assemelha muito estruturalmente ao virus da dengue
(DENV), além de serem transmitidos pelo mesmo vetor. Os casos mais graves de
SCZ foram observados em regides endémicas para DENV, onde provavelmente
parte da populagéo teve contato com algum sorotipo desse virus (Guzman e Harris,
2015). Essa situagédo pode gerar um fenébmeno conhecido como “Intensificacéo da
infeccdo dependente de anticorpos” (ADE — Antibody-Dependent Enhancement),
onde durante uma infeccdo heteréloga, os anticorpos produzidos por DENV
desempenham papel inverso ao esperado gerando aumento da infeccdo causada
por ZIKV. Os anticorpos gerados pela primeira infeccdo geram imunocomplexos com
o virus da nova infeccdo facilitando a entrada desse virus na célula hospedeira
(Katzelnick et al., 2017).

Muitos estudos revelam o fenébmeno de ADE entre ZIKV e DENV, como
Zimmerman e colaboradores (2018). Os autores descrevem em modelo in vitro que
anticorpos especificos para DENV sdo capazes de aumentar a infeccdo por ZIKV em
macrofagos da placenta por meio da facilitacdo de entrada do virus na célula
hospedeira conferido pelo complexo ZIKV-anti-DENV. Esses resultados sugerem
interferéncia dos anticorpos anti-DENV na transmissdo vertical de ZIKV, o que
também foi descrito por Rathore e colaboradores (2019). Foi observado o aumento
da transmisséo vertical de ZIKV em camundongos com anticorpos para DENV que
causou graves ma formacdes cerebrais, como microcefalia grave dependente do
receptor Fc neonatal. Em humanos, Wang e colaboradores (2020a) demonstram
aumento significativo da infeccdo por ZIKV no soro de pacientes com infeccao
primaria ou secundaria por DENV. Porém, ha autores que reportam resultados
diferentes que ndo demonstram o fenbmeno de ADE entre ZIKV e DENV. O estudo

conduzido por Halai e colaboradores (2017) n&o evidenciou associacao entre 0s
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anticorpos para DENV com a infecgdo por ZIKV em humanos, ndo sendo observado
aumento da carga viral ou agravamento da patogenia de ZIKV. Também j& foi
sugerido que a infeccdo por DENV resultam em uma imunidade capaz de reduzir o
risco de infecgéo por ZIKV (Rodriguez-Barraquer et al., 2019).

Dessa forma, o presente estudo buscou compreender, através da analise de
transcriptoma a patologia do ZIKV em animais adultos nascidos de méaes infectadas,
mimetizando uma infeccao prévia de outro flavivirus como DENV, sendo utilizado o
anticorpo pan-flavivirus 4G2. A andlise de genes diferencialmente expressos
comparou trés grupos experimentais: V1 (grupo controle injetado com PBS), V2
(grupo infectado com ZIKV) e V3 (grupo infectado com ZIKV, mas com
administracdo de 4G2 anterior a infeccdo). Dentre os genes diferencialmente
expressos nos grupos de estudo, a maioria possui funcdo anotada, mas parte
desses genes possui fungéo desconhecida ou ndo anotada.

Mesmo com o avango tecnoldgico, muitos organismos possuem genes com
funcdo ainda nao descrita. Os genes identificados em um genoma séao baseados na
similaridade com outros genes ou com a significancia estatistica de uma sequéncia
codificadora de proteina (Rogic et al., 2001). A maioria dos genes € inicialmente
identificada como ORF (Open Reading Frame), ou seja, uma janela de leitura aberta
que representa a regidao do DNA que inicia em no cddon de iniciacdo (ATG) e finaliza
em um cédon de terminacao e é traduzida em um polipeptidio (Doolittle, 1996). Uma
ORF nao é considerada um gene se ndo ha descricdo de um transcrito ou produto
proteico derivado dessa sequéncia (Arnaud e Costanzo, 2005). Em muitos
organismos sao identificados quantidade alta de ORFs sem funcdo predita, néo
codificando proteinas com funcdo conhecida (Galperin, 2001). Esses genes nédo
caracterizados e no qual ndo € possivel comparar com algum gene homélogo com
funcdo descrita sdo chamados de genes hipotéticos. Mas h& casos em que
potenciais genes previstos apresentam homologia com genes ja descritos, sendo
chamados nesse caso de genes hipotéticos conservados (Sivashankari e
Shanmughavel, 2006).

Essa categoria de genes comp®de parte do genoma de muitos organismos e
permanecem em estudo para descricdo da funcdo desses, mesmo com avancgos
lentos (Sivashankari e Shanmughavel, 2006). Em ZIKV, por exemplo, s&o
encontrados muitos genes hipotéticos. O estudo de Leblanc e Brunet (2020)

identificou 4 proteinas alternativas que interagem com o capsideo viral e com a
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proteina NS4A do virus, através de ORFs com fung¢é@o n&o descrita. Nesse contexto,
foi observado que alguns padrbes de anotacdo do genoma limitam a descricéo
funcional de muitos genes codificadores de proteinas funcionais e essenciais na
patogénese do virus (Leblanc e Brunet, 2020).

No presente estudo, foram encontrados 24 genes que podem ser
classificados como genes hipotéticos, pois ndo apresentam funcdo descrita nos
bancos de dados. Esses genes foram encontrados em todas as condicdes
experimentais (PBS, ZIKV, 4G2+ZIKV) no organismo hospedeiro. De modo
semelhante ao trabalho de Leblanc e Brunet (2020), esses genes ndo descritos
podem estar vinculados a func¢des importantes que podem contribuir na patogénese
do ZIKV, mas ndo foi possivel investigar a relacdo deles com a infeccdo no
momento. Porém, em alguns desses genes foi possivel identificar a presenca de
micro RNAs (miRNAS).

Os miRNAs sdo uma ampla classe de reguladores de RNA (Carthew e
Sontheimer, 2009). Sdo RNAs nao codificantes que funcionam como reguladores
pos-transcricionais da expressao génica e direcionam varios transcritos (Bartel,
2004). Os miRNAs sdo encontrados no genoma de varios organismos e influenciam
em processos bioldgicos como diferenciacdo celular, proliferacdo celular, apoptose,
metabolismo, sinalizagdo intracelular, movimento celular, imunidade e oncogénese
(Park et al., 2009; Shirjang et al., 2019). Isso acontece, pois 0s miRNAs interagem
com regi6es do mRNA alvo, como a regido 5-UTR ou a regido 3-URT, que pode
gerar um silenciamento pds-transcricional (Stroynowska-Czerwinska et al., 2014).

