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RESUMO

O Virus da Zika (ZIKV) ¢ uma flavivirose que se tornou uma grande preocupacao de saude
publica mundial em 2015 ao ser associado a casos de microcefalia no Brasil. O ZIKV
apresenta forte neurotropismo, e, a infeccdo durante o desenvolvimento leva a redugdo no
volume do cortex cerebral e aumento da espessura e tamanho dos ossos da calota craniana,
com o fechamento prematuro das suturas cranianas — craniossinostose. Apos buscas por
mecanismos moleculares que poderiam ser alvo para o ZIKV e que pudessem explicar tanto a
reducdo do cortex cerebral, quanto as alteracdes Osseas, a via do Acido Retindico (AR)
mostrou-se uma potencial candidata. O AR ¢ uma molécula derivada da Vitamina A que age
como regulador da formacao e alongamento do tubo neural, além de atuar na migragdo de
células da crista neural. Alteragdes na sinalizacdo de AR podem levar a fendtipos como
microcefalia. O AR também pode agir como fator de transcrigdo ao se ligar em sitios
especificos conhecidos como Elementos Responsivos ao AR (ERAR). Dessa forma, o AR
pode modular a transcricdo de importantes genes envolvidos no desenvolvimento
craniofacial, como Bmp4 e Fgf8. Além disso, as principais variantes do ZIKV associadas a
microcefalia sdo as que possuem maior nimero de repeticdes de ERAR. Sendo assim, nossa
hipotese ¢ de que ERAR provenientes do genoma do ZIKV desregulam a transcricdo de
moléculas sinalizadoras que controlam o desenvolvimento craniofacial, levando as alteracdes
congénitas vistas na infec¢do pelo ZIKV. Para testar esta hipotese, primeiramente analisamos,
por RT-qPCR, a expressdo de genes envolvidos na sintese (Raldha2, Raldha3) e degradacdo
(Cyp26C1) de AR, em embrides de Gallus gallus domesticus (CEUA UFSC — 6016021017)
infectados com ZIKV (CIBio/UFSC - CQD101/99). Nossos resultados preliminares indicam
que ha reducdo na expressdo de Raldha2 e Cyp26C1 e aumento na expressdo de Raldha3,
Ap6s 24h de infeccdo. Genes envolvidos no desenvolvimento craniofacial que sdo regulados
direta ou indiretamente por AR foram analisados, como Fgf8, Shh, Sox9, Sox10, Noggin,
Gremlin e Bmp4. Nestes genes verificamos a diminui¢do na expressao apos 24h de infecgao,
e somente Sox9, Sox10, Bmp4 e Shh tiveram queda na expressao apds 48h de infeccao. Além
disso, o telencéfalo apresentou diminui¢do de tamanho em E3. Nossos dados sugerem que
ERAR provenientes do ZIKV possam competir pela sinalizagdo de AR, levando a queda na
expressao de genes-alvo do AR e provocando um efeito em cascata. No entanto, novos testes
precisam ser realizados para associar tais alteracdes da via do AR a um papel central nas
malformagdes craniofaciais observadas na infec¢ao congénita pelo ZIKV.

Palavras-Chave: Desenvolvimento craniofacial; microcefalia; RT-qPCR; Gallus gallus.



ABSTRACT

The Zika Virus (ZIKV) is a flavivirus that became a major public health concern worldwide
in 2015 when it was associated with cases of microcephaly in Brazil. ZIKV has a strong
neurotropism and infection during development leads to a reduction in the volume of the
cerebral cortex and an increase in the thickness and size of the bones of the cranial vault, with
premature closure of the cranial sutures — craniosynostosis. After searching for molecular
mechanisms that could be a target for ZIKV and that could explain both the reduction in the
cerebral cortex and the bone changes, the Retinoic Acid (RA) pathway appears to be a
potential candidate. AR is a molecule derived from Vitamin A that acts as a regulator of the
formation and elongation of the neural tube, in addition to acting in the migration of neural
crest cells. Alterations in AR signaling can lead to phenotypes such as microcephaly. AR can
also act as a transcription factor by binding to specific sites known as AR Responsive
Elements (ERAR). Thus, AR can modulate the transcription of important genes involved in
craniofacial development, such as Bmp4 and Fgf8. In addition, the main ZIKV variants
associated with microcephaly are those with the highest number of ERAR repeats. Therefore,
our hypothesis is that ERAR from the ZIKV genome disrupts the transcription of signaling
molecules that control craniofacial development, leading to the congenital changes seen in
ZIKV infection. To test this hypothesis, we first analyzed, by RT-qPCR, the expression of
genes involved in the synthesis (Raldha2, Raldha3) and degradation (Cyp26C1) of AR, in
embryos of Gallus gallus domesticus (CEUA UFSC — 6016021017) infected with ZIKV
(CIBio /UFSC - CQD101/99). Our preliminary results indicate that there is a reduction in the
expression of Raldha2 and Cyp26C1 and an increase in the expression of Raldha3, after 24h
of infection. Genes involved in craniofacial development that are direct or indirectly regulated
by AR were analyzed, such as Fgf8, Shh, Sox9, Sox10, Noggin, Gremlin, and Bmp4. In these
genes, we verified a decrease in expression after 24h of infection, and only Sox9, Sox10,
Bmp4, and Shh had a decrease in expression after 48h of infection. In addition, the
telencephalon showed a decrease in size at E3. Our data let us to suggest that ERAR from
ZIKV may compete for AR signaling, leading to a decrease in the expression of AR target
genes and causing a cascade effect. However, new tests need to be performed to associate
such changes in the AR pathway with a central role in the craniofacial malformations
observed in congenital ZIKV infection.

Keywords: Development; microcephaly; RT-qPCR; Gallus gallus.
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1- INTRODUCAO

O virus da Zika (ZIKV) ¢ uma flavivirose (ou seja, seu material genético ¢ RNA de
fita simples), transmitido por mosquitos do género Aedes. Foi descoberto por acidente em
1947, em meio a pesquisas sobre o virus da febre amarela em macacos Rhesus na floresta de
Zika, em Uganda (Organizagdo Mundial da Satde - OMS, 2016). O primeiro caso da
transmissao do ZIKV a humanos foi registrado em 1952 e, a partir disto, houveram surtos

esporadicos na Africa e na Asia.

Apenas uma em cada quatro pessoas infectadas pelo ZIKV desenvolvem sintomas
que geralmente sdo leves e consistem em febre baixa, dor de cabeca, dores nas articulagdes,
erupcdes cutaneas, dores musculares e conjuntivite (Organizagdo Panamericana de Saude -
OPAS, 2017). No entanto, em 2013, o ZIKV foi relacionado a sindrome de Guillain-Barré em
jovens e adultos durante uma epidemia na Polinésia Francesa. Esta doenca ¢ caracterizada
pelo ataque autoimune aos nervos periféricos, porém, at¢é o momento ndo estdo claros os
processos celulares ¢ moleculares pelos quais ZIKV interfere e que levam a esta sindrome

(Centros de Controle e Prevengao de Doencas - CDC, 2019).

O ZIKV ganhou notoriedade internacional apés o surto no Brasil, em 2015, quando
foi associado ao aumento nos casos de microcefalia em recém-nascidos. ApOs os primeiros
alertas emitidos pelas entidades sanitarias brasileiras o virus se espalhou rapidamente por mais
de vinte paises pelas Américas, se tornando uma preocupacdo de satide publica mundial
(Heymann et al., 2016). Em 2017 o Brasil concentrava 2386 casos de microcefalia associados
a infeccdo causada pelo ZIKV (86% do total de casos em todo o mundo), seguido por
Colombia com 128 casos (4,6% do total) (Organizacdo Panamericana de Saude - OPAS,
2017). No inicio de 2018, haviam cerca de 223,477 casos confirmados da infeccdo pelo
ZIKV por todo o mundo, sendo a maioria situados nas Américas (Organizacdo Pan-

Americana de Saude - OPAS, 2018).

Até o momento os principais achados cientificos mostram que ao infectar uma
mulher gravida o ZIKV ¢ capaz de atravessar a barreira hematoplacentaria e infectar
principalmente as células progenitoras neurais (CPN), impedindo a migracdo e causando a
morte destas células (Tang et al., 2016). Alguns trabalhos mostram que o ZIKV ¢ capaz de

alterar algumas vias que controlam os principais mecanismos de sobrevivéncia destas células
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(Wen et al., 2017). No entanto, os mecanismos pelos quais o ZIKV age ndo sdo bem
compreendidos. Ha intmeras hipoteses acerca do assunto, tal como o desequilibrio do
metabolismo energético nas CPN (PANG et. al., 2021), desregulacao de genes envolvidos na
resposta imunologica, diferenciacdo celular e apoptose em CPN (LI et al., 2016) e
desregulagdo do ciclo celular (Tang et. al.,, 2016). Porém, ¢ evidente o impacto do ZIKV no

desenvolvimento da cabega.

1.1 — Desenvolvimento craniofacial

A formagdo das estruturas da face e do cranio possuem origem embrionaria comum,
e este processo ¢ definido como desenvolvimento craniofacial. Para que este processo ocorra
de forma adequada, ¢ necessaria uma complexa coordenagdo entres as células dos tecidos
embrionarios da regido cefalica, com a participag¢do de inumeras vias de sinalizacdo de forma
integrada. A calota craniana ndo pode mineralizar precocemente e restringir o crescimento
cerebral. Para isto, hd& uma complexa coordenacdo na sinaliza¢do molecular entre o
neuroepitélio do telencéfalo (futuro cortex cerebral) e as células da crista neural (CN) cefalica
(Douarin; Couly; Creuzet, 2012) (Fig. 1), que formarao os ossos da calota craniana. As células
da CN partem das bordas do tubo neural, quando ainda est4 se fechando (aproximadamente
24h de desenvolvimento no embrido de galinha). Depois que o tubo neural se fecha
(aproximadamente 48h de desenvolvimento no embrido de galinha), sofre expansdes na regiao

da cabega formando as vesiculas cerebrais.
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Figura 1 — Origem e rota de migragdo das células da Crista Neural Craniana.

As células da crista neural (esferas coloridas) tém origem nas bordas do tubo neural, antes de se
fechar. A partir de uma cascata de sinaliza¢des, estas células se desprendem e migram para seu destino final,
seguindo sinais quimicos (setas). Os locais ocupados por estas células formardo os 0ssos e cartilagens da cabeca.
A esquerda, esté representado o tubo neural se fechando, e as cores indicam os locais onde diferentes grupos de
células da CN vio partir para colonizar o processo frontonasal e os arcos branquiais, como representado a direita.
Rombdmeros representados por # e arcos branquiais representados por p.
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Fonte: adaptado de Gilbert e Barresi, 2019.

