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RESUMO 

POLONIO, C.M. Avaliação do papel dos microRNAs na imunopatogênese da microcefalia 
causada pela Zika vírus em modelos experimentais. Tese (Doutorado em Imunologia) – 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, 2022.  
 
O Zika Vírus (ZIKV) é um flavivírus que causa comprometimento neurológico caracterizando a 
Síndrome Congênita do ZIKV (SCZ). Embora as células precursoras neuronais e os neurônios 
sejam as células mais afetadas, os astrócitos são mais suscetíveis à infecção pelo ZIKV, uma 
vez que toleram maiores cargas virais, sofrem menos apoptose e são utilizados para replicação 
viral. Vários reguladores de processos biológicos estão envolvidos na suscetibilidade à SCZ, 
incluindo os microRNAs (miRNAs). Os miRNAs são pequenos RNAs não codificantes que 
interagem com sequências alvo de mRNA complementares para repressão pós-transcricional. 
Nesse contexto, o objetivo principal é investigar as interações miRNAs-mRNA durante a 
transmissão vertical do ZIKV, com foco em astrócitos. Primeiramente, demonstramos que o 
ZIKV aumenta a expressão miRNAs no cérebro total de camundongos neonatos nascidos de 
mães infectadas, estimulando a autofagia. A regulação positiva do miR-295 limita a expressão 
do gene regulador da autofagia Bcl2l11 in vivo e em astrócitos in vitro. Além disso, 
comparando o perfil de miRNAs em astrócitos primários de camundongos SJL, observamos o 
aumento da expressão dos miR-295 e miR-302d. Utilizando plataformas bioinformáticas, 
mimetizadores e inibidores dos miRNAs, e ensaio de luciferase, demonstramos que os genes 
Ahrr, Neurod4 e Neurod6 são regulados negativamente pelos miR-295 e miR-302d. 
Curiosamente, os miR-295 e miR-302d são transcritos juntamente com os genes Nlrp12 e 
Larp7, respectivamente. E para entender melhor o mecanismo usado pelo ZIKV para induzir 
estes miRNAs, avaliamos fatores que levam a transcrição dos genes Nlrp12 e Larp7. De modo 
interessante, o ZIKV aumentou a expressão dos fatores de transcrição CEBP/b e da subunidade 
p65 de NF-kB. Corroborando, o ZIKV induziu o recrutamento de CEBP/b para o promotor de 
Nlrp12 e Larp7 e p65 para o promotor de Larp7. Ainda, a inibição de Rela e Cebpb por siRNAs, 
diminuiu Nlrp12, Larp7, premiR-295, premiR-302d, miR-295 e miR-302d, enquanto aumentou 
a expressão dos genes Ahrr, Neurod4 e Neurod6. Em seguida, demonstramos que a ativação 
dessa via descrita é um mecanismo de suscetibilidade à SCZ, uma vez que não observamos 
aumento da expressão de Cebpb, Rela, Nlrp12, premiR-295, Larp7, premiR-302d, miR-295 e 
miR-302d, e dos seus genes alvos, Ahrr, Neurod4, Neurod6 em astrócitos de camundongos 
C57BL/6 WT resistentes à microcefalia causada pelo ZIKV. Dessa forma, demonstramos que o 
ZIKV ativa os fatores de transcrição C/EBPb e NF-kB para aumentar a transcrição de Nlrp12 e 
Larp7 e, consequentemente, dos miR-295 e miR-302d em astrócitos SJL. Estes miRNAs levam 
à diminuição da expressão dos genes Ahrr, Neurod4 e Neurod6, contribuindo para o 
desenvolvimento de SCZ em camundongos SJL suscetíveis, mas não em camundongos 
C57BL/6 WT resistentes. Em conjunto, sugerimos um mecanismo de suscetibilidade ao 
desenvolvimento da SCZ. 
 
Palavras chaves: Zika vírus, astrócitos, microRNAs, autofagia, neurodesenvolvimento, 
suscetibilidade, SCZ.  
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ABSTRACT 

POLONIO, C.M. Evaluation of microRNAs in the immunopathogenesis of microcephaly 
caused by Zika virus in experimental models. PhD Thesis. Biomedical Sciences Institute, 
University of Sao Paulo, 2022. 

The Zika Virus (ZIKV) is a flavivirus that leads to neurological impairment characterizing the 
Congenital ZIKV Syndrome (CZS). Although neuronal precursor cells and neurons are the most 
affected cells, astrocytes are more susceptible to ZIKV infection, once tolerate higher viral 
loads, suffer less apoptosis and are used for viral replication. Curiously, it is known that several 
regulators of biological processes are involved in the susceptibility to CZS, including 
microRNAs (miRNAs). MiRNAs are small non-coding RNAs, which work downstream of 
transcription factors by interacting with complementary mRNA target sequences for further 
post-transcriptional repression. In this context, the principal aim is investigated miRNAs-
mRNA interactions during vertical transmission of ZIKV, focusing on astrocytes. First, we 
demonstrated that ZIKV increases miRNAs expression in the brain of mice neonates from 
infected mothers, stimulating autophagy. Upregulation of miR-295 limits the expression of 
Bcl2l11, an autophagy regulator gene, in vivo and in astrocytes in vitro. Furthermore, 
comparing miRNAs profile in SJL astrocytes, we observed an increased expression of miR-295 
and miR-302d. Using bioinformatics platforms, miRNAs mimics and inhibitors, and luciferase 
assay, we demonstrated that Ahrr, Neurod4 and Neurod6 genes are downregulated by miR-
295 and miR-302d. Interestingly, miR-295 and miR-302d are transcribed along with Nlrp12 and 
Larp7 genes, respectively. To better understand the mechanism used by ZIKV to induce 
miRNAs, we evaluated transcription factors for Nlrp12 and Larp7 transcription. Interestingly, 
ZIKV increased the expression of CEBP/b and NF-kB p65 subunit. Corroborating, ZIKV induced 
the recruitment of CEBP/b to Nlrp12 and Larp7 promote, p65 to Larp7 promoter. Moreover, 
Rela and Cebpb inhibition by siRNAs decreased Nlrp12, Larp7, premiR-295, premiR-302d, miR-
295 and miR-302d, while increased Ahrr, Neurod4 and Neurod6 gene expression. Following, 
we demonstrate that the activation of this described pathway is a susceptibility mechanism 
to CZS, since we did not observe increased expression of Cebpb, Rela, Nlrp12, premiR-295, 
Larp7, premiR-302d, miR-295 and miR-302d, and their target genes, Ahrr, Neurod4, Neurod6 
in astrocytes from C57BL/6 WT resistant mice to microcephaly caused by ZIKV. Thus, we 
demonstrate that ZIKV activates transcription factors C/EBPb and NF-kB to increase 
transcription of Nlrp12 and Larp7, and consequently, miR-295 and miR-302d in SJL astrocytes. 
These miRNAs lead to decreased expression of Ahrr, Neurod4 and Neurod6 genes, 
contributing to CZS development in susceptible SJL mice, but not in resistant C57BL/6 WT 
mice. Together, we suggest a mechanism of susceptibility to CZS development.  

Keywords: Zika virus, astrocytes, microRNAs, autophagy, neurodevelopment, susceptibility, 
CZS.  
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1. INTRODUÇÃO  
 

1.1. Zika vírus 

O Zika vírus (ZIKV) foi primeiramente isolado do sangue de macacos Rhesus sp. 

sentinelas e de um pool de mosquitos Aedes africanus em 1947 na floresta Ziika em Uganda, 

África. A primeira evidência que o ZIKV era um novo patógeno ocorreu em 1952, quando 

injetaram sangue de macacos Rhersus sp. no cérebro de camundongos swiss, e os mesmos 

apresentaram sintomas por até 10 dias1.  Em 1969, o ZIKV foi também isolado de outras 

espécies de mosquitos, como o Aedes albopictus, e o mais importante, Aedes aegypti2,3. 

Anteriormente, o vírus era negligenciado pelos cientistas, uma vez que causava raras 

infecções em humanos na África e Ásia4. Porém, em 2007, na Ilha de Yap na Micronésia, um 

grande número de pessoas apresentou sintomas como, febre moderada (37,8 - 39,5 ºC), dores 

de cabeça, artralgia das mãos e pés, conjuntivite e erupções cutâneas maculopapular, 

também conhecidas como rash. Inicialmente, esses pacientes foram diagnosticados com 

Dengue vírus (DENV), porém posteriormente, descobriu-se que se tratava de um surto do 

ZIKV5.  

Mais tarde, foram identificados surtos em outros países, como na Polinésia Francesa 

em 20146, no Tahiti7 em 2013, e na Nova Caledônia em 20148. A partir do primeiro semestre 

de 2015 uma epidemia generalizada de ZIKV irrompeu na América do Sul e Central, sendo o 

nordeste do Brasil a região mais afetada. Mais importante, clínicos notaram um aumento 

significativo no número de casos com complicações neurológicas graves, incluindo a Síndrome 

de Guillain-Barré e de bebês nascidos com microcefalia. Hoje sabemos que a microcefalia é na 

verdade apenas um dos sinais que caracterizam a Síndrome Congênita do ZIKV (SCZ). Apesar 

de ser inquestionavelmente o sinal mais dramático, sabemos que bebês nascidos de mães 

infectadas durante a gestação podem nascer com microcefalia associada ou não a outros 

sinais, como artrogripose, restrição de crescimento intrauterino (IUGR), uveíte e degeneração 

de retina9–12. Em 2016, 216.207 casos foram registrados durante a grande epidemia de ZIKV. 

Em 2017, 17.594 foram os casos prováveis de infecção. Nesse mesmo ano, o Brasil apresentou 

cerca de 13.490 casos notificados e 2.653 casos confirmados de microcefalia causada pelo 

ZIKV, e o epicentro da epidemia foi no nordeste brasileiro, sendo os estados da Bahia (433 

casos), Pernambuco (408 casos) e Paraíba (191 casos) os mais afetados13. No primeiro 

semestre de 2018 foram registrados 330 casos prováveis de febre pelo ZIKV no país, sendo 48 
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destes confirmados14. Em 2019, 161 grávidas do estado de Pernambuco apresentaram 

sintomas semelhantes aos da infecção pelo ZIKV13. Entre 2020 e 2021, foram registrados 544 

casos de microcefalia grave. No primeiro semestre de 2022, foram confirmados 323 casos de 

infecção pelo ZIKV, mas nenhum caso de microcefalia13. Embora atualmente os casos de 

microcefalia causada por ZIKV estejam reduzidos, o vírus ainda está circulando e as 

consequências para cada bebê são drásticas. Portanto, compreender seus mecanismos ainda 

é fundamental para estarmos preparados para futuros surtos, bem como para o 

desenvolvimento de vacinas ou intervenções terapêuticas.  

O ZIKV é um arbovírus da família Flaviviridae e gênero Flavivírus, de estrutura 

simétrica, nucleocapsídeo icosaédrico envelopado, com RNA fita simples e polaridade 

positiva, e que codificam três proteínas estruturais: Cápsula (C), Pré-membrana (Pr-M) e 

Envelope (Env), e sete proteínas não estruturais: NS1, NS2a-2b, NS3, NS4a-4b e NS51. 

A glicoproteína NS1 possui uma superfície hidrofóbica alongada que se associa à 

membrana celular e uma superfície polar que varia entre os flavivírus. Assim, a glicoproteína 

NS1 se associa a lipídeos formando um homodímero dentro das células, os quais são 

necessários para infecção e replicação viral15. Sabe-se que a NS1 do DENV, outro vírus da 

família Flaviviridae, e que apresenta semelhanças estruturais ao ZIKV, é secretada como 

lipoproteína hexamérica podendo interagir com componentes do sistema imune inato e 

adaptativo, sendo inclusive, capaz de evadir da resposta imune16. Foi reportado em 2012 que 

a linhagem asiática do ZIKV fixou uma mutação na NS1 que aumentou a infectividade em 

mosquitos Aedes aegypti e tornou possível sua ligação ao TBK1 que, consequentemente é 

menos fosforilado, levando à inibição da indução de interferon-β17,18. 

A NS2A participa do processo de montagem da membrana durante a liberação de 

partículas infecciosas19. Recentemente foi descrita sua participação durante a lesão 

provocada pelo ZIKV, uma vez que a introdução de proteínas individuais codificadas pelo ZIKV 

no córtex embrionário de camundongos causou redução da proliferação e diferenciação de 

células da glia e neurônios por degradar proteínas de junções aderentes20.  

A interação entre NS2B e NS3 já era conhecida em outros flavivírus há muitos anos21,22, 

mas pouco se sabe sobre ela no ZIKV. Alguns trabalhos descrevem um papel importante no 

processamento de proteínas virais e durante a replicação, tornando-se um alvo atrativo para 

o desenvolvimento de drogas antivirais23. 
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A NS4A têm sido descrita por auxiliar a replicação viral, enquanto que, a NS4B tem 

papel fundamental na inibição de componentes do sistema imune24,25. Além disso, essas duas 

proteínas estruturais agem em conjunto para desregular a sinalização Akt-mTOR em células 

tronco neuronais, inibindo a neurogênese e induzindo a autofagia26.  