Em virus, como o SARS-CoV-2 foi observado por Karimi e colaboradores
(2021) que os miRNAs desse microrganismo influenciam diretamente em vias
importantes para a patogénese da doenca, como vias imunolégicas e de absorcéo
de vitaminas. Ja em ZIKV, Islam e colaboradores (2019) identificou através de
analise de transcriptoma aproximadamente 50 miRNAs putativos que induziram a
regulacdo negativa de genes envolvidos em vias de sinalizacdo celular, funcdes
neuroldgicas e desenvolvimento fetal. Assim, esses miRNAs podem ter afetado a
funcdo de genes essenciais principalmente para o desenvolvimento fetal e formacgéo
do sistema nervoso (Islam et al., 2019). No nosso estudo, foi observado a presenca
de miRNAs associados a genes como Gm37795 e Gm37755, ambos com funcéo
nao descrita nos bancos de dados, mas que podem interferir na funcado de outros

genes importantes na patogenia da infecgéo.
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No grupo V1XV2, que comparou animais do grupo controle injetados com
PBS e animais infectados por ZIKV, além dos genes sem func¢do, o grupo
apresentou 4 genes reprimidos com funcdes diversas. O primeiro gene desse grupo
€ 0 gene Slc9a4, que estd envolvido na regulacdo do pH e na absor¢cdo de sédio
(Gawenis et al., 2005). No ciclo viral do ZIKV, o pH é fator importante para que todas
as fases sejam concluidas adequadamente. Durante a fusdo das membranas
endossomal e viral € necessario pH acido, mas além disso, mudancas no pH séo
importantes para o processo de liberagcdo do virus maduro da célula e para a
integridade desse virus no ambiente extracelular (Haslwanter et al., 2017). O gene
Slc9a4 também funciona como transportador de glicose, &acidos organicos,
compostos de amina e sais biliares, sendo possivelmente essencial no papel de
moléculas basicas na diferenciacdo de células imunes (Tan et al., 2020). Assim, a
supressdo desse gene pode afetar a homeostase do organismo infectado e
favorecer a infecgéo pelo virus.

O gene Prss56 esta associado a formacao ocular e a doencgas oftalmoldgicas
(Koli et al., 2021). Anormalidades oftalmolégicas sdo recorrentes na prole nascida de
maes infectadas por ZIKV, sendo observadas alteracdes na pressao intraocular e na
predisposicao a outras doengas como miopia e hipermetrofia (Ventura et al., 2016).
Assim, ao ser reprimido, o gene Prssb6 afeta diretamente a formacédo do olho do
individuo, favorecendo o comprometimento desse 6rgéao.

O gene Clgl2 tem como fungcdo a regulacdo do numero de sinapses
excitatérias que sao formadas nos neurénios do hipocampo (Sigin et al., 2020). A
rede sinaptica no hipocampo é regulada por receptores pés-singpticos de glutamato
do tipo cainato, por meio de cinética de canal lento. Esses receptores sao
associados ao gene C1gl2 que funciona em associacédo ao gene C1ql3 (Matsuda et
al., 2016). As proteinas oriundas desses genes agem como organizadores celulares
para recrutar complexos formados pelos receptores de glutamato funcionais para os
neurénios e garantir o funcionamento adequado dessas células (Matsuda et al.,
2016). Um estudo conduzido por Bobermin e colaboradores (2020) demonstrou que
alteracdes que afetam o funcionamento do hipocampo durante a infec¢do por ZIKV
pode acelerar o surgimento de doencas degenerativas como Alzheimer. Isso porque
rapidamente o virus gera alteragbes bioquimicas, celulares e moleculares nas
células do hipocampo durante o processo inflamatério (Bobermin et al., 2020).

Desse modo, a supressdo do gene Cl1gl2 impede a formagdo de proteinas
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essenciais para o funcionamento adequado da estrutura cerebral, agravando e
colaborando para casos de microcefalia por exemplo.

Por fim, o gene Scgn, que teve maior nivel de supressdo no grupo
experimental em questdo, produz proteinas que interagem seletivamente e nao
covalentemente com ions de calcio e tem expressdo em tecidos endocrinos que
inclui regides distintas do cérebro e células neuroenddcrinas do trato gastrotintestinal
e pancreas (Wagner et al., 2000). O secretagogin, codificado pelo gene em questao
interage com o complexo SNARE que € um complexo essencial para ancoragem de
vesiculas secretoras com membranas de células alvo, principalmente no intestino.
Alteracdes nesse complexo facilitam a entrada de patégenos nas células desse
orgao (Sifuentes-Dominguez et al., 2019). O gene também atua em processos como
regulacdo do ciclo celular, apoptose, transcricdo, processos de desenvolvimento e
controle de secrecdo. Portanto, mutacdes e alteracbes na expressdo de Scgn
podem levar a uma vulnerabilidade de alguns 6érgéos frente a infeccdo de patdgenos
(Bai et al., 2014). No caso de uma infeccdo por ZIKV, modificacdes génicas em
tecidos cerebrais podem estar vinculadas a esse gene, que pode favorecer a
multiplicagéo viral.

Desse modo, 0s genes expressos negativamente em V1XV2, apesar
possuirem funcdes distintas, mostram-se importantes na patogenia do ZIKV, seja
influenciando em processos de formacéo e funcionamento de 6rgaos e tecidos ou
atuando em aspectos que fragilizam a célula hospedeira e permite a entrada e
replicacédo viral.

Ja o grupo V2XV3 que comparou animais infectados por ZIKV e animais
tratados com 4G2 previamente a infeccdo por ZIKV, apresentou 18 genes
exclusivamente expressos nesse grupo experimental. Quanto aos genes ativados,
foram observados 8 genes expressos positivamente com funcdo descrita, sendo 3
relacionados ao sistema imune: Lilra5, [120ra e Gm12250 sendo esse ultimo ativado
por IFN-y.

O gene Lilra5 é expresso por neutréfilos e mondcitos e possui papel na
regulacdo de producéo de IL-6, IL-10, IL-12, IL-13, cascata MAPK e TNF, sendo,
portanto, essencial na inflamacao (Truong et al., 2020). A IL-10 e o IFN-y atuam
principalmente na regulacao positiva do gene, enquanto que TNF atua ao gene na
regulacéo negativa desse. Em conjunto esses fatores sdo essenciais no escore de

uma doencga infecciosa (Mitchell et al., 2008). J& o gene 1120ra codifica um receptor
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de interleucina e é expresso em varios tecidos, mas especialmente em células
epiteliais (Gao et al.,, 2021). Sua expressao forma um receptor funcional que é
heterodimerizado com a IL-20, estimulando células imunes a produzir outras
citocinas com papel essencial na regulacdo da imunidade inata e na reparacédo de
tecidos (Li et al., 2021).

