UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA CELULAR E DO
DESENVOLVIMENTO

Lucas Trentin Larentis

Impactos da infecgao pelo virus Zika sobre o controle molecular e aspectos
morfolégicos do desenvolvimento inicial de estruturas derivadas do

prosencéfalo

Floriandpolis
2024



Lucas Trentin Larentis

Impactos da infecgao pelo virus Zika sobre o controle molecular e aspectos
morfolégicos do desenvolvimento inicial de estruturas derivadas do

prosencéfalo

Dissertacdo submetida ao Programa de
P6s-Graduacdo em Biologia Celular e do
Desenvolvimento da Universidade Federal de
Santa Catarina como requisito parcial para a
obtencéo do titulo de Mestre em Biologia Celular e
do Desenvolvimento.

Orientador: Prof. Ricardo Castilho Garcez, Dr.

Floriandpolis
2024



Ficha catalografica gerada por meio de sistema automatizado gerenciado pela BU/UFSC.
Dados inseridos pelo proprio autor.

Larentis, Lucas Trentin

Impactos da infeccédo pelo virus Zika sobre o controle
molecular e aspectos morfoldédgicos do desenvolvimento
inicial de estruturas derivadas do prosencéfalo / Lucas

Trentin Larentis ; orientador, Ricardo Castilho Garcez,
2024.

62 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Santa

Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pbs
Graduacdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento,
Florianépolis, 2024.

Inclui referéncias.

1. Biologia Celular e do Desenvolvimento. 2. virus Zika.
3. desenvolvimento craniofacial. 4. sindrome congénita. I.
Garcez, Ricardo Castilho . II. Universidade Federal de
Santa Catarina. Programa de Pdés-Graduacdo em Biologia
Celular e do Desenvolvimento. III. Titulo.




Lucas Trentin Larentis

Impactos da infecg¢ao pelo virus Zika sobre o controle molecular e aspectos

morfolégicos do desenvolvimento inicial de estruturas derivadas do prosencéfalo

O presente trabalho em nivel de Mestrado foi avaliado e aprovado, em 29 de maio de 2024,

pela banca examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Ricardo Castilho Garcez, Dr.

Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Giordano Wosgrau Calloni, Dr.

Universidade Federal de Santa Catarina

Profa. Talita da Silva Jeremias, Dra.

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta é a versao original e final do trabalho de conclusao que foi julgado

adequado para obtencao do titulo de Mestre em Biologia Celular e do Desenvolvimento.

Documento assinado digitalmente

Juliana Dal Ri Lindenau

Data: 09/08/2024 21:51:41-0300

CPF: ***.731.560-*"

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Documento assinado digitalmente

Ricarde Castilho Garcez

Data: 09/08/2024 17:03:56-0300

CPF: ***.030.799-**

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Ricardo Castilho Garcez, Dr.
Orientador

Florianopolis, 2024.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que contribuiram de forma direta ou indireta para a

realizacao deste estudo.

Ao professor Ricardo, pela paciéncia, pelo apoio e incentivo constantes, por
todos os esforgos para viabilizar a realizagdo do trabalho e pela confianga desde o
comego. Muito obrigado!

Ao Jean, pela amizade sincera, por me ajudar com varias questdes nao
académicas, pelas conversas na hora do chimarrdo e por me acompanhar desde o
comego.

Aos meus familiares, pelo apoio e pela compreensao durante todos esses
anos que estou longe.

Aos colegas da turma de mestrado, especialmente aos meus amigos mais
proximos.

Aos colegas de orientador, Nathali, Camila, Peterson, Daniely, Fernanda e
Raphaella, pelos momentos compartilhados e pela ajuda ao longo do curso.

Aos demais colegas do Laboratério de Células-Tronco e Regeneragao
Tecidual, a professora Andréa e a professora Talita, pela convivéncia, pela
colaboracao e pelo suporte.

A professora Patricia, minha querida amiga e orientadora durante a
graduacdo, que me apresentou o mundo académico e sempre me incentivou a
cursar o mestrado. Obrigadao!

Aos amigos que fiz durante este tempo.

Aos membros da banca examinadora, pela disponibilidade em avaliar e
pelas contribui¢des ao trabalho.

A Dra. Claudia Nunes Duarte dos Santos, do Instituto Carlos
Chagas/Fiocruz, e ao prof. Dr. Daniel Santos Mansur, do Laboratério de
Imunobiologia da UFSC, pela doagao de aliquotas de virus Zika.

Ao Biotério de Avicultura da Fazenda Experimental da Ressacada
(CCA/UFSC) e a Granja Faria S.A. (Lauro Miller/SC), pela doagéo dos ovos
fertilizados para a realizagao do estudo.

Ao Laboratério de Imunologia Aplicada a Aquicultura (CCB/UFSC), pelo

acesso ao ultracongelador.



Ao Laboratério Rona-Pitaluga (CCB/UFSC), pelo uso do fluorimetro e pelo
acesso ao ultracongelador.

Ao professor Marcio Alvarez da Silva, pelo empréstimo do micrétomo.

Ao Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia (CCB/UFSC), pelo
fornecimento de agua ultrapura, gelo e pelo gerenciamento da sala fria.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacido do Estado de Santa Catarina
(Fapesc), pela concessédo de uma bolsa de mestrado.

A Fundac&o de Amparo a Pesquisa e Extensdo Universitaria (FAPEU), pelo
gerenciamento dos recursos do projeto de pesquisa.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pelo fomento a pos-graduagao no Brasil.

A todos que trabalham na Universidade Federal de Santa Catarina.

Ao Programa de Pés-Graduacgao em Biologia Celular e do Desenvolvimento.

A Universidade Federal de Santa Catarina, por possibilitar a formacéo de

profissionais qualificados.



Eles nos criaram, 0 nosso corpo e a nossa mente, e a preservagao deles € a
razao ultima da nossa existéncia. Percorreram um longo caminho, esses
replicadores. Agora, respondem pelo nome de genes, € nGs Somos suas maquinas

de sobrevivéncia (Dawkins, 2007, p. 66)



RESUMO

A infeccdo materna pelo virus Zika (ZIKV) durante a gestacdo esta associada a um
conjunto de condigdes clinicas em recém-nascidos conhecido como sindrome
congénita do virus Zika (SCZ). As manifestacdes clinicas apresentadas por
pacientes com a SCZ incluem, dentre outras, microcefalia, calcificagdes no tecido
cerebral, ventriculomegalia e anomalias oftalmoldgicas. Os mecanismos subjacentes
a estes efeitos abrangentes da infecgcdo pelo ZIKV sobre o desenvolvimento
craniofacial, além do cortex cerebral, ainda ndo s&o totalmente compreendidos. O
objetivo deste trabalho foi investigar os impactos da infec¢ao pelo ZIKV sobre vias
moleculares e aspectos morfolégicos relacionados a padronizagdo e ao
desenvolvimento do prosencéfalo e estruturas derivadas. O estudo foi realizado com
embrides de Gallus gallus com trés dias de idade, para as analises de expresséo
génica, e com cinco dias de idade, para as analises morfolégicas. Em ambos os
casos, ovos fertilizados de G. gallus foram inoculados com uma solugdo contendo
ZIKV proximo a regido cefalica no segundo dia de desenvolvimento. Os embrides
foram coletados 24 h ou 72 h depois da inoculagéo, conforme o grupo experimental.
O RNA total dos embrides de trés dias foi extraido para as analises de quantificagao
viral e de expressdo génica, ambas por RT-qPCR. Os embrides com cinco dias
tiveram suas cabecas isoladas e fixadas. O RNA total do corpo dos embrides de
cinco dias foi usado para quantificar a carga viral individual. As analises
computacionais de interagdes intergénicas e interproteicas foram realizadas com as
plataformas GeneMANIA e STRING Database. As analises estatisticas foram
realizadas por meio do R e do RStudio. A exposi¢cdo ao ZIKV em embrides de trés
dias de idade reduziu a expressdo de genes relacionados a padronizagdo e ao
desenvolvimento do prosencéfalo, como SIX3, LHX2, NR2E1, HES1, CER1 e
NEUROG2. A razao entre a largura e o comprimento do telencéfalo foi impactada e
aspectos morfolégicos do telencéfalo, do diencéfalo e dos olhos foram
correlacionados negativamente a carga viral individual em embrides de cinco dias.
Observou-se também que a infeccao pelo ZIKV impactou o crescimento do
neuroepitélio subpalial ao longo do eixo antero-posterior. Analises de correlacéo
entre os dados de expressao génica de embrides de trés dias indicaram que a
infeccdo pelo ZIKV pode desequilibrar a dindmica das interagdes entre os genes
envolvidos no desenvolvimento craniofacial. Adicionalmente, investiga¢des
computacionais de interagdes génicas e proteicas revelaram possiveis alvos
moleculares do ZIKV, potencialmente relacionados aos impactos morfolégicos
observados no desenvolvimento de estruturas derivadas do prosencéfalo.
Conjuntamente, estes resultados sugerem que a infeccdo pelo ZIKV interfere em
vias moleculares integradas que atuam desde muito cedo no desenvolvimento do
sistema nervoso central, o que poderia explicar a multiplicidade de alteragdes no
desenvolvimento craniofacial apresentada por pacientes com SCZ.

Palavras-chave: virus Zika; desenvolvimento craniofacial; sindrome congénita.



ABSTRACT

Maternal infection by Zika virus (ZIKV) during pregnancy is associated with a set of
clinical conditions in newborns known as congenital Zika syndrome (CZS). Clinical
manifestations observed in patients with CZS include, among others, microcephaly,
brain tissue calcifications, ventriculomegaly, and ophthalmologic anomalies. The
underlying mechanisms of these broad effects of ZIKV infection on craniofacial
development, beyond the cerebral cortex, are not yet fully understood. The objective
of this study was to investigate the impacts of ZIKV infection on molecular pathways
and morphological aspects related to the patterning and development of the
prosencephalon and derived structures. The study was conducted using
three-day-old Gallus gallus embryos for gene expression analyses and five-day-old
embryos for morphological analyses. In both cases, fertilized eggs of G. gallus were
inoculated with a solution containing ZIKV near the cephalic region on the second
day of development. The embryos were collected 24 h or 72 h after inoculation,
depending on the experimental group. Total RNA from three-day-old embryos was
extracted for viral quantification and gene expression analyses, both by RT-qPCR.
Five-day-old embryos had their heads isolated and fixed. Total RNA from the bodies
of five-day-old embryos was used to quantify individual viral load. Computational
analyses of intergenic and interprotein interactions were performed using the
GeneMANIA and STRING Database platforms. Statistical analyses were conducted
with R and RStudio. Exposure to ZIKV in three-day-old embryos reduced the
expression of genes related to forebrain patterning and development, like SIX3,
LHX2, NR2E1, HES1, CER1, and NEUROG2. The ratio between width and length of
the telencephalon was affected, and morphological aspects of the telencephalon,
diencephalon, and eyes were negatively correlated with individual viral load in
five-day-old embryos. It was also observed that ZIKV infection impacted the growth
of the subpallial neuroepithelium along the anteroposterior axis. Correlation analyses
between gene expression data from three-day-old embryos indicated that ZIKV
infection may disrupt the dynamics of interactions among genes involved in
craniofacial development. Additionally, computational investigations of gene and
protein interactions revealed possible molecular targets of ZIKV, potentially related to
the morphological impacts observed in the development of forebrain-derived
structures. Taken together, these results suggest that ZIKV infection interferes with
integrated molecular pathways that act very early in the development of the central
nervous system, which could explain the multiplicity of alterations in craniofacial
development presented by patients with SCZ.