A NS5 do ZIKV e de outros flavivírus é capaz de suprimir a sinalização de IFN-tipo I, 

embora por diferentes mecanismos. A NS5 do DENV é capaz degradar via proteassoma o fator 

de transcrição STAT2 de humanos, essencial para geração de genes estimulados por interferon 

(ISG – Interferon Stimulated Genes) e consequente ativação do estado antiviral, porém esse 

mecanismo para ZIKV ainda não está muito bem estabelecido27. Durante a infecção pelo ZIKV, 

sua NS5 se localiza no núcleo da célula, participando da inibição de IRF3, STAT2 e 

consequentemente da produção de IFN do tipo I28. Embora tenhamos conhecimento sobre 

algumas funções, ainda há muito a ser elucidado acerca das funções biológicas dessas 

proteínas durante a invasão celular, replicação viral, evasão da resposta imune e, ainda mais, 

na patogenicidade do ZIKV.  

 

1.2. ZIKV e alterações neurológicas 

Uma das primeiras evidências da relação causal entre o ZIKV e a microcefalia foi 

reportada em março de 2016. Uma cidadã europeia que trabalhava como voluntária em Natal 

– RN engravidou em fevereiro de 2015. Na 13º semana de gestação apresentou sinais e 

sintomas como febre alta, dor osteomuscular e retrocular. Com isso, foi realizado o 

acompanhamento médico durante a gestação sendo que na 32º semana o feto apresentou 

IUGR, inúmeras calcificações corticais e subcorticais, ventriculomegalia moderada e perímetro 

encefálico de 26 cm, indicativo de microcefalia (controle ≤ 32 cm ± SD).  As análises post-

mortem mostraram a presença do ZIKV no cérebro fetal por qPCR e ausência de outros 

flavivírus como, DENV, Vírus da Febre Amarela (YFV – Yellow Fever Virus) e Vírus do Oeste do 

Nilo (WNV – West Nile Virus). As análises anatomopatológicas demostraram a paquigiria, 

lisencefalia, ventrículo esquerdo colapsado e ventrículo direito dilatado. Além disso, a análise 

histológica e celular mostrou astrogliose no espaço subaracnóideo, com presença de 

partículas virais no citoplasma de neurônios29. Trabalhos posteriores, de fato, corroboraram 

tais achados e, além disso, demonstraram a presença do vírus no fluído amniótico30, 

placenta31, líquor29 e retinas32 dos bebês com microcefalia. Todas essas informações 
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aumentaram as suspeitas acerca da relação causal entre o ZIKV e a microcefalia, a qual ainda 

precisava ser de fato comprovada.  

A relação causal entre o ZIKV e a microcefalia foi comprovada em três trabalhos 

publicados em modelos experimentais utilizando camundongos susceptíveis à infecção33–35. O 

primeiro utilizou o ZIKV isolado da Polinésia Francesa em duas abordagens experimentais 

distintas: 1) camundongos fêmeas IFNAR1-/- e 2) camundongos fêmeas WT tratadas com 

anticorpos bloqueadores do receptor IFNAR1 (clone MAR1-5A3). Isso porque sabidamente os 

IFNs tipo I conferem resistência à infecção por flavivírus. Os resultados demonstraram que as 

fêmeas infectadas por via subcutânea com 10³ FFU em E6.5 e E7.5 e analisados no E13.5 e 

E15.5 apresentaram além de abortamentos, filhotes com IUGR, palidez, presença de tecido 

necrótico na placenta e na cabeça dos fetos. Porém, não foi observada microcefalia. qPCR para 

o ZIKV foi positivo na placenta e cérebro dos fetos. No segundo modelo, cujas fêmeas foram 

tratadas com anti-IFNAR-1 em E5.5, infectadas em E6.5 e E7.5 e avaliadas em E13.5 e E15.5, 

observou-se também IUGR associado à presença do vírus nos tecidos fetais33. 

Outro grupo realizou a injeção do ZIKV via intracerebroventricular nos fetos de 

camundongo C57BL/6 WT em E13.5. As análises realizadas no E16.5 demonstraram que as 

áreas infectadas eram a zona ventricular (ZV) e subventricular (ZSV) onde se encontram a 

maior parte das células precursoras neuronais (NPCs). Além disso, houve uma redução de 

NPCs TBR1+, SOX2+ e FOXP2+, marcadores desta população celular, evidenciadas por 

imunofluorescência. Tais achados se associavam à redução da espessura da placa cortical (CP 

– cortical plate), da ZV e ZSV do cérebro, resultando na redução do tamanho do cérebro34.  

No trabalho publicado pelo nosso grupo, demonstramos que neonatos nascidos de 

fêmeas de camundongos SJL infectados com 1012 PFU por via intravenosa entre os dias E10-

E12 apresentam IUGR caracterizada pela diminuição do peso e tamanho (CRL – Crown-rump 

length). Além disso, os animais desenvolveram microcefalia, com menor distância biparietal, 

e comprimento total e altura craniana, associado a um comprometimento do 

desenvolvimento ocular. A análise histológica mostrou a diminuição do córtex cerebral, com 

vacuolização nuclear, marginalização da cromatina em neurônios do córtex, tálamo e 

hipotálamo, o que não foi observado no cerebelo e no hipocampo35.  

Vale ressaltar que os outros trabalhos utilizaram animais IFNAR1-/- ou bloqueadores de 

IFNAR33, além da injeção intracerebroventricular nos filhotes durante a gestação34. Sendo 

assim, nossos resultados demonstraram claramente que o vírus é capaz de ser transmitido 
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verticalmente, ultrapassando a placenta e alcançando o sistema nervoso central (SNC) dos 

fetos, repercutindo na destruição de populações celulares importantes. De fato, observamos 

que o mesmo foi capaz de infectar as NPCs e neurônios, tanto in vitro quanto in vivo, induzindo 

morte celular por autofagia e apoptose, evidenciadas pela análise de expressão de caspase-3 

ativa, além do perfil de expressão de 96 genes relacionados a esses fenômenos, que nos 

mostrou que o ZIKV regula positivamente genes como Bmf, Irgm1, Bcl2, Htt, Casp6 e Abl1, e 

negativamente Gadd45a, Tnfrsf11b, Fasl, Atg12, Bcl2l11 e Dffa no cérebro de neonatos SJL 

nascidos de mães infectadas por ZIKV em comparação com os neonatos nascidos de mães não 

infectadas35. Além disso, observou-se a redução da camada cortical pela morte de NPCs TUJ+, 

SOX-2+ e TBR-1+, evidenciado pelos estudos in vitro utilizando organoides cerebrais ou mini-

brains, também corroborado por outros grupos, inclusive do Brasil35–37. 

Em seguida, diversos modelos foram utilizados visando compreender a SCZ, e outras 

alterações neurológicas foram descritas, como a perda de neurônios alfa motores na medula 

espinhal e malformação cerebelar, o que pode levar a paralisia38. Estudos utilizando macacos 

ratificaram ainda mais os danos neurológicos que o ZIKV pode desenvolver. Macacos Rhesus 

e cinomolgos adultos se apresentaram susceptíveis à infecção, uma vez que o RNA viral foi 

encontrado no plasma, saliva, líquido cefalorraquidiano (CSF – cerebrospinal fluid), cérebro, 

tecidos reprodutivos femininos e masculinos, sêmen e de maneira transiente em secreções 

vaginais39. Também foi demonstrado que Rhesus não gestantes e gestantes permanecem 

virêmicos por 21 ou até por 57 dias após infecção40, e que o vírus é persistente no SNC e nos 

linfonodos por uma regulação positiva de mTOR, das vias de sinalização pró-inflamatória e 

anti-apoptótica, bem como da regulação negativa das vias de sinalização da matriz 

extracelular41.  

Quanto aos estudos relacionados com transmissão vertical, foi observado que a 

infecção intravenosa ou intra-amniótica no segundo trimestre da gestação de macacos levou 

à altos níveis de vírus nos tecidos placentários e fetais, especialmente no cérebro, que exibiu 

calcificações e reduziu as NPCs42. Os macacos infectados no início da gestação exibiram 

neuropatias mais complexas como, microcalcificações cerebrais, hemorragia, necrose, 

vasculite, gliose e apoptose de NPCs e, pelas análises de ressonância magnética observaram-

se lesões concordantes indicativas de lesão na substância cinzenta profunda43.  Além disso, foi 

verificado um transporte anormal de oxigênio na placenta em consequência da vasculite 

uterina e do dano viloso placentário causado pelo ZIKV44.  
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Recentemente estudiosos têm se atentado em observar alterações neurológicas 

provocadas pelo ZIKV em neonatos infectados pós-natalmente. Estudos realizados com 

camundongos ratificou o tropismo cerebral, causando microcefalia pós-natal e vários déficits 

de comportamento na vida adulta. Durante a fase aguda, os camundongos desenvolveram 

convulsões frequentes, e durante a idade adulta houve persistência da replicação viral, 

neurodegeneração e calcificações cerebrais45. Em macacos Rhesus, alterações semelhantes 

foram observadas, como, anomalias histopatológicas no sistema nervoso periférico e central, 

incluindo infiltrados inflamatórios, astrogliose e degeneração de áreas cerebrais envolvidas 

em comportamento emocional46. Isso nos mostra que a infecção neonatal por ZIKV tem 

complicações neuropatológicas e comportamentais tão relevantes quanto à infecção vertical. 

Os resultados demonstram claramente que o vírus possui um tropismo pelo SNC dos 

fetos, repercutindo na destruição de populações celulares importantes, como os neurônios. 

Porém, vale ressaltar a importância das células da glia durante a infecção, uma vez que são 

células muito prejudicadas, auxiliando no desenvolvimento das más formações observadas.  

Dentre as diferentes populações celulares que formam a glia, uma das mais 

abundantes é a população de astrócitos. Essas células são responsáveis por inúmeras funções 

essenciais para o funcionamento do cérebro, incluindo o metabolismo de substratos 

energéticos para os neurônios, produção de metabólitos essenciais para o 

neurodesenvolvimento, manutenção da homeostase do pH, reparo tecidual, e regulação da 

atividade sináptica47. Embora pouco se saiba sobre o papel de células da glia infectadas no 

desenvolvimento da microcefalia causada pelo ZIKV, foi evidenciado que astrócitos são as 

primeiras células a serem infectadas pelo vírus devido sua localização perivascular, podendo 

ter papel fundamental na neuropatogênese da microcefalia48,49.  

Astrócitos reativos foram identificados em fetos com 32 semanas de gestação nas 

regiões cerebrais afetadas pelo vírus29. O funcionamento prejudicado de astrócitos pode 

contribuir significativamente durante desenvolvimento de microcefalia por afetar o 

crescimento do córtex devido ao prejuízo na neurogênese e gangliogênese50,51. Os astrócitos 

infectados por ZIKV apresentam desregulação na tradução de proteínas, no metabolismo de 

glicose, no controle sináptico e também na migração e diferenciação celular52. Além disso, foi 

demonstrado que os astrócitos são mais susceptíveis à infecção pelo ZIKV do que os 

neurônios, uma vez que toleravam maiores cargas virais, sofrem menos apoptose e, 

consequentemente, são utilizados para maior replicação viral53.  
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1.3. Suscetibilidade e resistência ao ZIKV 

Embora as alterações neurológicas provocadas pelo ZIKV causem danos irreversíveis 

em fetos e neonatos infectados, é sabido que apenas 6 a 12% do das gestantes infectadas 

geram crianças que desenvolvem SCZ54,55. 

De forma interessante, em nosso trabalho, quando realizamos a infecção em animais 

C57BL/6 WT gestantes, observamos que os mesmos foram completamente resistentes à 

infecção35. Isso mostra que as diferenças genéticas influenciam na susceptibilidade de 

grávidas ao ZIKV e à microcefalia. Estas alterações podem estar relacionadas à múltiplos 

fatores, sendo provável que aqueles relacionados à resposta imune, como os Interferons Tipo 

I (IFN tipo I), assim como aqueles relacionados aos receptores de invasão viral, sejam os mais 

relevates56,57.  

Os IFNs tipo I, IFN-α e IFN-β, são as principais citocinas envolvidas na resposta imune 

antiviral e são provenientes da ativação dos fatores de transcrição IRF-3 e IRF-758. Os IFN tipo 

I interagem com o receptor de IFN (IFNAR1 e IFNAR2) desencadeando a ativação de JAK1, 

tirosina quinase 2 (Tyk2) e a ativação dos fatores de transcrição STAT1 e STAT2, resultando na 

transcrição dos genes estimulados por interferon (ISGs – interferon stimulated genes)59. Estes 

impedem a replicação viral por uma série de mecanismos, os quais variam desde a produção 

de citocinas e fatores líticos, até a indução de apoptose e autofagia, sendo assim, muito 

importantes na monta da resposta imune60. Como dito anteriormente, a NS5 do ZIKV é capaz 

de induzir a degradação de STAT2, diminuindo a produção de ISGs e estimulando a replicação 

viral27. 

Os receptores de invasão viral, como os receptores de membrana da família TAM, 

fazem parte da família de receptores tirosina quinase, cujos principais membros são Tyro-3, 

Axl e Mertk. Os mesmos têm recebido grande relevância no contexto de infecções virais, uma 

vez que são essenciais na invasão celular, como demonstrado nas infecções pelos vírus da 

DENV61, Ebola62 e o ZIKV63.  Esses receptores interagem com moléculas de fosfatidilserina 

presentes na membrana de células em apoptose, assim como no envelope dos vírus citados 

acima, através de um mecanismo chamado mimetismo apoptótico. Tal interação pode ocorrer 

diretamente, ou através de mediadores solúveis intermediários, como Gas6 e Proteína S64,65. 