Desse modo, observa-se que o0s genes ativados em V2XV3 estao
relacionados a producao de citocinas. Estudos indicam que na infec¢do por ZIKV a
producao de citocinas pro-inflamatorios é elevada, estando vinculadas a atividade de
linfécitos T e B e ativando a resposta imune celular e humoral (Tappe et al., 2016).
Na fase aguda da infeccdo ha o aumento de IL-1B3, IL-6, IL-10, IL-13, CXCL10,
CCL5, CCL3, VEGF, IL-2, IL-4, IL-9 e IL-17, sendo que na fase de convalescéncia,
muitas dessas citocinas continuam aumentadas (Maharajan et al., 2016). Além
disso, Frumence e colaboradores (2016) identificaram em sua pesquisa que a
infeccdo por ZIKV em células pulmonares induziu rapida producéo de IL-18, IL-6, IL-
8, CCL2 e IFN-B que colaborou para a sobrevivéncia de células infectadas por maior
tempo. Portanto, ativacdo dos genes observados evidéncia a resposta inflamatoria
frente ao virus, tanto em uma infeccdo sem precedentes quanto quando ha uma
infeccdo prévia por outros flavivirus.

Os demais genes ativados estdo relacionados a manutencao da célula como
0 gene Gsx1 que atua como fator de transcricdo que se liga a sequéncia de DNA 5'-
GC [TA] [AC] ATTA [GA] -3' (Mutsuga et al., 2001). Além disso, 0 gene esta
envolvido em processos de formacao de tecidos e érgaos, assim como Avp que atua
na atividade e formacao dos rins (Gaudet et al., 2011). Ja os outros genes estao
relacionados a outros processos biolégicos, como absor¢do de célcio e modulagéo
de morfina (Askwith et al., 2000). Entdo, além de genes intimamente relacionados a
resposta imune do hospedeiro, observa-se a alteracdo e desequilibrio de diversos
outros sistemas do corpo. Isso pode levar a uma maior susceptibilidade a doenga
agravando os casos principalmente quando ha outros fatores associados.

Enquanto isso, 0S genes expressos negativamente em V2XV3 (Fos, Egr2,
Ccnl) estdo vinculados a supressdao da maquinaria celular. Ambos atuam na
proliferagéao celular, processo de apoptose e diferenciacao celular. Fos e Egr2 estao
especialmente relacionados também com a morfogénese cerebral, no
desenvolvimento da caixa craniana e nos estimulos nervosos pré e pés-nascimento

(David et al., 2005; Gimferrer et al., 2011). Isso corrobora com as manifestacoes
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clinicas da SCZ, principalmente em recém-nascidos com microcefalia. A supressao
de genes envolvidos na morfogénese cerebral compromete o 6rgéo e pode ser ainda
mais problematica durante uma infeccdo cruzada, jA que esses genes aparecem
prioritariamente no grupo tratado com 4G2.

Como observado no Diagrama de Venn, os grupos V1XV3 e V2XV3
compartilham 14 genes, expressos em ambos 0s casos. Desses genes 2 nao
apresentam funcdo descrita. Quanto aos demais genes, 9 foram regulados
positivamente em ambos os grupos e 3 foram regulados negativamente em ambos
0s grupos. Curiosamente, todos os genes ativados participam de algum processo
imunoldgico, enquanto que todos os genes suprimidos estédo vinculados a processos
celulares. A seguir, serdo discutidos esses genes comuns aos dois grupos
experimentais.

O gene Ifi2712a esta envolvido na regulacdo negativa induzida por interferon
da atividade transcricional de NR4A1l, NR4A2 e NR4A3 por meio do aumento da
exportacdo nuclear mediada por XPO1 de receptores nucleares (Labrada et al.,
2002). Também € um gene muito expresso na atividade de células microgliais e
pode estar relacionado a regulacdo da inflamacao nessas células (Kim et al., 2021).
Além disso, € ativo em infec¢Bes por flavivirus. Animais deficientes para esse gene
apresentam titulos virais aumentados e alto padrdo de morte celular neuronal,
associado ao fenotipo de morte celular e comprometimento de tecidos na infecgéo
por WNV (Lucas et al., 2015). Da mesma forma, outros genes da familia Ifi, como
Ifi209 e Ifi204, ativados em ambos os grupos, funcionam pela interagdo com
interferon na resposta imune inata, sendo que estudos recentes relatam mesma
interacdo observada em WNV com o virus Chikungunya (CHIKV) e ZIKV (Wichit et
al., 2019).

Outros genes ativados como Gm4951, H2-Q6 e Nlrplc-ps participam da
resposta imune recrutando mediadores inflamatorios, recrutamento de células imune
e apresentacao de antigeno (Burckstummer et al., 2009; Gaudet et al., 2011). Os
demais genes, Zbpl, Lgals3bp e Tgtpl, sdo ativados durante infeccdo de
patégenos, sendo o Zbpl especifico para infec¢do contra flavivirus, pois € capaz de
reconhecer e se ligar a estruturas do RNA viral (Clarke et al., 2014).

Quanto aos genes reprimidos compartilhados entre os grupos (Depp, Hmcn1,
Magix), observa-se que esses estdo relacionados ao ciclo celular e morfogénese.

Hmcnl, por exemplo, atua em etapas da embriogénese e na diferenciagdo celular
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durante esse processo enquanto Deppl € modulador de autofagia (Stepp et al.,
2014). Dessa forma, é possivel observar uma supressédo que interfere diretamente
no desenvolvimento gestacional, o que colabora com o agravamento de casos de
SCZ quando considerado também casos de AIM.

Apés analise funcional dos genes expressos exclusivamente em cada grupo
experimental e dos genes compartilhados entre V1XV3 e V2XV3, foi verificado que
na presenca de 4G2, a infec¢cdo € mais acentuada e o prejuizo celular e morfolégico
também €& maior. Isso foi observado principalmente no grupo tratado com 4G2 e nos
genes compartilhados entre os grupos. Nesse caso a maior parte dos genes
ativados séo genes relacionados a resposta imune do hospedeiro, o que indica uma
tentativa do organismo em combater a infeccdo e impedir a replicacdo viral. Em
contrapartida, os genes suprimidos, em grande parte se relacionam com processos
celulares e morfolégicos, o que corrobora com a patogenia da doenca. O prejuizo
celular, principalmente em genes relacionados ao sistema nervoso contribui para
varias malformacdes observadas na SCZ, principalmente microcefalia. A atividade
inadequada desses sistemas inviabiliza um bom desenvolvimento embrionario e
agrava as manifestacdes clinicas da sindrome. Quando observado o grupo apenas
infectado, V2 é possivel ver a manifestacao do sistema imune e 0 comprometimento
de algumas vias, mas na presenca de 4G2 essa manifestacdo foi muito maior em
qguestdo de genes diferencialmente expressos, tanto positivos quanto negativos,
levando a perceber a gravidade de uma infeccdo cruzada em regifes endémicas
para DENV.