Dentre as moléculas que participam do desenvolvimento craniofacial, uma das
principais ¢ o Bmp4 produzido pela ectoderme da regido cefalica, importante na ossificagao
da calota (CHEN et al., 1997; CHEN et al., 2020; XU et al., 2007). Além do Bmp4,
destacam-se também Fgf8 e Shh (Fig. 2) produzidos pelo neuroepitélio da Regido Neural
Anterior (ANR) do telencéfalo, que contribuem para a proliferagdo e diferenciacdo celular
nesta estrutura e nas células da CN que migraram, levando a expansdo do processo frontonasal
(SCHNEIDER et al., 2001; HU; MARCUCIO, 2009). Bmp4, no entanto, ¢ um potente
bloqueador de Fgf8, e, portanto, sua expressio impede o desenvolvimento inicial do
telencéfalo. Para que o desenvolvimento possa ocorrer adequadamente, as moléculas Noggin e
Gremlin, expressas pelas células da CN cefélica, bloqueiam fisicamente a agdo do Bmp4,
permitindo que Fgf8 seja expresso (OHKUBO et al., 2002) (Fig. 3). No entanto, mais tarde ¢
necessario que Noggin deixe de ser expresso para que o Bmp4 possa atuar sobre as células da
CN cefalica, permitindo o inicio do processo de ossificacdo da calota craniana (Creuzet, 2009;

Garcez et al., 2014). Importante ressaltar que os mecanismos que levam ao fim da expressao
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de Noggin ainda ndo sdo conhecidos. Além das moléculas citadas, hd ainda Sox9 e Sox10,
que sdo expressas pelas células da CN e podem indicar o estado destas células, que formam o
mesénquima craniofacial (MORI-AKIYAMA et al., 2003; MCCAULEY et al.,, 2008).
Posteriormente estas células formarao ossos e cartilagens (a partir da sinalizagdo de Sox9) ou

derivados neurais (a partir da sinalizagdo de Sox10).

Figura 2 — Principais sinalizagdes da regido neural anterior.

O desenvolvimento inicial da cabeca acontece por meio de varias sinalizagdes interconectadas. Bmp4 ¢ expresso
na ectoderme e participa da diferencia¢do 6ssea na calota craniana, porém inibe Fgf8. No entanto, Fgf8 induz a
proliferacdo e diferenciacao das células CN, que por sua vez produzem Noggin ¢ Gremlin, inibindo Bmp4. As

células da CN também expressam Sox9 e Sox 10, importantes indicadores do estado mesenquimal destas células.
Em laranja, as células da CN, dispostas em uma area restrita para melhor visualizagdo do esquema. Setas com

ponta plana indicam o bloqueio de fungao, e setas com ponta triangular indicam o estimulo.

Bmp4 Noggin
(ectoderme) Gremlin

Sox% ' \
Sox10
l Shh%jgfg

Fonte: Elaborada pela autora.

Em meio as principais alteragdes associadas a microcefalia induzida pelo ZIKV, se
destacam a redugao no volume do cortex cerebral e ossificagdo adiantada da calota craniana -
craniossintose (Werner et al., 2016). Se a infec¢do pelo ZIKV atuar sobre esse eixo de
sinalizagdo, poderia explicar de forma coerente ambas as alteracdes morfologicas. Ja foi
demonstrado que na infec¢do pelo ZIKV, a presenca de Fgf8 é drasticamente reduzida na
placa basal do mesencéfalo e istmo, regides do sistema nervoso central (SNC) em
desenvolvimento, relativamente afastadas do telencéfalo (futuro cortex cerebral) (Thawani et
al., 2018). Esses dados sugerem que, possivelmente, vias de sinalizacdo capazes controlar a

expressao de Fgf8 possam ser os alvos primdrios do ZIKV.
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Figura 3 — Bloqueio de Bmp4 por Noggin e Gremlin.

Bmp4 (verde) é bloqueado fisicamente por Noggin e Gremlin (azul). Assim, ndo ha liga¢do no receptor de Bmp
(BMPR - degradé em verde) e transdugdo dos sinais referentes a via Bmp, ocasionando no desenvolvimento
normal do telencéfalo a partir da expressdo livre de Fgf8.

Noggin/ Gremlin

Receptor
BMPR

Fonte: Elaborado pela autora.

Dentre outras moléculas, o Acido Retindico (AR) se destaca por ser capaz de manter
a expressao de Fgf8 e Shh nos tecidos neurais em desenvolvimento (SCHNEIDER et al.,
2001). O AR controla a agdo de genes Hox na regido cefalica (Santagati; Rijli, 2003), o que ¢
muito importante pois Hox inibe a expressdo de Noggin, impedindo o desenvolvimento do
cortex e dos ossos da regido cefalica. Como ja citado, Noggin bloqueia fisicamente o Bmp4,
permitindo que Fgf8 seja expresso e ocorra o desenvolvimento do telencéfalo. Além disso, o
AR ¢ um fator determinante para o inicio e fim da migra¢do das células da crista neural

(Reckler; Kalcheim, 2022), participando ativamente do desenvolvimento craniofacial.

1.2 — Acido Retinéico

O Acido Retindico (AR) é uma molécula derivada da Vitamina A, que é armazenada
sob a forma de retinol no figado e convertida em AR pelas células nas quais sera utilizado
(RAMALHO, 2010). O AR age como uma molécula sinalizadora que estd envolvida no
controle do crescimento, diferenciacdo e padronizacao neural (Maden, 2007), tendo um papel
primordial no desenvolvimento do Sistema Nervoso Central (SNC). Sua quantidade ¢ precisa
e qualquer alteragdo pode afetar o desenvolvimento cerebral e levar a malformacdes
craniofaciais, como por exemplo microagnatia, fenda palatina e microcefalia (GUR et al.,

2022; LAMMER et al., 1985; STERN et al., 1954).
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O AR, armazenado sob a forma de retinol nos vertebrados, circula pelo organismo
com o auxilio da RBP4 (Retinol Binding Protein) (Fig.3). Nas células-alvo que utilizardo o
AR, o retinol interage com o receptor de membrana STRA6 (Signaling Receptor And
Transporter Of Retinol), e ¢ internalizado. Dentro da célula o retinol circula com o auxilio da
RBPI, ¢ convertido a Retinaldeido pela enzima Retinol desidrogenase (RDH10) e em seguida
convertido a Acido Retindico por enzimas da familia retinaldeido desidrogenase (Raldh). Em
seguida, o AR pode ser utilizado como sinalizagdo autocrina, ou segue para o nucleo com o
auxilio de CRABP2 (Cellular retinoic-acid-binding protein 2). No nucleo, o AR se liga a um
heterodimero (molécula de dois dominios de ligacdo), que muda sua conformagao se tornando
apto a se ligar em trechos especificos do DNA, chamados de Elementos Responsivos ao AR
(ERAR). Com esta ligacdo, ha a regulacdo transcricional dos genes que possuem ERAR, e o
AR segue para degradacdo por enzimas da familia Citocromo P450 subfamilia 26 (Cyp26)
(Maden, 2007; Rhinn; Dolle, 2012). Importante destacar que as enzimas de sintese e
degradacdo de AR, Raldh e Cyp26, respectivamente, contribuem para o rigoroso controle
espacial e de concentracdo de AR nos tecidos em desenvolvimento. Os transcritos dos genes
que possuem ERER em suas regides promotoras formardo proteinas envolvidas em fungdes

variadas na célula (BALMER; BLOMHOFF, 2002).

Figura 4 — Via do 4cido retindico

A quantidade de AR ¢ regulada de maneira precisa dentro das células, e Raldh e Cyp26, respectivamente
enzimas de sintese e degradagdo, podem auxiliar no monitoramento dos niveis de AR. O AR ¢ sintetizado a partir
de Retinaldeido (Ral), e pode ser levado ao nuicleo para agir como fator de transcri¢do de genes que possuem
ERAR.
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Fonte: Adaptado de Maden, 2007.
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Kumar et al. (2016), relacionaram in silico um maior nimero de repeticdoes de
Elementos Responsivos ao AR (ERAR), presentes no genoma de alguns virus como
citomegalovirus, HIV e herpes virus a sua alta viruléncia. Em uma comparagdo, o ZIKV foi
um dos virus com maiores quantidades de repeticoes de ERAR, junto com outros virus que
também causam microcefalia. Além disso, curiosamente, dentre as variantes do ZIKV as que
possuem maior nimero de repeticdes de ERAR sdo as variantes associadas a microcefalia
(Tabela 1). Até o momento, a correlagdo entre ZIKV, microcefalia e sinalizacdo do AR nao
foi explorada. Alteragdes nessa via de sinalizagdo poderiam explicar, de forma unificada,
tanto a reducdo no volume do cértex cerebral, quanto alteragdes no processo de ossificacdo da

calota craniana.

Tabela 1 — Repeticdes de ERAR nas diferentes cepas virais do ZIKV

Diversas cepas virais do ZIKV foram listadas quanto a presenga de ERAR em seu genoma. Trés das cinco
variantes listadas que possuem o numero maximo de repeti¢des encontrado (4) sdo associadas a microcefalia. As
variantes com quatro repeticdes de ERAR que ndo foram associadas a microcefalia possuem poucos estudos a
seu respeito.

Cepas do ZIKV Numero de repeticoes da Associacao
sequéncia de ERAR (5’ - com

AGGTCA-3’) microcefalia
KU497555 (Brasil) 4 Sim
AY632535 (Uganda) 2 Nao
EUS545988 (Micronésia) 4 Sim
HQ234501 (Senegal) 3 Nao
KJ634273 (Ilhas Cook) 0 Nao
JN860885 (Camboja) 4 Nao
HQ234500 (Nigéria) 2 Nao
KJ776791 (Polinésia Francesa) 4 Sim
KF993678 (Tailandia) 4 Nao
KF268949 (Republica Centro- 2 Nao

Africana)

KU312315 (Suriname) 0 Nao

Fonte: Adaptado de Kumar et al. 2016.

O AR ¢ envolvido em muitas vias de sinalizagdo do desenvolvimento do Sistema
Nervoso e dos ossos da calvéria (parte superior do cranio), agindo como um importante fator
de transcri¢cao que exerce influéncia sobre a diferencia¢do celular. A reducdo no volume do
cortex cerebral e a ossificacdo avangada (craniosinostose) da calota craniana sdo as principais
alteracdes morfoldgicas observadas nos pacientes que apresentam microcefalia induzida pelo
ZIKV (Mlakar et al., 2016). O desenvolvimento do cortex cerebral e a ossificagdo da calota

craniana sdo processos que devem ocorrer de forma altamente coordenada. No entanto, até o
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momento nao foi demonstrado um mecanismo celular/molecular comum que possa explicar
ambas as alteragdes morfologicas, observadas na microcefalia induzida pelo ZIKV.
Alteragdes na concentragdo e localizacao do gradiente de AR podem levar a anormalidades no
cérebro e na estrutura craniofacial, sendo a microcefalia um fenotipo resultante da sua
deficiéncia (Rhinn; Dolle, 2012). O AR também ¢ relacionado a sinalizacdo Fgf8, a principal
via de sinalizagdo relacionada ao desenvolvimento inicial do cortex cerebral (Corral et al.,
2003) e proliferagdo do mesénquima craniofacial - tecido que formard os 0ssos cranianos

(Creuzet et al., 2004).