Essa interação promove não só a internalização das partículas virais, mas também o disparo 

de importantes vias de sinalização, as quais podem variar de acordo com outros receptores 

associados, como na presença de receptores de citocinas66. Recentemente foi demonstrado 
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pelo nosso grupo, que as complicações neurológicas causadas pelo ZIKV estão associadas com 

os altos níveis de Gas6, um ligante solúvel de receptores TAM, o qual facilita a invasão e 

replicação viral67. 

Além disso, os receptores TAM podem se associar com receptores de citocinas, como 

por exemplo, com o IFNARI, estimulando a ativação de SOCS-1/3, bloqueando a sinalização 

dos IFN-α e IFN-b, suprimindo a resposta imune local e favorecendo a replicação viral66. É 

plausível pensarmos que esse seja um mecanismo de evasão da resposta imune local, a 

despeito de que os mecanismos ainda não sejam completamente compreendidos.  

Neste contexto, alguns resultados têm também demonstrado que os miRNAs podem 

bloquear a sinalização de IFN tipo I, como por exemplo, o miR-BART16 que é capaz de regular 

negativamente a proteína CREB, um co-ativador da sinalização de IFN tipo I e, 

consequentemente, suprimir esta sinalização levando a uma produção deficiente de ISGs e 

bloqueando os efeitos que inibem o Vírus Epstein-Barr (EBV) em células de linfoma de Burkitt 

infectadas in vitro68.  

1.4. microRNAs 

Os miRNAs são pequenas moléculas de RNA de fita simples não codificantes e 

regulatórios que fazem o controle pós-transcricional da expressão gênica por se ligarem nas 

regiões 3’ não traduzidas dos mRNAs (UTR – Untranslated Region) desestabilizando-os e 

bloqueando a tradução das proteínas que codificam69–72. É sabido que mais de 60% dos genes 

humanos que codificam proteínas possuem pelo menos um sítio de ligação de miRNA 

conservado, e que existem muitos sítios não conservados, sendo assim, a maioria dos genes 

podem ser regulados pela ação dos miRNAs. Portanto, é importante que a os miRNAs sejam 

bem controlados, uma vez que sua desregulação é associada com doenças, inclusive 

associadas ao desenvolvimento neurológico73,74. O primeiro miRNA descoberto foi o Lin-4 em 

1993, identificado em C. elegans (Caenorhabditis elegans), e sua expressão é essencial para o 

desenvolvimento pós embrionário deste nematódeo, uma vez que o Lin-4 diminui a expressão 

da proteína LIN-14, um evento fundamental para o primeiro estágio larval (L1)75.  

Os miRNAs são codificados a partir de regiões intrônica, intergênicas ou na fita 

antisense do genoma. Estes são transcritos pelas RNAs polimerases II e III e processados a 

partir de longas cadeias primárias (pri-miR), as quais podem conter um ou vários miRNAs76,77. 

Os pri-miR possuem forma de grampo, sendo caracterizados por um eixo de RNA de dupla fita 
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(dsRNA) com alguns nucleotídeos não pareados, uma 7-metilguanosina (CAP) no 5’ terminal e 

com cauda poli A na extremidade 3’, podendo ter mais de mil nucleotideos69. Esses são 

processados no núcleo pela endorribonuclease (RNAse II - Drosha) que apresenta em seu 

terminal carboxila domínios RIIIDs que são responsáveis pelos cortes das extremidades 3’ e 5’, 

e um domínio dsRBD, que se liga ao dsRNA. Além disso, a proteína ligadora de RNA 

denominada DGRC8 (DiGeorge Syndrome Critical Region Gene) é um cofator responsável pelo 

suporte da atividade de ligação ao dsRNA. Juntas, DGCR8 e DROSHA são responsáveis por 

gerar o pre-miR (miRNA precursor) mais curto com aproximadamente 65 nucleotídeos e 

estrutura em alça78,79. O pre-miR pode ser transferido para o citosol pelo complexo formado 

pela proteína exportina 5 e a proteína nuclear RNA de ligação a GTP (RAN-GTP)80,81. Após a 

translocação, o GTP é hidrolisado, resultando na liberação do pre-miR82.  No citosol, o pre-miR 

é processado pela RNAse III (Dicer) e por um cofator ligante de RNA denominado TRBP (TAR 

RNA-Binding Protein) em um miRNA curto de filamento duplo com cerca de 20 e 24 pares de 

base, conhecido como duplex de miRNA83. A proteína TRBP com o auxílio da RNA helicase 

DHX984, recruta Dicer contendo o duplex de miRNA e a AGO 2 (Argonaute) formando o 

complexo silenciador induzido por RNA (miRISC - miRNA-Containing RNA-Induced Silencing 

Complex)85. Em seguida, o duplex de miRNA é transferido da Dicer para AGO2, onde a fita do 

duplex com menor estabilidade na região 5’ gera o miRNA maduro (fita guia), enquanto a 

outra fita (passageira) é descartada e rapidamente degradada83,86,87. Dessa forma, o miRNA 

maduro de fita simples pode se emparelhar a várias sequências complementares de diversos 

mRNAs, e uma vez que se emparelham participam, principalmente, da regulação negativa dos 

mesmos, interferindo na produção de proteínas que codificam88 (Figura 1). 



Polonio CM, 2022 

 31 

 

Figura 1. Visão geral da biogênese de miRNAs. A biogênese consiste na transcrição do gene do miRNA 
e maturação que envolve as etapas: 1) Processamento do pri-miRNA pela DROSHA; 2) Processamento 
do pre-miRNA pela DICER; 3) Outras modificações até a obtenção do miRNA maduro e formação do 
complexo RISC. Posteriormente, o miRNA maduro é capaz de regular o mRNA e consequentemente, 
interferir na produção de proteínas89. Figura criada no BioRender.com90. 

Os mecanismos de regulação dos miRNAs são divididos em: i) desestabilização do 

transcrito alvo, ii) inibição da tradução e iii) silenciamento transcricional. A desestabilização é 

representada pela a) clivagem do mRNA-alvo, o qual a fita de miRNA guia leva a AGO até o 

mRNA para realizar o corte no sítio alvo91,92; e pela b) deadenilação seguida de remoção do 5’ 

CAP do mRNA, uma vez que AGO se associa a GW182, que recruta o complexo CCR4-NOT, que 

promove a remoção da cauda poli-A, levando a desestabilização do mRNA e consequente 

degradação do mesmo por exorribonucleases93. Já a inibição da tradução é representada por 

a) competição pelo 5’ CAP, uma vez que os miRNA levam a AGO até o mRNA, que por sua vez 

compete pelo 5’CAP, impedindo a associação dos mRNA com ribossomos94,95; pelo b) bloqueio 

da iniciação da tradução, impedindo que a cauda poli-A interaja com a proteína PABPC1 (do 

inglês - poli-A binding protein C1) e que o 5’ CAP interaja com eID4E/eIF4G (do inglês – 

Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E/4G)96,97; e c) dissociação dos ribossomos, no qual 

alguns miRNAs levam a desmontagem antecipada dos ribossomos98. Além disso, os miRNAs 
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podem realizar o silenciamento transcricional que envolve os corpúsculos de processamento 

de RNA (p-bodies) que são agregados ribonucleoproteicos citoplasmáticos99. Os miRNAs 

direcionam os mRNA-alvo para os p-bodies, onde são temporariamente e reversivelmente 

reprimidos ou desestabilizados100.  

Há a expressão de miRNAs em diversos tipos de células e tecidos, o que os tornam 

biomarcadores para detecção e progressão de doenças, bem como alvos para intervenção 

terapêutica. Além disso, alguns miRNAs podem participar da regulação de processos celulares, 

como na apoptose, e alguns vírus produzem ou podem induzir a produção de miRNAs que 

possuem papel fundamental em seu ciclo replicativo, favorecendo a infecção101.  

Existem muitos trabalhos ressaltando a importância de alguns miRNAs na infecção por 

flavivírus, demonstrando que esses podem atuar aumentando a expressão de miRNAs que 

inibam a resposta imune102. Por exemplo, o vírus da encefalite japonesa (JEV – Japanese 

Encephalitis Virus), que infecta neurônios e células da microglia causando dano neuronal e 

inflamação, é capaz de modular a expressão de miRNAs, que por sua vez modulam genes 

responsáveis pela resposta imune celular e diminuem a expressão de genes antivirais. A 

infecção por JEV eleva a expressão de miR-146 que regula negativamente os genes TRAF6, 

IRAK1, IRAK2 e STAT1. Além disso, o miR-146a suprime a ativação de NF-κB e a via Jak-STAT, 

resultando na regulação negativa dos ISGs (IFIT-1 e IFIT-2) e facilitando a replicação viral102. 

Por outro lado, a regulação positiva da expressão de alguns miRNAs pode ser benéfica 

durante a infecção por alguns flavivírus, levando à diminuição da replicação viral. Isso é 

corroborado pelo fato de que a superexpressão do miR-155 em células CHME3, uma linhagem 

de células da microglia, resulta na redução significativa da replicação de JEV103. 

Alguns trabalhos recentes demonstram a correlação do ZIKV com os miRNAs. Um 

grupo brasileiro, utilizando neuroesferas humanas, mostrou que o ZIKV se replica à custa da 

parada da proliferação e diferenciação de células neuronais. Ademais, o ZIKV regula 

positivamente uma rede de alvos relacionados com a replicação viral e regula negativamente 

moléculas associadas com ciclo celular e diferenciação neuronal. Ainda nesse trabalho, 

demonstrou-se que a infecção por ZIKV modula vias envolvidas no processamento de RNA 

(DDX6, PCBP2), na biogênese de miRNAs (DGCR8, XPO1), na regulação da iniciação de 

tradução (eIF3c) e em proteínas, tais como, fatores de splicing (SFPQ, PRP8), proteínas 

ribossomais (RPS6KA5, RPL28), proteínas relacionadas com a resposta imune inata (TLR4) e 

com o desenvolvimento neuronal (NEUROD1, SATB2)104. 
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Sabe-se também que existem genes relacionados à microcefalia autossômica recessiva 

(MCPH - Microcephaly Primary Hereditary). São 12 MCPH nos loci (MCPH1-MCPH12) que 

foram mapeados e contêm os seguintes genes: Microcephalin, WDR62; CDK5RAP2; CASC5; 

ASPM; CENPJ; STIL; CEP135; CEP152; ZNF335; PHC1 e CDK6. Acredita-se que a modulação 

desses genes pode levar ao fenótipo da doença devido a uma condensação cromossômica 

prematura, DNA danificado, dinâmica dos microtúbulos perturbados, controle transcricional 

e mecanismos centrosomáticos ocultos que regulam o número de neurônios produzidos por 

células precursoras neuronais105. Recentemente através de uma análise computacional 

hipotetizou-se que o ZIKV leva a transcrição de seis miRNAs do hospedeiro que regulam vias 

genéticas neuronais que compartilham homologias mútuas significativas com os 12 genes de 

MCHP105, sugerindo que o ZIKV pode modular genes relacionados com a microcefalia.  

Embora o ministério da saúde tenha declarado o fim da emergência em saúde pública 

de importância nacional (Espin) em decorrência do ZIKV em 11 de maio de 2017, as alterações 

neurológicas provocadas pelo ZIKV causam consequências graves para os fetos nascidos de 

mães infectadas ou neonatos infectados, tornando-as dependentes e dificultando seu 

desenvolvimento e inserção na sociedade.  

Neste contexto, os miRNAs são importantes em diferentes cenários, podendo afetar o 

neurodesenvolvimento, a resposta imune antiviral e vias de morte celular. Sendo assim, 

pesquisas mais aprofundadas e que envolvam todas as áreas de estudo precisam ser 

realizadas. Nosso objetivo foi estudar o papel dos miRNAs na susceptibilidade e resistência à 

neuropatogênese da infecção pelo ZIKV, com foco nos astrócitos, tentando desvendar 

possíveis mRNAs alvos, correlacionando-os com o estabelecimento da microcefalia e das 

lesões cerebrais. Tal estudo nos fornece dados de extrema importância não só acerca da 

desconhecida infecção pelo ZIKV, mas também na elucidação dos mecanismos de lesão no 

SNC de bebês com microcefalia, os quais poderão alicerçar, principalmente, futuros estudos 

terapêuticos e quem sabe auxiliar na erradicação das infecções provocadas pelo ZIKV.  
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2. OBJETIVOS  
 

2.1. Objetivos gerais 

Caracterizar o perfil de miRNAs, suas interações com mRNAs alvos e seu papel na 

imunopatogênese da microcefalia causada pelo ZIKV em modelos experimentais. 

2.2. Objetivos específicos 

• Avaliar o perfil de miRNAs no cérebro de neonatos nascidos de mães não infectadas 

ou infectadas pelo ZIKV por PCR array; 

• Avaliar o perfil de miRNAs em astrócitos primários de neonatos de SJL infectados ou 

não pelo ZIKV por PCR array; 

• Realizar por análise computacional a predição de mRNAs alvos dos miRNAs modulados 

pelo ZIKV no cérebro dos neonatos e em astrócitos primários, focando em genes 

relacionados com morte celular, neurodesenvolvimento e resposta imune antiviral. 

• Relacionar os mRNA modulados no transcriptoma (RNA-sequencing) do cérebro dos 

neonatos com os miRNAs regulados pelo ZIKV por análise computacional.  

• Confirmar a interação miRNA-mRNA utilizando qPCR, miRNAs mímicos, inibidores e 

ensaio de luciferase. 

• Entender como os miRNAs são regulados pela infecção do ZIKV por Imunopreciptação 

de cromatina (ChIP), Western Blot (WB) e silenciamento de RNA (siRNA), avaliando as 

vias envolvidas. 