Essas observacoes se assemelham aos resultados descritos por Camargos e
colaboradores (2019). O estudo investigou o fenbmeno de ADE na infeccdo por
ZIKV em modelo experimental no qual os camundongos recebiam uma dose
subneutralizante de 4G2, 24 horas antes da infeccdo, simulando uma infeccéo
prévia por outro flavivirus, assim como no presente estudo. Foi observada menor
viabilidade fetal no grupo tratado com o anticorpo, bem como diminui¢do no peso da
placenta e uma diminui¢cdo acentuanda do peso corporal dos embrides. Também foi
detectado numero maior de amostras de RNA viral no cérebro dos embrides no qual
as maes foram tratadas com 4G2 (Camargos et al., 2019). Essas observagoes
podem estar relacionadas a hiporresponsividade inflamatéria na placenta desses
animais. Esses resultados vdo ao encontro com a andlise de transcriptoma aqui

descrito que relata alteracdo de expressdo de genes principalmente de vias
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imunolégicas e de formagdo tecidual. Quando avaliado as anormalidades
neuropatolégicas da prole de mdaes tratadas ou ndo com 4G2 foi observada
diminuicdo no nimero de neurbnios no coértex da prole com 12 semanas no grupo
infectado e tratado, o que corrobora com a analise de transcriptoma realizada com
0S mesmo parametros e no qual apresentou expressdo negativa de genes
relacionados a morfogénese do sistema nervoso. Também foi descrito alteracdo na
morfogénese de outros 6rgaos como o olho, no qual a presenca do anticorpo causou
uma pressao intraocular elevada e nos testiculos, que apresentaram reducédo do
namero de espermatides redondas por célula de Sertoli (Camargos et al., 2019).

O enriquecimento de via expressos em duas formas de gréfico (Dot plot e
Ridge plot) mostraram resultados que reafirmam as observacdes ja descritas. Em
V1XV2 as vias alteradas tanto para cima quanto para baixo podem ser relacionadas
as funcbes dos genes suprimidos nesse grupo, estando envolvidas no ciclo celular,
morfogénese e manutencdo da homeostase. De forma semelhante também ao
observado na analise funcional, o enriquecimento de via em V2XV3 consolida os
aspectos imunoldgicos e celulares observados nesses grupos. Grande parte das
vias ativadas em ambos os grupos sdo vias relacionadas ao sistema imune, a
ativagcdo e producdo de citocinas, resposta imune inata, defesa contra patdgenos.
Nesse caso, essas vias foram modificadas em pelo menos 60% de sua extenséo e
apresentaram altos parametros estatisticos que confirmam a super expressao
desses mecanismos. Ainda reforcando os dados funcionais, as vias suprimidas
também no grupo em questdo estdo intimamente ligadas a atividade celular e
morfogénese, sendo destacado a neuromorfogénese e o desenvolvimento do
sistema cardiaco. Esses dados reforcam o observado quanto a manifestacdo do
sistema imune frente ao ZIKV, a tentativa de conter a infeccdo por parte do
organismo hospedeiro e exacerbacdo da atividade imunolégica que pode estar
associada tanto a ADE quanto AIM; assim como a supressao de mecanismos de
desenvolvimento elucida a gravidade da patogenia expressa em fendtipos de
malformagdes observadas na SCZ.

Ainda quanto as principais vias alteradas nos grupos experimentais,
destacamos algumas dessas que tiveram enriquecimento do conjunto genético
interessante. A via da cascata de coagulacdo e sistema complemento foi ativada

com varios genes envolvidos nessa ativacdo em V1XV2 e V2XV3.
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Muitos virus causam um desequilibrio na hemostasia e na coagulacdo que
podem levar a casos de sindrome hemoliticaurémica, coagulagdo intravascular
disseminada, hemorragias e tromboembolismo venoso (Lopes, 2011; Almeida et al.,
2018). Em ZIKV, foram relatados casos graves de trombocitopenias com alguns
casos hemorragicos associados ao quadro (KARIMI et al., 2016; SHARP et al.,
2016). Sarmiento-Ospina e colaboradores (2016) relataram casos hemorragicos
fatais em pacientes RT-PCR positivos para ZIKV. Além disso, uma crianca
apresentou diversos sinais clinicos relacionados ao funcionamento da cascata de
coagulacéo (Sarmiento-Ospina et al., 2016). Vale ressaltar que a trombina, presente
na coagulacao, estimula a inflamacao e a producdo de citocinas proé-inflamatdrias,
além de colaborar com o processo de clivagem das proteinas C3 e C5 do sistema
complemento (Opal, 2003). Assim, o0 enriquecimento dessa via é esperado em casos
graves de infeccdo causada por ZIKV, pois estdo intimamente ligados aos processos
imunolégicos do organismo.

