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INTRODUCAO

Em abril de 2015, o ZIKV foi identificado como o agente etiologico do surto de doenca exantematica
iniciado no final de 2014 em estados do nordeste brasileiro. Em novembro de 2015, o Ministério da
Saude reconheceu o aumento de casos de microcefalia nas areas afetadas e a sua associagdo com a
infeccdo por ZIKV [1], enquanto que a associacdo entre a paralisia ascendente de Guillan-Barré e
ZIKV foi oficialmente confirmada em dezembro de 2015. Estas manifestacbes neurolédgicas

evidenciam o grave potencial patogénico do ZIKV.

A perspectiva de intensificacdo dos surtos de infeccdo por ZIKV, e do consequente aumento do
nimero de individuos afetados por complicacdes graves e incapacitantes, prenuncia um severo
problema de salde publica a reclamar, com extrema urgéncia, seu enfrentamento em diversos niveis.
Como consequéncia da gravidade da situacdo, a mobilizacdo da Ciéncia Nacional e Internacional ja é
intensa. Desde o inicio da epidemia, o0 LNBio/CNPEM delibera sobre os contextos especificos nos
quais poderia aplicar suas competéncias complementares para fazer avangar, do modo mais efetivo,

um programa coletivo de investigacao.

O ZIKV e um RNA virus da familia flaviviridae, que inclui também os virus da Dengue (DENV), da
Febre Amarela, do West Nile (WNV), da Encefalite Japonesa (JEV) e outros. O genoma de ZIKV
contem 10,794 nucleotideos, que codificam 3.419 aminoacidos. ZIKV ¢ filogeneticamente mais
préximo ao virus Spondweni, que com ele constitui os dois Unicos membros de seu grupo dentro da
clade de flavovirus transmitidos por mosquitos [2]. O genoma de ZIKV € um RNA de sentido (+),
que ao entrar na célula funciona como RNA mensageiro para sintetizar uma poliproteina que é
subsequentemente clivada, formando 3 proteinas estruturais e 7 ndo estruturais. Além de codificar
proteinas virais, 0 RNA mensageiro também pode apresentar outras sequéncias regulatorias para
alterar ou interferir na expressao génica da célula hospedeira e favorecer a infeccdo viral. Em
decorréncia de seu genoma ser constituido por uma fita de sentido + de RNA, a replicagdo viral
ocorre no citoplasma, mais especificamente no reticulo endoplasmatico rugoso, que é rico em
ribossomos que ligam o RNA de ZIKV através de seu capuz de metilguanosina. Incidentalmente, o
capuz de metilguanosina de flavivirus parece ser importante para o desenvolvimento de terapias. No
contexto especifico da replicacdo de WNV em células, ja hd evidéncias de que as enzimas
responsaveis pela metilacdo do capuz sdo alvos em potencial para o desenvolvimento de terapias [3].

Embora o locus celular primario de ZIKV seja o citoplasma, ha a sugestdo de que ele também pode

INOVACOES & COMUNICACORS

O LNBio integra 0 CNPEM, uma Organizacéo Social qualificada pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inova¢des e Comunicagdes (MCTIC)
Campus: Rua Giuseppe Maximo Scolfaro, 10.000 - Polo Il de Alta Tecnologia - Caixa Postal 6192 - 13083-970 - Campinas/SP
Fone: +55.19.3512.1010 | Fax: +55.19.3512.1006 | www.Inbio.cnpem.br

ser encontrado no nucleo [4].



o ¥ ) cnPem
h—

Labaratdna Nacional
LINBI1D desootndas

Os flavivirus transmitidos por mosquitos geralmente replicam inicialmente em células dendriticas na
vizinhanca do sitio de inoculagdo, de onde se espalham para os linfonodos e, finalmente, entram na
corrente sanguinea. O periodo de incubacdo para ZIKV ainda nédo foi determinado com seguranca,
mas parece variar entre alguns dias a uma semana. O periodo de viremia do ZIKV parece variar entre

o0 primeiro dia e 0 décimo primeiro dia ap6s o inicio dos sintomas [5].

O ZIKV pode apresentar tropismo por células do sistema nervoso e habilidade para cruzar tanto a
barreira placentaria, quanto a hematoencefalica [6, 7]. Neurotropismo e capacidade de transpor a
barreira placentaria ndo sdo estranhos aos flavivirus, e estas habilidades ja foram descritas para o
WNV [8] e para o0 JEV, que apresenta neurotropismo diferencial em funcdo do grau de maturidade
neuronal [9]. Em adicdo ao dano neural direto, ainda é possivel que a replicacdo de um flavivirus
como ZIKV possa induzir dano secundario através da inducdo de quimiocinas inflamatorias, que

estimulam a migrac&do de células do sistema imune para o tecido nervoso [10, 11].