• Avaliar o perfil transcricional de astrócitos isolados por cell sorting do cérebro de 

neonatos nascidos de SJL infectadas ou não com ZIKV, correlacionando com os 

achados in vitro, por qPCR.  

• Avaliar o perfil transcricional de astrócitos provenientes de animais C57BL/6 WT por 

qPCR e comparar com os achados dos animais SJL suscetíveis, tentando compreender 

mecanismos de resistência e susceptibilidade ao desenvolvimento da SCZ.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Animais 

Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem SJL selvagens (JAX), de 6-8 

semanas de idade para os experimentos de transmissão vertical. Também foram utilizados 

animais SJL e C57BL/6 WT até 3 dias de vida para realização da cultura primária de astrócitos 

murinos. Os mesmos foram mantidos no Biotério do Departamento de Imunologia do Instituto 

de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo (ICB-USP) em estantes ventiladas sob 

condições controladas de temperatura, umidade e iluminação (ciclo claro/escuro de 12 

horas). Todos os protocolos foram submetidos à aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

Animal desta mesma instituição, protocolo nº 87/2017 aprovado 08/08/2017 (Anexo 1). 

3.2. Cultivo e amplificação viral 

Um isolado de ZIKV liofilizado de um caso clínico no Brasil (ZIKVBR) (BeH823339), 

fornecido pelo Instituto Evandro Chagas em Belém, Pará, foi reconstituído em 0,5 mL de água 

estéril de DEPC. As células de mosquito de Aedes albopictus (células C6/36) foram 

previamente preparadas para cultura do vírus, e mantidas em meio L-15 suplementado 

(Sigma-Aldrich, L1518) com 10% de soro bovino fetal (SBF – Gibco, 12657-029), 1% de 

aminoácidos não essenciais (LGC, BR30238-01), 1% de piruvato de sódio (LGC, BR30239-01), 

1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco, 15140-122), 0,05% de anfotericina B (Gibco, 

15290026) à 27 °C, na ausência de CO2. Primeiramente, produzimos a primeira subcultura (T1). 

Para tanto, inoculamos 50 μL da amostra viral diluída em 950 μL de meio L-15 incompleto nas 

células C6/36 semeadas em garrafas de 25 cm2 com aproximadamente 70% de confluência, 

durante uma hora para adsorção, com agitação suave a cada 10 min para permitir a adsorção 

homogénea dos vírus. No final do período de adsorção, adicionamos 5 mL do meio de cultura 

L-15 suplementado com 2% de SBF, 1% de aminoácidos não essenciais e 1% de piruvato de 

sódio. Após quatro dias, o sobrenadante foi recolhido. A segunda subcultura (T2) foi feita às 

cegas, transferindo 500 μL do sobrenadante T1 diluído em 4,5 mL de meio L-15 incompleto 

para células C6/36 em frascos de 182 cm2 durante uma hora para adsorção. No final da 

adsorção foi adicionado 20 mL de meio L-15 suplementado e incubado por mais quatro dias, 

e o sobrenadante foi coletado. A terceira subcultura (T3), foi realizada transferindo 500 μL do 

sobrenadante T2 diluído em 4,5 mL de meio L-15 incompleto para células C6/36 em frascos 

de 182 cm2 durante uma hora para adsorção. No final da adsorção foi adicionado 20 mL de 
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meio L-15 suplementado e incubado por oito dias, quando as células apresentavam alterações 

morfológicas e o sobrenadante foi coletado. Os estoques virais T1, T2 e T3 foram produzidos 

pelo Prof. Edson Durigon (Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo). A 

partir de T3, realizamos os nossos estoques virais inoculando 500 μL de vírus T3 diluído em 

4,5 mL de meio L-15 incompleto em células C6/36 semeadas em frascos de 182 cm2 durante 

uma hora para adsorção. No final da adsorção foi adicionado 20 mL de meio L-15 

suplementado. As células foram incubadas por 4-8 dias até atingirem 70% de efeito citopático. 

Os sobrenadantes foram coletados, centrifugados por 5 min a 10.000 g, 4°C, concentrados 

usando 5× Polietilenoglicol (PEG, Sigma-Aldrich, MAK343), titulados, aliquotados e congelados 

a -80°C até o uso. 

3.3. Titulação viral em PFU 

 A titulação (em PFU ml-1, do inglês - Plate forming unit) de cada subcultura e das 

amostras de sobrenadante de astrócitos foi obtida por ensaio em placa para determinar a 

quantidade de partículas virais infectantes (PFU). Resumidamente, foram semeadas 1x105 de 

células de rim de porco (Vero), em cada poço de uma placa de 24 poços. Em seguida, foi 

realizada uma diluição em série do stock viral de ZIKVBR, de 10-1 para 10-11 utilizando apenas 

200 μL de cada diluição em cada poço, durante pelo menos 1 h a 37 °C e 5% de CO2 para 

permitir a adsorção do vírus. Posteriormente, cada poço foi coberto com meio 

carboximetilcelulose (CMC) (Sigma-Aldrich, C5013) diluído em meio DMEM Low Glucose (LGC, 

BR30002-05) suplementado com 2% de SBF na proporção 1:1. Após cinco dias de incubação a 

37 °C e 5% de CO2, a visualização da placa foi feita utilizando uma solução de coloração cristal 

violeta (Sigma-Aldrich, V5265). 

3.4. Cultivo de astrócitos primários murinos 

Córtex cerebral de camundongos SJL ou C57BL/6 WT neonatos (1-3 dias) foram 

dissecados, cuidadosamente retirados suas meninges e digeridos com 0,05% de tripsina-EDTA 

(Gibco, 25200056) e DNase I (Sigma, 69182, 1 mg/ml-1) a 37°C por 10 min. As células foram 

extraídas pela passagem por cell strainer de 70 μM (BD, 352350). Para o cultivo de astrócitos 

as células foram mantidas em meio DMEM Ham’s F12 (LGC, BR30004-05) suplementado com 

10% SFB, 1% de penicilina e estreptomicina, 0,05% de anfotericina, 1% de Piruvato, 1% de 

MEM vitamina (Gibco, 11120-052), 1% de aminoácidos não essenciais e 1% de L-glutamina 
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(LGC, BR30034-01). O meio foi substituído a cada 2-3 dias. Após 15 dias, as células atingiram 

a confluência e os astrócitos foram isolados das micróglias por agitação de 4 h a 200 rpm e 

37°C.  

3.5. Infecção pelo ZIKV in vitro e in vivo 

Os astrócitos foram semeados em placas de 6 poços e infectados ou não com ZIKVBR. 

As amostras virais foram diluídas em meio DMEM Ham’s F12 incompleto para o MOI = 1 e 

adicionadas às células. Para adsorção viral, as células em monocamada foram incubadas 

durante 1 h à 37 °C e 5% CO2. Em seguida, o inóculo foi removido e as células lavadas uma vez 

com PBS 1x. Em seguida, adicionamos meio de cultura específico, e posteriormente as células 

foram incubadas a 37 °C e 5% de CO2 durante 24, 48 ou 72 h após a infecção. Para os 

experimentos de transmissão vertical, utilizamos animais SJL com 8-12 semanas de idade. No 

décimo quarto ou décimo quinto dia de gestação as fêmeas prenhes foram infectadas pela via 

subcutânea com 103 ou 105 PFU mL-1 do ZIKVBR diluído em 200 μL de PBS 1x, respectivamente, 

como previamente descrito pelo nosso grupo35.  

3.6. Estimulação dos astrócitos  

Os astrócitos primários foram semeados em placas de 6 poços na concentração de 

2x105 células por poço. Para as análises de inibição do IFNAR-1, no dia seguinte 10 µg/mL de 

InVivoPlus anti-mouse IFNAR-1 (BioXCell, BP0241, clone: MAR1-5A3) ou 10 µg/mL de 

InVivoPlus isotype control (BioXCell, BP0083, clone: MOPC-21) foram diluídos em 2 mL de 

DMEM Ham’s F12 completo e incubados com as células. Após 24h, as células foram infectadas 

com ZIKV (MOI=1) por 1h. Em seguida, as células foram lavadas e o meio contendo o anti-

mouse IFNAR-1 ou isotype control foi devolvido aos astrócitos por mais 72h. Para análises de 

ativação de TLR3, incubamos as células com 500 ng/mL de Polyinosinic:polycytidylic acid (Poly 

I:C) (Sigma-Aldrich, PO913) por 72 h.  

3.7. Imunofluorescência 

Os astrócitos foram fixados com paraformaldeído (PFA, Synth, P1005) 4% por 1h a 4ᵒC. 

Em seguida foi realizada a permeabilização e o bloqueio com solução de albumina bovina 

sérica (BSA, LGC, A1310) 5% e TritonX 0,5% (LGC, 13-1315-05) por 30 m em temperatura 

ambiente. Os anticorpos primários foram diluídos em solução de bloqueio e marcados 

overnight a 4°C. No dia seguinte, foi utilizado anticorpos secundários diluídos em solução de 
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bloqueio por 2 h na ausência de luz a temperatura ambiente. Por fim, foi utilizado DAPI 

(Invitrogen) para marcação do núcleo celular na diluição 1:5000 em PBS 1x por 10 min no 

escuro e temperatura ambiente. A observação das marcações foi realizada pelo microscópio 

ZOE Biorad®. A pureza dos astrócitos foi avaliada pela marcação com primário rabbit anti-

GFAP (Abcam, ab7260, 1:500) e lectina de tomate (1:500). Já a infecção pelo ZIKV em 

astrócitos foi avaliada utilizando o primário mouse anti-4G2 (Millipore, MAB-10216-I, 1:200).  

Os anticorpos secundários utilizados foram: goat anti-rabbit 555 (Abcam, ab150078, 1:500) e 

goat anti-mouse 488 (Invitrogen, A28175, 1:500). 

3.8. Extração de RNA e síntese de cDNA 

Os astrócitos e o cérebro dos filhotes foram lisados com 1 mL do reagente Trizol 

(Invitrogen, 15596018) durante 5 min a temperatura ambiente. À essa solução foram 

adicionados 200 μL de clorofórmio para separação de RNA, DNA e proteínas, após 

centrifugação de 12000 g por 15 min. A porção superior (transparente, que contém RNA) foi 

cuidadosamente retirada e transferida para outro tubo, o qual foi adicionado 500 μL de 

isopropanol. A mistura foi vortexada e mantida em temperatura ambiente por 10 min. Em 

seguida, foi centrifugada a 12000 g por 10 min e o sobrenadante retirado cuidadosamente. 

Ao pellet obtido, foi adicionado 1 mL etanol 75% e centrifugado a 7600 g por 5 min a 4 °C e 

esse processo foi repetido por 3 vezes. Após a última lavagem, o etanol foi retirado e o tubo 

mantido invertido sobre a bancada até a secagem total do pellet. Finalmente, 25 μL de água 

foram adicionados. A concentração do RNA total purificado foi determinada em 

espectrofotômetro a 260/280nm (NanoDrop 2000, ThermoFisher). Para a síntese de cDNA 

para avaliação da expressão de mRNA, foi realizada uma reação de transcrição reversa a partir 

do RNA total purificado utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystem, 4368813). Para tanto, 2 μg de RNA diluídos em 14,2 μL foram adicionados a 5,8 μL 

de mix (2 μL RT buffer, 2 μL de RT random primers, 1 μL de multiscribe e 0,8 μL de dNTPs). A 

mistura foi levada ao termociclador (QuantStudio3, Applied Biosystems) e submetida aos 

seguintes ciclos: 25 °C por 10 min; 37 °C por 120 min; e 85 °C por 5 min. Decorridos os ciclos, 

foram adicionados 180 μL de água DEPC para manter a concentração de cDNA de 10 ng/μL e 

as amostras foram mantidas a -20 °C até o uso. Para a síntese de cDNA para avaliação da 

expressão de miRNAs foi realizada uma reação de transcrição reversa para miRNAs maduros 

utilizando o miScript II RT kit (Qiagen, #218161). Dessa forma, 2 μg de RNA diluídos em 12 μL 
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foram adicionados a 8 μL de mix (4 μL de 5x miScript HiSpec Buffer, 2 μL de 10x miScript 

Nucleous mix e 2 μL de miScript Reverse Transcriptase mix). A mistura foi levada ao 

termociclador (QuantStudio3, Applied Biosystems) e submetida aos ciclos: 37 °C por 60 min e 

95° C por 5 min. Decorridos os ciclos, foram adicionados 180 μL de água DEPC para manter a 

concentração de cDNA de 10 ng/μL e as amostras foram mantidas a -20 °C até o uso. 

3.9. Quantificação por PCR em tempo real 

A partir do cDNA obtido, foi avaliada a expressão de mRNA por PCR em tempo real 

(qPCR). A cada reação de PCR, foi adicionado 200 μM do primer forward, 200 μM do primer 

reverse sintetizados, 5 μL de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, 4309155) e 46 ng 

de amostra de cDNA em um volume final de 10 μL. As soluções foram levadas ao aparelho 

QuantStudio3 (Applied Biosystems) e submetidas aos seguintes ciclos: 1- 50 °C por 2 min; 2- 

95 °C por 2 min; 3- 95 °C por 15 seg e 4- 60 °C por 1 min. Os passos 3 e 4 foram repetidos 40 

vezes. As curvas foram normalizadas pela expressão da β-actina. Para avaliar a expressão dos 

miRNAs, a cada reação de PCR foi adicionado 10 μL de 2x miScript SYBR Green, 2 μL de 10x 

Universal Primer (Qiagen, 2180073), 2 μL Primer específico, 1 μL de água e 50 ng de amostra 

de cDNA em um volume final de 20 μL. As soluções foram levadas ao aparelho QuantStudio3 

(Applied Biosystems) e submetidas a diferentes estágios (1- 95 °C por 15 seg; 2- 94 °C por 15 

seg; 3- 55 °C por 30 seg e 4- 70 °C por 30 seg). Os passos 2-4 foram repetidos 40 vezes. As 

curvas foram normalizadas pela expressão do miRNA constitutivo Snord68. A expressão gênica 

foi dada pela fórmula 2–ΔΔCt, onde ΔΔCt = ΔCt (experimental) – ΔCt (controle), e ΔCt é o Ct 

do gene alvo subtraído do Ct do gene endógeno. Segue abaixo a lista de primers que foram 

utilizados nos experimentos de qPCR para avaliação de mRNA (Tabela 1) e miRNAs (Tabela 2). 