Keywords: Zika virus; craniofacial development; congenital syndrome.
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Neste trabalho, os nomes de genes e proteinas para a espécie Gallus gallus
foram escritos conforme as diretrizes de nomenclatura estabelecidas para humanos:
nomes de genes sao escritos com todas as letras em caixa alta e em italico; e
nomes de proteinas sao escritos somente com as letras em caixa alta (Bruford et al.,
2020; Burt et al., 2009). Nomes de genes de Drosophila sp. foram escritos conforme

0 padrao estabelecido historicamente, usando apenas letras em caixa baixa e em
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1 INTRODUGAO

O virus Zika (ZIKV) foi isolado pela primeira vez de um primata ndo humano
no final da década de 1940, numa pequena regido de floresta conhecida como
Ziika', na Uganda (Dick; Kitchen; Haddow, 1952). Apesar dos supostos relatos de
infeccdo pelo ZIKV em humanos pouco tempo depois (MacNamara, 1954), as
primeiras observagdes clinicas de um caso confirmado foram feitas por Simpson
(1964). Infecgdes sintomaticas pelo ZIKV permaneceram por décadas restritas a
regides da Africa e da Asia, onde foram registrados pequenos surtos esporadicos
até 2007 (Plourde; Bloch, 2016). Devido aos sintomas leves e diagndsticos
imprecisos, quadros de infec¢cdo pelo ZIKV eram raramente investigados (Baud et
al., 2017). Antes de 2007, apenas 14 casos de infecgdo humana pelo ZIKV haviam
sido registrados (Vorou, 2016; Wikan; Smith, 2016).

O primeiro surto epidémico fora da Africa e da Asia ocorreu em 2007, na
Micronésia (Song et al., 2017). Nos anos seguintes, o virus se espalhou para paises
do Sudeste asiatico e do Oceano Pacifico (Zanluca; Santos, 2016). Acredita-se que
o ZIKV tenha chegado ao territério brasileiro entre 2013 e 2015, a partir de onde se
espalhou rapidamente para outros paises americanos (Baud et al., 2017). A situacao
epidémica nas Ameéricas passou a ser preocupante apos uma possivel associagao
entre casos de microcefalia congénita e a infecgcdo materna pelo ZIKV (Dyer, 2015).
Durante a epidemia no Brasil, entre 2015 e 20162, mais de 300 mil pessoas foram
infectadas, incluindo mais de 25 mil gestantes (Oliveira et al., 2017). No periodo de
2015 a 2017, foram notificados 15.368 casos de microcefalia no pais, dos quais

2.369 tiveram a infeccao pelo ZIKV confirmada (Peiter et al., 2020).

1.1 VIRUS ZIKA E COMPLICACOES ASSOCIADAS A INFECCAO

Conforme o Comité Internacional de Taxonomia de Virus (Lefkowitz et al.,
2018; Postler et al., 2023), o virus Zika (ZIKV) é classificado taxonomicamente como
membro da familia Flaviviridae, género Orthoflavivirus, espécie Orthoflavivirus

Zikaense — este género também inclui outros causadores de arboviroses, como o0s

1 Ziika € um termo na lingua luganda que significa “crescido, coberto” e remete a vegetacgao do local;
0 segundo “i” da palavra foi removido por influéncia europeia (Henry, 2014; Schwartz, 2017).
2 Dados referentes ao periodo de 01 de janeiro de 2015 a 12 de novembro de 2016.
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virus da dengue (O. denguei; DENV), da febre amarela (O. flavi; YFV) e da
encefalite japonesa (O. japonicum; JEV). O genoma do ZIKV é composto por uma
fita simples de acido ribonucleico (RNA), de sentido positivo, que codifica uma
poliproteina (Hou et al., 2017). Apds processamento na célula hospedeira, séo
originadas trés proteinas estruturais (capsideo, C; pré-membrana/membrana, prM/M;
e envelope, E), que formam o virion, e sete proteinas nao estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), envolvidas sobretudo na replicagao viral e evasao
imune (Liu; Shi; Qin, 2019).

Quando sintomatica, a infecgéo pelo ZIKV é conhecida como febre Zika ou
doencga do virus Zika (Rajendram; Preedy; Patel, 2021). A via vetorial é a principal
forma de transmissao, especialmente por meio da picada de mosquitos do género
Aedes infectados, mas também pode acontecer por transfusdo sanguinea e pelo
contato sexual (Pielnaa et al., 2020; Song et al., 2017). A transmissao vertical pode
ocorrer de modo intrauterino, via placenta, ou durante o parto, devido ao contato
com secrec¢des contaminadas (Gregory et al., 2017; Zanluca; Noronha; Santos,
2018). Geralmente, as manifestagdes clinicas em adultos duram poucos dias e
incluem febre, conjuntivite, cefaleia, mialgia, dor retro-orbital e erupgcdes cuténeas
(Basarab et al., 2016). Mesmo que a maioria dos casos seja assintomatica, a
prevaléncia de individuos que nao desenvolvem sintomas ainda nao é conhecida
(Haby et al., 2018).

Embora o neurotropismo do ZIKV fosse reconhecido em camundongos
desde a sua descricao (Dick, 1952), malformag¢des congénitas relacionadas a
infeccao pelo ZIKV nao foram identificadas apds o primeiro grande surto epidémico
na Oceania, em 2007 (McCloskey; Endericks, 2017). No entanto, epidemias
posteriores acenderam um alerta de preocupacao internacional apds a associacao
entre a infecgao pelo ZIKV e a ocorréncia de desordens neurolégicas em adultos,
como a sindrome de Guillain-Barré, e malformacgdes craniofaciais congénitas em
recém-nascidos (Basile; Kok; Dwyer, 2017). Apesar de limitado, um estudo
retrospectivo de Cauchemez et al. (2016) demonstrou uma associagao temporal
entre casos de microcefalia e o surto epidémico de ZIKV na Polinésia Francesa,
entre 2013 e 2014. Durante a epidemia no Brasil, um aumento de nove vezes nos
casos de microcefalia congénita foi relatado (Marinho et al., 2016). Considerando as
evidéncias disponiveis e as incertezas acerca das consequéncias da infecgao pelo

ZIKV, a Organizagao Mundial da Saude declarou a situagdo uma “emergéncia de
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saude publica de importancia internacional”’, em fevereiro de 2016 (Heymann et al.,
2016).

Uma das complicagdes neuroldgicas relacionadas a infecgdo intrauterina
mais reportadas € a microcefalia (Ledo et al., 2020), condicdo em que a
circunferéncia da cabecga na regiao cefalica € menor do que o esperado conforme
sexo, idade gestacional e etnia (Ticconi; Pietropolli; Rezza, 2016).
Caracteristicamente, o cortex cerebral € a regido do encéfalo mais afetada (Merfeld
et al., 2017; Xu; Xu, 2021). Contudo, cabe destacar que a infeccdo pelo ZIKV
durante a gestacdo esta associada a uma série de manifestacdes clinicas além da
microcefalia, incluindo calcificagdes no tecido nervoso, ventriculomegalia, hipoplasia
ou atrofia do cortex cerebral, do cerebelo e do tronco encefalico, artrogripose
(malformacgédo nas articulagdes) e anomalias oftalmoldgicas (Freitas et al., 2020).
Segundo Melo et al. (2016), este conjunto de condi¢des € conhecido como sindrome
congénita do virus Zika (SCZ).

Além de uma alta taxa de mortalidade entre os nascidos vivos — 11,3 vezes
maior em comparag¢ao aos nascidos sem a SCZ no Brasil (Paixéo et al., 2022), a
exposicao ao ZIKV in utero pode causar problemas de saude nao identificaveis ao
nascer e que evoluem com o crescimento da crianga, como atrasos no
desenvolvimento neurocognitivo e deficiéncia visual (Faical et al., 2019; Martinez et
al.,, 2023; Mulkey et al., 2020). Levando em conta que a severidade das
malformacdes esta relacionada ao tempo de exposi¢cdo ao ZIKV e que o primeiro
trimestre de gestacado € um periodo critico a infecgao (Gallo et al., 2020; Mendes et
al., 2020), estes efeitos mais abrangentes, especialmente sobre o desenvolvimento
de estruturas craniofaciais, podem resultar de alteracbes em vias moleculares que
atuam no desenvolvimento embrionario inicial. Aprofundar os conhecimentos acerca
dos impactos do ZIKV durante o desenvolvimento inicial do sistema nervoso, em
especial do prosencéfalo (vesicula da qual deriva o cértex cerebral), é fundamental

para compreender os efeitos observados em pacientes com a SCZ.

1.2 PADRONIZAGAO E DESENVOLVIMENTO DO PROSENCEFALO

Conforme Bianchi (2018), ap6s a neurulagdo séo formadas trés vesiculas

encefalicas a partir do tubo neural: o prosencéfalo, o0 mesencéfalo e o rombencéfalo.
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Segundo o modelo prosomérico®, o prosencéfalo se subdivide, posteriormente, em
prosencéfalo secundario, que inclui o telencéfalo e o hipotalamo, e diencéfalo, no
sentido rostro-caudal (Pombero; Martinez, 2009). A parte dorsal do telencéfalo
(palio) origina regides corticais (e estruturas homodlogas em ndo mamiferos), o bulbo
olfatério e o claustro, por exemplo; e a parte ventral do telencéfalo (subpalio), dentre
outras estruturas, forma os ganglios basais e a maior parte do septo (Medina, 2009).
Conforme o mesmo modelo, derivam do diencéfalo o pré-teto, o talamo, o epitalamo,
o pré-talamo e a eminéncia pré-talamica (Puelles; Martinez, 2013). A Figura 1 ilustra
a regionalizagdo do encéfalo durante o desenvolvimento, do fechamento do tubo
neural a formacao das vesiculas encefélicas e derivados, de acordo com o modelo
Prosomerico.