Dados da literatura demonstram que o genoma viral de outro flavivirus, o0 WNV pode codificar
sequéncias de microRNA que apresentam importancia na infec¢do de células de inseto. No caso do
virus JEV, foi descrita uma correlacdo entre a atividade de microRNAs enddgenos e 0 processo
infeccioso viral no hospedeiro humano [12, 13]. De outra forma, tambem sdo descritos mecanismos
de restricdo do processo infeccioso, mediados por microRNAs que inativam sequencias virais, como
demonstrado em modelos experimentais de infeccdo por DENV [14]. Estes experimentos sugerem
que a expressdo génica na célula hospedeira pode ser modulada de modo a limitar a infeccdo por
flavivirus através de mecanismos de regulacdo pos-transcricional mediados por microRNA, o que

abre possibilidades interessantes que serdo exploradas neste projeto.

Estado da arte sobre a microcefalia associada a ZIKV

Atualmente parece haver, se ndo um consenso em formagéo, pelo menos uma forte inclinagdo pela
ideia de que a microcefalia associada ao ZIKV se relaciona diretamente a acéo viral, embora ndo se
possa descartar fatores moduladores. De fato, ja se demonstrou a presenca de ZIKV virus no liquido
amnidtico e em lesdes cerebrais em concepto portador de microcefalia [15, 16]. Do ponto de vista
bioldgico a agdo de ZIKV sobre o sistema nervoso em desenvolvimento ndo é nem mesmo insdlita
entre os flavivirus, uma vez que ja se documentou a transposicdo da barreira placentaria pelo JEV e
WNV [8, 9]. Mais notdvel ainda parece ser a conservacao das estratégias virais de agressao ao
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sistema nervoso do concepto. Tanto em infecgdes por CMV e pelo virus da Rubéola em humanos,
quanto na infec¢do experimental por virus da Coriomeningite Linfocitica em ratos, o alvo parece ser
as células progenitoras neurais da regido subventricular, com, possivelmente um componente de

desorganizacao da migracédo dos neuroblastos através da glia radial [17].

O embrido de camundongo: 0 modelo primério

O camundongo (Mus musculus) é um mamifero muito utilizado como modelo animal devido as suas
similaridades biolégicas que o aproxima do homem (incluindo eventos morfogenéticos similares).
Em uma recente contribui¢do, nossa equipe descreveu um modelo animal, usando camundongos
imunocompetentes, que reflete com a maxima fidelidade possivel a condicdo humana [18]. Nesse
estudo, detalhamos a janela do desenvolvimento mais critica para o embrido, na qual o impacto da
infeccdo pelo ZIKV causa os maiores danos. Adicionalmente, padronizamos uma rota de inoculagéo
do virus e a quantidade de virus a ser injetada no animal de modo que o ZIKV alcance as placentas e,
eventualmente, os embrides. Por fim, mostramos os acometimentos aos embrides malformados,
incluindo problemas de posturas de articulacdo (i.e. artrogripose) e aqueles associados diretamente

ao sistema nervoso central, como hidrocefalia e falha de fechamento do tubo neural.

Durante a formagdo do embrido, a correta diferenciacdo e posterior fechamento do tubo neural é
responsavel pela divisdo das trés vesiculas encefalicas primitivas: o prosencéfalo, o mesencéfalo, e o
rombencéfalo. Respectivamente, irdo originar o telencéfalo (hemisférios cerebrais), o diencéfalo
(subtalamo, hipotalamo, talamo e epitdlamo), a protuberancia e o bulbo raquidiano.

O lumen do tubo neural nunca desaparece durante o desenvolvimento sendo responsavel pelo
surgimento das cavidades do sistema nervoso central, com destaque para os ventriculos. Esse sistema
integra as cavidades intra-encefalicas, comunicantes entre si e continuas com o canal central da
medula espinhal. No telencéfalo, as cavidades sdo os ventriculos laterais; no diencéfalo, o terceiro
ventriculo; no mesencéfalo, o aqueduto de Sylvius, que é o canal de comunicagéo entre o terceiro e

quarto ventriculos. Este, por sua vez, localizado entre a protuberancia e parte do bulbo.
OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avancar o conhecimento sobre os mecanismos de desenvolvimento neural afetados pela infeccéo por