Gene Espécie Sequência Forward Sequência Reverse 

Actb camundongo GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 

Ahr camundongo ACATACGCCGGTAGGAAGAGA GGTCCAGCTCTGTATTGAGGC 

Ahrr camundongo ACCAGTCTTGCCTTCTGTAACT CTTGAGTCCATCGTAACCACAAT 

Arnt camundongo GACAGACCACAGGACAGTTCC AGCATGGACAGCATTTCTTGAA 

Atg4 camundongo AGATGAAAGCAAGATGTTGCCT CCCTGTAGGTCAGCCATATTCTA 

Bcl2 camundongo ACGTGGACCTCATGGAGTG TGTGTATAGCAATCCCAGGCA 

Bcl2l11 camundongo CCCGGAGATACGGATTGCAC GCCTCGCGGTAATCATTTGC 
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Cebpb camundongo CGCCTTATAAACCTCCCGCT TGGCCACTTCCATGGGTCTA 

Ifnar2 camundongo CTTCGTGTTTGGTAGTGATGGT GGGGATGATTTCCAGCCGA 

Il12a camundongo CATCGATGAGCTGATGCAGT GAAGCAGGATGCAGAGCTTC 

Il1b camundongo GAAATGCCACCTTTTGACAGTG TGGATGCTCTCATCAGGACAG 

Il6 camundongo GCCTTCTTGGGACTGATGCT TGTGACTCCAGCTTATCTCTTGG 

Irak1 camundongo ACTCCAGAGAAGTCCCAACCA CAGGAATGCAGGGTAGCAGAG 

Irak4 camundongo CATACGCAACCTTAATGTGGGG GGAACTGATTGTATCTGTCGTCG 

Larp7 camundongo AAGCAGGTGGACTTCTGGTTT TCCCATCAGTTGTCAGCTTCT 

Nav2 camundongo GTAGCCTCCAAAATGAAATCGGG CTCCACCTTGCTTCCCAACT 

Neurod4 camundongo AGCTGGTCAACACACAATCCT GTTCCGAGCATTCCATAAGAGC 

Neurod6 camundongo TTAACACTACCGTTTGACGAGTC TGTTTTGGAAAGCTCTCTGGTT 

Nlrp12 camundongo GGCTTGCTTGTCCAGTGTTG TGCTGGGAGGAGAAACAACC 

premiR-294 camundongo GCCATACTCAAAATGGAGGCCC CATGGCAACACACAAAAGGGA 

premiR-295 camundongo TGAGACTCAAATGTGGGGCA GGAGAGACTCAAAAGTAGTAGCA 

premiR-302b camundongo GTTCCCTTCAACTTTAACATGGG ACATGGAAGCACTTACTCTTCG 

premiR-302d camundongo CTTTAACATGGAGGCACTTGCT CCACACTCAAACATGGAAGCAC 

Rela camundongo CTTCCTCAGCCATGGTACCTCT CAAGTCTTCATCAGCATCAAACTG 

Socs1 camundongo CTGCGGCTTCTATTGGGGAC AAAAGGCAGTCGAAGGTCTCG 

Tgfbr1 camundongo TCTGCATTGCACTTATGCTGA AAAGGGCGATCTAGTGATGGA 

Tnfa camundongo CCCTCACACTCAGATCATCTTCT GCTACGACGTGGGCTACAG 

Trak2 camundongo GCCCAGGCGTCATCACTAAA TTCTGCTCCAGTTGAAGAGGC 

ZIKV - TTGGTCATGATACTGCTGATTGC CCTTCCACAAAGTCCCTATTGC 

Tabela 1. Lista de primers para avaliação de mRNA. 

Gene Espécie Número de catálogo 

miR-294 camundongo MS00001988 

miR-295 camundongo MS00001995 

miR-302b camundongo MS00003906 

miR-302d camundongo MS00002072 

Snord68 camundongo MS00033712 

Tabela 2. Lista de primers para avaliação de miRNAs. 
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3.10. Análise do perfil dos miRNAs 

A partir do RNA total extraído, 2 μg foram submetidos a reação de transcrição reversa 

apenas para miRNAs maduros (Qiagen). Para tanto, foram utilizados 12 μL do RNA extraído e 

adicionados a 8 μL de mix (4 μL do 5x miScript HiSpecBuffer, 2 μL do 10x miScript Nucleics Mix 

e 2 μL de miScrpt Reverse Transcritase mix). A mistura foi levada ao termociclador 

(QuantStudio 3, Applied Biosystems), submetida aos ciclos: 37 °C por 60 min e 95° C por 5 min 

e adicionados 90 μL de água à essa mistura, totalizando um volume final de 110 μL. 

Posteriormente, 100 μL do cDNA sintetizado foi misturado com 1375 μL de 2x QuantiTect SYBR 

Green PCR, 275 μL 10x miScript Universal Primer. Em seguida, 25 μL dessa solução foi 

adicionada em cada poço de uma placa miScript miRNA PCR Array miFinder (Qiagen – Mouse 

MIMM-001Z), de 96 poços contendo um primer para cada miRNAs em cada poço. Em 

sequência, essa placa foi levada ao termociclador (QuantStudio3, Applied Biosystems) e 

submetida à diferentes estágios (1- 95°C por 15 min; 2- 94°C por 15 seg; 3- 55°C por 30 seg e 

70°C por 30 seg). Os passos 2-4 foram repetidos 40 vezes. As curvas foram normalizadas pela 

expressão de 8 genes endógenos presentes na própria placa. As análises foram feitas através 

da plataforma de análise da Qiagen: https://www.qiagen.com/br/shop/genes-and-

pathways/technology-portals/browse-qpcr/qrt-pcr-for-mrna-expression/data-

analysis/~/link.aspx?_id=93C80B99536C4FCDBD1E5FC0759F1324&_z=z. 

3.11. Análise de predição das interações mRNA-miRNA. 

Para predizer os possíveis mRNAs alvos modulados pelos miRNAs regulados durante a 

infecção pelo ZIKV utilizamos plataformas on-line grátis. As análises foram feitas no mirWalk 

2.0, uma plataforma que compara as análises de outros sites (PITA - Probability of Interaction 

by Target Accessibility, TargetScan e miRanda).   

3.12. Uso de miRNAs inibidores e mímicos.  

Para os ensaios de inibição e uso dos mímicos dos miRNAs in vitro, os astrócitos 

primários foram semeados em placas de 6 poços na concentração de 2x105 células por poço. 

No dia seguinte, 20 nM de miRVana miRNA inhibitor (Thermo Fisher, #4464084) ou miRVana 

miRNA Mimic (Thermo Fisher, #4464058) foi misturado com 8 µL de Fugene (Promega, 

#E2311) em 2 mL de DMEM Ham’s F12 completo. A mistura foi incubada por 20 min em 

temperatura ambiente e adicionada aos astrócitos anteriormente semeados. Após 24h, as 
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células foram infectadas com ZIKV (MOI=1) por 1h. Em seguida, as células foram lavadas e o 

meio contendo os inibidores ou mímicos foi devolvido aos astrócitos por mais 72h. Para o uso 

de miRNAs mímicos in vivo, utilizamos 10 µL de invivofectamine 3.0 Reagent, 2 µL de 

complexation buffer (Invitrogen, #IVF3001) e 2 µL do mímico (Thermo Fisher, #4464058) 

contendo 50 pmol/µL. Incubamos essa solução por 30 min a 50°C e fizemos uma injeção 

intracerebroventricular de 6 µL em cada hemisfério de animais SJL com 1 dia de vida. 

Paralelamente, injetamos 1x104 de ZIKVBR em casa hemisfério. Após 24 horas da injeção dos 

mímicos ou do ZIKV, retiramos o cérebro dos filhotes para extração de RNA e análise de 

expressão gênica. Negative Control #1 (#4464076 - scramble), miR-295-3p (miRBase Accession 

MIMAT0000373) e o miR-302d-3p (miRBase Accession MIMAT0003377). 

3.13. Uso de RNA de interferência (siRNA). 

Para os ensaios com o uso de RNA de interferência (siRNA) in vitro, os astrócitos 

primários foram semeados em placas de 6 poços na concentração de 2x105 células por poço. 

No dia seguinte, 100 nM de ON-TargetPlus Non-targeting (NT) (Horizon, D-001819-10-05), ON-

TargetPlus mouse Cebpb siRNA Smartpool (siCebpb) (Horizon, L-043110-00-0005), ou ON-

TargetPlus mouse Rela siRNA Smartpool (siRela) (Horizon, L-040776-00-0005) foi misturado 

com 8 µL de Fugene (Promega, #E2311) em 2 mL de DMEM Ham’s F12 completo. A mistura 

foi incubada por 20 min em temperatura ambiente e adicionada aos astrócitos anteriormente 

semeados. Após 24h, as células foram infectadas com ZIKV (MOI=1) por 1h. Em seguida, as 

células foram lavadas e o meio contendo os siRNAs foi devolvido aos astrócitos por mais 72h. 

3.14. Construtos pmiRGLO e ensaio de luciferase 

Os construtos pmiRGLO foram projetados para o vetor de expressão alvo de miRNA de 

Dual-Luciferase pmirGLO (Promega) e o 3' UTR dos genes continha a sequência prevista para 

a interação com os miR-295 e miR-302d. Segue abaixo a tabela das sequências inseridas no 

vetor: 

Gene Sequência 

miR-295-Bcl2l11 sense ctagcggccgctagccgagtaaAGCACTTgtcttccact 

miR-295-Bcl2l11 antisense ctagagtggaagacAAGTGCTttactcggctagcggccgctagagct 

miR-295-Bcl2l11 mis sense ctagcggccgctagccgagtaaCTTGCTTgtcttccact 

miR-295-Bcl2l11 mis antisense ctagagtggaagacAAGCAAGttactcggctagcggccgctagagct 
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miR-295/302d-Neurod4 sense ctagcggccgctacttattgcAGCACTTactctgctct 

miR-295/302d-Neurod4 antisense ctagagagcagagtAAGTGCTgcaataagtagcggccgctagagct 

miR-295/302d-Neurod4 mis sense ctagcggccgctacttattgcAGCACTTactctgctct 

miR-295/302d-Neurod4 mis antisense ctagagagcagagtAAGCAAGgcaataagtagcggccgctagagct 

miR-295/302d-Neurod6 sense ctagcggccgctaaaaatattAGCACTTgttttgtatt 

miR-295/302d-Neurod6 antisense ctagaatacaaaacAAGTGCTaatatttttagcggccgctagagct 

miR-295/302d-Neurod6 mis sense ctagcggccgctaaaaatattCTTGCTTgttttgtatt 

miR-295/302d-Neurod6 mis antisense ctagaatacaaaacAAGCAAGaatatttttagcggccgctagagct 

miR-295/302d-Ahrr sense ctagcggccgctatgaatcccAGCACTTgagtgattgt 

miR-295/302d-Ahrr antisense ctagacaatcactcAAGTGCTgggattcatagcggccgctagagct 

miR-295/302d-Ahrr mis sense ctagcggccgctatgaatcccCTTGCTTgagtgattgt 

miR-295/302d-Ahrr mis antisense ctagacaatcactcAAGCAAGgggattcatagcggccgctagagct 

Tabela 3. Lista de sequências inseridas no vetor para o ensaio de luciferase.  

As células HEK-293T foram semeadas em placas de 24 poços a 5×105 células por poço. 

No dia seguinte, 250 μL de meio RPMI 1640 sem soro (LGC Biotecnologia, BR30011-05) 

contendo 5 μg dos construtos pmiRGLO, 100 nM de miR-295 ou miR-302d mímico ou controle 

negativo (scramble) e 5 μL do reagente de transfecção FugeneHD foram previamente 

incubados com por 20 min em temperatura ambiente e, em seguida adicionados a células 

HEK-293T previamente semeadas por poço. Após 4 h, foi adicionado FBS na concentração de 

5% e incubado por 24 h. Para o ensaio de atividade de luciferase, as células de cada poço 

foram coletadas, ressuspendidas em 75 μL de meio RPMI-1640 completo e incubadas com 

75 μL de reagente Dual-Glo® Luciferase por 10 min em temperatura ambiente e a 

luminescência de firefly luciferase foi medida no luminômetro. Em seguida, a luminescência 

da renilla luciferase foi analisada por incubação com 75 μL de Substrato Dual-Glo® Stop-Glo® 

por 10 min em temperatura ambiente. Os reagentes utilizados foram do kit Dual-Glo® 

Luciferase Assay (Promega, E2920) e o luminômetro utilizado foi o Luminômetro de 

Microplacas GloMax® 96 (Promega, GM3000). Os valores de firefly luciferase foram 

normalizados por renilla luciferase e, em seguida, normalizados pelos valores obtidos com 

células transfectadas na presença do controle negativo dos mímicos. 