O desenvolvimento e a padronizacdo do prosencéfalo dependem do controle
molecular exercido cooperativamente por SIX3, FGF8 e FOXG1 (Tole; Hébert,
2020). Conforme Beccari, Marco-Ferreres e Bovolenta (2013), a expressao de SIX3
€ necessaria para a especificagcao do prosencéfalo, por meio da repressao de BMP4
e, posteriormente pela repressao de WNT1, ao desenvolvimento do telencéfalo.
SIX3 é um fator de transcricido que também participa na compartimentalizagao
durante o desenvolvimento do diencéfalo, por meio de um mecanismo de repressao
mutua com IRX3 (Medina, 2009). Estudos de supressao génica revelam que SIX3 é
necessario a expresséo de FGF8, FOXG1 e NKX2.1 no telencéfalo (Lagutin et al.,
2003).

Secretado pelas células da borda neural anterior (ANR), FGF8 é um
morfégeno que atua na especificagdo e na regionalizacdo do prosencéfalo, sendo
necessario a indugdo e/ou a manutengdo da expressao de FOXG1 (Vieira et al.,
2010). O fator de transcricdo FOXG1 atua na padronizagédo de territérios paliais e
subpaliais e é considerado um regulador-mestre do desenvolvimento cerebral,
especialmente devido a suas fungcdes sobre o controle da proliferacdo celular e da
diferenciacao neural (Hou et al., 2020; Kumamoto; Hanashima, 2017). Conforme Liu
et al. (2018), FOXG1 também atua no desenvolvimento de estruturas diencefalicas,

como o epitalamo.

3 Distintamente da proposta de organizagéo cerebral conhecida como “modelo colunar”, atualmente
considerada obsoleta (Cf. Puelles, 2018).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da segmentagao do tubo neural de um
embrido murino, da formacgao das vesiculas encefalicas primarias e da
regionalizagao das principais estruturas derivadas

Omov<Zm-H

Anterior > Posterior

Fonte: elaborado pelo autor, baseado em Puelles et al. (2013) e Puelles (2018)
Legenda: D, diencéfalo; Hip, hipotalamo; is, istmo cerebral; M, mesencéfalo; Me, medula espinal;
op, pediculo optico; P, prosencéfalo; Po, regido pontina; PoM, regido pontino-medular; PrP, regido

pré-pontina; PS, prosencéfalo secundario; Pt, pré-teto; PT, pré-tdlamo; p1-3, prosémeros 1-3;
R, rombencéfalo; RM, rombencéfalo medular; r1-11, rombdémeros 1-11; T, talamo; Tel, telencéfalo;
Tet, teto

A formacao do telencéfalo é particularmente dependente de LHX2, fator de
transcricdo envolvido na determinacdo do destino cortical das células progenitoras
paliais (Chou et al., 2009). Estudos em vertebrados indicam que a expressao de
LHX2 esta sob o controle de SIX3, FOXG1 e da via de sinalizagdo FGF (Ando et al.,
2005; Godbole et al., 2018; Seth et al., 2006). Em mamiferos, por meio do controle
da expressdo de HES1 e CER1, LHX2 regula o balango entre proliferagdo e
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diferenciacdo dos progenitores neocorticais ao modular a atividade das vias de
sinalizacdo WNT e NOTCH (Chou; O’Leary, 2013; Chou; Tole, 2019; Hou et al.,
2013). HES1 é um fator de transcricdo que mantém as células-tronco neurais num
estado indiferenciado e proliferativo, por meio da repressdo de genes pré-neurais,
como NEUROG2 e ASCL1 (Dhanesh; Subashini; James, 2016). NEUROG2 e
ASCL1 sao fatores de transcricdo expressos no telencéfalo dorsal e ventral,
respectivamente, importantes controladores da diferenciacdo neuronal no sistema
nervoso central (Imayoshi; Kageyama, 2014; Ware et al., 2016). A expressao de
HES1 é classicamente associada a via de sinalizacdo NOTCH, mas pode ser
parcialmente controlada por LHX2 (Chou; O’Leary, 2013; Kageyama; Shimojo;
Imayoshi, 2015). Outro alvo direto de LHX2, CER1 € uma molécula soluvel crucial
para a formacgéo da cabega, que interage fisicamente com as proteinas BMP, WNT e
NODAL e inibe a ativacdo dessas vias de sinalizacdo (Correns et al., 2021;
Yanagita, 2005).

Outro fator de transcricdo essencial a formacédo do telencéfalo € NR2E1,
envolvido principalmente na manutengcdo das células progenitoras neurais num
estado proliferativo e indiferenciado (Islam; Zhang, 2015). Assim como observado
em embrides de camundongo nocauteados para LHX2, a perda de NR2E1 também
promove a diferenciacdo neuronal prematuramente (Chou; O’Leary, 2013; Roy et al.,
2004). Apesar das fungdes moleculares semelhantes, ha evidéncias mostrando que
NR2E1 pode reprimir a expressdo de LHX2 (Schmouth et al., 2015). Embora o
controle da expressao de NR2E1 ainda seja pouco compreendido, alguns estudos
sugerem um papel regulatorio exercido pelo fator de transcrigdo SOX2 e pelos niveis
de acido retinoico (Islam; Zhang, 2015; Shimozaki et al., 2012; Yu et al., 2017).

Muitos dos genes envolvidos no desenvolvimento do telencéfalo e do
diencéfalo também atuam no desenvolvimento dos olhos, incluindo SIX3, LHX2 e
NR2E1 (Zuber et al., 2003). Embrides de camundongo nocauteados para estes
genes apresentam varios defeitos graves na formacao dos olhos (Lagutin et al.,
2003; Porter et al., 1997; Yu et al., 2000). Conforme Yun et al. (2009), LHX2
desempenha um papel central na coordenagcdo do desenvolvimento ocular,
regulando genes essenciais para a regionalizacdo da vesicula Optica, no
desenvolvimento da retina e da lente ocular. SIX3 atua sobretudo na ativacdo de
PAX6, considerado um regulador-mestre do desenvolvimento ocular (Singh; Tsonis,

2010). Também sob o controle transcricional de LHX2, PAX6 é um fator de
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transcricdo envolvido na padronizagdo do prosencéfalo e na especificagdo do
neuroepitélio ocular (Georgala; Carr; Price, 2011; Hou et al., 2013; Hsu et al., 2015;
Shaham et al., 2012). Conforme Zuber et al. (2003), € provavel que NR2E1 néo
esteja envolvido na especificagao inicial dos tecidos que originardo os olhos, porque
€ expresso apos a formagao do campo ocular em Xenopus. As fungdes de NR2E1
no desenvolvimento do sistema visual sdo conhecidas a partir dos fendtipos
observados em animais nocauteados para este gene, incluindo anomalias na
formagdo e na vascularizagdo da retina (Islam; Zhang, 2015). Segundo Wang e
Xiong (2016), NR2E1 regula a proliferacdo e a diferenciacdo das células
progenitoras retinais.

A Figura 2 resume esquematicamente as principais relagbes moleculares
entre os controladores da padronizacdo e do desenvolvimento inicial do

prosencéfalo, do telencéfalo, do diencéfalo e dos olhos.

Figura 2 — Representagédo esquematica das principais relagdes moleculares entre
controladores da padronizagao e do desenvolvimento iniciais do prosencéfalo, do
telencéfalo, do diencéfalo e dos olhos

TEMPO

Vv

—| BwvP4 | [ wnTr | IRX3
T T
L
SIX3 [ Paxe | —>[ NeEuroG? ]

| LHX2 —_— HES1
—>| FOXG1 (4‘

‘ ASCL1
T CER1
]
—>| FGF8 NR2E1 R 4| BMP, WNT

B prosencéfalo M telencéfalo diencéfalo M telencéfalo e oho [l neurogénese

Fonte: elaborado pelo autor, baseado em Beccari, Marco-Ferreres e Bovolenta (2013), Gestri et al.
(2005), Lagutin et al. (2003), Geng et al. (2016), Kobayashi et al. (2002), Shimamura e Rubenstein
(1997), Liu et al. (2006), Ando et al. (2005), Godbole et al. (2018), Mangale et al. (2008), Hou et al.
(2013), Chou e O’Leary (2013), Schmouth et al. (2015), Scardigli et al. (2003), Wilkinson, Dennis e
Schuurmans (2013) e Piccolo et al. (1999)
Legenda: linhas continuas indicam relagdes entre proteinas e genes; linhas pontilhadas indicam
relagdes entre proteinas (indugdo —; repressao/bloqueio —)
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Conforme Wen, Song e Ming (2017), a acao fisiopatolégica do ZIKV poderia
ocorrer por meio de mecanismos celulares autbnomos, diretamente sobre os
progenitores neurais, e nado autbnomos, sobre células placentarias, gliais ou
microgliais. De forma geral, a explicagdo predominante para a neuropatogénese
induzida pelo ZIKV, especialmente em relagdo ao fendtipo microcefalico, envolve
desregulagao do ciclo celular, efeitos secundarios da resposta imunolégica e morte
celular, sobretudo apoptose (Komarasamy et al., 2022). Entretanto, o conjunto de
condi¢cbes clinicas compreendidas pela SCZ indicam que o ZIKV pode afetar o
desenvolvimento de outras estruturas craniofaciais além do coértex cerebral, formado
a partir do telencéfalo. Trabalhos anteriores do grupo de pesquisa em modelo
vertebrado demonstraram que a infecgao pelo ZIKV pode impactar a expressao de
genes envolvidos no desenvolvimento craniofacial, como FGF8, SHH, SIX1 e SIX2
(Souza, 2022; Taufer, 2023). Dessa forma, a hipotese deste trabalho é que o ZIKV
perturbe vias moleculares sob o controle de SIX3 envolvidas na padronizagdo e no
desenvolvimento inicial do prosencéfalo e estruturas derivadas, incluindo o

telencéfalo, o diencéfalo e os olhos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da infeccdo pelo ZIKV sobre vias moleculares e
aspectos morfologicos relacionados a padronizagcdo e ao desenvolvimento do

prosenceéfalo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar os impactos da exposigdo ao ZIKV sobre a expressao de genes
que controlam o desenvolvimento do prosencéfalo, como SIX3, FOXG1,
LHX2 e NR2ET,

b) Investigar se a infeccao pelo ZIKV causa alteragbes morfolégicas no
desenvolvimento inicial do telencéfalo e do diencéfalo;

c) Analisar os efeitos da infecgdo pelo ZIKV sobre o desenvolvimento das
regioes palial e subpalial do telencéfalo;

d) Caracterizar alteragdes morfoldgicas associadas a infecgao pelo ZIKV no
desenvolvimento ocular;

e) Identificar possiveis alvos moleculares relacionados aos fendtipos
apresentados por pacientes portadores da SCZ e associados aos
desenvolvimento craniofacial por meio de analises computacionais

usando dados de expressao génica.
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3 METODOLOGIA

Os procedimentos experimentais foram executados nas dependéncias do
Laboratério de Células-Tronco e Regeneracao Tecidual (LACERT), na Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Etapas da pesquisa envolvendo manipulagéo
viral foram realizadas em sistema de contencédo biolégica em sala com nivel de
biosseguranca 2 (NB-2), certificada pela Comisséo Interna de Biosseguranca da
UFSC (CIBio/UFSC; extensdo de CQB numero 101/99). Os ensaios experimentais
envolvendo o uso de animais vertebrados foram avaliados e aprovados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da UFSC (CEUA/UFSC; nimero de protocolo
6016021017).