ZIKV
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

A-Estudar em detalhes histolégicos o sistema nervoso em desenvolvimento de embrides cujas méaes
receberam ZIKV e compara-los aos embrides controle (injecéo de PBS)

B- Determinar o impacto do ZIKV diretamente nas células precursoras do sistema nervoso

C- Determinar se ha prejuizo na formacao do sistema ventricular
METODOLOGIA

Conforme mencionado, ja possuimos o modelo animal em camundongos para estudos da biologia da
infeccdo do ZIKV durante o desenvolvimento embrionario. Nesse sentido, os embrides obtidos,
majoritariamente de linhagem FVB/NJ, serdo devidamente fixados e preparados para analise com
diferentes técnicas. Estas envolvem as técnicas tradicionais de histologia com marcacdes para
padrées morfoldgicos (e.g. colocardo com hematoxilina e eosina) até marcacdes especificas para o
material genético do virus (e.g. hibridacdo in situ) ou suas proteinas (e.g.
imunohistoquimica/fluorescéncia). Adicionalmente, serdo usadas técnicas mais sofisticadas de
imagens tridimensionais com o0 uso de microtomografias com alta resolucdo utilizando luz
sincrotron. Estas Ultimas serdo feitas em colaboragdo com o Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS/CNPEM).

Apos as preparacdes e/ou medicdes nas linhas de luz sincrotron, as imagens geradas serdo analisadas
em computador com softwares especificos (e.g. Amira/Avizo, VG Studio) para estabelecermos
niveis precisos do impacto do ZIKV nos tecidos precursores do sistema nervoso do embrido. Esse
processo envolve o trabalho de segmentacédo tridimensional tanto dos precursores nervosos quanto

do limen do tubo neural.

Assim sera possivel entendermos o processo de fechamento normal do tubo neural em um espaco
tridimensional e, consequentemente, poderemos avaliar o impacto do ZIKV na segmentacéo, assim

como as consequéncias para a correta formacéo do sistema nervoso central.

As metodologias, em maior detalhe, estdo especificadas no anexo do presente projeto.
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ANEXO

Detalhes Metodolégicos

Processamento histologico: embrides cujas maes foram infectadas com ZIKV e embrides de fémeas
controle (que receberam somente PBS) serdo fixados em paraformaldeido (PFA) 4% (podendo
conter glutaraldeido a 2,5%) , por 12 horas, a 4° C, lavados em PBS 1X (ou cacodilato 0,1M) (3
vezes, 5 minutos cada), desidratados em bateria crescente de etanol (70%, 80%, 90%, 95% e 100%,
30 minutos cada), diafanizados em xilol (ou citrisolv) (3 banhos de 30 minutos cada) e emblocados
em paraplast (3 banhos de 45 minutos cada). O material emblocado sera seccionado em cortes com
8um de espessura e estes colocados em laminas Superfrost Plus (FisherScientific #1255015). No
caso de embriBes a serem levados para medidas por tomografia com luz sincrotron, 0s mesmos seréo
mantidos em etanol 100% para posterior tratamento com agentes de contraste (e.g. teréxido de

0smio, acetato de uranila, citrato de chumbo).

Coloracdo por hematoxilina e eosina: ApOs o0 processamento histolégico, os cortes que serdo

submetidos a analise morfolégica comparativa para identificar alteragdes teciduais decorrentes da
acdo de ZIKV serdo corados por hematoxilina e eosina. Para tanto, os cortes serdo desparafinizados
em xilol (dois banhos de 15 minutos, cada), reidratados em bateria decrescente de etanol (100%,
95%, 80%, 70%) por 5 minutos cada lavagem, corados em hematoxilina por 3 minutos, lavados em
agua corrente, corados em eosina por 7 minutos, novamente lavados em agua corrente, para em
seguida serem desidratados em bateria crescente de etanol (70%, 80% , 90%, 100%) por 5 minutos
cada lavagem, diafanizados em xilol (duas lavagens de 5 minutos cada) e montados em Permount
(FisherScientific #SP15-500).

Hibridacdo in situ: A Hibridacdo in situ em embrifes inteiros de camundongo e serd realizada de

acordo com Wilkinson, usando sondas marcadas com Dioxigenina [19]. HibridagGes in situ duplas
serdo realizadas em embrides inteiros com sondas marcadas com Dioxigenina e Fluoresceina como

descrito por [20].