Embora os mecanismos ainda sejam desconhecidos, o AR também atua como um
importante regulador da osteogénese da calvaria, dentre outros ossos, agindo em conjunto
com moléculas sinalizadoras para controlar a acdo de agentes anti-osteogénicos (Ferguson;
Devarajan; Atit, 2018). Além disso, ja foi demonstrado que o excesso de AR pode ser
relacionado a craniosinostose secundaria (ossificagdo precoce das suturas cranianas) (Laue et
al., 2011), fendtipo relacionado a microcefalia. Esta desregulacdo da ossificagdo pode estar

relacionada com alteragdes nas proteinas que controlam a sintese e degradagdo de AR.

A hipotese desse projeto ¢ que o ZIKV poderia alterar o delicado equilibrio da
sinalizacdo do AR durante o desenvolvimento craniofacial, ¢ isso alteraria a sinalizacao
molecular que controla concomitantemente o desenvolvimento do cortex cerebral e a
ossifica¢do na calota craniana. Sendo assim, investigar as alteracdes promovidas pela infec¢ao
pelo ZIKV na via de sinalizacdo de AR pode nos guiar a sugerir um novo mecanismo pelo
qual o ZIKV poderia induz a microcefalia, ampliando nosso conhecimento sobre o
desenvolvimento craniofacial e, possivelmente permitindo que possiveis métodos para refrear

a microcefalia sejam desenvolvidos.

2.0 - OBJETIVOS
2.1 - OBJETIVO GERAL

Analisar se a infecgio pelo virus da Zika modula a via de sinalizagio do Acido

Retinodico no desenvolvimento craniofacial inicial.
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2.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

J Analisar a carga viral em embrides de G. gallus infectados com ZIKV;

o Determinar o impacto da infeccdo pelo ZIKV sobre o desenvolvimento inicial
do telencéfalo e mesencéfalo;

o Correlacionar a carga viral dos embrides com as alteragdes no desenvolvimento
do telencéfalo e mesencéfalo;

o Avaliar se a infec¢do pelo ZIKV impacta na expressio de moléculas
responsaveis pela sintese e degradago de Acido Retindico;

o Verificar se a infecgdo pelo ZIKV modula a expressao de genes envolvidos no
desenvolvimento craniofacial, que sdo influenciados direta ou indiretamente pelo

Acido Retindico.

3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - DESENHO EXPERIMENTAL

Dois grupos de experimentos foram conduzidos a partir de ovos infectados apds 48h
de incubag¢do. Em um grupo de experimentos, os ovos foram incubados por mais 24h apds a
infeccdo com ZIKV (até¢ E3), e os embrides tiveram o RNA de todo o corpo extraido. No
outro grupo de experimentos, os embrides foram incubados por 48h apds a infec¢do com
ZIKV (até E4), e tiveram o RNA da cabeca extraido. Em ambos os experimentos, os embrides
foram fotografados logo apods serem retirados dos ovos. Apos a extragdo de RNA, foi feita
RT-gPCR para diagnoéstico e quantificagdo viral, pois nem todos os embrides infectados sao
positivos para o ZIKV. A partir disso, os embrides sem ZIKV ou com carga viral muito baixa
foram descartados, enquanto os positivos foram submetidos a mais uma RT-qPCR para
analise de expressdo dos genes alvos deste trabalho, e tiveram suas fotos submetidas a
mensuragao das vesiculas cerebrais mesencéfalo e telencéfalo para posterior correlagdo com a

carga viral.
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3.2-MODELO

ANIMAL

Fonte: Elaborado pela autora.

Foram utilizados ovos de galinha (Gallus gallus) fecundados, coletados no dia da

postura, doados pelo Professor Fabiano Dahlke do Laboratorio de Avicultura do Centro de

Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os ovos foram

armazenados a 18°C até a utilizagdo nos experimentos, e todos os procedimentos foram

aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFSC), sob protocolo

6016021017.

3.2.1 — Obtencao dos embrides

Os ovos foram incubados em chocadeira elétrica automatica ChocMais a 38°C e

umidade interna a 75%, por 48 horas at¢ o segundo dia de desenvolvimento (E2), com

aproximadamente 25 somitos ou HH 14 (HAMBURGER; HAMILTON, 1951). Apés este

periodo de incubagdo inicial, os embrides foram infectados com ZIKV. Esta idade de 48h foi

escolhida pois coincide com estdgios iniciais da formagao das vesiculas cerebrais, além de ter
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sido previamente padronizada por experimentos do laboratério (BENEVENUTTI, 2022).
Ap0s a infecgdo, os ovos foram devidamente identificados e entdo incubados por mais 24

horas, até o terceiro dia de desenvolvimento (E3) (Fig. 5), nas mesmas condicoes.

Figura 6 — Embrido extraido apds trés dias de incubacao

Embrido do grupo controle (sem infec¢do viral) extraido apos trés dias de incubagdo (E3), no qual pode-se
observar as principais estruturas abordadas no trabalho: Olho (Ol), telencéfalo (TE), diencéfalo (Di),
mesencéfalo (ME), rombencéfalo (Ro), Vesicula otica (VO), 1° arco branquial (1°AB), 2° arco branquial (2°AB)
e coracao (Co).

Fonte: Elaborado pela autora.

Os genes analisados em E3 que apresentaram alteracdo na expressdo foram
selecionados para analise somente na cabega. Para isto, os embrides foram incubados sob as
mesmas condi¢des anteriormente citadas, por mais 48 horas apds a infeccao (até¢ E4, ou HH
20) (Fig. 2). Os embrides controles foram submetidos a manipulagdo semelhante aos

infectados, com inoculacao de tampao fosfato-salino (PBS) na concentragao de 1x.
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Figura 7 — Embrido extraido apds quatro dias de incubacao

Embrido do grupo controle (sem infec¢do viral) extraido apds quatro dias de incubagdo (E4), no qual pode-se
observar as etapas mais avancgadas do desenvolvimento. Na imagem: Olho (Ol), telencéfalo (TE), diencéfalo
(Di), mesencéfalo (ME), rombencéfalo (Ro), Vesicula 6tica (VO), 1° arco branquial (1°AB), 2° arco branquial
(2°AB), 3° arco branquial (3°AB), coracdo (Co) e brotos dos membros (BM).

Fonte: Elaborado pela autora.

3.3 - INFECCAO DE EMBRIOES DE G. gallus COM VIRUS DA ZIKA

Foi utilizada a cepa do virus da Zika 15261, isolada a partir de gestante infectada
cujo feto apresentou microcefalia, e obtida em parceria com o Instituto Carlos Chagas /
Fundag¢dao Oswaldo Cruz — Parana (ICC — Fiocruz PR). As etapas que abrangem manipulagao
do ZIKV foram realizadas em sistema de contencdo em sala NB2/OGM certificada pelo
CIBio/UFSC (CQD101/99). O virus foi utilizado em concentracdo de 500 ¢ 1000 PFU
(Unidades formadoras de placa — Plaque Forming Unit), que consiste no total de particulas
virais ativas. Esta etapa foi previamente padronizada em experimentos do laboratorio
(BENEVENUTTI, 2022). Foram realizados 28 grupos de infec¢do, cada um composto por 20
embrides, sendo trés grupos experimentais: cinco controles; dez infectados com 500 PFU e
cinco infectados com 1000 PFU. Os procedimentos de infec¢do foram realizados de forma

independente.

A infeccdo foi realizada em capela de fluxo laminar equipada com filtro HEPA, com

auxilio de microscopio esteroscopico (Olympus SZ61). Os ovos foram abertos na regido da
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camara de ar e a membrana externa foi removida com auxilio de materiais cirargicos (tesoura
e pinga), para dar acesso ao embrido. A membrana interna foi cortada na regido proxima a
cabegca (Fig. 7B), e com uma micropipeta, lul da solucdo viral foi inoculada nas
proximidades da regido cefilica do embrido (Fig. 7C). Apds a infeccdo os ovos foram
devidamente identificados e tiveram a abertura da casca vedada com fita adesiva transparente

atoxica, retornando para a incubagao a 38°C graus com humidade interna a 75%.

Figura 8 — Infec¢do dos ovos

A partir do ovo inteiro (A), ¢ feita uma abertura na regido inferior, onde estd a cAmara de ar, para ter acesso ao
embrido. A membrana externa ¢ retirada, € a membrana interna € cortada na regido proxima a cabega (B). A
partir deste corte, a solugdo viral € inoculada com o auxilio de uma micropipeta (C).

Fonte: Elaborado pela autora.

3.4 - ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

As analises de expressdo de genes da via do AR e de genes envolvidos no
desenvolvimento craniofacial que possuem ERAR em seus enhancers foram realizadas por
RT-PCR em tempo real (RT-qPCR), em embrides infectados com ZIKV. Os genes
selecionados sdo associados & sintese e degradacdo de Acido Retindico — Raldh e Cyp26
respectivamente, e envolvidos no desenvolvimento craniofacial que possuem ERAR em suas
regides promotoras: Fgf8 e Shh relacionados ao desenvolvimento do telencéfalo e Sox9,
Sox10, Bmp4 e Noggin relacionados a ossificacao e formagao de cartilagens da cabeca. Além
disso, todos os embrides inoculados com ZIKV foram testados quanto a infec¢ao pelo ZIKV,

por RT-PCR em tempo real, tendo sua carga viral quantificada.
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3.4.1 - RT-qPCR

O processo para a RT-qPCR, para quantificacdo viral e para analise de expressdo dos
genes de interesse, foi dividida em trés etapas. Para a primeira etapa, foi realizada a extragdo
do RNA total dos embrides em E3 e E4, utilizando Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen),
conforme orientagdes do fabricante. Em seguida, foi realizada a quantificagio do RNA
extraido por espectofotometria de UV/Vis (Picodrop Microliter UV/Vis Spectrophotometer).
Ap6s, foi realizada a RTqPCR (QuantStudio3 - Thermo) utilizando o kit GoTaq® 1-Step RT-
qPCR System (Promega), conforme orientagdes do fabricante; o RNA previamente diluido a
10ng/ul; e primers, especificos para os transcritos de interesse (tabela 2). A andlise de
expressdao foi determinada em relacdo ao controle, utilizando o gene Mrps-27 como

housekeeping (previamente padronizado).