Cabe destacar que neste trabalho foi utilizado material biologico previamente
preparado pelo grupo de pesquisa. Os procedimentos de inoculagéo viral in ovo,
coleta dos embrides, extragdo e dosagem de RNA, quantificagao viral e avaliacdo da
expressdo de alguns genes dos grupos ZIKV-E3 e respectivo controle foram

realizados anteriormente (Cf. Souza, 2022; Taufer, 2023).

3.1 DESENHO EXPERIMENTAL

O estudo foi executado com o0s seguintes grupos experimentais
independentes: (i) grupo ZIKV-E3 — ovos incubados por dois dias, injetados com
1 uL ou 2 uL de solucédo contendo ZIKV (a 500 PFU/uL) e abertos um dia apés a
inoculagao, no terceiro dia de incubagao (E3); (ii) grupo ZIKV-E5 — ovos incubados
por dois dias, injetados com 3 pL de solugdo contendo ZIKV (a 100 PFU/uL) e
abertos trés dias apos a inoculagéo, no E5. A cada um dos grupos experimentais foi
designado um grupo controle, com ovos incubados por dois dias, injetados,
respectivamente, com 1 uL ou 3 pL de solugéo salina tamponada (PBS) sem ZIKV e
abertos conforme o grupo experimental que acompanham, no E3 ou no E5. A
quantidade de virus inoculada nos ovos do grupo ZIKV-E3 foi de 500 ou 1000
unidades formadoras de placa (PFU); e nos ovos do grupo ZIKV-ES5 foi de 300 PFU.
Segundo Taufer (2023), a carga viral final de cada embrido do grupo ZIKV-E3
independe da quantidade de virus inicialmente inoculada (500 ou 1000 PFU de

ZIKV); por isso, as amostras foram analisadas como um grupo unico.
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Os experimentos para os grupos ZIKV-E3 e respectivo controle foram
realizados com ovos fertilizados de Gallus gallus (Linnaeus, 1758), doados pelo
Biotério de Avicultura da Fazenda Experimental da Ressacada, no Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA) da UFSC. Para os experimentos dos grupos ZIKV-E5 e
controle foram usados ovos fertilizados de G. gallus doados pela empresa Granja
Faria S.A., de Lauro Mduller, SC. Até o momento da incubagdo, os ovos foram
armazenados sob refrigeracdo, a 18 °C.

Os ensaios foram realizados com a cepa ZV BR 2015/152614 de ZIKV
(Orthoflavivirus zikaense), isolada na regido Nordeste do Brasil a partir de uma
pessoa infectada, em junho de 2015 (Strottmann et al., 2019). Aliquotas dessa cepa
de ZIKV foram doadas pela Dra. Claudia Nunes Duarte dos Santos, do Instituto
Carlos Chagas/Fundagéo Oswaldo Cruz (ICC/Fiocruz), e pelo prof. Dr. Daniel Santos

Mansur, do Laboratério de Imunobiologia da UFSC.

3.2 INOCULAGAO IN OVO E COLETA DOS EMBRIOES

Como descrito por Souza (2022) e Taufer (2023), os ovos foram incubados
com a camara de ar voltada para cima, a 38 °C, sob ventilagdo forcada constante e
umidade relativa do ar de aproximadamente 65 % em incubadora comercial
(ChocMais), por dois dias. No segundo dia de incubacédo (E2), os ovos foram
retirados da incubadora e, a partir de uma abertura na casca do ovo na regido da
camara de ar, as membranas extraembrionarias foram perfuradas e o inéculo foi
injetado no dorso do embrido, proximo a vesicula ética. Os procedimentos de injecao
foram realizados em cabine de seguranga biolégica, usando estereomicroscopio
(Olympus SZ61). A abertura na casca do ovo foi selada com fita adesiva atoxica e os
ovos foram realocados na incubadora até o E3 ou o E5, a depender do grupo
experimental.

Decorrido o tempo de incubagao, conforme o grupo experimental, todos os
ovos foram retirados da incubadora e abertos com o auxilio de tesoura e pincas
cirurgicas. Embrides vivos no momento da abertura do ovo foram coletados,
transferidos para uma placa de Petri contendo PBS e as estruturas

extraembrionarias foram removidas. Em seguida, os embrides do grupo ZIKV-E3 e

4 Depositado no banco de dados de sequéncias de nucleotideos GenBank (Clark et al., 2016) sob o
numero de acesso MF073358.1.
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do respectivo grupo controle foram fotografados e armazenados a -80 °C até a
extracao de RNA (Cf. Souza, 2022; Taufer, 2023). Embrides do grupo ZIKV-E5 e do
grupo controle tiveram as cabecgas cortadas, na altura do segundo arco faringeo, e
fixadas em formaldeido a 4 % em PBS, para registro fotografico e processamento
posterior; o corpo foi imediatamente alocado em microtubo de plastico contendo o

reagente TRIzol (Invitrogen), para extracdo de RNA mais tarde.

3.3 EXTRACAO E DOSAGEM DE RNA E QUANTIFICACAO VIRAL

O RNA total dos embrides do grupo ZIKV-E3 e do respectivo grupo controle
foi extraido utilizando o kit comercial RNeasy Mini Kit (Qiagen), seguindo as
orientagdes do fabricante com adaptagdes (Souza, 2022; Taufer, 2023). O RNA
dessas amostras foi quantificado em espectrofotbmetro Picodrop, utilizando o
programa do equipamento. O RNA total dos corpos dos embrides do grupo ZIKV-E5
e do respectivo grupo controle foi extraido utilizando o método fenol-cloroférmio com
o reagente TRIzol (Invitrogen), conforme as instru¢des do fabricante. O RNA dos
embrides destes grupos foi quantificado em Qubit 4 Fluorometer (Invitrogen),
seguindo as orientacdes do fabricante. Apds a extragcdo, o RNA dos embrides foi
armazenado em microtubos de plastico a -80 °C.

A presenca de ZIKV nos embrides inoculados in ovo foi confirmada pela
quantificagcdo da carga viral nas amostras de RNA extraido usando a técnica de
transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
(RT-gPCR). Para essa analise foi utilizado o kit comercial GoTaq Probe 1-Step
RT-gPCR System (Promega), por meio de iniciadores especificos (primers) e a
sonda de hidrélise ZIKV 1107-FAM (Lanciotti et al., 2008). Como detalhado por
Taufer (2023), a carga viral individual foi calculada tendo como referéncia uma curva
padrdo, em duplicata, de uma amostra de RNA viral purificado (na diluicdo de

1:500), doada pelo prof. Dr. Daniel S. Mansur.
3.4 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA
As analises de expressao génica foram realizadas apenas com amostras do

grupo ZIKV-E3 e do grupo controle, também por meio da técnica de RT-qPCR.

Como descrito por Taufer (2023), para estas analises foi usado o kit comercial
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GoTaq 1-Step RT-qPCR System (Promega) utilizando o termociclador QuantStudio 3
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) e o programa do equipamento (Design
and Analysis, versao 1.5.2).

A Tabela 1 apresenta os iniciadores especificos para os genes avaliados nas
andlises de expressao génica. Os iniciadores foram desenhados a partir de
sequéncias depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (Sayers et al., 2024), por meio das ferramentas Primer BLAST (Ye et al.,
2012) e BLAST (Camacho et al., 2009). A expressao de cada gene foi determinada
pelo modelo matematico proposto por Pfaffl (2001), usando a expressao de MRPS27
como referéncia (Cf. Nascimento et al., 2015). A eficiéncia dos iniciadores foi

calculada conforme apresentado por Taufer (2023).

Tabela 1 — Especificagdes dos iniciadores utilizados nas analises de expressao

génica
Genes Sequéncia dos iniciadores (3’ — 5’) Tm (°C) Ra (pb) Ef (%)
CERT R/ CTGGACCAGGAACATGARMGGA  sogs 116 10948
oo [ OSOOTACSCACTONSAS B 1iass
s oSMNoACoToMSOICST @1l e o
LHX2 & GOAGGTOAGATCTCGGACAT  eoar 112 1119
T s O TR
s TATISCONGOSSASCACY @ iss est
wpsz L IMCOCTONCOICOOMOTE 8%y s

Fonte: elaborado pelo autor
Legenda: F, iniciador forward; R, iniciador reverse; Tm, temperatura de melting; Ra, tamanho da
regido amplificada; Ef, eficiéncia dos iniciadores calculada

3.5 REGISTRO FOTOGRAFICO E PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Numa placa de Petri com uma camada de agarose no fundo contendo PBS,
as cabecas dos embrides dos grupos ZIKV-E5 e controle foram fotografadas usando

estereomicroscopio (Olympus SZ61), por meio do sistema de captura acoplado
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(Olympus SC30) e com o programa analySIS getlT, versdo 5.1 (Olympus). Estas
imagens foram usadas nas analises morfométricas posteriores.