3.15. Western Blotting (WB) 
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Os astrócitos foram lisados em tampão RIPA 1x (Sigma-Aldrich, R0278), com inibidor 

de protease (Invitrogen, A32963) e de fosfatase (Invitrogen, A32957) por 15 min no gelo. Em 

seguida, o lisado foi centrifugado por 10 min a 12000 g a 4˚C. O sobrenadante foi congelado a 

-80˚C até a dosagem de proteínas pelo método Bradford (Thermo Fisher, 23200). Foram 

diluídos 50 µg de proteína em 15 µL de tampão de corrida 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, 

1610737), e posteriormente submetidos a linearização e regulação da carga por incubação a 

95˚C por 5 min. Em seguida, as amostras foram aplicadas em poços de gel de poliacrilamida 

12% corridos em 80-115V por aproximadamente 90 min. Após a corrida, foi realizada a 

transferência para a membrana de PVDF, previamente ativada com metanol, sob amperagem 

controlada de 350 mA por 2h. Ao final da corrida, a membrana foi bloqueada com solução de 

albumina de soro bovino (ASB) 5% (LGC, 9048-46-8) em tampão TBS-T por 1h. Posteriormente, 

incubamos a membrana com o anticorpo primário dirigido para a proteína p65 do NF-kB (Cell 

Signaling, 8242, 1:1000) overnight a 4˚C, e com o anticorpo secundário anti-rabbit 1:5000 (Cell 

Signaling, 7074) por 2h em temperatura ambiente. A membrana foi lavada com TBS-T 1X por 

três vezes no final de cada incubação. Em seguida, a solução ECL (Bio-Rad, 1705061) foi 

aplicada sobre a membrana e a imagem captada por meio do aparelho G-BOX (Syngene). 

3.16. Cell sorting de astrócitos murinos 

Os animais SJL foram infectados no 15º dia da gestação (E15) com ZIKVBR e após 3 dias 

o cérebro dos filhotes foi retirado e processado. Para tanto, colocamos 3 cérebros em um tubo 

cônico de 50 mL estéril e incubamos com 2,5 mg/mL colagenase D (Sigma-Aldrich, 

11088858001) em HBSS com cálcio e magnésio (LGC, BR30015-05) durante 45 min a 37 °C. 

Após esse período, a reação da enzimática foi parada com a adição de 15 mL de HBSS 1x sem 

cálcio e magnésio (LGC, BR20016-05) acrescido de 0,5 mM de EDTA (Sigma-Aldrich, #E9884). 

Então as amostras foram processadas em cell strainers de 70 µM e centrifugadas a 500 g por 

5 min a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 6 mL de Percoll (GE, GE17-0891-01) a 25%. Essa 

suspensão foi adicionada lentamente sobre 2 mL de Percoll 75% em tubos cônicos de 15 mL e 

centrifugada por 20 min a 900 g, 22 °C com freio desligado. O sobrenadante foi descartado e 

o anel contendo células mononucleares foi armazenado e lavado com 15 mL de HBSS 1x sem 

cálcio e sem magnésio e centrifugado por 5 min, 400 g a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 

meio RPMI contendo 10% de SFB, 1% de penicilina e estreptomicina, 0,05% de anfotericina, 

1% de Piruvato, 1% de vitamina, 1% de aminoácidos não essenciais e 1% de L-glutamina na 
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diluição de 1x107 células/mL. Em seguida, as células foram marcadas com FITC anti-CD105 

(Invitrogen, MA5-17945, 1:100), FITC anti-CD140a (eBioscience, 11-1401-82, 1:100), FITC anti-

TER119 (Invitrogen, 11-5921-82, 1:100), FITC anti-CD45 (BioLegend, 103108, 1:100), FITC anti-

CD45R/B220 (Invitrogen, 11-0452-82, 1:100), FITC anti-Ly6G (eBiosciences, 11-9668-82, 

1:100), FITC anti-O4 (R&D Systems, FAB1326G, 1:100), PE anti-CD11b (Biolegend, 101208, 

1:100), PE anti-CD11c (Biolegend, 117308, 1:100), PercP-Cy5.5 anti-CD3 (Tonbo Bioscience, 

65-0031-U100, 1:100), BV570 anti-Ly6C (Biolegend, 128030, 1:100), e Zombie Red Fixable 

Viability (Biolegend, 423110, 1:2000) por 30 min a 4°C. As células foram submetidas a cell 

sorting em citômetro Moflo Astrios (Beckman Coulter). A compensação foi realizada utilizando 

UltraComp eBeads de compensação (Invitrogen, 01-2222-42). Os astrócitos viáveis são as 

células negativas para todos os marcadores anteriormente descritos e foram isolados com 

pureza variável entre 88-95% (Figura 2A-B). 

 

Figura 2: Estratégia de gate para o isolamento de astrócitos por cell sorting. A) Pré sorting sendo os 
astrócitos negativos para todos os marcadores. B) Pós sorting, o qual as amostras foram avaliadas 
quanto ao rendimento e pureza do isolamento dos astrócitos. 

3.17. Citometria de fluxo 

Os astrócitos foram removidos das placas por tripsinização, lavados e bloqueadas 

durante 20 min com anticorpos monoclonais anti-CD16/32 (Fc Block) (eBiocience, 14-0161-

82) a 4 °C. Em seguida, foram lavados e incubados durante por 30 min a 4 °C com Zombie Red 

Fixable Viability (Biolegend, 423110, 1:2000). Depois, as células foram novamente lavadas, 

ressuspendidas em 100 μL de Cytofix/Cytoperm kit (BD Biociences, 554714), incubadas por 20 
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min a 4 °C e lavadas com 100 μL de BD Perm/Wash. Após este processo, as células foram 

incubadas com o coquetel de anticorpos: GFAP anti-mouse (XXX) e AhRR anti-mouse (XXX) por 

30 min a 4 °C, lavadas e ressuspendidas em 200 μL de MACS buffer. A aquisição dessas células 

foi através do citômetro de fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences). A compensação foi realizada 

utilizando UltraComp eBeads de compensação e a análise foi feita no software FlowJo 10 

(Figura 3).  

 
Figura 3: Estratégia de gate para análise da proteína AhRR por citometria de fluxo. Avaliamos a 
expressão da proteína AhRR nos astrócitos vivos e positivos para GFAP.  

3.18. Imunopreciptação de cromatina (ChIP) 

Aproximadamente 1x106 de astrócitos infectados ou não com ZIKV (MOI=1) foram 

preparados de acordo com o protocolo ChIP-IT Express Enzymatic Shearing and ChIP (Active 

Motif, 53009). Resumidamente, as células foram fixadas em formaldeído a 1% por 10 min com 

agitação leve e lavadas com PBS 1X e fixação parada pelo uso de glicina 1X por 5 min. Em 

seguida, foi adicionado PBS 1X suplementado com 500 µM de PMSF e as células foram 

raspadas utilizando cell scraper (Kasvi, K26-0025). As células foram centrifugadas 500 g por 5 

min a 4 °C, e a cromatina isolada e quebrada utilizando o Enzimatic Shearing Cocktail por 10 

min a 37 °C vortexando a cada 2 min. A cromatina cortada foi imunoprecipitada durante 16 h 

a 4 °C com rotação pelo uso de beads magnéticas e dos anticorpos: CEBP/b anti-mouse 

(Abcam, 15050, 10 µg), p65 NF-kB (Cell Signaling, 8242, 10 µg) e isotipo controle (Abcam, 

37355). No dia seguinte, as esferas magnéticas contendo a cromatina específica foram lavadas 

1X com tampão ChIP 1, 1X com tampão ChIP 2 e 1X com TE 1X. A cromatina foi eluída utilizando 

100 µL de TE 1X a 65 °C por 4 h. O DNA foi purificado usando o Purelink Kit de Purificação de 

DNA genômico (Invitrogen, K182001). A cada reação de PCR, foi adicionado 200 μM do primer 

forward, 200 μM do primer reverse sintetizados, 5 μL de SYBR Green Master Mix e 20 ng de 

amostra de cDNA em um volume final de 10 μL. As soluções foram levadas ao aparelho 

QuantStudio3 (Applied Biosystems) e submetidas aos seguintes ciclos: 1- 50 °C por 2 min; 2- 

95 °C por 2 min; 3- 95 °C por 15 seg e 4- 60 °C por 1 min. Os passos 3 e 4 foram repetidos 40 
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vezes. As curvas foram normalizadas pela expressão do gene durante a imunopreciptação com 

isotipo controle. A expressão gênica foi dada pela fórmula 2–ΔΔCt, onde ΔΔCt = ΔCt (ZIKV) – 

ΔCt (controle), e ΔCt é o Ct do gene alvo imunopreciptado com Cebpb ou Rela subtraído do Ct 

do gene alvo imunopreciptado com isotipo controle. Segue abaixo a lista de primers utilizados 

nos experimentos de ChIP (Tabela 3). 

Gene Sequência Forward Sequência Reverse 

Larp7-Rela sítio 1 CCCGGCTTCGAAAGACTACT AGTGGAGAGTTCATTGAGAATGG 

Larp7-Cebpb sítio 1 CTTCTGACTTCTGTGGGCATC ACCTGTGGAAGAGCAGTCAGT 

Nlrp12-Cebpb sítio 1 ATCCAACCGTAAGCATGACC AGCAGAAGCTTGCTCAATGT 

Tabela 4. Lista dos primers que foram utilizados nos experimentos de ChIP. 

3.19. Histologia do cérebro de neonatos 

Os cérebros foram removidos do crânio, fixados em paraformaldeído 4% gelado diluído 

em PBS 1X durante aproximadamente 16 h, e crioprotegidos em solução de sacarose 30% 

diluído em PBS 1X a 4 °C por até 24 h. As amostras foram então congeladas em gelo seco, 

seccionadas no plano coronal a 20 μm de espessura em um criostato semiautomático (Leica 

Microsystems, 1850 UV) e montadas em lâminas Superfrost Plus (VWR International, 48311-

703). As lâminas foram secas por 48 h, lavadas em água destilada por 2 min, incubadas em 

hematoxilina de Harris por 2 min e depois lavadas em água corrente para remover o excesso 

por 4 min. As lâminas foram então incubadas em eosina por 2 min, desidratadas em 

concentrações crescentes de etanol e diafanizadas com solução de xilol por 5 min e tampadas 

com meio de montagem DPX (Sigma-Aldrich, 06522). As imagens foram adquiridas com um 

microscópio EVOS XL Core (Thermo Fisher Scientific) e analisadas usando o software Image J. 

3.20. Sequenciamento de RNA do cérebro de neonatos. 

A extração total de RNA de quatro replicatas biológicas independentes comparando 

infectados com ZIKV com controles não infectados, foi realizada usando Trizol conforme 

descrito acima. Em seguida, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse I (1U/µg de RNA, 

Thermo Scientific) a 37 °C por 1 h. A integridade do RNA foi avaliada usando Agilent 2100 

Bioanalyzer e o kit Pico Agilent 600 (Agilent Technologies). Do RNA total, 1 µg foi usado para 

preparar 12 pequenas bibliotecas de RNA com o TruSeq Small RNA Library Prep Kit (Illumina) 

conforme descrito nas instruções do fabricante. 500 ng do mesmo RNA total foi utilizando 
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para preparar as 12 bibliotecas com o kit TruSeq Stranded Total RNA Samples Preparation com 

Ribo-Zero Gold (Illumina). Para verificar os tamanhos das bibliotecas, aplicamos o 2100 

Bioanalyzer System com o Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent). As bibliotecas foram 

quantificadas por qPCR usando um KAPA Library Quantification Kit para plataformas Illumina 

(KAPA Biosystems). O sequenciamento foi realizado em um sistema NextSeq 500 (Illumina). 

Para as pequenas bibliotecas de RNA, usamos um kit NextSeq 500/550 High Output v2 (75 

ciclos), e foram obtidas leituras de extremidade única de 1x50 pb. Usamos um kit NextSeq 

500/550 High Output v2 (150 ciclos) para as bibliotecas de transcriptoma, e foram obtidas 

leituras pareadas de 2x75 bp. 

3.21. Mapeamento de bibliotecas de RNA-seq e análise de expressão gênica diferencial. 

O RNA-seq foi realizado a partir do cérebro de neonatos SJL, comparando infectados 

com ZIKV com controles não infectados. Inicialmente as leituras brutas serviram como entrada 

para o Trimmomatic 0.40106, que realizava filtragem de qualidade removendo sequências 

adaptadoras Illumina, bases de baixa qualidade (qualidade de pontuação phred > 20) e leituras 

curtas (PE -phred33 ILLUMINACLIP:truseq.fa :2:30:10 LEADING:3 TRAILING:3 

SLIDINGWINDOW:3:20 MINLEN:36). O corte foi seguido pela correção do erro de leitura pelo 

algoritmo baseado em k-mer SGA107 versão 0.9.9 com configurações padrão. Em seguida, as 

leituras foram mapeadas contra o Genome Reference Consortium Mouse Build 38 (GRCm38) 

usando o software HISAT2 2.2.1108 seguindo a otimização descrita anteriormente109 (--rna-

strandness RF - -dta --threads 10 -N 1 -L 20 -i S,1,0,5 -D 25 -R 5 --pen-noncansplice 12 --mp 1,0 

--sp 3,0). A chamada de expressão gênica diferencial foi alcançada inicialmente pela contagem 

do número de leituras em cada transcrito através do HTSeq110 1.99.2 com as seguintes 

configurações: -f bam -r pos -s no -a 10 -t exon -i gene_id -m intersection-nonempty. Por fim, 

os dados de contagem foram direto para análise diferencial com o pacote DESeq2 (versão 

1.34.0) R 4.1.2111 com configurações padrão. A busca de termos de Gene Ontology do processo 

biológico foi realizada através do banco de dados online PANTHER 17.0 com parâmetros 

padrões112. 