Tabela 2 — Sequéncias dos primers usados para analise de expressdao génica

Primers sense (S) ou forward e anti-sense (AS) ou reverse, utilizados para analise de expressao génica.

PRIMER SEQUENCIA (5’ - 3°)
Fgf8 S GAGACCGACACCTTTGGGAG
Fgf8 AS TTGCCGTTACTCTTGCCGAT
Shh S AGAGAACACGGGAGCTGACAGA
Shh AS CCGGGCCACTGGTTCATCAC
RaldhA2 S GGCACGGCATGGCACGATTTTTA
RaldhA2 AS CTGCTCTCCTGTTGCTGGATT
RaldhA3 S TCGGAGGCAAAAACCCCTGC
RaldhA3 AS GTGCAGCACTGCCCCTGATT
Cyp26C1 S TCCGTGACACACATGAGACG
Cyp26C1 AS GGGATGTAGTGGAAGCGACC
Sox9 S CGAAGGAAGCTGGCTGACCA
Sox9 AS GAAGGGACGCTTCTCGCTCT
Sox10 S TGCAGCCTTCACAGGGTTTG
Sox10 AS AGGTGCGAAGAGTTGTCCGA
Noggin S GCTTTTGGCCCCGGTACGTC
Noggin AS ACCGCCACCTCAGGATCGTT
Gremlin S ATCCCCAGGCATGTCCGCAA
Gremlin AS AGCTCAGGGCAGTTGAGGGT
Bmp4 S CGCGCTGGCTCTCCAGAATC
Bmp4 AS CCTCCCAGCAGGACTTGGCA

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.4.1.1 - Quantificacdo Viral

Para o diagnodstico dos embrides quanto a presenga do ZIKV, foi realizada RT-
gPCR, no padrdo ja descrito, utilizando o kit GoTaq® Probe 1-Step RT-qgPCR System
(Promega) os primers citados na tabela 2 e com acréscimo de sonda fluorescente FAM, como
descrito por Lanciotti et al. (2008). Estes materiais foram doados pelo Instituto Carlos
Chagas/ Fiocruz Parand. As amostras que ndo amplificaram foram consideradas negativas, e
descartadas. Visando sua quantificacdo viral, as amostras positivas tiveram sua amplificacao
(Cq) comparados com uma curva de dilui¢do seriada de uma amostra de RNA positiva para
ZIKV, previamente quantificada (doada pelo Prof. Dr. Daniel Mansur). Dessa forma foi
obtida uma quantificagdo viral relativa. Com base nesses dados foi calculada a carga viral
total de cada embrido. Nessa idade, os embrides apresentam uma variagdo de tamanho
relativamente grande, entdo, afim de normalizar a carga viral, essa foi dividida pela
quantidade de RNA total extraido, obtendo assim a carga viral normalizada para cada

embrido.

Tabela 3 — Sequéncia dos primers usados para ZIKV e sonda FAM

PRIMER SEQUENCIA (5°— 3’)
ZIKV 1086 | CCGCTGCCCAACACAAG
ZIKV 1162C | CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT
ZIKV 1107 - FAM | AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA

Fonte: Adaptada de Lanciotti ef al. (2008).

3.4.1.2 — Genes de interesse

Os primers dos genes analisados (Raldha2, Raldha3, Cyp26C1, Sox9, Soxl10,
Noggin, Gremlin e Bmp4) foram desenhados no software online Primer3Plus, e validados
pelo primer BLAST, ambos do National Center for Biotechnology Information (NCBI). A
RT-gPCR foi realizada, conforme descrito acima, com uso de corante fluorescente BRYT
Green (que possui propriedades similares ao corante SYBR Green I: excitagdo a 493 nm e
emissdo em 530 nm) para detec¢do do amplicon. Os primers também foram testados quanto a
sua eficiéncia e espeficidade. Os niveis de expressdo para cada embrido foram estipulados
utilizando o célculo para quantificacdo relativa Pfaffl (PFAFFL, 2001). Nesta foérmula, a
expressao relativa do gene para cada amostra ¢ calculada a partir da divisdo da eficiéncia do
primer do gene alvo (E;;,,) (indicada pelo software Design & Analysis 2.6 - Thermo Fisher
Scientific), pela eficiéncia do primer para o gene de referéncia, Mrps-27 (Er.r), elevados
pelos seus respectivos ACq.
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(Ealvo)ACq alvo

(Eref)ACq ref

Expressao relativa =

3.5 - MEDIDAS DAS VESICULAS CEREBRAIS

A medida das vesiculas encefalicas foi realizada com o auxilio do software Imagel
versao 1.38e. Para isto, todos os embrides foram fotografados com microscopio
estereoscopico Olympus SZX2- ILLB, nos lados direito e esquerdo, todos rigorosamente no
mesmo aumento. Todas as medidas foram realizadas em ambos os lados. As medidas das
vesiculas cerebrais foram normalizadas pelo tamanho das vesiculas 6ticas dos respectivos
embrides. A vesicula Otica foi selecionada para normalizar as andlises do SNC, pois existe
variagdes naturais no tamanho dos embrides. Para validar a vesicula 6tica como uma estrutura
normalizadora, essa estrutura foi medida em todos os embrides controles e infectados e esses
foram analisados estatisticamente. Nao foi observado diferenca nas medidas das vesiculas
Oticas entre controles e infectados (Anexo A). Ou seja, o desenvolvimento da vesicula oOtica

ndo ¢ afetado pelo ZIKV na idade que analisamos os embrides.

3.6 - LEVANTAMENTO DO PADRAO DE EXPRESSAO GENICA

Para a construcdo dos mapas de expressdo dos genes analisados, foi feito um
levantamento no Gallus Expression In Situ Hybridization Analysis (GEISHA) — University of
Arizona, uma base de dados com imagens de Hibridizacdo /n Situ (HIS) em G. gallus, em
variados estagios do desenvolvimento. O levantamento dos padrdoes de expressdo génica
também auxiliou na determinag¢do dos genes da via do AR a serem analisados. No caso,
existem trés enzimas relacionadas a sintese de AR (Raldhal, Raldha2 e Ralgha3), e trés
relacionadas a degradacdo (Cyp26A1, Cyp26B1 e Cyp26C1). Com base nas andlises feitas no
GEISHA, foram selecionados Raldha2, Raldha3 e Cyp26Cl1, pois sdo expressos proximo a

regido do processo frontonasal, relacionado ao desenvolvimento craniofacial inicial.
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3.7 — ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 9.0.2. Para as
analises de comparagdo entre controles e tratados foi utilizado o teste T ndo paramétrico com
amostras nao pareadas Mann-Whitney. Ja para anélises com mais de dois grupos, como por
exemplo comparagdes entre controles e infectados com S00PFU e 1000PFU, foi utilizando o
teste ndo-paramétrico Kruscal-Wallis de uma via e pos-teste de Dunn. Em todas as andlises,
as amostras foram previamente testadas quanto a normalidade com o teste Shapiro-Wilk. Nas
analises de correlacao, foi utilizado o teste de correlagdo ndo-paramétrico de Spearman, com
p-valor bicaudal seguido de regressdo linear simples. Em todos os testes os resultados com

valor de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4.0 - RESULTADOS

Considerando que a dindmica espaco-temporal entre AR e demais genes envolvidos
no desenvolvimento craniofacial ¢ controlada de maneira precisa e possui papel fundamental
no desenvolvimento inicial do coértex cerebral e dos ossos da calota craniana, hipotetizamos
que os ERAR provenientes do genoma do ZIKV podem perturbar esta interatividade. Assim,
investigamos a influéncia do ZIKV sobre o desenvolvimento do telencéfalo e mesencéfalo
embrionarios e sobre a expressao de genes envolvidos na via de producao/degradagao do AR.
Além disso, analisamos genes que controlam o desenvolvimento craniofacial que possuem

ERAR em seus enhancers.

4.1 — O ZIKV INFECTA EMBRIOES DE G. GALLUS

O método de infeccdo realizado em todos os experimentos foi previamente
padronizado por Benevenutti (2022). E um método ndo invasivo, que permite a continuidade
do desenvolvimento do embrido. Os embrides foram incubados e infectados apds 48h de
desenvolvimento (embrides com aproximadamente 25 pares de somitos), e entdo incubados
por mais 24h (até¢ E3) ou 48h (até E4) a depender do grupo experimental a qual pertenceram.
Depois desse periodo, os embrides foram retirados dos ovos e seguiram para a extracdo e
quantifica¢gdo do RNA. Em seguida, foi realizado o diagndstico quanto a presenca de ZIKV e
quantificagdo viral, por RT-PCR. Como referéncia para quantificagdo da carga viral, foi
utilizada uma curva de RNA total com concentra¢des conhecidas de ZIKV. No total, 154
embrides foram inoculados com ZIKV, dos quais 83 foram considerados positivos. Estes
dados mostram que a taxa de infec¢do obtida em nossos experimentos foi de 53,89%. Os
embrides que apresentaram uma carga viral muito baixa (Cq acima de 38 no RT-PCR), foram
desconsiderados das andlises seguintes, resultando no total de 72 embrides, oriundos de 20
procedimentos de infeccdo, realizados de forma independente.

Dos experimentos conduzidos com embrides em E3, foram realizados 14 grupos,
totalizando 63 embrides controles (com 16 mortos, representando 25,4% do total), 123
infectados com 500 PFU (com 16 mortos - 13%) e 59 infectados com 1000 PFU (com 12

mortos - 20,33%). J& nos experimentos conduzidos com embrides em E4, foram 6 grupos,
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totalizando 26 embrides controles (com 6 mortos - 23,07%) e 99 infectados com 500 PFU

(com 17 mortos - 17,17%).

4.2 — OS EMBRIOES INFECTADOS COM ZIKV POSSUEM DIFERENTES CARGAS
VIRAIS

4.2.1 — Normalizacao de carga viral

Inicialmente, observamos que os embrides possuem variagdes naturais em seus
tamanhos, e que isso reflete na quantidade de RNA extraido, ja que este fator ¢ diretamente
relacionado a quantidade de células do embrido. Ao realizar a quantificagdo viral, obtivemos a
carga viral total do embrido. Esse dado ndo leva em conta a pluralidade de tamanhos dos
embrides. Por exemplo, uma amostra que apresentou menor carga viral total pode ser de um
embrido menor, com menos células, o que reflete uma relagdo de quantidade de virus por
células ndo tao baixa. Sendo assim, para as analises posteriores a carga viral de cada embrido
foi normalizada em relacdo ao RNA total extraido.