Subsequentemente, as cabecas dos embrides dos grupos ZIKV-ES e
controle foram processadas para a execugdo de cortes histologicos. Os tecidos
fixados foram lavados em PBS e depois passaram por uma série crescente de
etanol (a 10, 20, 40, 80 e 100 %) em agua ultrapura, por 15 min, sob agitacao leve;
em seguida, passaram por uma solucdo de xilol e etanol (1:1), seguido de dois
banhos de xilol, por 15 min cada. Depois, os embrides foram embebidos em parafina
a 57 °C e deixados até o dia seguinte (entre 12 e 18 h). No dia seguinte, passaram a
segunda embebicdo em parafina, por pelo menos 2 h, a mesma temperatura.
Posteriormente, as cabecas foram alocadas em formas com parafina derretida e
posicionadas na orientacéo desejada.

Depois da parafina esfriar, os blocos foram removidos das formas e secdes
no plano coronal de 10 um, da regido anterior para posterior (do telencéfalo ao
diencéfalo), foram produzidas em micrétomo rotativo manual (Leica RM2125RT). As
secoes foram alocadas em laminas histologicas e deixadas secando até o dia
seguinte (entre 12 e 18 h), a 36 °C. Apds a remocgao da parafina em dois banhos de
xilol, por 5min, as laminas com os cortes histolégicos foram banhadas em
concentragbes decrescentes de etanol (a 100, 95, 70 e 50 %) em agua ultrapura,
depois apenas em agua ultrapura e, por fim, em PBS, também por 5 min em cada
solugdo. Na sequéncia, as laminas histolégicas com os cortes foram cobertas com
glicerol e laminula. As laminas montadas foram observadas em microscoépio de luz
(Olympus BX41) e fotografadas por meio do sistema de captura acoplado (Olympus

SC30), usando o programa analySIS getlT, versao 5.1 (Olympus).

3.6 AVALIACAO MORFOMETRICA

Usando imagens da cabega inteira, o comprimento e a largura do
telencéfalo, a largura do diencéfalo e o didmetro dos olhos, como mostrado na
Figura 3, foram mensurados utilizando o programa Fiji, versdo 2.14.0 (Schindelin et
al., 2012). Estruturas pareadas como o telencéfalo e os olhos foram medidas em
ambos os hemisférios da cabeca e a média aritmética simples foi usada nas analises

estatisticas.
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Figura 3 — Representagao esquematica da cabeca de um embrido de galinha com
cinco dias de idade em vista superior e de perfil, mostrando as estruturas
mensuradas e o método de mensuracao

A

Fonte: elaborado pelo autor
Legenda: A — vista superior, mensuragao da largura (linha verde) e do comprimento (linha vermelha)
do telencéfalo, e da largura do diencéfalo (linha laranja); B — vista de perfil, mensuragéo do didmetro
do olho (linha rosa); as linhas pontilhadas em azul claro serviram de referéncia para fazer as
medidas; T, telencéfalo; D, diencéfalo; M, mesencéfalo; O, olho

As imagens dos cortes histoléogicos foram usadas para mensurar a
espessura da parede do telencéfalo, nas regides que compreendem o palio dorsal e
o subpalio (Figura 4B). Estas estruturas foram medidas em ambos os hemisférios da
cabeca e a média aritmética simples foi usada nas analises estatisticas. Devido ao
tamanho das estruturas e ao campo de captura do equipamento, diferentes
fotografias parcialmente sobrepostas precisaram ser remontadas para formar uma
imagem completa; isso foi realizado usando o algoritmo Stitching (Preibisch;
Saalfeld; Tomancak, 2009), disponivel como plugin no programa Fiji.

Foram realizadas medidas sucessivas ao longo do eixo antero-posterior do
telencéfalo, em posi¢cdes numeradas de 1 a 11, com cerca de 65 um de distancia
entre cada uma, como mostrado na Figura 4A. Como apresentado nas Figuras 4C e
4D, o ponto 1 de cada cabeca corresponde a uma regiao rostral do telencéfalo em
que o septo que divide os hemisférios telencefalicos ainda é visivel; e o ponto 11
representa uma regido mais posterior do telencéfalo, por volta da primeira metade

do diencéfalo. Foram usados nas analises estatisticas somente dados das posi¢cdes
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com pelo menos trés cortes para cada grupo experimental, controle (n = 3 embrides)

e infectado pelo ZIKV (n = 5 embrides).

Figura 4 — Representagbes esquematicas da cabega de um embrido de G. gallus
com cinco dias de idade, mostrando a posi¢ao relativa dos cortes histoldgicos, o
meétodo de mensuracéo e imagens representativas das posigdes 1 e 11

A

Fonte: elaborado pelo autor
Legenda: A — esquema da cabega de um embrido de cinco dias mostrando as posigdes relativas dos
cortes histologicos; B — esquema de um corte histolégico na posigao 5, mostrando o método de
mensuragao da espessura da parede do telencéfalo na regido do palio dorsal (linha rosa, asterisco) e
do subpalio (linha vermelha); a linha pontilhada em azul claro serviu de referéncia para fazer a
medida do subpalio; P, palio (verde); SP, subpalio (azul); O, olho; V, ventriculo; C-D — imagens
representativas de cortes nas posicoes 1 € 11 de um embrido do grupo controle, respectivamente;
barra de escala: 500 ym

3.7 ANALISES COMPUTACIONAIS DE INTERACOES ENTRE GENES E
PROTEINAS

Para compreender melhor as vias moleculares possivelmente afetadas pelo
ZIKV, foi realizada uma analise integrativa de correlagdo entre dados de expressao
de 24 genes relacionados ao desenvolvimento craniofacial coletados pelo grupo de
pesquisa. Este conjunto proprio conta com dados de 23 embrides do grupo controle
e 72 embrides infectados pelo ZIKV com trés dias de idade (grupo ZIKV-E3), com a



28

carga viral quantificada individualmente. A partir dessa analise foram selecionados
genes com alta correlagdo no grupo controle (p >0,5 e p<0,05) e auséncia de
correlagao significativa no grupo infectado (p = 0,05).

A lista de genes resultante foi usada para identificar relagdes intergénicas e
interacdes entre proteinas. A andlise de predicdo das relagbes entre genes foi
realizada por meio da plataforma GeneMANIA (Franz et al., 2018), um banco de
dados de interagbes baseadas no aspecto funcional dos genes. A analise
computacional de interagdes proteicas foi executada usando o banco de dados
STRING Database, versao 12.0 (Szklarczyk et al., 2023). Em ambos os casos, foram
consideradas as informagdes das plataformas para a espécie humana e os graficos

resultantes foram gerados pelas proprias plataformas virtuais.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente com a ferramenta
computacional R (R Core Team, 2024), por meio do programa de desenvolvimento
integrado RStudio (Posit Team, 2024). Os pacotes para R dplyr (Wickham et al.,
2023a), rio (Chan et al., 2023), tidyr (Wickham; Vaughan; Girlich, 2024), magrittr
(Bache; Wickham, 2022) e metan (Olivoto; Lucio, 2020) foram usados para
manipulagdo e processamento dos dados; ggplot2 (Wickham, 2016), patchwork
(Pedersen, 2024), ggpubr (Kassambara, 2023a) e svglite (Wickham et al., 2023b)
foram utilizados para visualizacdo de dados e elaboragdo dos graficos. Testes
estatisticos ndo implementados no ambiente basico do R foram usados por meio dos
pacotes RVAideMemoire (Herve, 2023) e rstatix (Kassambara, 2023b).

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, por grupo
experimental (Torman; Coster; Riboldi, 2012). Conforme Wilcox (2017), dados com
distribuicdo normal e variancias estatisticamente iguais foram comparados entre si
pelo teste t de Student (ndo pareado); no caso de heteroscedasticidade, foi usado o
teste t de Welch; dados sem distribuicdo normal foram analisados pelo teste de
Mann-Whitney. A comparagéao da variancia dos dados para dois grupos foi verificada
pelo teste F (Schumacker; Tomek, 2013).

Por ser um teste mais robusto a valores discrepantes (Schober; Boer;
Schwarte, 2018), a correlacdo dos dados foi avaliada usando o coeficiente de

correlagao de postos de Spearman (p), seguindo a interpretacdo dos coeficientes de
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correlagao apresentada por Vieira (2016). Em seguida, foi realizada uma analise de
regressao linear simples. Para as analises de correlagdo com a carga viral dos
embrides, os dados do grupo controle foram desconsiderados.

A analise estatistica da distribuicdo de conjuntos de dados foi realizada
usando o teste de Kolmogorov-Smirnov para duas amostras (Pratt; Gibbons, 1981;
Wilcox, 2022).

Amostras do grupo ZIKV-E5 com carga viral relativa menor que 1 PFU néo
foram consideradas nas analises. Os dados de carga viral foram transformados pelo
calculo do logaritmo de base 10 (log10), devido a grande amplitude entre os valores;
este resultado foi usado nas analises de correlagcéo para facilitar a visualizacao.

Para todos os testes foi adotado o nivel de significancia de 5 % de
probabilidade de erro. Conforme Karch (2023), valores discrepantes ndo foram

removidos dos conjuntos de dados.
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4 RESULTADOS

Para analisar os possiveis impactos da infeccdo pelo ZIKV no
desenvolvimento de estruturas derivadas do prosencéfalo, foram conduzidos
experimentos com embrides de G. gallus em diferentes idades.

Primeiramente, foi avaliada a expressdo de genes cruciais ao
desenvolvimento do prosencéfalo e estruturas derivadas. Em seguida, foram
analisados os possiveis efeitos da infeccdo pelo ZIKV sobre a morfologia do
telencéfalo, do diencéfalo e dos olhos. Adicionalmente, conduziu-se um estudo
integrativo com todos os dados de expressao génica disponiveis e analises
computacionais, a fim de compreender melhor as vias moleculares potencialmente
afetadas pelo ZIKV.

Neste estudo, foram utilizados dados de trabalhos anteriores conduzidos

pelo grupo de pesquisa.

4.1 A EXPOSICAO AO ZIKV REDUZ A EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS
AO DESENVOLVIMENTO DO PROSENCEFALO

Considerando as manifestagdes clinicas apresentadas por pacientes
portadores da SCZ relacionadas ao desenvolvimento craniofacial, foi analisada a
expressdo de genes relacionados a padronizagdo e ao desenvolvimento do
prosencéfalo e de estruturas derivadas, tidos como possiveis alvos moleculares do
ZIKV.

Como mostrado na Figura 5, os niveis de expressao de SIX3 (-1,8x;
p <0,0001), de LHX2 (-3,9%; p<0,0001) e de NR2E1 (-1,8%; p <0,0001) foram
regulados negativamente em embrides de trés dias expostos ao ZIKV por apenas
24 h. Curiosamente, a expressao de FOXG1, um dos principais controladores do
desenvolvimento do sistema nervoso central, ndo foi significativamente afetada pela
infeccdo viral (p = 0,102; Figura 5B).