Ensaios de Imunohistoquimica em cortes histologicos: Ensaios de imunohistoquimica serdo

realizados em cortes do cérebro de embrides de animais modelo. Primeiramente, os cortes serdo

desparafinizados em 2 banhos de xilol, de 15 minutos cada e reidratados em bateria decrescente de
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etanol (100%, 95%, 80%, 70% e agua destilada), por 5 minutos cada lavagem. Em seguida, 0s cortes
serdo tratados com solugdo tampéo citrato pH 6,0 a 79°C, por 20 minutos, para exposic¢ao do epitopo
(em Panela Elite Platinum). Entdo serdo lavados em PBS 0,1M pH 6,8. O material passara por uma
etapa de bloqueio da peroxidase enddgena, através de incubacdo em metanol (1:99), por 15 minutos.
Os cortes serdo entdo lavados com PBS 0,1M pH 6,8. Em seguida sera realizada uma etapa de
lavagem com glicina 0,1 M em PBS 0,1M, por 10 minutos, para impedir a autofluorescéncia. Os
cortes serdo entdo lavados em PBS 0,1M pH 6,8 e incubados em Soro de Albumina Bovina (BSA)
1% por 30 minutos, para bloguear a ligacdo do anticorpo a sitios inespecificos. O material passara
por uma etapa de bloqueio de avidina e biotina, de 15 minutos cada (Avidin/ Biotin Blocking Kit
Vector). Os cortes serdo lavados em PBS 0,1M pH 6,8. O anticorpo primério, diluido em BSA 0,1%
(1:100) sera aplicado sobre os cortes que permanecerdo a 4°C, em camara Umida durante a noite. No
dia seguinte, os cortes serdo lavados em PBS 0,1M pH 6,8 e incubados em anticorpo biotinilado
(1:200) diluido em BSA 1%, por 1 hora. Os cortes serdo lavados em PBS 0,1M pH 6,8 e novamente
bloqueados em BSA 1%, por 30 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, sera realizada mais
uma lavagem em PBS 0,1M pH 6,8 e 0 0 anticorpo anti streptoavidina fluorescente (diluicdo 1:800)
sera incubado, durante 1 hora, em temperatura ambiente e cdmara Umida e escura. Os cortes serdo
lavados em PBS 0,1M pH 6,8 e incubados com Hoechst 3325 (20 ug/ml), por 30 minutos, lavados
novamente em PBS 0,1M pH 6,8 (por 3 vezes de 10 minutos cada) e as ldaminas serdo montadas com
Fluorescent Mounting Medium (Dako #S3023). Os cortes serdo analisados em microscopio Confocal
Leica SP8.

Imunohistoquimica in toto: Os estudos de imunohistoquimica em embrides de zebrafish inteiros
serdo realizados apds fixacdo durante a noite em PFA 4% ou em fixador Dents (80% metanol:
20%DMSO) a 4°C e posterior armazenamento a -20°C em metanol 100%. Apos reidratagdo em
PBS1X, os embrides fixados serdo tratados com proteinase K durante 30 minutos, refixados e
incubados em tampdo de bloqueio (10% FBS e 1% BSA em PBS 1x) durante 2-3 horas, periodo
ap6s o qual serdo incubados a 4°C durante a noite com o anticorpo primario. Em seguida os
embrides serdo incubados com anticorpo secundario por 90 minutos. Para imunohistoquimica em
cortes, embrides fixados em PFA 4% serdo lavados em PBS, criopreservados em sacarose 30% e
incluidos em Tissue-Tek OCT (Sakura). Cortes de 12um de espessura serdo realizados em criostato

(Leica) e submetidos a imunohistoquimica para os marcadores descritos acima.
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Aquisicdo de imagem por tomografia com luz sincrotron: os embrides selecionados serdo levados a

linha de luz IMX do anel sincrotron do LNLS (CNPEM) e medidos com feixe rosa ou
monocromatico a depender do microscépio escolhido e tamanho do embrido. Inicialmente, serdo

feitas medidas com objetivas de 5X de magnificagdo, resultando em resolucdo de pixel 1,64 pm.

Em estudos preliminares padronizamos medidas com até 1500 projecdes distribuidas angularmente
de 0° a 180° feitas a partir de feixe policromatico de energia entre 5keV e 20keV. Para garantir um
melhor poder de penetragdo do feixe utilizamos filtros de silicio de espessura 200 e/ou 350 pm. Apds
a aquisicao das projecdes, um volume tridimensional completo pode ser reconstruido utilizando o
algoritmo Raft, podendo ser implementado a filtragem de anéis. Finalmente, o bloco binario de
imagens serd levado aos softwares especificos para segmentacdo e analise volumétrica (e.g.
Avizo/Amira, VG Studio).
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