A normalizagao foi feita a partir da divisdo da carga viral total pela quantidade total
de RNA extraido de cada embrido. Estipulamos a distribuicdo de carga viral normalizada em

faixas, para demonstrar a heterogeneidade da carga viral nos embrides inoculados com ZIKV

(Fig. 8).
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Figura 9 — Distribui¢do da carga viral normalizada em embrides infectados
Carga viral normalizada calculada pela divisdo da carga viral absoluta pela quantidade de RNA total extraida. Os
embrides que obtiveram Cq abaixo de 38 foram distribuidos em faixas quanto a quantidade relativa de ZIKV, a
fim de demonstrar a heterogeneidade na carga viral. Cada faixa possui a porcentagem de embrides
correspondentes na populacao total. (A) Distribui¢ao das faixas virais em E3. N = 73 (B) Distribui¢do das faixas
virais em E4. N = 36.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Estes resultados mostram uma varia¢do importante na quantidade de ZIKV entre os
embrides, € um aumento exponencial da carga viral nos diferentes periodos de incubagao.
Além disso, ¢ possivel observar que os embrides que ficaram dois dias na presenca do ZIKV
(Fig. 8B) apresentam maior carga viral. Importante destacar que esse € o primeiro trabalho
cientifico que analisa dados de infeccdo de embrides com ZIKV, levando em consideragdo a
variagdo da carga viral. Esses resultados permitem avaliar com precisdo as diferentes
respostas do embrido, frente as diferentes concentragdes do ZIKV no modelo estudado. Além
disso, permitem analisar se as alteracdes genéticas, e consequentemente, morfoldgicas podem

ser relacionadas com a carga viral.
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43 — A INFECCAO PELO ZIKV DIMINUI O TAMANHO DAS VESICULAS
CEREBRAIS

Levando em consideracdo que uma das principais caracteristicas relacionadas a
microcefalia induzida pelo ZIKV ¢ a redug@o do cortex cerebral, foi realizada a medida das
vesiculas cerebrais, telencéfalo (futuro cortex cerebral) e mesencéfalo (Figura 9 B — J),
seguida da comparagdo entre controles e infectados. Respeitando as variagdes naturais de
tamanho em cada embrido e visando a precisao nas mensuracgdes, foram utilizadas as medidas
das vesiculas oticas dos respectivos embrides para normalizagdo, pois ¢ uma vesicula facil de
medir e, nas nossas analises, essa vesicula ndo apresenta variagao significativa entre embrides
controles e infectados com o ZIKV (Anexo A). Das vesiculas cerebrais analisadas, somente
mesencéfalo (Fig. 91) e telencéfalo em E4 (Fig. 9J) apresentaram correlagdo negativa com
ZIKV, ou seja, quanto maior a carga viral, menor o tamanho destas vesiculas. No entanto,
apenas os telencéfalos em E3 tiveram diferencga estatistica entre controles e infectados, com

queda de 1,3x na média de tamanhos (Fig. 9D).

Figura 10 — Vesiculas cerebrais dos embrides.

Embrides em E3 (A) e E4 (F) com telencéfalos circulados. Comparagéo das médias dos mesencéfalos (B, G) e
telencéfalos (C, H) entre embrides controles e infectados. Somente houve variagao significativa nas medidas dos
telencéfalos em E3 (C) (p=0,0077). Em E4, ndo houve diferenca significativa entre as medidas de ambas as
vesiculas (G, H). Graficos de correlacdo entre carga viral (eixo X) e tamanho das vesiculas (eixo Y) em E3 (D,
E) e E4 (1, J). A reta em vermelho indica a queda progressiva no tamanho das vesiculas. Somente os
mesencéfalos (I) e telencéfalos (J) de E4 apresentaram correlagdo com carga viral . (I) p = 0,0125. (J) 0,0325.
p< 0,05 foram consideradas como tendo correlagdo. Embrides em E3 N = 95 (72 infectados com ZIKV e 23
controles); embrides em E4 N =47 (36 infectados com ZIKV e 11 controles).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Com base nestes dados de variacdo dos tamanhos das vesiculas cerebrais podemos
concluir que a infecg¢do pelo ZIKV influencia na expansao inicial do telencéfalo, vesicula que
formard o futuro cortex cerebral. Curiosamente, esse efeito ndo é observado em E4, e em
parte isso pode ocorrer pela dificuldade em realizar essas medidas em embrides maiores. A

partir disto, seguimos para andlise de moléculas envolvidas no desenvolvimento do

telencéfalo.
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4.4 — A INFECCAO PELO ZIKV DIMINUI A EXPRESSAO DE Fgf8 E Shh

Fgf8 e Shh sdo importantes moléculas sinalizadoras que estimulam a proliferagdo e
diferenciagdo celular do telencéfalo (futuro cortex cerebral). Alteragdes na expressao destas
moléculas podem levar a defeitos durante o desenvolvimento craniofacial (CROSSLEY et al..
2001). Considerando que a microcefalia induzida pelo ZIKV pode levar a redugdo do
tamanho do cortex cerebral, estas moléculas podem ter um papel importante nestas alteragoes.
Além disso, considerando nossas analises de morfoldgicas, que indicam que o ZIKV provoca
a diminuicao do telencéfalo em E3, analisamos a expressdo destas duas moléculas. Para a
analise dos efeitos da infec¢ao pelo ZIKV sobre a expressao de Fgf8 e Shh, dois experimentos
foram conduzidos: em ambos, os embrides (E2) foram inoculados com o ZIKV. Apds 48h de
incubacgdo, o primeiro grupo teve o RNA de todo o corpo extraido e analisado. O segundo

grupo teve o RNA da cabeca extraido e analisado, apds 48h da inoculacdo do ZIKV (E4).

4.4.1 — Fgf8

Em nossas analises de embrides em E3, detectamos queda de 2,21x na expressao de
Fgf8 em embrides infectados com ZIKV (Fig. 10A). Em seguida, para verificar se a redug¢ao
na expressdo de Fgf8 estava correlacionada a carga viral do embrido, realizamos o teste nao-
paramétrico de correlagdo de postos de Spearman, e verificamos que ndo houve correlacao
negativa em relacdo ao ZIKV, ou seja, a expressao de Fgf8 ndo diminui a medida que a carga
viral aumenta (Fig. 10B). Em E4, as andlises ndo apresentaram diferenca significativa na

expressao de Fgf8 (Fig. 10D-E).
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Figura 11 — Expressao de Fgf8

(A) Comparag@o nos niveis de expressdao em embrides controles e infectados com ZIKV em E3. No eixo X (p <
0,0001). (B) Grafico de correlagdo entre carga viral (eixo X) e expressdo génica (eixo Y) em E3. Sem diferenga
significativa na expressdo de Fgf8. (p = 0,5878). (C) Em azul, locais de expressao de Fgf8 na cabega de embrido
com idade aproximada de E3: olho, istmo, ectoderme do processo frontonasal, placdides nasais, arcos faringeos,

somitos. (D) Comparagao nos niveis de expressao em embrides controles e infectados com ZIKV em E4. Sem
diferenca significativa. (E) Grafico de correlagdo entre carga viral (eixo X) e expressdo génica (eixo Y) em E4.

Sem diferenga significativa (p = 5431). p< 0,05 foram consideradas como tendo correlacao.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.2 — Sonic Hedgehog

Shh apresentou queda de 1,28x na sua expressao em E3 (Fig. 11A), e queda de 1,47x
em E4 (Fig. 11D). Nao houve correlacdo negativa em relagdo ao virus em nenhum dos
periodos analisados(Fig. 11B, E), ou seja, a diminui¢do na expressao de Shh nestes embrides
ndo esta relacionada diretamente a carga viral. Os principais locais de expressdao de Shh na
cabeca, destacados na figura 11C, sdo notocorda, placa pré-cordal, primeiro arco branquial e

assoalho do tubo neural.
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Figura 12 — Expressdo de Shh
(A) Comparagdo entre expressao de Shh em embrides controles e infectados com ZIKV em E3 (p =
0,0303); (B) Gréafico de correlagdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E3, sem variacdo ; (C) Em
amarelo, locais de expressao de Shh na cabega de embrido com idade aproximada de E3; (D) Comparagao entre
expressdo de Shh em embrides controles e infectados com ZIKV em E4 (p= 0,0190); (E) Grafico de correlacao
entre carga viral e nivel de expressao génica em E4, sem correlacdo. p< 0,05 foram consideradas como tendo
correlagdo.
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Estes resultados mostram que fatores de crescimento classicamente relacionados ao
desenvolvimento inicial do telencéfalo sdo perturbadas no inicio da infeccdo pelo ZIKV.
Como citado anteriormente, o 4acido retindico possui um papel importante no
desenvolvimento do telencéfalo, e alteracdes nos seus niveis poderiam contribuir para a
diminui¢do na expressdo de Fgf8 e Shh. Sendo assim, o passo seguinte deste trabalho foi

analisar as moléculas da via de sinalizacao de AR.

4.5 — A INFECCAO PELO ZIKV ALTERA A SINALIZACAO DE ACIDO RETINOICO

Os niveis de AR sdo controlados de maneira precisa nas células, e com isso, a
expressao das moléculas de sintese e degradagdo de AR podem ser utilizadas como
indicadores dos niveis de AR nas células. Sendo assim, utilizamos o corpo de embrides em E3
(infectados apos 48h de incubagdo, e incubados por mais 24h ap6s infec¢do com ZIKV) e a

cabeca de embrides em E4 (infectados apos 48h de incubacio, e incubados por mais 48h apos
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infeccdo com ZIKV), para andlise da expressdo de Raldha2 e Raldha3 (responsaveis pela
sintese de AR) e Cyp26C1 (degradacdo e AR). Os resultados demonstraram que os embrides
que permaneceram 24h na presenca do ZIKV (E3), apresentaram diminuicao de 1,76x na
expressao de Raldha2 (Fig. 12A) e diminuigdo de 1,7x na expressao de Cyp26¢1 (Fig. 12K),
sendo o Cyp26C1 com correlagdo negativa quanto a carga viral (ou seja, quanto mais ZIKV,
menor expressao desta molécula). Por outro lado, houve aumento de 1,15x na expressdo de
Raldha3 nestes embrides em E3 (Fig. 12F), porém sem correlagdo com o aumento de ZIKV
(Fig. 12G). J4 nos embrides em E4, somente Raldha3 apresentou variagdo significativa,
apresentando queda de 1,5x na expressao (Fig. 12I). No entanto, nenhuma destas alteragdes
apresentaram correlacdo com a carga viral (Fig. 12B, E, G, J, L, O). Em conjunto, estes
resultados mostram que a infec¢do pelo ZIKV ¢ capaz de alterar a expressdo dos genes que
controlam a producdo/degradacdo do AR, no entanto, esses efeitos sdo varidveis com o
avango da idade do embrido. De forma geral o ZIKV reduz a expressdo de moléculas
relacionadas a sintese do AR.