Os niveis de expressdao de SIX3, LHX2, NR2E1 e FOXG1 nao foram
correlacionados de modo estatisticamente significativo com a quantidade de ZIKV

nas amostras.
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Figura 5 — Nivel de expressao génica relativa de SIX3, FOXG1, LHX2 e NR2E1 em
embrides de G. gallus com trés dias de idade dos grupos controle e infectado
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Considerando o efeito acentuado da infec¢do pelo ZIKV na expressao de
LHX2, assim como suas funcdes no controle do balanco entre proliferagao celular e

diferenciagao neuronal, a expressao de genes-alvo de LHX2 foi avaliada.
4.2 A EXPRESSAO DE GENES-ALVO DE LHX2 E ALTERADA PELO ZIKV

O fator de transcricado LHX2 €& um importante controlador do
desenvolvimento do telencéfalo, atuando sobre o balango entre proliferagao celular e
diferenciagdo neuronal. Considerando o impacto da infecgdo pelo ZIKV na
expressao de LHX2, foram analisados alguns de seus genes-alvo, como HES17 e

CER1. HES1 é um fator de transcricdo envolvido no controle da proliferacdo de
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progenitores neurais e CER1 é um fator soluvel, produzido por células epiteliais, que
bloqueia a ativagado das vias de sinalizagao molecular BMP, WNT e NODAL.

Como mostrado na Figura 6, foi constatada redugdo significativa na
expressdo de HES1 (-2,1x; p<0,0001) e CER1 (-1,6%; p<0,001). Levando em
conta que a diminuigdo de LHX2 pode promover prematuramente a diferenciagéao
neuronal, foi avaliada a expressdo de NEUROG2, um importante fator de transcricéo
envolvido no controle da neurogénese no sistema nervoso central. Notavelmente, a
infeccdo pelo ZIKV também regulou de modo negativo a expressdo de NEUROG2
(-3,2%; p < 0,0001; Figura 6C).

Também néo foi verificada correlacao estatisticamente significativa entre os
niveis de expressdo de HES1, CER1 e NEUROG2 e a carga de ZIKV por amostra.

Figura 6 — Nivel de expressao génica relativa de HES1, CER1 e NEUROG2 em
embrides de G. gallus com trés dias de idade dos grupos controle e infectado
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Em razao dos impactos da infecgao pelo ZIKV sobre a expressdo de genes
associados ao desenvolvimento do prosencéfalo, procedeu-se a analise morfoldgica
das vesiculas encefalicas derivadas dessa estrutura, telencéfalo e diencéfalo, em

embrides com cinco dias de idade.

4.3 A INFECGAO PELO ZIKV IMPACTA O PADRAO DE CRESCIMENTO DO
TELENCEFALO

Em seguida, foram realizadas avaliagbes dos possiveis efeitos sobre a
morfologia de embrides com cinco dias de idade. Essa idade embrionaria foi
escolhida por representar um momento no qual os impactos observados na
expressdo dos genes avaliados em embrides de trés dias poderiam ter efeitos
mensuraveis sobre a morfologia do sistema nervoso central.

As analises morfométricas ndo demonstraram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos controle e infectado com relagdo ao comprimento
(p=0,804) e a largura (p=0,054) do telencéfalo (Figuras 7A e 7B). Contudo,
observou-se que a mediana da largura do telencéfalo foi numericamente maior em
embrides infectados. Como mostrado na Figura 7C, a razdo entre a largura e o
comprimento do telencéfalo foi significativamente maior em embrides infectados
(p < 0,05). Este resultado pode indicar um efeito da infecgdo pelo ZIKV sobre a
organizagao geral e o padrao de crescimento do telencéfalo.

Do mesmo modo, ao analisar os dados relativos ao comprimento do
telencéfalo com mais cuidado, foi observada uma grande amplitude no grupo
infectado, sugerindo um efeito dependente da carga viral. Ao testar essa hipotese,
constatou-se que o comprimento do telencéfalo apresentou correlagédo negativa com
a quantidade de ZIKV por individuo (p =-0,602; p<0,01; Figura 7D). Estes
resultados confirmam o impacto da infeccdo pelo ZIKV sobre o crescimento do
telencéfalo.

Seguiu-se para as analises morfolégicas de possiveis efeitos da infecgéo
sobre o diencéfalo, vesicula encefalica também derivada do prosencéfalo. A largura
do diencéfalo nao diferiu estatisticamente entre os grupos (p = 0,867; Figura 8A).
Entretanto, conforme apresentado na Figura 8B, essa medida apresentou correlagéo
negativa com a carga viral dos embrides de cinco dias infectados pelo ZIKV
(p =-0,696; p < 0,001).
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Figura 7 — Comparagao do comprimento e da largura médios do telencéfalo, razado
entre as medidas, correlagdo com a carga viral e imagens representativas de
embrides de G. gallus com cinco dias de idade dos grupos controle e infectado
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Figura 8 — Comparacgao da largura do diencéfalo e correlagdo com a carga viral de
embrides de G. gallus com cinco dias de idade dos grupos controle e infectado
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A correlagao entre as medidas e a quantidade de virus por individuo sugere
um efeito direto da infeccdo no tamanho das estruturas dependente da carga viral.
Estas alteragbes em aspectos morfoldgicos poderiam ser explicadas pelos impactos
sobre a expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento dessas vesiculas,
afetando processos de proliferagao e diferenciacao celulares, por exemplo.

Levando em consideracgao os efeitos observados sobre genes que controlam
o desenvolvimento inicial do telencéfalo e do diencéfalo de embrides infectados pelo
ZIKV, bem como as estreitas interagdes entre estes genes e o desenvolvimento
ocular, possiveis impactos do ZIKV sobre o desenvolvimento dos olhos foram

analisados em seguida.

4.4 O DIAMETRO MEDIO DOS OLHOS ESTA CORRELACIONADO A
QUANTIDADE DE ZIKV

Para avaliar os possiveis efeitos da infecgao pelo ZIKV no desenvolvimento
ocular, a média do didmetro dos olhos de embrides com cinco dias de idade foi
comparada entre os grupos controle e infectado pelo ZIKV.

Conforme mostrado na Figura 9A, ndo foram observadas alteragdes
significativas no diametro médio dos olhos (p = 0,772). Entretanto, constatou-se uma

correlagdo negativa entre a medida e a carga viral dos embrides infectados
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(p =-0,603; p<0,01; Figura 9B). Isso indica um efeito sobre o didmetro ocular

dependente da carga de ZIKV.

Figura 9 — Comparacédo do didmetro médio dos olhos e correlagdo com a carga viral
de embrides de G. gallus com cinco dias de idade dos grupos controle e infectado
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4.5 A ESPESSURA DA PAREDE DO TELENCEFALO VENTRAL E IMPACTADA
PELO ZIKV

Os efeitos morfologicos da infeccédo pelo ZIKV sobre o telencéfalo
ressaltaram a necessidade de investigar os impactos nessa estrutura de forma mais
detalhada. Para isso, por meio de cortes histoldgicos, a espessura do neuroepitélio
do palio dorsal e do subpalio foi analisada. Estas regides compreendem,
respectivamente, as regides dorsal e ventral do telencéfalo (Figura 4B). Os cortes
histologicos foram realizados de forma sequencial, do telencéfalo ao diencéfalo, no
plano coronal, abrangendo de modo amplo a morfologia do neuroepitélio do
telencéfalo ao longo do eixo antero-posterior.

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas na
distribuicado das medidas da espessura do palio dorsal entre os embrides controle e
infectados pelo ZIKV (D =0,1989, p =0,367). Por outro lado, a distribuicdo do
conjunto de medidas da espessura do subpalio diferiu estatisticamente entre os
grupos (D = 0,3236, p < 0,05). A Figura 10 apresenta os graficos de distribuicdo das

medidas ao longo do eixo antero-posterior e imagens representativas.
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Figura 10 — Distribui¢do do conjunto de medidas da espessura média ao longo do
eixo antero-posterior do palio dorsal e do subpalio e imagens representativas de
embrides de G. gallus com cinco dias de idade dos grupos controle e infectado
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Estes resultados indicam que a infecgdo pelo ZIKV causa impactos no
crescimento do subpalio, reforcando a hipotese de um efeito direto sobre a
proliferacdo celular no neuroepitélio. Informacdes sobre os efeitos da infecgdo pelo
ZIKV no desenvolvimento do subpalio sdo escassos, dado que a grande maioria dos
trabalhos foca as investiga¢des no desenvolvimento do palio.

Para melhorar a compreensao sobre as vias moleculares afetadas pelo ZIKV
que poderiam estar relacionadas aos impactos observados no subpalio, foi
conduzida uma analise integrativa usando um banco de dados do préprio grupo de
pesquisa com dados de expressdo de 24 genes relacionados ao desenvolvimento

craniofacial.

4.6 ANALISES COMPUTACIONAIS REVELAM POSSIVEIS ALVOS
MOLECULARES DO ZIKV

Considerando o efeito acentuado da infecgdo pelo ZIKV sobre genes
relacionados a padronizagao e ao desenvolvimento do prosencéfalo em embrides de
trés dias, além dos impactos morfolégicos em embrides de cinco dias, foi realizada
uma analise de correlagdo de todos os dados de expressao génica coletados pelo
grupo de pesquisa.

Foram identificados genes com expressao altamente correlacionada entre si
no grupo controle (p>0,5 e p<0,05) e que perderam essa correlagdo no grupo
infectado pelo ZIKV (p = 0,05), indicando um desbalancgo nas relagbes intergénicas.
Conforme mostrado na Figura 11, muitos pares de genes tiveram as correlagdes
alteradas pelo ZIKV. Duplas génicas com alto coeficiente de correlagdo no grupo
controle (p >0,75) estdo destacadas: HES1-SIX2, NEUROG2-SIX3, HES1-SIX3,
NEUROG2-SIX2, BMP7-LHX2, HES1-SHH, LHX2-SIX2 e LHX2-SIX3, por exemplo.

Para analisar os dados de forma integrada e tentar entender melhor que vias
moleculares poderiam explicar os efeitos morfolégicos observados, os genes com as
correlagdes alteradas foram listados e usados em analises computacionais. A
plataforma GeneMania foi usada para identificar relagdes intergénicas e, por meio do
banco de dados STRING Database, foram analisadas possiveis interacoes
proteina-proteina. A rede de interagdes entre os genes com a expressao avaliada e

possiveis alvos génicos relacionados s&do mostrados na Figura 12.