3.22. Reconstrução do network entre mRNAs-miRNAs. 

O gráfico da reconstrução de rede (network) entre os mRNAs-miRNAs foi feito através 

da função graph_from_incidence_matrix do pacote igraph (versão 1.3.2) R 4.1.2. A matriz de 
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incidência foi construída a partir das informações obtidas da análise computacional de miRNAs 

realizada com o mirWalk 2.0. Em seguida, foi combinado com os dados obtidos da análise 

diferencial de expressão gênica e gene ontology, descritos anteriormente, para gerar a 

reconstrução da rede. 

3.23. Análise estatística 

Todas as análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software 

computacional Graphpad Prism (Graphpad Software Incorporation) versão 9. As diferenças 

entre as médias dos resultados obtidas nos experimentos foram determinadas pelo teste t 

student, por One-way ANOVA ou Two-way ANOVA dependendo do número de grupos e 

variáveis. Foi estabelecido como nível mínimo de significância p < 0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1. ZIKV é capaz de modular o perfil de miRNAs no cérebro de animais nascidos de mães 

infectadas.  

Para iniciar as análises de perfil de expressão de miRNAs, primeiramente realizamos o 

nosso modelo de transmissão vertical do ZIKV35. Para isso, infectamos camundongos SJL 

prenhes na data embrionária 15 (E15) com 105 PFU ZIKV e fizemos as avaliações um dia após 

o nascimento (Figura 4A). Nós observamos restrição do crescimento intrauterino, 

caracterizada pela diminuição do peso (Figura 4B) e do comprimento total do feto, além das 

medidas cranianas como, o comprimento do crânio, a distância biparietal e altura craniana 

(Figura 4C), e confirmamos a presença do vírus no cérebro desses filhotes (Figura 4D). 

Figura 4. Transmissão vertical pelo ZIKV. A) Animais SJL fêmeas prenhes (N=3) foram infectados via 
subcutânea com 105 PFU em 20 µL de PBS 1X em E15. Os animais controles receberam o mesmo 
volume de PBS 1X pela mesma via de inoculação no mesmo período de gestação. Figura criada no 
BioRender.com. Um dia após o nascimento (N=7) observamos B) restrição do crescimento 
intrauterino, sendo confirmado pelo C) comprimento do crânio, distância biparietal e altura craniana 
dos neonatos. D) Cópias do gene do ZIKV por qPCR. T-test, média e desvio padrão. Comparação com o 
grupo controle. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05.  

Em seguida, ao compararmos o perfil de miRNAs no cérebro de animais SJL nascidos 

de mães infectadas com o cérebro de filhotes nascidos de mães não infectadas (Figura 5A), 

observamos que dez miRNAs foram regulados positivamente, sendo eles, let-7d, let-7e, miR-

23a, miR-24, miR-146a, miR-155, miR-196b, miR-291a, miR-295 e miR-467 (Figura 5B), e que 

apenas o miR-32-5p foi regulado negativamente pelo ZIKV (Figura 5C). 
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Figura 5. ZIKV modula o perfil de miRNAs no cérebro de filhotes SJL nascidos de mães infectadas. O 
cérebro dos filhotes nascidos de mães infectadas ou não infectadas, foi coletado e submetido ao 
protocolo para análise miRNAs utilizando o miScript miRNA PCR Array miFinder (Qiagen – Mouse 
MIMM-001Z). A) Volcano Plot, sendo os pontos brancos os inalterados, os pontos vermelhos regulados 
positivamente e os azuis os miRNAs regulados negativamente. B) Tabela dos miRNAs regulados 
positivamente; C) Tabela dos miRNAs regulados negativamente. Linha tracejada preta representa a 
delimitação de Fold Change de 2, e a linha tracejada azul representa p=0,05. Cada placa representa um 
pool das amostras (N=3) de cada um dos três experimentos independentes. 

4.2. Predição dos genes modulados pelos miRNAs regulados pelo ZIKV no cérebro de animais 

nascidos de mães infectadas. 

Tão importante quanto saber quais miRNAs estão sendo regulados pelo ZIKV, é saber 

quais mRNAs esses miRNAs têm como alvo. Para isso, utilizamos a plataforma mirWalk 2.0, 

que realiza a comparação de 3 bancos de dados, o TargetScan, PITA e miRanda, utilizando o 

teste estatístico Bonferroni e considerando os genes estatisticamente modulados quando o 

valor de p < 0.05. O TargetScan foi desenvolvido pelo grupo de Bartel em 2003 e foi o primeiro 

algoritmo criado para predizer alvos de miRNAs em vertebrados e, desde então, o 

aperfeiçoaram, e hoje há novas versões disponíveis para predizer com mais acurácia em 

diversas espécies de acordo com a conservação filogenética e evolutiva113.  Por outro lado, o 

PITA é uma plataforma que faz a predição tendo como parâmetro a energia livre, além disso, 

usa essa energia livre para calcular a acessibilidade ao local de ligação na 3’ UTR. Esta 

estimativa é realizada considerando que o mRNA adota uma estrutura secundária, portanto o 

local ao qual um miRNA específico irá interagir deve ser acessível114. Já o miRanda utiliza como 
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parâmetros a conservação e energia livre e acessível115. Portanto, utilizar uma plataforma que 

compara os resultados desses três reflete em uma predição mais confiável da interação da 

região seed do miRNA, a região de 7 nucleotídeos do miRNA situada na posição 2-7 a partir do 

5’miRNA, com a sequência do mRNA116. O uso destas ferramentas nos mostrou os possíveis 

mRNAs-alvos dos miRNAs modulados. Como sabido, os miRNAs são muito promíscuos, uma 

vez que são compostos de 20-24 nucleotídeos e as chances da região seed dos miRNAs serem 

complementares a diversos mRNAs é muito grande. Portanto, quando realizamos as análises 

de predição, uma lista imensa de dados preditos foi gerada, mas nós demos destaque apenas 

aos mRNAs envolvidos principalmente em resposta imune, neurodesenvolvimento e morte 

celular.  

Interessantemente, entre os genes preditos para modulação pelo miR-32-5p regulado 

negativamente, estão: 1) Ubezw e Usp28, relacionados com via de proteólise mediada por 

ubiquitinas; e 2) Myo1b e Myo10 envolvidas na regulação do citoesqueleto (Tabela 4). 

miRNA Gene Função/Características 
mmu-miR-32-5p Ubezw Ubiquitina 
  Usp28 Ubiquitina 
  Myo1b Miosina estrutural da célula 
  Myo10 Miosina estrutural da célula 
Tabela 5. Genes alvos preditos dos miRNAs regulados negativamente pelo ZIKV no cérebro de filhotes. 

Nossos resultados demonstraram que os miRNAs que foram regulados positivamente 

têm como alvos preditos diversos genes envolvidos em respostas pró-inflamatórias (Tabela 

5). Genes relacionados às citocinas e quimiocinas, como do receptor da IL-4 e IFN-λ, da 

quimiocina CXCL5 e da citocina pró-inflamatória TNF-a são possíveis alvos. Além desses, 

podemos destacar: 1) As MAP quinases, Map2k6 e Mapkapk3; 2) Os genes Bnip2, Bcl2L11 e 

Atg4c que estão envolvidos com a morte celular; 3) Os genes de sinalização celular de 

receptores, como Socs1, Trak2, Irak1, Foxo1, Nfat, Irak4; 4) Repressor da via de sinalização do 

receptor de aril hidrocarboneto, o Ahrr (do inglês – aryl hydrocarbon receptor repressor); e 5) 

genes de crescimento e proteção neuronal, Nav2, Neurod4, Neurod6 e Selt. 

miRNA Gene Função 
mmu-let-7d-5p Nfatc1 Fator de transcrição de linfócitos T ativados 

  Tnfsf15 Citocina pró-inflamatória 
mmu-let-7e-5p Nfatc1 Fator de transcrição de linfócitos T ativados 

  Tnfsf15 Citocina pró-inflamatória 
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mmu-miR-23a-3p Nav2 Crescimento neuronal 
  Map2k6 MAP quinase essencial para diversos processos celulares 

 Bcl2l11 Função anti-autofágica 
mmu-miR-24-3p Bnip2 Proteção da morte celular induzida por vírus 

  Bcl2l11 Função anti-autofágica 
  Atg4c Cisteína necessária para autofagia 
  Selt Proteção de neurônios dopaminérgicos 
   Socs1 Fator de transcrição da via de Interferon 

mmu-miR-155-5p Trak2 Proteína adaptadora para motilidade mitocondrial 
 Socs1 Fator de transcrição da via de Interferon 

mmu-miR-146a-5p Irak1 Sinalização de Receptores semelhantes à Toll 
  Socs1 Fator de transcrição da via de Interferon 

mmu-miR-196b-5p Il4ra Unidade alfa do receptor de IL-4 
  Foxo1 Regulação do ciclo celular 
  Cxcl5 Quimioatrator  

mmu-miR-291a-3p Irak4 Sinalização de Receptores semelhantes à Toll 
 Bcl2l11 Função anti-autofágica 

mmu-miR-295-3p Ifnlr1 Receptor de Interferon Lambida 

 Ahrr Repressor da sinalização do receptor de aril 
hidrocarboneto 

 Neurod6 Pertence à família de fatores de diferenciação neuronal 
 Neurod4 Pertence à família de fatores de diferenciação neuronal 

  Bcl2l11 Função anti-autofágica 
mmu-miR-467c-5p Mapkapk3 MAP quinase  

 Bcl2l11 Função anti-autofágica 

Tabela 6. Genes alvos preditos dos miRNAs regulados positivamente pelo ZIKV no cérebro de filhotes. 
Cores iguais significam miRNAs da mesma família.  

4.3. Avaliação da expressão do mRNA-alvos dos miRNAs regulados pelo ZIKV no cérebro de 

animais nascidos de mães infectadas.  

Em seguida, avaliamos alguns dos mRNA alvos preditos e os separamos em genes 

relacionados à resposta imune, neurodesenvolvimento e morte celular. Ao avaliarmos os 

genes envolvidos na resposta imune observamos que a infecção pelo ZIKV diminuiu a 

expressão de Ahrr, um gene alvo do miR-295 regulado positivamente. Além disso, observamos 

um aumento de Irak1, um alvo predito do miR-146a que também se encontra aumentado, 

portanto, suas expressões não se correlacionam. Todos os outros genes avaliados não 

sofreram alteração pela infecção (Figura 6). 
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Figura 6.  Expressão gênica dos alvos dos miRNAs modulados pelo ZIKV envolvidos na resposta imune 
antiviral no cérebro de filhotes SJL nascidos de mães infectadas. Animais SJL fêmeas prenhes foram 
infectadas via subcutânea com 105 PFU ZIKV em 20 µL de PBS 1X em E15. Os animais controles 
receberam o mesmo volume de PBS pela mesma via de inoculação no mesmo período de gestação. 
Um dia após o nascimento, o cérebro dos filhotes (N=3-4) foi coletado e o mRNA extraído para 
posterior análise de expressão gênica de alvos envolvidos com a resposta imune antiviral. T-test, média 
e desvio padrão. Comparação com o grupo controle. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 

Embora nenhum dos genes avaliados de neurodesenvolvimento tenham sido alterados 

no cérebro total com a infecção pelo ZIKV (Figura 7A), observamos a diminuição da expressão 

do gene anti-autofágico Blcl2l11 que é alvo do miR-295 aumentado pela infecção (Figura 7B). 

 

Figura 7.  Expressão gênica dos alvos dos miRNAs modulados pelo ZIKV relacionados com morte 
celular e neurodesenvolvimento no cérebro de filhotes SJL nascidos de mães infectadas. Animais SJL 
fêmeas prenhes foram infectados via subcutânea com 105 PFU em 20 µL de PBS 1X em E15. Os animais 
controles receberam o mesmo volume de PBS pela mesma via de inoculação no mesmo período de 
gestação. Um dia após o nascimento, o cérebro dos filhotes (N=3-4) foi coletado e seu mRNA extraído 
para posterior análise de expressão gênica de alvos envolvidos com A) neurodesenvolvimento e B) 
morte celular. T-test, média e desvio padrão. Comparação com o grupo controle. Considerado 
estatisticamente diferente p < 0,05. 

4.4. ZIKV aumenta a expressão de miR-295 para diminuir Bcl2l11 e favorecer a autofagia no 

cérebro de filhotes SJL. 