Raldha2 apresentou queda na sua expressao, somente em E3, porém sem correlacao
quanto a carga viral. Os principais locais de expressdo de Raldha2 na cabega, ilustrados na
figura 12C, em E3, s3o o mesoderma da placa lateral, olhos, somitos e neuroepitélio da regido
do mesencéfalo e rombencéfalo. J4 Raldha3 apresentou aumento na expressao em E3, e queda
em E4, sem correlagdo com carga viral. Os locais de Raldha3 (Fig. 12H) se destacam os
olhos, placoides nasais, vesicula oOtica e ectoderme da regido dos placoides nasais. Cyp26Cl1,
por sua vez, apresentou queda na expressdo somente em E3, com correlacdo quanto a carga
viral, e € expresso nos olhos, mesénquima da cabeca, placdides nasais, rombomeros,

telencéfalo, vesicula otica e arcos branquiais (Fig. 12M).
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Figura 13 — Expressdo de moléculas da via do AR em E3 e E4.

Expressao de Raldha2 (A - E); expressdo de Raldha3 (F — J); expressdo de Cyp26¢cl (K — O). (A) Comparagdo
entre expressdo de Raldha2 em embrides controles e infectados com ZIKV em E3 (p = 0,0038); (B) Grafico de
correlagdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E3 (sem correlagao); (C) Em verde, locais de
expressdo de Raldha2 na cabega de embrido com idade aproximada de E3; (D) Comparagdo da expressdo de
Raldha2 entre embrides controles e infectados com ZIKV em E4 (sem diferenca significativa); (E) Grafico de
correlagdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E4 (sem correlacdo); (F) Comparagdo entre
expressdo de Raldha3 em embrides controles e infectados com ZIKV em E3 (p = 0,0377); (G) Grafico de
correlagdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E3 (sem correlag@o); (H) Em marrom, locais de
expressdo de Raldha3 na cabega de embrido com idade aproximada de E3; (I) Comparagdo da expressdo de
Raldha3 entre embrides controles e infectados com ZIKV em E4 (p = 0,0048); (J) Grafico de correlagdo entre
carga viral e nivel de expressdo génica em E4 (sem correlagdo); (K) Comparagéo entre expressdao de Cyp26C1
em embrides controles e infectados com ZIKV em E3 (p <0,0001); (L) Grafico de correlagdo entre carga viral e
nivel de expressdo génica em E3 (sem correlacdo); (M) Em rosa, locais de expressdo de Cyp26C1 na cabega de
embrido com idade aproximada de E3; (N) Comparagdo da expressdo de Cyp26C1 entre embrides controles e
infectados com ZIKV em E4 (sem diferenga significativa); (O) Grafico de correlacdo entre carga viral e nivel de
expressao génica em E4 (sem correlag@o). p< 0,05 foram consideradas como tendo correlagao.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Estes resultados podem sugerir que os niveis de AR sdo inicialmente perturbados na
infeccdo pelo ZIKV, mas que hd uma tentativa de recuperacdo dos niveis normais em
periodos mais avancados do desenvolvimento. Levando em consideragdo que Cyp26C1
apresentou uma das maiores diferencas de expressao, e ¢ expresso no mesénquima da cabeca
(local formado por células da crista neural), que had uma cascata de sinalizacdes que
contribuem para o desenvolvimento do cortex cerebral e ossificagdo da calota craniana de
maneira conjunta, € que possivelmente um dos alvos do ZIKV sejam as células derivadas da
crista neural, seguimos para a analise de Sox9 e Sox10, moléculas que contribuem para o

monitoramento do carater mesenquimal e do estado indiferenciado destas células,

respectivamente.
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4.6 — A INFECCAO PELO ZIKV AUMENTA A EXPRESSAO DE SOX9 E SOX10

Durante o desenvolvimento inicial das células da crista neural, Sox9 e Sox10 sdo
importantes indicadores do desenvolvimento do mesénquima craniofacial (MORI-
AKIYAMA et al., 2003; MCCAULEY et al., 2008), modifica¢des na expressdo desses genes,
que compdem uma via classica de sinalizagdo, podem levar a alteragdes na formagao de ossos
e cartilagens da cabeca. Além do mesénquima cranial, Sox9 também ¢ expresso nos olhos,
placoides nasais, arcos branquiais, partes do telencéfalo, ectoderme do processo frontonasal, e
notocorda. Ja Sox10 ¢ expresso nos ganglios craniais e vesicula 6tica. Apds infec¢cdo com o
ZIKV, verificamos que Sox9 apresentou queda de 3,6x na expressdo em E3 (ap6s 24h de
inoculacdo do ZIKV) (Fig. 13A) e 1,83x em E4 (apds 48h de inoculagdao do ZIKV) (Fig.
13D). Ja Sox10 apresentou queda de 2,4x na sua expressdo em E3 (Fig. 13F) e queda de 1,6x
E4 (Fig. 131). A reducdo na expressao de Sox9 e Sox10 ndo apresentou correlagdo negativa

em relacdo ao ZIKV.

Figura 14 — Expressao de Sox9 e Sox10 em E3 e E4.

(A) Comparagao entre expressdo de Sox9 em embrides controles e infectados com ZIKV em E3 (p <0,0001);
(B) Grafico de correlagdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E3 (sem correlacio); (C) Em roxo,
locais de expressdo de Sox9 na cabeca de embrido com idade aproximada de E3; (D) Comparagao da expressao
de Sox9 entre embrides controles e infectados com ZIKV em E4 (p =0,0018); (E) Grafico de correlagdo entre
carga viral e nivel de expressdo génica em E4 (sem correlacao); (F) Em vermelho, locais de expressdo de Sox10
na cabeca de embrido com idade aproximada de E3; (G) Comparagao entre expressdo de Sox10 em embrides
controles e infectados com ZIKV em E3 (p <0,0001); (H) Grafico de correlagdo entre carga viral e nivel de
expressdo génica em E3 (sem correlagdo); (I) Comparagdo da expressdo de Sox10 entre embrides controles e
infectados com ZIKV em E4 (p = 0,0100 ); (J) Grafico de correlacdo entre carga viral e nivel de expressdo
génica em E4 (sem correlacdo). p< 0,05 foram consideradas como tendo correlagdo.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Essa reducdo na expressdo de Sox9 e Sox10 nos embrides infectados pelo ZIKV,
pode indicar que o ZIKV tem como alvo as células da crista neural, levando a alteragdes no
desenvolvimento de ossos e cartilagens na cabeca, de alguma forma. Assim, considerando
outras moléculas que contribuem para a regulagdo na formacdo de ossos na cabega,
analisamos a expressdo de Noggin e Gremlin, que s3o importantes antagonistas de Bmp,

fatores esses conhecidamente controladores da diferenciagdo de osso e cartilagens.

4.7 — A INFECCAO COM ZIKV ALTERA A EXPRESSAO NOGGIN E GREMLIN
Noggin e Gremlin sdo proteinas chave no desenvolvimento craniofacial, como citado

anteriormente. Aqui, verificamos que houve queda expressiva em ambos os fatores em E3,
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sendo Noggin com queda de 1,7x em sua expressao (Fig. 14A), e Gremlin com queda de
1,78x (Fig. 14F). Nenhuma das moléculas apresentou correlagdo em relacdo a carga viral dos
embrides, em E3 (Fig. 14B). Em E4 ndo houve diferencga significativa na expressao de ambas
as moléculas (Fig. 14D, 14I), assim como ndo houve correlagdo com a carga viral (Fig. 14E,
14]).

Noggin ¢ expresso principalmente na notocorda, mesénquima da cabeca e da face,
mesencéfalo e arcos branquiais (Fig 14C). J4 Gremlin ¢ expresso nos olhos, arcos branquiais,

ectoderme do processo frontonasal, vesicula otica e mesoderme lateral da cabeca (Fig. 14H).

Figura 15 — Expressdo de Noggin e Gremlin em E3 e E4.

(A) Comparagdo entre expressdo de Noggin em embrides controles e infectados com ZIKV em E3 (p <0,0001);
(B) Grafico de correlagdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E3 (sem correlagdo); (C) Em cinza,
locais de expressdo de Noggin na cabeca de embrido com idade aproximada de E3; (D) Comparagédo da
expressdo de Noggin entre embrides controles e infectados com ZIKV em E4 (sem diferenga significativa); (E)
Grafico de correlagdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E4 (sem correlagdo); (F) Comparagio
entre expressdo de Gremlin em embrides controles e infectados com ZIKV em E3 (p =0,0005); (G) Grafico de
correlagdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E3 (sem correlagdo); (H) Em dourado, locais de
expressdo de Gremlin na cabega de embrido com idade aproximada de E3; (I) Comparacgao da expressao de
Gremlin entre embrides controles e infectados com ZIKV em E4 (sem diferenca significativa); (J) Grafico de
correlagdo entre carga viral e nivel de expressio génica em E4 (sem correlag@o). p< 0,05 foram consideradas
como tendo correlacgao.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Pode-se observar que a expressdao de Noggin e Gremlin sdo reduzidas no inicio do
desenvolvimento, logo apds a infeccdo pelo ZIKV. Porém, avancando um pouco mais no
desenvolvimento (E4) as sinalizagdes parecem tender a normalidade. Tendo em vista que,
durante esse periodo do desenvolvimento craniofacial, o alvo principal do Noggin e do
Gremlin ¢ o Bmp4 expresso pela ectoderme cranial, seguimos para a analise de expressao

desta molécula.