Outras vias imunes foram expressas prioritariamente no grupo V2XV3, que
reafirma a acentuacéo da resposta imune na presenca de 4G2. Uma dessas vias é a
via de sinalizacdo Jak-STAT. Essa via atua como regulador chave da sinalizacao de
interferon e citocinas em mamiferos, mas também atua regulando efeitos
pleiotropicos de diferenciacdo e crescimento, proliferacdo celular e respostas
imunoldgicas (Shuai et al., 1994; Arbouzova e Zeidler, 2006). E elucidada a
interacdo dos flavivirus com reguladores dessa via em varios estudos, sendo que a
via exerce atividade antiviral (Grant et al., 2016; Best, 2017, Harsh et al., 2020). Em
ZIKV, a via Jak-STAT também ¢é relacionada a contencdo da replicacdo viral
(Angler6-Rodriguez et al., 2017). Mas, Wang e colaboradores (2020b) mostraram
que a estimulacado de IFNB associado a genes que interagem com a via podem
causar uma superexpressao de Jak-STAT que quando ativada além do comum pode
favorecer a sobrevivéncia do virus e a sua replicagdo no organismo hospedeiro.
Outra via ativada no mesmo contexto foi a via NOD-Like. E reportada que na
infeccéo por ZIKV a ativacéo do inflamassoma do receptor NOD e a secrecéo de IL-
18, desencadeia resposta inflamatéria em diversos 6rgados podendo lesionar as
células que os constitui de forma irreparavel (Liu et al., 2019b). Em conjunto, esses
resultados reforcam a hipétese de uma resposta inflamatdria mais acentuada no
contexto de ADE.
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Porém, além de vias imunoldgicas ativadas, foram observados repressao de
vias imunes também V2XV3, como as vias FoxO e Wnt. As proteinas da via FoxO
atuam em disturbios degenerativos e nos processos de perda cognitiva, distdrbios
comportamentais, lesdo neuronal e doengas vasculares (Sangaletti et al., 2017). No
contexto de apoptose, durante uma infeccao, por exemplo, fatores de transcrigao
dessa via sdo capazes de controlar reguladores da via p53, causando um
desequilibrio que leva a degeneracdo de células neuronais (Sanphui et al., 2020).
Em ZIKV, o comprometimento no neurodesenvolvimento foi associado com essa via
que gera um aumento da expressdo de receptor 3 Toll-Like induzido pela
superexpressao de fatores de transcricdo de FoxO (Ojha et al., 2019). Enquanto
isso, a via Wnt € uma via de sinalizacdo importante no desenvolvimento do
individuo, interferindo diretamente no desenvolvimento embrionario e em processo
de diferenciacdo, migracdo, polarizacdo celular e renovacdo de células tronco
(Buechling e Boutros, 2011). A alteracdo dessa via na infeccao pelo virus ZIKV é
recorrente de acordo com Bhagat e colaboradores (2018) que mostraram em células
tronco neurais que a proteina E viral modifica a expressao de miRNAs reguladores
de Wnt. Esse perfil de expressdao e modificacdo detectado em células tronco
também sdo observados em células de tumores na presenca de ZIKV (Kaid et al.,
2018). Portanto, é observado supressdo em vias que firmam os dados funcionais
dos genes e revelam alteracdo do sistema imune e comprometimento da formacéao
do individuo em situac6es com fatores de agravamento como a presenca de 4G2, ja
que essas modificacbes ndo foram observadas em V1XV2. Assim, o desequilibrio do
controle inato do hospedeiro associado a repressdo de FoxO e Wnt pode impactar
significativamente no desenvolvimento de SCZ.

No entanto, apesar de um numero reduzido de genes diferencialmente
expressos nos grupos analisado, a analise de splicing mostrou que além dos genes
descritos e que impactam em muitas vias imunoldgicas e morfologicas, muitos
transcritos de diferentes isoformas génicas também estdo envolvido na patogénese
de ZIKV. O splicing alternativo € um mecanismo de eucariotos no qual ha o aumento
do numero de proteinas expressas por meio de um gene unico (Nilsen e Graveley,
2010). Esse mecanismo € essencial para a diversidade proteica, aléem de ser um
fator que explica o contraponto entre a quantidade pequena de genes definidos pelo
sequenciamento do genoma humano, com a complexidade do organismo humano

(Venter et al., 2001). Durante o splicing, sdo removidos ou incluidos alternativamente
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diferentes introns e exons durante o processamento do RNA, onde também ocorre a
selecdo dos sitios 5’ e 3’ de um intron, levando a mudangas no comprimento do
exon (Goldstrohm et al., 2001).

Muitos virus que infectam células eucaridticas estdo desenvolvendo
mecanismos para diversificar sua expressdo génica através do mecanismo de
splicing de RNA, como os virus da imunodeficiéncia humana (HIV) que a partir de
sitios 5’ e 3’ para gerar cerca de 40 isoformas diferentes de transcritos na célula
infectada (Purcelli e Martin, 1993). Processo semelhante acontece com o
papilomavirus e com virus Epstein-Barr (EBV) que usa o splicing para beneficiar seu
ciclo de multiplicacdo (Zheng, 2004; Verma et al., 2010). Em Flavivirus, o processo
de splicing alternativo esta intimamente ligado a proteina ndo estrutural NS5 que tem
papel fundamental no complexo de replicacdo viral e interage com varias proteinas
do hospedeiro (Mairiang et al., 2013). Isso ja foi reportado para o virus DENV e YFV,
sendo o esse Ultimo capaz de interagir com proteinas como SNF5 e p54, além de
outros transcritos envolvidos no processo de transcricdo, traducdo e regulacdo da
respsota imune inflamatoria (Madrid, 2007). Em ZIKV, ja foi observada a interacéo
de transcritos gerados por splicing do gene SRSF1 com o complexo DNA-PK
presente no nucleo celular do hospedeiro. Essa interacao impacta no reparo do DNA
e na regulacdo do metabolismo de RNA (Shao et al., 2020).

No presente estudo, foi observada quantidade de transcritos de diferentes
isoformas superior a quantidade de genes diferencialmente expressos. Mas foram
observados muitos transcritos relacionados ao desenvolvimento do sistema nervoso
e da manutencéo de células nervosas nas diferentes categorias de Gene Ontology,
o que reafirma os resultados de analises de vias que indicam prejuizo em processos
morfologicos no grupo V2XV3. Isso também corrobora com os estudos (Mairiang et
al., 2013; Shao et ali.,, 2020) que indicam a utilizacdo por parte do virus dos
transcritos gerados por splicing para favorecer a multiplicacdo viral, e considerando
gue o ZIKV possui neurotropismo, as células mais afetadas e com maior prejuizo
sdo as células do sistema nervoso. Foi observado aqui que na presenca de 4G2, a
regulacdo da expressdo dessas isoformas é mais acentuada, indicando maiores
danos no desenvolvimento neuronal. Dessa forma, a andlise do splicing alternativo
colabora na compreensdo da patogenia ja que parte do fenétipo da infeccdo, com
alteracdes neurologicas estdo vinculadas a proteinas originadas por diferentes

isoformas de um gene.



83

Em conjunto, esses resultados corroboram com os resultados de Camargos
(2020), onde foram observadas malformagdes associadas a infec¢do por ZIKV da
fase embrionaria a fase adulta da prole nascida de mées infectadas, que foram
acentuadas em camundongos nascidos de mées tratadas com 4G2 e considerando
também uma AIM exacerbada nesse grupo. A andlise de transcriptoma aqui
demonstrada possibilitou identificar de forma génica a relacdo da patogenia da
doenca com o fendtipo observado. Foi demonstrada uma regulacdo positiva de
genes e vias que impactam na resposta imunolégica do hospedeiro e regulacao
negativa de genes determinantes na morfogénese, revelando o trabalho do
organismo em combater a infeccdo e a atuacdo do virus no desenvolvimento,

principalmente embrionario, que acarreta nas malformacoes caracteristicas de SCZ.