Figura 11 — Pares de genes com expressao altamente correlacionada no grupo
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controle (p > 0,5) e sem correlagdo no grupo infectado pelo ZIKV em embrides de
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Da rede de interagbes entre genes, destacam-se os marcadores subpaliais
DLX2 e ASCL1 (Puelles et al., 2000; von Frowein; Campbell; Gétz, 2002) e varios
genes relacionados ao desenvolvimento ocular, como VSX2, EYA1, EYA2, RAX e
PAX6 (Diacou et al., 2022). Também integraram a rede os membros da familia de
correpressores transcricionais TLE, TLE1, TLE3 e TLES. Homdlogos vertebrados do
gene groucho em Drosophila, estes fatores de transcricdo atuam juntamente com as
proteinas HES por meio da via de sinalizagdo NOTCH, reprimindo a diferenciagao

neuronal (Gasperowicz; Otto, 2005).

Figura 12 — Rede de interagdes entre os genes com a expressao avaliada e
possiveis alvos moleculares do ZIKV relacionados
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Na analise realizada por meio da plataforma STRING Database, foram
evidenciadas sobretudo proteinas relacionadas ao desenvolvimento do sistema

nervoso central (Figura 13). Sdo destacados os repressores transcricionais MSX1 e



41

MSX2, diretamente envolvidos no desenvolvimento craniofacial, em especial na
formacao do cranio, das meninges e dos dentes (Alappat; Zhang; Chen, 2003).
Também foram identificadas as proteinas OTX2, PAX6, WNT3A, GREM2, CHRD e,
assim como na analise de interagdes intergénicas, DLX2 e ASCL1 - todas
envolvidas no desenvolvimento craniofacial. OTX2 e PAX6 sdo expressos muito
cedo no desenvolvimento do sistema nervoso central e estdo envolvidos na
padronizacgdo inicial do prosencéfalo (Beccari; Marco-Ferreres; Bovolenta, 2013).
GREM2 e CHRD séao proteinas secretadas que atuam como antagonistas da via de
sinalizagao BMP (Chang, 2016). WNT3A é uma proteina que atua, principalmente,
na formacao do diencéfalo, especialmente do talamo (Louvi; Yoshida; Grove, 2007).
OTX2, PAX2 e PAX6 também atuam no desenvolvimento ocular (Beby; Lamonerie,
2013; Paixao-Cértes; Salzano; Bortolini, 2015).

Figura 13 — Rede de interagao proteina-proteina entre os genes com a expressao
avaliada e possiveis alvos moleculares do ZIKV relacionados
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Em conjunto, estes resultados indicam que a infeccéo pelo ZIKV é capaz de
perturbar multiplas vias moleculares, desde muito cedo no desenvolvimento
embrionario. Os impactos sobre estas vias moleculares poderiam explicar a
variedade de estruturas craniofaciais afetadas, como os impactos na morfologia do
telencéfalo, do diencéfalo, dos olhos e do subpalio observados em embrides de

cinco dias de idade infectados pelo ZIKV (Figuras 7, 8, 9 e 10, respectivamente).
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5 DISCUSSAO

Mesmo que os impactos da infecgao pelo ZIKV sobre a expresséo génica do
hospedeiro vertebrado sejam conhecidos (Christian; Song; Ming, 2019), os
mecanismos pelos quais a regulagcédo transcricional é modulada ainda nao estao
totalmente claros. Recentemente, Li et al. (2022) demonstraram que a proteina viral
NS5 pode interagir diretamente com o DNA nuclear e inibir a transcricdo génica ao
bloquear o processo de alongamento transcricional mediado pelo fator PAF1C,
alterando o padrdo de expressdo nas células infectadas. Outras hipdteses para
explicar estes impactos na expressao génica consideram o sequestro da maquinaria
celular do hospedeiro (Zeng et al., 2020), modificagdes epigenéticas na cromatina
elicitadas pelo ZIKV (Janssens et al., 2018; Kandilya et al., 2019) e o papel de RNAs
nao codificantes (Bhagat et al., 2018; Slonchak et al., 2023). Em comparacao a
estudos in vitro e com diferentes cepas de ZIKV (Horibata et al., 2021; Tiwari et al.,
2017), os efeitos observados sobre a expressao génica de embrides infectados apos
24 h da inoculagdo sao surpreendentes levando em conta a quantidade de virus
inoculada e o método de exposicao ao ZIKV, fora do corpo do embrido.

O gene com a expressao mais severamente afetada pela infeccao pelo ZIKV
foi LHX2 (Figura 5C). Este efeito pode ser direto ou indireto, por meio de SIX3,
FOXG1 ou pela sinalizagdo FGF, ativadores transcricionais de LHX2 em outros
vertebrados (Ando et al., 2005; Godbole et al., 2018; Seth et al., 2006). A
possibilidade de um efeito indireto € indicada pela diminuicdo da expressao génica
de SIX3 (Figura 5A) e de FGF8 (Souza, 2022; Taufer, 2023) em embrides de trés
dias de idade infectados pelo ZIKV. Conforme Chou e O’Leary (2013), o nocaute
condicional de LHX2 em camundongos, no E11.5, ocasiona a deplegdo de
progenitores neurais e promove a neurogénese prematuramente, reduzindo o
tamanho do telencéfalo e a espessura da camada cortical. Este desbalangco entre
proliferagdo de progenitores e diferenciagdo neuronal também é observado em
embrides murinos nocauteados para NR2E1 (Roy; Thiels; Monaghan, 2002), gene
também regulado negativamente pelo ZIKV (Figura 5D). O microRNA miR-9,
regulador poés-transcricional de NR2E1, é regulado positivamente pelo ZIKV e esta
associado a microcefalia em camundongos (Zhang, H. et al., 2019; Zhao et al.,
2009). A relacéo entre LHX2 e NR2E1 é complexa, mas ambos tém fungdes

semelhantes e tém relacdo com o fenotipo microcefalico. O trabalho de Schmouth
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et al. (2015) indicou que NR2E1 atua como repressor da transcricao de LHX2 no
telencéfalo de mamiferos, ao passo que Zuber et al. (2003) mostraram que NR2E1
ativa LHX2 no desenvolvimento ocular em Xenopus. Destaca-se que este € o
primeiro trabalho a demonstrar os impactos da infecgdo pelo ZIKV sobre a
expressao de SIX3, LHX2 e NR2E1 in vivo.

Uma das consequéncias moleculares da redugao de LHX2 possivelmente
compreende a reducao na expressao génica de HES1 e CER1. HES1, parcialmente
controlado por LHX2 (Chou; O’Leary, 2013), codifica um fator de transcricao efetor
da via de sinalizacdo NOTCH envolvido na manutengao das células progenitoras
neurais num estado indiferenciado e proliferativo, também atuando no controle do
balangco entre proliferacdo e diferenciacdo neuronal (Louvi; Artavanis-Tsakonas,
2006; Shimojo; Ohtsuka; Kageyama, 2011). Trabalhos anteriores ja demonstraram
que a infecgao pelo ZIKV pode desregular a via de sinalizacdo NOTCH (Ferraris et
al., 2019), inibindo a expressao dos efetores HES1, HES5 e HEY?2 (Bindu; Pandey;
Seth, 2023). Segundo Hou et al. (2013), LHX2 inibe a diferenciagdo ndo neural ao
controlar a expressao de CER1, atenuando os efeitos das vias de sinalizagdo BMP e
WNT. Ademais, estes autores mostraram que a deplecdo de CER1 pode reduzir a
expressao de genes relacionados ao desenvolvimento cerebral, como EMX1, EMX2,
FOXG1e GSX2.

Considerando o controle da diferenciacédo neuronal exercido por LHX2 e
NRZ2E1, e a redugéo na expressao de HES1 (Figura 6A), esperava-se observar um
aumento na expressdao de NEUROG2. No entanto, a redugcao na expressado de
NEUROG?2 (Figura 6C) sugere um efeito direto da infeccdo sobre a diferenciagao
neuronal. Trabalhos anteriores demonstraram que a infecgéo pelo ZIKV pode reduzir
a diferenciagao neuronal in vitro (Bayless et al., 2016; McGrath et al., 2017), in vivo
(Garcez et al., 2018) e diminuir a presengca da proteina NEUN, marcadora de
neurdnios diferenciados, indicando um efeito neurodegenerativo (Santamaria;
Rengifo; Torres-Fernandez, 2023). Por outro lado, também ha estudos mostrando
que a infeccdo pelo ZIKV causa neurogénese prematura (Bindu; Pandey; Seth,
2023; Gabriel et al., 2017; Saade et al., 2020). Apesar de contraditorios, estes dados
evidenciam que o ZIKV pode impactar diretamente a expressao de genes envolvidos
na diferenciagcao neuronal.

O efeito dependente da quantidade de ZIKV sobre o didmetro médio dos

olhos observado em embrides de cinco dias (Figura 9B) pode ser relacionado as
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funcdes de alguns dos genes com a expressao avaliada neste trabalho. Segundo
Chou e Tole (2019), LHX2 desempenha fungdes criticas durante o desenvolvimento
ocular, considerando que embrides murinos nocauteados para LHX2 nao
desenvolvem olhos (Porter et al., 1997). De acordo com Tétreault, Champagne e
Bernier (2009), embrides de camundongo sem LHX2 apresentam reducédo na
expressao de varios genes relacionados ao desenvolvimento dos olhos, como DCT,
MITF, VAX2 e RAX. Alteracdes no gene PAX6, identificado nas analises
computacionais deste trabalho, sdo reconhecidas como causa de aniridia em
humanos, condicdo caracterizada por hipoplasia ou auséncia da iris (Hingorani;
Hanson; van Heyningen, 2012; Paixao-Cortes; Salzano; Bortolini, 2015). De modo
semelhante, embrides de camundongo sem NR2E1 apresentam problemas oculares
associados a cegueira, como degeneragao da retina e do nervo optico (Yu et al.,
2000). Conforme relatado por Marques et al., (2019), as principais manifestagdes
oculares associadas a SCZ incluem lesdbes maculares, anormalidades do nervo
optico e alteracdes coriorretinianas. Os resultados apresentados neste trabalho séo
corroborados por Wachholz et al. (2021), que observaram redugéo na area ocular de
embrides de galinha de cinco dias e meio de idade infectados com ZIKV. A infec¢ao
pelo ZIKV em camundongos recém-nascidos também causa defeitos no
desenvolvimento ocular, como redugao na espessura da retina (Li et al., 2021).