4.8 — O ZIKV DIMINUI A EXPRESSAO DE Bmp4

Com base no padrdo de expressdo de Bmp4 observado no banco de dados Geisha,
nessa fase inicial do desenvolvimento, Bmp4 ¢ expresso mais evidentemente no olho, arcos
branquiais, vesicula otica, rombencéfalo e ectoderme cranial (Fig. 15B). Na infeccdo pelo
ZIKV esta molécula apresentou queda de 1,76x na expressdao em E3, e queda de 1,58x na

expressdo em E4. Em ambos os periodos ndo houve correlagdo com a carga viral.
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Figura 16 — Expressdo de Bmp4 em E3 ¢ E4
(A) Comparagdo entre expressdo deBmp4 em embrides controles e infectados com ZIKV em E3 (p =0,0038);
(B) Grafico de correlagdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E3 (p =0,0001); (C) Locais de
expressdo de Bmp4; (D) Comparacdo da expressdo de Bmp4 entre embrides controles e infectados com ZIKV
em E4 (p =0,0296); (E) Grafico de correlacdo entre carga viral e nivel de expressdo génica em E4 (p =0,0009).p<
0,05 foram consideradas como tendo correlagao.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Estes resultados sugerem que o ZIKV altera a sinalizagdo de Bmp4 no
desenvolvimento craniofacial. Bmp4 € uma proteina importante, que exerce influéncia sobre a
sinalizacdo de Fgf8. Sua expressdo pela ectoderme bloqueia o Fgf8, impedindo que o
telencéfalo se desenvolva de maneira apropriada. No entanto, Noggin e Gremlin, expressos
pelas células da CN estimuladas por Fgf8, bloqueiam o Bmp4, permitindo que o
desenvolvimento inicial do cortex cerebral até que seja requisitado novamente, para a
ossificacdo da calota craniana. Bmp4 € regulado indiretamente por AR (BALMER;
BLOMHOFF, 2002), e em conjunto com os demais resultados, podemos inferir que a
infeccdo pelo ZIKV ¢é capaz de alterar o delicado equilibrio molecular que controla o

desenvolvimento craniofacial inicial.
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6.0 — DISCUSSAO

Neste trabalho mostramos que a infec¢do pelo virus da Zika causa alteragdes na
sinalizagdo de AR (Fig. 12) e que que a expressao de Fgf8 (Fig. 10), Shh (Fig.11), Sox9 (Fig.
13A-E) Sox10 (Fig. 13F-J), Noggin (Fig. 14A-E), Gremlin (Fig. 14F-J) e Bmp4 (Fig. 15)
diminuiram com a infecgdo pelo ZIKV. Vimos que a expressao dos genes que levam a sintese
e degradacdo de AR foram afetadas na infecgdo pelo ZIKV, porém nenhuma das moléculas
apresentou correlacdio com o ZIKV (Fig. 12B, E, G, J, L, O). Isto pode indicar um
mecanismo celular de tentativa de recuperagcdo no balango 6timo de AR, que deve ser muito
preciso para o desenvolvimento normal da cabeca (BAREMBAUM; BRONNER-FRASER,
2005; DE LA CRUZ et al., 1984; ROSA et al., 1986). A diminui¢do da expressdo de
Cyp26C1 ¢ um indicativo de que as moléculas de AR que deveriam se ligar nos ERAR dos
genes do hospedeiro podem estar sendo sequestradas pelos ERAR do genoma viral. Em outras
palavras, a degradag¢do de AR ¢ diminuida, j& que esta molécula ndo estaria contribuindo para
a transcri¢do dos genes que possuem ERAR. E importante destacar que, fisiologicamente,
seria mais facil para estas moléculas de AR se ligarem nos ERAR virais, ja que estes estariam
distribuidos pelo citoplasma da célula infectada, local no qual o AR ¢ sintetizado (Fig. 12)

(BUDHU; NOY, 2002; MADEN, 2007).

Frente a estas variagdes na expressdo de Cyp26Cl, as alteragdes nos niveis de
Raldha2 (Fig.12A-E) e Raldha3 (Fig. 12 F-J) poderiam ser um efeito indireto da infec¢do pelo
ZIKV, e a auséncia de correlagdo com o ZIKV refor¢a essa ideia. Com a diminuicao da
degradacao de AR, causada pelo sequestro de AR pelos ERAR do ZIKV, consequentemente
haveria maior quantidade de AR nas células. Em resposta a isto, as moléculas de sintese de
AR tém uma queda na sua expressdo. Nossos achados sdo consistentes com dados que
indicam a estabilizacdo dos niveis 6timos de AR através da manutencao na concentracao das

enzimas relacionas a sintese ou degradacao de AR (MADEN, 2007; QUADRO et al., 2003).

Importante notar que, dentre as medidas do telencéfalo e mesencéfalo dos embrides,
nota-se uma variagao significativa dentro dos grupos analisados, fazendo com que as medidas
sejam dispersas pelos gréficos. Isto, provavelmente, ¢ um reflexo do posicionamento dos
embrides no momento da fotografia, pois o angulo da cabeca interfere no registro das
vesiculas, levando a maior variacao das medidas. O ideal, para realizar essas medidas, seria a

dissecagao do SNC (CREUZET et al., 2006; GARCEZ et al., 2013), porém isto impediria as
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analises de expressdo génica nos mesmo embrides, ja que haveria degrada¢do enzimatica do

material a ser analisado.

Os sitios de expressao dos genes analisados também podem ilustrar a seletividade do
ZIKV quanto aos locais de infecgdo. Como demonstrado, ha diminuicdo de tamanho do
telencéfalo, em E3 (Fig. 9C), porém o mesencéfalo permanece sem alteragdes, em ambos 0s
periodos analisados (Fig. 9B, E). Thawani e colaboradores (2018) observaram redu¢do de
14% no tamanho do telencéfalo, enquanto nossos dados mostram reducdo de 21,5%. Esta
diferenca pode ocorrer por diferengas na cepa viral utilizada, que possui efeitos distintos sobre
as células infectadas (JORGACEVSKI ef al., 2019), e por causa do periodo apods a infecgdo
que os embrides foram analisados. No caso, Thawani e colaboradores utilizaram embrides de
galinha em ES5, trés dias ap6s infec¢do. De acordo com nossos dados, embrides em E4 (dois

dias apds a infecgdo) ndo apresentam diferenga no tamanho do telencéfalo (Fig. 9H)

A diminuicao do telencéfalo demonstra um reflexo das alteragdes moleculares vistas
na infec¢do pelo ZIKV. Mais especificamente, refletem a diminui¢do da expressdo de Fgf8 e
Shh, que estimulam a expansao do telencéfalo (THAWANI ef al., 2018), e também justificam
as alteracdes de expressdo dos genes relacionados a via do AR. Préoximo ao processo
frontonasal, Raldha3 tem expressdo mais ventral em relagdo as outras moléculas da via do AR
analisadas (Fig. 12F), e apresenta aumento em E3 (Fig. 12G) e queda em E4 (Fig. 121). Em
ambos os dias analisados ndo hé correlacdo de Raldha3 com a carga viral (Fig. 12H, J). Sendo
assim, o aumento inicial na expressao de Raldha3, em E3, pode ser um reflexo imediato da
diminui¢do na expressao de Fgf8 e Shh (relacionados a expansao do telencéfalo, como visto
por Crossley e colaboradores (2001)), tendo em vista que o AR possivelmente ndo esta se
ligando em seus enhancers. Enquanto isso, a diminuicdo de expressdo de Raldha3 em E4 pode
ser uma consequéncia da diminui¢do na expressdao de Cyp26Cl1 vista anteriormente (Fig.
12L). Estes dados sugerem que o local de expressdo de Raldha3 influencia em uma resposta
diferente de Raldha2 e Cyp26C1 (expressas no processo frontonasal), frente a infec¢do pelo

ZIKV.

Durante o desenvolvimento craniofacial inicial, as interagdes entre a via de
sinalizacdo do AR com as vias de sinalizacdo do Fgf8 e do Shh sdo muito importantes para o
desenvolvimento craniofacial normal (SCHNEIDER et al., 2001). Alguns estudos apontam
que Fgf8 possui ERAR em seus enhancers (CUNNINGHAM; DUESTER, 2015; KUMAR;
DUESTER, 2014). Isto poderia explicar como a disrup¢do da sinaliza¢do do AR nas células
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infectadas pelo ZIKV poderia levar a diminui¢ao dos niveis de Fgf8. O AR sequestrado pelos
ERAR do ZIKV deixariam de se ligar nos ERAR de Fgf8, provocando a diminui¢do da
transcricdo deste gene como visto em E3 (Fig. 4B). Concomitante a isto, o desenvolvimento
do telencéfalo ¢ prejudicado, com menor proliferagdo e diferenciacao celular, apresentando
um tamanho menor que o normal neste periodo (Fig. 9C). Esta explicagdo estd de acordo com
dados que mostram que Fgf8 ¢ um dos principais fatores para a proliferacao e diferenciagao
de progenitores neurais no telencéfalo (CREUZET et al., 2004), ¢ Shh também estimula o
desenvolvimento do telencéfalo, como ja citado, porém parece ser regulado de maneira
indireta por AR, ou seja, ndo possui ERAR mas alteragdes nos niveis de AR podem levar a
um efeito em cascata que causa a diminui¢do na expressao de Shh (SCHNEIDER et al.,
2001). Esta informagao ¢ consistente com os dados obtidos, que mostram uma diminui¢do na
expressdo de Shh em embrides infectados com ZIKV, com maior variagdo em E3 do que em
E4 (Fig. 11). Isto pode mostrar que, em E3, a diminui¢do da expressao de Shh pode estar
relacionada com a queda de expressdo Fgf8 (Fig.4B, 5B), tendo em vista que Fgf8 ¢ capaz de
estimular a expressdo de Shh e ambos os fatores contribuem juntos para a expansido do
telencéfalo (ABZHANOV et al., 2007; OHKUBO et al., 2002; RASH et al., 2007). Além
disso, se o ZIKV infectar principalmente a regido do processo frontonasal, o padrio de
expressao mais ventral de Shh (Fig. 11A) pode acarretar em uma resposta menor frente a
infeccdo pelo ZIKV em 24h de infec¢do — E3 (Fig. 11C), semelhante ao que foi visto com
Raldha3 (Fig. 5F-J), que apresentou uma resposta diferente as demais enzimas da via do AR

que sdo expressas no processo frontonasal.