84

7.0 CONCLUSAO

Os resultados do trabalho demonstraram pela analise de transcriptoma da
prole adulta nascida de maes infectadas por ZIKV que a infec¢cdo congénita do ZIKV
produz efeitos exacerbados associados ao fendmeno de ADE. E observada a
manifestacdo do sistema imunolégico no combate da infeccdo, assim como o
prejuizo na morfogénese de diversos 0rgaos e sistemas, mas principalmente no
sistema nervoso, sendo evidenciado principalmente pelo processo de splicing
alternativo. Desse modo, durante a fase gestacional, além do fenébmeno de ADE,
pode ocorrer uma AlIM exarcebada que induz a expressao positiva de mecanismos
imunes, mas que nao foi capaz de conter consequéncias neuroldgicas a longo prazo
nesse modelo em camundongos tratados com o anticorpo pan-flavivirus 4G2. Assim,
os resultados sugerem que ADE associado a AIM contribui para a patogénese da
Sindrome Congénita do Zika, agravando as manifestacdes clinicas e alteracfes

neuroldgicas.
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Anexo A - Analises de Genes Diferencialmente Expressos em VI1XV3

(Expressao Diferencial, Enriquecimento de Via e Enriquecimento do Conjunto

Genético)

Tabela 4: Genes diferencialmente expressos em V1XV3.

Gene External Gene Name log2FoldChange pvalue
Gm21738 ENSMUSG00000095280 2,146112264 0,0009645
Gm26870 ENSMUSG00000097312 2,065016111 0,000385
Ifi2712a ENSMUSG00000079017 1,992263948  0,0010625
Ifi209 ENSMUSG00000043263 1,938962073  0,0000572
Gm10800 ENSMUSG00000075014 1,866824173  0,0010465
Zbpl ENSMUSG00000027514 1,853834436  0,0023495
Gm4951 ENSMUSG00000073555 1,810946943  0,0002438
Spoll ENSMUSG00000005883 1,638776574  0,0071023
H2-Q6 ENSMUSGO00000073409 1,518039633 0,0036703
Six1 ENSMUSG00000051367 1,480514079  0,0060486
Gm37755 ENSMUSG00000103382 1,364234613  0,0079837
Gm12447 ENSMUSG00000080816 1,299452486  0,0009682
F5 ENSMUSG00000026579 1,288546353  0,0426506
Gm11537 ENSMUSG00000085242 1,278276983  0,0040672
H2-Q7 ENSMUSG00000060550 1,255136769 0,000226

Ifi204 ENSMUSG00000073489 1,235139511  0,0232698
Srpx ENSMUSG00000090084 1,233029511  0,0079377
Nirplc-os ENSMUSG00000092528 1,225526975  0,0191789
Gm37132 ENSMUSG00000103443 1,208466738 0,0092383
Tgtpl ENSMUSG00000078922 1,190751054  0,0004236
Gm39456 ENSMUSG00000110760 1,174346737 0,019255
Lgals3bp ENSMUSG00000033880 1,152711478  0,0033373
Mboat4 ENSMUSG00000071113 1,138129054  0,0482137
Uspl8 ENSMUSG00000030107 1,098275864  0,0020951
Gm9916 ENSMUSG00000104178 1,067097832  0,0207311
G730003C15Rik ENSMUSG00000097573 1,063538593  0,0025367
Oaslb ENSMUSG00000029605 1,043805661  0,0359282
Has2 ENSMUSG00000022367 1,026973858  0,0051607
Ccl12 ENSMUSG00000035352 1,016205448 0,0311491
Tmem154 ENSMUSG00000056498 -1,010020401  0,0367653
Depp1l ENSMUSG00000048489 -1,023506153  0,0055216
SIfn3 ENSMUSG00000018986 -1,039407041  0,0015873
Kcnqgl ENSMUSG00000009545 -1,057153779  0,0044099
Zfp473 ENSMUSG00000048012 -1,092007226  0,0100561
Gm39323 ENSMUSG00000111229 -1,133315889  0,0212394
Pcdh12 ENSMUSG00000024440 -1,133421036  0,0190429
Hmcn1l ENSMUSG00000066842 -1,149517566  1,973E-09
Rinl ENSMUSG00000039097 -1,151878668  0,0120504
Gm15169 ENSMUSG00000086188 -1,182946573  0,0224043
Gm44229 ENSMUSG00000108088 -1,230151733  0,0015574
Magix ENSMUSG00000031147 -1,231865988  0,0016908
Gm9946 ENSMUSG00000054488 -1,505167269  0,0001822
Gm37629 ENSMUSG00000102316 -1,533734802 0,0008013

A tabela mostra em ordem decrescente do valor de log2 FoldChange os genes diferencialmente

expressos ha comparacao entre V1XV3, bem como os valores de pvalue.
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Figura 25: Volcano plot V1XV3. O grafico mostra os genes diferencialmente expressos em V1XV3
de acordo com as métricas: p < 0,05 e logfC < -1 ou = 1. Foram observados 43 genes
diferencialmente expressos nessas condi¢des, sendo 29 ativados e 14 suprimidos. S&o observados
mais genes sendo ativados quando comparado aos genes negativamente expressos.
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Figura 26: Dot plot V1XV3. O grafico mostra as principais vias alteradas pelos genes
diferencialmente expressos em V1XV3, pela sobreposi¢do dos pontos. Na coluna da esquerda, onde
sdo representadas as vias alteradas pelos genes ativados, foram observadas alteracdes
principalmente em vias relacionadas ao sistema imune. Muitas vias foram enriquecidas positivamente
no sentido dos processos do sistema imunolégico e no combate a infec¢do. Nesse conjunto, ha vias
relacionadas a resposta a interferon, processamento e apresentacdo de antigeno, regulacdo da
resposta imune, resposta a interferon gama, mecanismo de defesa a patdgenos (especificamente
bactérias e virus), regulagdo da resposta imune inata e producdo e resposta de citocinas. Vias
relacionadas ao ciclo celular e material genético também foram ativadas, como de splicing de RNA e
formacdo de DNA e RNA. Assim, quanto aos genes negativamente expressos, ha destaque para
aqueles responséaveis por modificacdes em vias de morfogénese e diferenciacdo de tecidos. As
principais vias acometidas estéo vinculadas a formag&o do sistema linfatico, sistema cardiovascular,
sistema nervoso e processo embrionario.
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Figura 27: Ridge plot V1XV3. O grafico mostra as principais vias alteradas pelos genes
diferencialmente expressos em V1XV3, pela sobreposicdo de graficos que mostram a intensidade da
alteracdo na via. Foram observadas alteracdes principalmente em vias imunol6gicas, como de