O aumento da razéo largura:comprimento do telencéfalo (Figura 7C) mostra
um efeito sobre a organizagdo geral dessa estrutura. Isso pode ser relacionado a
repressao transcricional de genes que controlam a proliferagdo celular no
telencéfalo, como LHX2 e NR2E1, ambos com expressao reduzida pela exposicao
ao ZIKV (Figuras 5C e 5D, respectivamente). Cabe destacar que a morfogénese do
telencéfalo também ¢é influenciada por forcas mecanicas, exercidas pelos tecidos
adjacentes e pela pressao de fluido cerebrospinal embrionario (Garcia et al., 2017,
2019). O fluido cerebrospinal, que preenche os ventriculos e o canal central da
medula espinal, € produzido principalmente pelo plexo coroide, uma estrutura
especializada altamente vascularizada que se desenvolve no interior do sistema
ventricular (Lun; Monuki; Lehtinen, 2015). Kim et al. (2020) demonstraram que o
ZIKV infecta pericitos do plexo coroide, sugerindo que a invasdo do SNC pode
ocorrer via fluido cerebrospinal. A hidrocefalia, manifestacdo clinica associada a
SCZ (Aragao et al., 2019; Marques et al., 2019; van der Linden et al., 2019), é uma

condicdo clinica geralmente relacionada a perturbag¢des na produgao e reabsorgao
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do fluido cerebrospinal, o que ocasiona a dilatagdo dos ventriculos (Zhang; Williams;
Rigamonti, 2006). Contudo, casos de hidrocefalia congénita geralmente estédo
associados a malformagdes morfologicas e podem ter causas genéticas, como
mutacdes nos genes OTX2 e MSX1 (Kahle et al., 2016; Zhang; Williams; Rigamonti,
2006). Curiosamente, estes genes foram identificados nas analises computacionais
deste trabalho. Em conjunto, os resultados mostram que as analises de expressao
génica em embrides de trés dias de idade podem ser relacionadas aos efeitos da
infeccdo pelo ZIKV sobre a morfologia de embrides de cinco dias de idade.

Duy, Mehta e Kahle (2024) propdéem que alteracbes morfologicas do
telencéfalo, como ventriculomegalia, estariam relacionadas a forgca mecanica
exercida pelo fluido cerebrospinal e a reducdo na espessura do neuroepitélio do
telencéfalo causada pelo ZIKV. Isso poderia explicar o efeito sobre a espessura do
subpalio ao longo do eixo antero-posterior em embrides de cinco dias de idade
infectados (Figura 10B). Alternativamente, essa hipdtese contrasta com a correlagao
verificada entre a largura do diencéfalo e a carga viral dos embrides de cinco dias
infectados (Figura 8B). Além de trabalhos demonstrando que o ZIKV infecta regides
do diencéfalo em embrides de galinha (Negi; Kuhn; Fekete, 2023; Thawani et al.,
2018), ndo ha estudos avaliando os efeitos da infeccdo pelo ZIKV sobre a
morfogénese dessa vesicula encefalica. Contudo, ja foi evidenciado que a infecgao
pelo ZIKV reduz a expressdao de genes envolvidos no desenvolvimento do
diencéfalo, como SIX3 (Figura 5A), SHH e BMP4 (Lagutin et al., 2003;
Martinez-Ferre; Martinez, 2012; Souza, 2022; Taufer, 2023; Thawani et al., 2018).
Conforme Noguchi et al. (2020), camundongos recém-nascidos infectados pelo ZIKV
apresentaram degeneragdo no talamo, estrutura derivada do diencéfalo, 13 dias
apods a inoculacéo do virus.

Destaca-se que a redugao da espessura cortical (telencéfalo dorsal) ja foi
descrita na literatura (Garcez et al., 2018; Li et al., 2016; Zhang, W. et al., 2019).
Contudo, estudos sobre os impactos da infeccao pelo ZIKV sobre o desenvolvimento
do subpdlio em organismos-modelo ndo foram encontrados, podendo este ser o
primeiro trabalho a demonstrar tal efeito. Conforme Gutin et al. (2006), o bloqueio de
receptores de FGF impacta severamente a expressdao de marcadores do subpalio,
como DLX2. Os niveis de expressdao de GSX2 e de DLX2 foram reduzidos
significativamente em camundongos nocauteados para SHH (Rallu et al., 2002).

Estes estudos indicam que os impactos na espessura do neuroepitélio subpalial
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pode também ser um reflexo da deplecéo de FGF8 e SHH pelo ZIKV (Souza, 2022;
Taufer, 2023). Em buscas na literatura, foram encontrados apenas alguns estudos
demonstrando altera¢des funcionais de estruturas subpaliais causadas pela infecgéo
pelo ZIKV em individuos juvenis ou adultos (Figueiredo et al., 2019; Raper et al.,
2020). Salienta-se que o teste estatistico escolhido pode nao ser o mais apropriado
para a analise em questdo. O teste de Kolmogorov-Smirnov compara
estatisticamente fungdes de distribuicdo acumulada (distribuicdes de probabilidade),
pelo critério da diferenga maxima (Pratt; Gibbons, 1981). Devido a isso, a analise &
realizada ordenando os valores do conjunto de dados de modo crescente, conforme
0 grupo, do menor ao maior, sem considerar a posi¢gao das medidas. Este teste foi
escolhido numa tentativa de comparar a distribuicdo dos pontos de modo mais justo,
ja que testes de comparagdo de médias ou medianas também n&o seriam
adequados. Esta questdo ainda sera analisada de forma mais aprofundada.

A partir de uma analise integrativa usando um banco de dados de expressao
génica do proprio grupo de pesquisa, foram identificados genes com expressao
altamente correlacionada entre si no grupo controle e sem correlagdo no grupo
infectado pelo ZIKV em embrides com trés dias de idade (Figura 11). Essa perda de
correlagdo observada no grupo infectado sugere que o ZIKV possa causar um
desbalango nas relagdes entre a expressdo de genes que controlam o
desenvolvimento craniofacial. Analises computacionais usando as plataformas
GeneMANIA e STRING Database foram realizadas para investigar de forma
integrativa as vias moleculares potencialmente afetadas pelo ZIKV. As redes de
interacado evidenciaram genes e proteinas que podem ser diretamente relacionados
aos fendtipos observados em embrides infectados, como marcadores subpaliais e
varios controladores do desenvolvimento craniofacial (Figuras 12 e 13).

Este estudo investigou os efeitos da infeccao pelo ZIKV no desenvolvimento
inicial de estruturas derivadas do prosencéfalo em embribes de G. gallus. Foi
constatada redugcdo na expressao de genes importantes para o controle do
desenvolvimento cerebral, como SIX3, LHX2, NR2E1, HES1, CER1 e NEUROGZ2.
Aspectos morfolégicos do telencéfalo, do diencéfalo e dos olhos também foram
impactados e correlacionados a carga viral nas amostras. Analises computacionais
identificaram possiveis alvos moleculares do ZIKV, como genes ou proteinas
relacionados ao desenvolvimento craniofacial, fornecendo novos elementos sobre a

fisiopatologia do ZIKV no sistema nervoso central ainda pouco explorados.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foram avaliados os efeitos da infecgao pelo ZIKV sobre o
controle molecular e aspectos morfologicos do desenvolvimento do prosencéfalo e
de estruturas derivadas usando embrides de G. gallus.

A exposicao ao ZIKV por 24 h em embrides de trés dias de idade diminuiu a
expressado de SIX3, NR2E1 e LHX2, genes que codificam importantes fatores de
transcricdo para o controle do desenvolvimento do prosencéfalo. Ademais,
genes-alvo de LHX2, como HES1 e CER1, também tiveram a expresséo regulada
negativamente pelo ZIKV. Ao contrario do que era inicialmente esperado, a infecgao
também reduziu a expressdao de NEUROG2, fator de transcricdo que atua sobre a
diferenciagcdo neuronal no sistema nervoso central. Em conjunto, estes resultados
demonstram os impactos da infeccdo pelo ZIKV sobre vias moleculares que
controlam a padronizagdo e o desenvolvimento do prosencéfalo, sugerindo efeitos
sobre a proliferacdo e a diferenciagdo das células progenitoras neurais no sistema
nervoso central.

Também foram identificados impactos sobre o crescimento do telencéfalo,
conforme a razao entre a largura e o comprimento da estrutura, e aspectos
morfolégicos do telencéfalo, do diencéfalo e dos olhos foram correlacionados a
quantidade de ZIKV individual. Observou-se também que a infeccdo pelo ZIKV
impactou o crescimento do neuroepitélio subpalial ao longo do eixo antero-posterior.
Sao necessarias analises mais detalhadas para avaliar os efeitos da infecgdo pelo
ZIKV sobre o controle molecular da padronizagcao e do desenvolvimento do subpalio,
uma estrutura ainda pouco estudada e que pode ser afetada pela infeccdo. Além
disso, as consequéncias da infeccado pelo ZIKV sobre estruturas encefalicas pouco
visiveis externamente, como as derivadas do diencéfalo, demandam investigacoes
adicionais e mais aprofundadas.

Em relacdo ao desenvolvimento ocular, foi possivel observar um efeito
dependente da quantidade de ZIKV sobre o diametro médio dos olhos de embrides
de cinco dias. Sugere-se que estas alteracbes morfolégicas possam ser
relacionadas aos efeitos do ZIKV na expressao génica em embrides de trés dias de
idade. Estudos avaliando as implicagcbes da infecgdo pelo ZIKV no controle

molecular do desenvolvimento inicial do sistema visual sdo necessarios,
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especialmente com relacdo a expressao de genes identificados nas analises
computacionais, como RAX e genes das familias PAX, EYA e VSX.

Analises de correlagdo entre a expressdao de genes que controlam o
desenvolvimento craniofacial sugeriram que a infecgdo pelo ZIKV pode causar um
desbalango nestas relagdes intergénicas. No entanto, este cenario € complexo e
dificil de ser avaliado examinando os dados isoladamente. Futuramente, andlises
computacionais integradas, com o intuito de construir um modelo de aprendizado de
maquina (machine learning), poderiam destacar genes ou grupos de genes de maior
relevancia para explicar as manifestacdes clinicas associadas a SCZ.

Conjuntamente, estes resultados mostraram que o ZIKV pode afetar o
desenvolvimento embrionario desde muito cedo, sendo capaz de impactar varias
vias de sinalizagdo molecular relacionadas ao desenvolvimento inicial de estruturas

derivadas do prosencéfalo, incluindo o telencéfalo, o diencéfalo e os olhos.
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