Considerando a influéncia de Fgf8 sobre as células da CN (CREUZET et al., 2004), e
que a expressao de Noggin e Gremlin por estas células influencia na manutengdao do
desenvolvimento do telencéfalo (OHKUBO et al., 2002), analisamos a influéncia do ZIKV
sobre a expressdo destas moléculas. Vimos que Noggin e Gremlin apresentam diminui¢do nas
suas expressoes somente em E3 (Fig. 7), mas nenhuma das moléculas tem correlacdo negativa
com ZIKV (Fig. 7C, E, H, J). Nossos dados mostram que h& uma recuperagcdo na expressao
destas moléculas em E4 (Fig. 14D-E, I-J), mas a influéncia que o ZIKV exerce sobre as
células da CN em E3 pode ser o suficiente para refletir na sua diferenciacdo e proliferacao
celular e na sinalizagdo downstream dependente de Noggin e Gremlin. A atividade de Bmp4 ¢
negativamente influenciada por Noggin e Gremlin, potentes antagonistas de Bmps

(OHKUBO et al., 2002; ZONIGA et al., 1999). Bmp4, produzido pela ectoderme da cabega
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tem papel inibidor sobre a expressdo de Fgf8, no entanto, durante o desenvolvimento
craniofacial normal, as células da CN cefalica expressam Noggin ¢ Gremlin, bloqueando
Bmp4, permitindo a alta expressao de Fgf8 no neuroepitélio e o desenvolvimento normal do
telencéfalo (CREUZET et al., 2004). A sinalizagdo Bmp4 volta a ser requisitada, mais a
frente no desenvolvimento, para estimular o inicio da ossificagdo da calota craniana. Nos
nossos experimentos, a expressao de Bmp4 apresentou queda em E3 e E4 (Fig. 9). A
diminui¢do da expressao de Bmp4 pode ser um reflexo de, além do bloqueio fisico de
Noggin, alteracdo nos niveis de AR, ja que Bmp4 ¢ regulado de maneira indireta por AR
(BALMER; BLOMHOFF, 2002), assim como Shh (como ja citado), sendo regulado por
proteinas que sdo afetadas por alteragdes nos niveis de AR. Isto explicaria a queda na
expressdo de Bmp4, mesmo que seus antagonistas Noggin e Gremlin também tenham
apresentado diminuicdo de expressdo em embrides infectados pelo ZIKV. Uma possibilidade
para as alteragdes nas vias celulares representadas até aqui € um efeito em cascata que, a partir
da diminuicdo da ligacdo de AR nos ERAR do Fgf8, isso provocaria a diminuicdo da
prolifera¢do e diferenciacdo das CCN, levando a queda de expressdo de Noggin e Gremlin.
Esse sequestro de AR pelo ZIKV também afetaria indiretamente Shh e Bmp4, levando a
queda na sua expressao. Com isso, essa via do desenvolvimento craniofacial envolvendo
Fgf8, Shh, Noggin, Gremlin e Bmp4 ¢ afetada pela alteracdo da sinalizagdo de AR, direta e

indiretamente.

Uma grande parte dos ossos da calota craniana sdo formados a partir de células da
CN (SIMOES-COSTA; BRONNER, 2015). Em criangas com microcefalia causada pelo
ZIKV, foi observado aumento da espessura dos ossos da calota craniana e formagao de pontos
de ossificagdo no tecido nervoso e afinamento das meninges (ARAGAO et al., 2016);
BEAUFRERE et al., 2019; Werner et al., 2016). A diminui¢io na expressio de Bmp4,
Noggin e Gremlin podem ser indicadores de que as células da CN sdo afetadas pelo ZIKV.
Bmp4 contribui para a ossificacdo da calota craniana (CHEN et al., 1997; KIM et al., 1998), e
Noggin e Gremlin bloqueiam Bmp4 para a manutengdo do desenvolvimento do telencéfalo
(HSU et al., 1998; TZAHOR et al., 2003). Além disto, Cyp26C1, molécula de degradacao de
AR que ¢ expressa no mesénquima da cabeca (formado na sua maioria pelas células da CN),
também apresenta queda de expressdo, assim como Fgf8, importante para proliferacdo e
diferenciagdo das células CN (CREUZET et al., 2004). Consistente com estes dados, a

analise de expressao de Sox9 e Sox10 demonstrou queda de expressao na infec¢ao pelo ZIKV
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(Fig. 6). Sox9 e Sox10 sdo importantes indicadores respectivamente do estado mesenquimal e
indiferenciado das células CN que vao se diferenciar em ossos ou cartilagens (MORI-
AKIYAMA et al., 2003; MCCAULEY et al., 2008). Nesta etapa do desenvolvimento que
analisamos ainda ndo ha ossificagdo, porém, estas moléculas servem como marcadores do
estagio das células da CN no desenvolvimento — mais adiantadas ou atrasadas, e isso pode
acarretar em menos células para se diferenciar no futuro. Ambas as moléculas, Sox9 e Sox10,
apresentaram queda de expressdao, em E3 (Fig. 6A,F) e E4 (Fig. 6D, I), sem correlagdo em
relacdo ao ZIKV (Fig. 6C,E,H,J). Estes dados mostram que o ZIKV afeta o desenvolvimento
das células da CN, representado pela diminui¢do na expressao de Sox9 e Sox10, que indicam
o carater mesenquimal e indiferenciado destas células. No caso, a diminui¢ao da expressao
destas moléculas pode ser um reflexo de um aumento na morte celular, ou mesmo uma menor
proliferagdo das células da CN na infec¢do pelo ZIKV, neste estdgio do desenvolvimento.
Mais a frente no desenvolvimento, na tentativa de uma recuperacdo da ocupacdo ideal deste
nicho, pode ocorrer uma proliferacdo celular exacerbada, ocasionando no espessamento dos
ossos da calota craniana, que pode estar também associado a queda de expressao de Bmp4.
Sox9 e Sox10 sdo expressos por outros locais na cabeca, porém o que pode explicar estas
alteragdes especificas de ossificagdo ¢ o sitio de infeccdo do ZIKV. Como visto, Bmp4
apresenta queda de expressdo dependente de AR, mesmo com seus antagonistas também
diminuindo a expressdo, e isto poderia indicar que a ectoderme da cabeca ¢ um sitio de

infec¢do pelo ZIKV.

E importante notar que alguns dos genes analisados possuem diferenca de expressdo
entre E3 e E4, como por exemplo Bmp4, Sox9 e Sox10 apresentando queda na expressao em
ambos os periodos, porém com menor queda relativa em E4. Isto poderia ser justificado pela
intensa proliferacao e diferenciagdo celular que acontece neste intervalo. Entre E3 e E4, sdo
24h de diferenga, porém considerando o curto tempo de desenvolvimento embriondrio de G.
gallus (21 dias), este periodo € o suficiente para que diferencas de expressdo em moléculas
envolvidas no desenvolvimento craniofacial seja recuperado. No entanto, os efeitos das
modificagdes moleculares podem ser vistos mais a frente no desenvolvimento, como a
diminui¢do do tamanho do coértex cerebral (Mlakar et al., 2016; Werner et al., 2016) ¢

diminui¢do na ossificagcdo, como visto por Benevenutti, 2022.

Em resumo, o AR das células infectadas pode estar sendo sequestrado pelos ERAR

do ZIKV, deixando de se ligar nos ERAR de Fgf8 e desequilibrando a expressao de moléculas
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que sdo controladas de maneira indireta pelo AR, como Shh (o que provocaria a diminui¢do
do desenvolvimento do telencéfalo) e Bmp. Isto, por sua vez, provocaria um efeito em cascata
sobre outras moléculas downstream, importantes para o desenvolvimento craniofacial, como
Noggin e Gremlin, e interferindo no carater mesenquimal das CCN (representado pelos niveis
de Sox9 e Sox10), levando consequentemente a alteragdo da ossificagdo da calota craniana

mais a frente no desenvolvimento (Fig. 16).

Figura 17 — Hipdtese das sinalizagdes exploradas pelo ZIKV

O sequestro de AR pelos ERAR do genoma viral levam a diminui¢do de Shh, Fgf8 e Bmp4, levando a alteragéo
da ossificagdo dos ossos da calota craniana e a diminuigdo do telencéfalo e da proliferacdo e diferenciagdo das
células da CN, levando as altera¢des no desenvolvimento craniofacial vistas na infec¢ao pelo ZIKV.

Sequestro de AR ) l {
1 | Células da Crista Neural ‘
1 .
Retindico

Alteragio da Ossificagdo

Y-

Fonte: Elaborado pela autora.

Ainda existem muitas lacunas a respeito do AR e seu papel no desenvolvimento
craniofacial. O que se sabe ¢ relevante, porém ainda hd muito a ser estudado e atualizado.
Suas alteragdes na infecgdo pelo ZIKV, que ainda ndo foram exploradas por outros grupos de
pesquisa, ilustram que seu papel como parte de uma sinalizagdo mais complexa é pouco
estimado. O AR tem potencial para ser um fator central nas alteragdes do desenvolvimento
craniofacial provocadas pelo ZIKV. Estas alteragdes, quando forem compreendidas, vao
auxiliar ndo apenas na compreensao a respeito dos mecanismos explorados pelo ZIKV, mas

também no entendimento acerca do desenvolvimento craniofacial, pois ambos 0s processos
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estdo intimamente ligados. Sendo assim, espera-se que os dados produzidos neste trabalho

possam, de alguma maneira, auxiliar e incentivar a investigacao acerca do acido retinoico.
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7 - CONCLUSOES

e Dentre os embrides infectados com ZIKV, houve heterogeneidade quanto a
carga viral. Com isso, foi possivel estabelecer faixas de carga viral e
compara-las entre embrides com 24h e 48h de infeccdo. Importante ressaltar
que demais trabalhos que abordam a infeccdo pelo ZIKV nado levam essa
heterogeneidade em consideragao;

e De acordo com nossas analises de morfologia, fomos capazes de determinar
que o ZIKV tem impacto sobre o desenvolvimento inicial do telencéfalo,
levando a diminui¢ao do tamanho desta vesicula em E3.

¢ O telencéfalo apresentou correlagdo negativa quanto a quantidade de ZIKV,
somente em E3. Embora os mesencéfalos analisados em E3 e E4 nao
apresentaram diferengas de tamanhos, mostraram correlacdo negativa quanto
a carga viral;

e As moléculas relacionadas a sintese e degradagio de Acido Retindico
apresentaram alteragdo quanto a expressdo, sendo Raldha2 e Cyp26C1 tendo
diminui¢do na expressdo em E3, e Raldha3 tendo aumento na expressao.
Somente Raldha3 demonstrou variagio em E4, apresentando queda de
expressao;

¢ De maneira geral, as moléculas envolvidas no desenvolvimento craniofacial
analisadas apresentaram diminuicdo em suas expressdes na infeccdo pelo
ZIKV. Estas moléculas sdo reguladas direta (Fgf8) ou indiretamente (Shh,
Bmp4) por AR, causando um efeito em cascata (Noggin, Gremlin, Sox9 e

Sox10) que leva a alteracdo do desenvolvimento craniofacial.

8 - PERSPECTIVAS

A partir dos dados gerados no presente trabalho, foram criadas algumas

possibilidades acerca de possiveis procedimentos para dar continuagdo ao estudo.

o Analisar os niveis de Acido Retindico durante o desenvolvimento inicial do
SNC de G. gallus, determinando os periodos de maior presenca de AR;
o Determinar se a infeccdo pelo ZIKV altera o perfil de produ¢do do AR,

verificando a producdo de AR e enzimas responsaveis pela sua sintese e degradacao;
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. Mapear / correlacionar alteragcdes morfologicas nos embrides infectados com
ZIKV com a producdo de AR;
. Realizar ensaios de recuperagao de morfologia a partir da suplementacao de

Acido Retindico, em embrides infectados com ZIKV.
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Anexo A — Analise das medidas da vesicula Otica dos embrides
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).
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