N

resposta a citocinas, processo de imunidade efetora, resposta de defesa a patdgenos, resposta
imune inata, regulacédo da resposta imune. Também foram ativadas vias de células NK, interferon tipo
I, processamento e apresentacdo de antigeno, além de alteragcdo em via de splicing de RNA.
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Figura 28: Gsea Plot para cascata de coagulacdo e sistema complemento V1XV3.
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O gréfico

mostra enriquecimento positivo do conjunto genético para essa via, com pico acima de 0.
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Figura 29: Gsea Plot para via de sinalizagdo JAK-STAT V1XV3. O grafico mostra enriguecimento

positivo do conjunto genético para essa via, com pico acima de 0.
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Figura 30: Gsea Plot para via de sinalizagdo NOD-like V1XV3. O grafico mostra enriqguecimento

positivo do conjunto genético para essa via, com pico acima de 0.
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Figura 31: Gsea Plot para via de sinalizacdo FoxO V1XV3. O grafico mostra enriqguecimento
negativo do conjunto genético para essa via, com pico abaixo de O.
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Figura 32: Gsea Plot para via de sinalizagdo Wnt V1XV3. O grafico mostra enriqguecimento
negativo do conjunto genético para essa via, com pico abaixo de 0.
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Anexo B — Andlise Funcional dos Genes Diferencialmente Expressos

Tabela 5: Analise da funcédo dos genes diferencialmente expressos em V1XV2.

V1XV2

Gene logFC Proteina Funcao
Gm12447 1,145336326 Gene previsto 12447 N&o descrito
A630072M18Rik 1,139967726 Riken cDNA A630072M18 cDNA de timo de neonato
Slc9a4 -1,013084525 | Trocador de sddio / hidrogénio 4 Sg(?iglagéo de pH, transducdo de sinal, absorcdo de
Prss56 -1,049779059 Serina protease 56 Desenvolvimento do olho
Clgl2 11.232632723 Ecr)tr)é;:g?neﬁtosemelhante a Clq do Eigg?rﬁgg do nimero de sinapses de neurbnios do
Scgn -1,523558647 Secretagogin Ligagdo de ions de calcio
Gm37795 -1,561331713 Gene previsto 37795 Contém miRNAs

A tabela mostra a andlise funcional dos genes diferencialmente expressos em V1XV2. E descrito o
valor de logFC, o nome da proteina e a fun¢cédo de cada gene.

Tabela 6: Analise da func&o dos genes diferencialmente expressos em V2XV3.

V2XV3
Gene logFC Proteina Funcéo
Capnil 223746583 Calpain-11 Tlol-protea§e reg_ulada por calcio, enyolwdos na
remodelacdo do citoesqueleto e transducédo de sinal
Zbpl 1,039635305 | Proteina 1 de ligag&o a Z-DNA Reconhece estruturas de Z-RNA produzidos por
virus, desencadeando morte celular
1fi2712a 1878482318 Protglna ?A semelhante a interferon Resppsta vgscular a Ies.ap, regulagac_) _ negativa
alfa induzivel induzida por interferon de atividade transcricional
Ifi204 1,680241705 Proteina ativavel por interferon 204 Inibe a transcricdo do RNA ribossémico
1fi209 1,67160392 Gene ativado por interferon 209 Ativagao da resposta imune inata, resposta celular ao
interferon-beta
Avp 1,530022927 Vasopressina-neurofisina 2-copeptina Atua ligando-se aos receptores da vasopressina
Shisal2b 1,399918912 Proteina shisa-like-2B indice de massa corporal
Gm12250 1,253608777 gaTan)Zse p47 induzivel por interferon | ;. 5, gTp
Gm45809 1,221330623 Gene previsto 45809 N&o descrito
. Receptor semelhante a imunoglobulina | Regulacdo de produgéo de IL-12, IL-13, IL-10, IL-6,
Lilras 1,185900623 de leucécito, subfamilia A cascata MAPK, TNF
Nirp1c-ps 1,162451743 Familia NLR, dominio de pirina | Recrutamento de caspases, mediador chave de
contendo 1C morte celular programada
Gml13778 1,143730253 Gene previsto 13778 Nao descrito
Lgals3bp 1,141098015 Proteina de ligagéo a galectina-3 Promove a adesao celular mediada por integrinas
Tgtpl 1,11516732 Prote_lna 1 de,l_lga(_;ao de, trifosfato de Env,oIV|do na resisténcia celular autbnoma inata a
guanina especifica para células T patégenos intracelulares
Gm37212 1,106978243 Gene previsto 37212 N&o descrito
Subunidade alfa do receptor de O dimero IL20RA / IL20RB é um receptor para IL19,
1120ra 1,097229535 . . P IL20 e IL24 e IL20RA / IL10ORB é um receptor para
interleucina-20 IL26
Npff 1,098357026 Neuropeptldeo FF relacionado a pro- Peptideos moduladores da morfina
FMRFamida
Gm32633 1,085543294 Gene previsto Nao descrito
Gsxl 1,085543294 GS homeobox 1 Ativa a transcricao do gene GHRH, desempenha um

papel importante no desenvolvimento da hipéfise
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Proteina GTPase Ifgga2 induzivel por

Gm4951 1,06595561 . Atividade GTPase, resposta celular ao interferon-beta
interferon gama
) . ) Processamento de antigeno e apresentacdo de
H2-Q6 1,057293175 Antigeno MHC Classe Ib Qa-2 antigeno de peptideo endégeno via MHC classe Ib
Gm43389 1,028155546 Gene previsto 43389 N&o descrito
Gm37795 1,025842524 Gene previsto 37795 Contém miRNAs
Gm37755 1,007736599 Gene previsto 37755 Contém miRNAs
9130227L01Rik -1,000871664 Riken cDNA 9130227L01 Nao descrito
Gm37019 -1,021938326 Gene previsto 37019 Nao descrito
Gm44229 -1,031242346 Gene previsto 44229 Nao descrito
. Atua como um modulador critico da autofagia
Deppl -1,040816184 Proteina DEPP1 induzida por FOXO3 via aumento de ROS celulares
Fos -1,058073534 Proto-oncogene c-Fos Papel no desenvolvimento das células destinadas a
formar e manter o esqueleto
Egr2 -1,058558324 E3 SUMO-proteina ligase EGR2 Eg:tzwgrenha um papel na segmentagdo do cérebro
Promove a maturacdo do sulco de clivagem
Hmcnl -1,081457036 | Hemicentina-1 durante a citocinese em embribes pré-
implantacdo
Magix -1,086360127 Proteina MAGIX contendo dominio Largural _ de distribuicio do componente
PDZ plaquetério
Cenl -1,088890699 | Membro da familia CCN 1 Promove a proliferacdo celular, quimiotaxia,
angiogénese e adesdao celular
A tabela mostra a analise funcional dos genes diferencialmente expressos em V2XV3. E descrito o
valor de logFC, o nome da proteina e a funcao de cada gene.
Tabela 7: Analise da func&o dos genes diferencialmente expressos em V1XV3.
V1XV3
Gene logFC Proteina Funcao
Gm21738 2,146112264 Gene previsto 21738 Nao descrito
GM26870 2065016111 Gene previsto 26870 Pode estar relac_lor_lado com a expresséo diferencial
de receptores quimiossensoriais
[fi2712a 1,092263948 Protglna ,2A semelhante a interferon Resp_osta vascular a Ies'ap, regulac;aq _ negativa
alfa induzivel induzida por interferon de atividade transcricional
1fi209 1,938962073 Gene ativado por interferon 209 Ativagao da resposta imune inata, resposta celular ao
interferon-beta
Gm10800 1,866824173 Gene previsto 10800 N&o descrito
Zbpl 1,853834436 | Proteina 1 de ligacio a Z-DNA Reconhece estruturas de Z-RNA produzidos - por
virus, desencadeando morte celular
Gm4951 1,810946943 _Protelna GTPase Ifgga2 induzivel por Atividade GTPase, resposta celular ao interferon-beta
interferon gama
Spoll 1,638776574 Proteina de recombinagdo meidtica Compope_nte de um coanpIexc'), _de topoisomerase
SPO11 necessario na recombinacdo meiética
) . ) Processamento de antigeno e apresentacdo de
H2-Q6 1,518039633 Antigeno MHC Classe Ib Qa-2 antigeno de peptideo enddgeno via MHC classe b
Six1 1,480514079 Proteina Homeobox SIX1 Fatc_Jr de~ transcricado envolvido na regula(;ao da
proliferacdo celular, apoptose e desenvolvimento
Gm37755 1,364234613 Gene previsto 37755 Contém miRNAs
Gm12447 1,299452486 Gene previsto 12447 N&o descrito
F5 1288546353 Fator de coagulacio V R_egulador central d_e hemostasia, cofator para a
atividade da protrombinase
Gm11537 1,278276983 Gene previsto 11537 N&o descrito
H2-Q7 1255136769 Antigeno de _hlstocompatlbllldade H-2 _Apreseptggao de antigenos estranhos ao sistema
classe |, cadeia alfa Q7 imunoldgico
Ifi204 1,235139511 Proteina ativavel por interferon 204 Inibe a transcricdo do RNA ribossémico
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Proteina SRPX contendo repeticdo de

Envolvido no processo de autofagia, regulagdo da

Srpx 1,233029511 ; . ~ oo -
sushi proliferacdo celular e sinalizacdo apoptotica
NIrpic-ps 1225526975 Familia NLR, dominio de pirina | Recrutamento de caspases, mediador chave de
contendo 1C morte celular programada
Gm37132 1,208466738 Gene previsto 37132 N&o descrito
Tgtpl 1,190751054 Prote_lna 1 de,l_lgagao de, trifosfato de EnvloIV|do na resisténcia celular autbnoma inata a
guanina especifica para células T patégenos intracelulares
Gm39456 1,174346737 Gene previsto 39456 N&o descrito
Lgals3bp 1,152711478 Proteina de ligacéo a galectina-3 Promove a adeséo celular mediada por integrinas
Mboat4 1,138129054 Ghrelina O-aciltransferase Medeia a octanoila¢éo de grelina em 'Ser-3'
Uspl8 1,098275864 Hidrolase 18 do terminal carboxila Ubl Envolwdo na regulacdo da resposta inflamatoria ao
interferon tipo 1
Gm9916 1,067097832 Gene previsto 9916 Nao descrito
G730003C15Rik 1,063538593 Riken cDNA G730003C15 Nao descrito
Oaslb 1,043805661 2'-5'-oligoadenilato sintase 1B inativa EX'F’? at|V|dade_ a'?“""a' conra flavivirus por  via
antiviral alternativa independente de RNase L
Has2 1,026973858 Hialuronano sintase 2 Essencial para a sintese de hialuronanos
Cel12 1,016205448 Quimiocina 12 do motivo CC Ili:r%‘tgcritgglmlotatlco que atrai eosindfilos, mondcitos e
Tmem154 -1,010020401 Proteina transmembrana 154 Nao descrito
. Atua como um modulador critico da autofagia
Deppl -1,023506153 Proteina DEPP1 induzida por FOXO3 via aumento de ROS celulares
SIfn3 -1,039407041 Proteina contendo dominio AlbA_2 S;g:gzragao negativa da proliferagdo da populagao
Kengl -1,057153779 Canal de pota§_3|o controlado por Canal (_:ie pota}ssm com _papel |mpqrtante em varios
voltagem subfamilia KQT membro 1 tecidos: coracdo, ouvido interno, estdmago e célon
Zfp473 -1,092007226 Proteina Zfp473 Regulagédo da transcrigdo, modelada por DNA
Gm39323 -1,133315889 Gene previsto 39323 N&o descrito
Pcdh12 11,133421036 | Protocaderina-12 Molecula de adesdo celular com papel nas interagoes
célula-célula nas juncdes interendoteliais
Hmend 11,149517566 | Hemicentina-1 Promove a maturagéo do sulco de clivagem durante a
citocinese em embrifes pré-implantacéo
RIn1 -1,151878668 Prorelaxin 1 Papel na atividade hormonal
Gm15169 -1,182946573 Gene previsto 15169 N&o descrito
Gm44229 -1,230151733 Gene previsto 44229 N&o descrito
Magix -1,231865988 Eg)éelna MAGIX " contendo - dominio Largura de distribuicdo do componente plaquetario
Gm9946 -1,505167269 Gene previsto 9946 N&o descrito
Gm37629 -1,533734802 Gene previsto 37629 Nao descrito

A tabela mostra a andlise funcional dos genes diferencialmente expressos em V1XV3. E descrito o
valor de logFC, o nome da proteina e a funcao de cada gene.