A partir dos resultados do qPCR, nos interessamos em estudar mais sobre a modulação 

do gene Bcl2l11 e sua correlação com o miR-295. Primeiramente confirmamos a capacidade 
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do ZIKV em diminuir a expressão de Bcl2l11 (Figura 8A). A análise in silico utilizando o banco 

de dados microRNA.org mostrou que o miR-295 pode se ligar à 3'UTR de Bcl2l11 mRNA de 

Mus musculus (seed na posição 2-8; Figura 8B). Para confirmar a interação entre miR-

295/Bcl2l11, realizamos o ensaio funcional utilizando miRNAs mimetizadores. Como 

esperado, a administração intracerebroventricular de ZIKV ou do miR-295 mímico aumentou 

a expressão de miR-295 (Figura 8C – direita) e, consequentemente, diminuiu a expressão do 

gene Bcl2l11 in vivo (Figura 8C – esquerda). Em seguida, confirmamos essa interação 

utilizando o construto pmiRGLO contendo a região do sítio de ligação de miR-295 na 3’UTR de 

Bcl2l11 ou contendo mismatch na 3'UTR de Bcl2l11, chamado de mis (Figura 8D). A 

transfecção do construto pmiRGLO 3'UTR Bcl2l11 na presença do miR-295 mímico resultou na 

diminuição da porcentagem de luminescência da luciferase em relação ao scramble, enquanto 

o constructo 3'UTR Bcl2l11 mis não alterou a luminescência na presença do miR-295 mímico 

(Figura 8E). Assim, sugerimos que o ZIKV aumenta a expressão do miR-295 para diminuir a 

expressão de Bcl2l11. 
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Figura 8. ZIKV aumenta o miR-295 para regular negativamente o mRNA Blcl2l11 no cérebro de 
filhotes SJL nascidos de mães infectadas. A) Expressão do gene Bcl2l11 no cérebro de filhotes SJL 
nascidos de mães infectadas. N=7; T-test, média e desvio padrão. Comparação com o grupo controle. 
B) Alinhamento da sequência do miR-295 e seu sítio de ligação na 3’ UTR do gene Bcl2l11 usando o 
banco de dados microRNA.org. C) Expressão gênica de Bcl2l11 e miR-295 no cérebro total dos filhotes 
após administração intracerebroventricular do miR-295 mímico ou de 105 PFU de ZIKV. N=6-5; One-
Way ANOVA, média e desvio padrão. Comparação com o grupo scramble. D) Esquema do construto 
pmiRGLO. Figura criada no BioRender.com. E) HEK-293T foram transfectadas com pmiRGLO vazio, com 
o sítio de ligação do miR-295 no 3’UTR do gene Bcl2l11 (esquerda), ou com o sítio de ligação do miR-
295 no 3’UTR do gene Bcl2l11 com alterações (direita), na presença do miR-295 mímico. Os lisados de 
células foram analisados quanto à atividade de luciferase. Os valores de firefly luciferase foram 
primeiramente normalizados por renilla luciferase, e então normalizados pelos valores obtidos com 
células transfectadas com o constructo pmiRGLO vazio. N=5; T-test, média e desvio padrão. 
Comparação com o grupo scramble. Representativo de três experimentos independentes. 
Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 

4.5. A infecção pelo ZIKV estimula autofagia mediada pelas interações mRNA/miRNAs.  

Posteriormente, realizamos o sequenciamento de RNA (RNA-seq) do cérebro de 

filhotes nascidos de mães SJL infectadas ou não um dia após o nascimento (Bioproject NCBI – 

PRJNA894820). Dessa forma, procuramos genes regulados negativamente pela infecção por 

ZIKV que eram alvos putativos dos miRNAs aumentados, com foco nas vias de autofagia 

(Figura 5A-B, 9A). Realizamos a predição utilizando a plataforma miRWalk 2.0, utilizando o 

teste estatístico de Bonferroni e considerando os genes modulados estatisticamente com p 

<0,05. Curiosamente, vários mRNAs regulados negativamente pela infecção por ZIKV estão 

relacionados à regulação negativa da autofagia e os mesmos são alvos preditos dos miRNAs 

regulados positivamente (Figura 9A). Mostramos também a modulação de vias relacionadas 

à morte celular, incluindo apoptose e autofagia (Figura 9B). Além disso, o RNA-seq mostrou o 

aumento de genes envolvidos na regulação positiva da autofagia, como genes da família dos 

motivos tripartidos (TRIM - do inglês, tripartite motif), Igtp, Tlr2, Scoc, Irgm1, Hspb8, Hpse e 

Plekhf1. Por outro lado, observamos uma supressão de genes relacionados à regulação 

negativa da autofagia, incluindo Bcl2l11 (Figura 9C-D). Curiosamente, Bcl2l11 também pode 

ser regulado por miR-23a, miR-291a, miR-295 e miR-467 (Figura 9A). Assim, podemos sugerir 

que o ZIKV desregula a rede de miRNAs para, consequentemente, estimular as vias de 

autofagia no cérebro dos filhotes SJL nascidos de mães infectadas pelo ZIKV.  
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Figura 9. ZIKV modula o perfil de miRNAs para estimular a autofagia no cérebro de filhotes SJL 
nascidos de mães infectadas. A) Interactoma dos miRNAs regulados positivamente e seus mRNAs 
alvos preditos regulados negativamente e relacionados à regulação negativa da autofagia no 
sequenciamento de RNA do cérebro de filhotes SJL nascidos de mães infectadas. B) Bubble plot, C) 
Heat-map, e D) Volcano plot do sequenciamento de RNA do cérebro de filhotes SJL nascidos de mães 
não infectadas ou infectadas com ZIKV. 

4.6. Padronização do cultivo de astrócitos primários de neonatos murinos e a capacidade do 

ZIKV infectá-los.  

Como dito anteriormente, os astrócitos são uma população muito abundante no SNC 

e, curiosamente, são mais suscetíveis à infecção pelo ZIKV, pois toleram cargas virais mais 

altas, sofrem menos morte celular e são usados para replicação viral53,117. Além disso, os 

A)

C)

B)

D)



Polonio CM, 2022 

 58 

astrócitos são suporte energético para as NPCs e neurônios durante a neurogênese50,51. Dessa 

forma, decidimos avaliar os astrócitos durante a infecção pelo ZIKV, uma vez que apostamos 

que os mesmos exerçam um papel fundamental durante o desenvolvimento da microcefalia.  

Por conseguinte, padronizamos o cultivo de astrócitos a partir da cultura mista 

primária utilizando cérebro de animais SJL de 1 a 3 dias de vida. Para tanto, retiramos a 

meninge e o cerebelo do cérebro dos neonatos, processamos o tecido restante e cultivamos 

por aproximadamente 15 dias conforme descrito nos materiais e métodos. Posteriormente, 

realizamos a separação de astrócitos e micróglia e demonstramos o enriquecimento da 

cultura de astrócitos por imunofluorescência (Figura 10) marcando os astrócitos com anti-

GFAP em vermelho e a micróglia com lectina de tomate em verde.  

Figura 10. Pureza da cultura de astrócitos primários de neonatos de SJL. A partir do cérebro de 
neonatos de SJL com no máximo 3 dias de vida, realizamos a cultura mista de astrócitos e micróglia. 
Após 15 dias de cultivo os astrócitos foram separados da micróglia e observamos a pureza da cultura 
por imunofluorescência marcando astrócitos em vermelho (anti-GFAP), a microglia em verde (Lectina 
de tomate), DAPI em azul e o merge das imagens. Fotos no aumento de 20X.  

Ao realizarmos a infecção dos astrócitos enriquecidos, demonstramos que o ZIKV não 

é capaz de alterar a morfologia dos astrócitos (Figura 11A), embora seja capaz de infectá-los, 

uma vez que observados a presença de RNA viral (Figura 11B), partículas virais infectantes 

(Figura 11C) e presença do envelope viral (Figura 11D). 
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Figura 11. ZIKV é capaz de infectar astrócitos primários de neonatos de SJL. A partir do cérebro de 
neonatos de SJL com no máximo 3 dias de vida, realizamos a cultura mista de astrócitos e micróglia. 
Após 15 dias de cultivo os astrócitos foram separados da micróglia e A) infectados ou não com ZIKV 
(MOI=1). Após 72h da infecção, os astrócitos B) tiveram seu RNA extraído para análise do número de 
cópias virais por qPCR (N=12) e C) com o sobrenadante foi realizado PFU (N=24). T-test, media e desvio 
padrão. Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. Em D) foi comprovada a 
infecção pelo ZIKV por imunofluorescência (N=3), fotos no aumento de 20X.  

4.7. ZIKV é capaz de modular o perfil de miRNAs para favorecer a autofagia em astrócitos 
primários de neonatos de SJL. 

Ao compararmos o perfil de miRNAs nos astrócitos primários de neonatos de SJL 

infectados ou não com ZIKV (Figura 12A), observamos dois miRNAs regulados positivamente 
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pelo ZIKV, sendo eles, o miR-295 e o miR-302d (Figura 12B). O aumento da expressão desses 

dois miRNAs foi confirmada por qPCR (Figura 12C). 

 

Figura 12. miRNAs regulados pelo ZIKV em astrócitos primários de neonatos de SJL. A partir do 
cérebro de neonatos de SJL com no máximo 3 dias de vida, realizamos a cultura mista de astrócitos e 
micróglia. Após 15 dias de cultivo os astrócitos foram separados da micróglia e infectados (MOI=1, 
N=3). Após 72h de infecção, os astrócitos foram coletados e submetidos ao protocolo para análise 
miRNAs utilizando o miScript miRNA PCR Array miFinder (Qiagen – Mouse MIMM-001Z). A) Volcano 
Plot, sendo os pontos brancos os inalterados e os pontos em vermelho regulados positivamente. B) 
Tabela dos miRNAs regulados positivamente. Cada placa representa um pool das amostras (N=3) de 
cada experimento independente. Linha tracejada preta representa a delimitação de Fold Change de 2, 
e a linha tracejada azul representa p=0,05. C) Os astrócitos murinos de SJL infectados ou não com ZIKV 
(MOI=1). Após 72h de infecção, os astrócitos foram coletados e seu mRNA extraído para validação por 
qPCR da expressão dos miR-295 (em cima) e miR-302d (embaixo). N=7-8. T-test, média e desvio 
padrão. Comparação com o grupo controle. Representativo de três experimentos independentes. 
Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 

Como visto no cérebro dos filhotes nascidos de mães infectadas, observamos um 

aumento do miR-295 e por ter já sido demonstrado que a infecção por ZIKV aumenta a 

expressão de LC3-II em astrócitos, indicando ativação da via de autofagia118, decidimos avaliar 

a interação de miR-295 e Bcl2l11 em astrócitos. Após 72 h de infecção, o ZIKV diminuiu a 

expressão gênica de Bcl2l11 (Figura 13A), enquanto aumentou a expressão do miR-295 (Figura 

12C) em astrócitos in vitro. Em seguida, realizamos ensaios funcionais para comprovar a 

interação miR-295 e Bcl2l11 em astrócitos. Dessa forma, observamos que o inibidor de miR-

295 diminuiu, enquanto o miR-295 mímico aumentou sua expressão em astrócitos infectados 
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ou não infectados, validando o ensaio (Figura 13B-C - direita). Por outro lado, o inibidor de 

miR-295 aumentou (Figura 13C - esquerda), enquanto o miR-295 mímico diminuiu a 

expressão de Bcl2l11 (Figura 13B - esquerda).  

  
Figura 13. ZIKV aumenta miR-295 para regular negativamente o mRNA Blcl2l11 em astrócitos 
primários de neonatos de SJL. Os astrócitos murinos de SJL infectados ou não com ZIKV 
(MOI=1). Após 72h de infecção, os astrócitos foram coletados e seu mRNA extraído para 
posterior análise de expressão gênica de A) Bcl2l11. N=7; T-test, média e desvio padrão. 
Comparação com o grupo controle. Expressão dos genes Bcl2l11 (esquerda) e miR-295 (direita) 
em astrócitos, na presença do B) miR-295 mímico e C) miR-295 inibidor. N=5-9; One-Way 
ANOVA ou Two-way ANOVA, média e desvio padrão. Comparação com o grupo scramble. 
Representativo de três experimentos independentes. Considerado estatisticamente diferente 
p < 0,05. 

Juntos, esses dados evidenciam a capacidade do ZIKV em aumentar o miR-295 para 

limitar a expressão de Bcl2l11 em astrócitos in vitro e no cérebro total de filhotes. Dessa forma, 

sugerimos que o ZIKV desregula o perfil de miRNAs para consequentemente estimular a 

autofagia (Figura 14). 

 

Figura 14. ZIKV aumenta miR-295 para regular negativamente o mRNA Blcl2l11 durante sua 
transmissão vertical e em astrócitos de camundongos SJL. Figura criada no BioRender.com 
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4.8. Predição dos genes modulados pelos miRNAs regulados pelo ZIKV em astrócitos 

primários de neonatos de SJL. 

Apesar de termos demonstrado a interação entre o miR-295 e o gene Bcl2l11, o miR-

295 e o miR-302d também possuem outros alvos interessantes. Com isso, novamente 

utilizamos de ferramentas computacionais para predizer os alvos dos miRNAs regulados que 

estejam relacionados com a resposta imune e neurodesenvolvimento. 

Nossos resultados demonstraram que os miRNAs que foram regulados positivamente 

têm como alvos preditos diversos genes envolvidos em respostas pró-inflamatórias (Tabela 

6). Genes relacionados às citocinas, como do receptor da IFN-λ e o indutor da citocina TNF-α 

(Tnfaip8) são possíveis alvos. Além desses, podemos destacar: 1) As MAP quinases, como, a 

Mapk9; 2) Os genes de sinalização celular e fatores de transcrição, como Nfatc1, Nfatc3, Irf2 

e Ilf3; 3) Genes de diferenciação neuronal, como, Neurod4 e Neurod6; 4) o repressor da 

sinalização do receptor de aril hidrocarboneto (Ahrr); e 5) o Bcl2l11, como demonstrado 

anteriormente. 

miRNA Gene Função/Características 
  Ahrr Repressor da sinalização do receptor de aril hidrocarboneto 
 Neurod6 Pertence à família de fatores de diferenciação neuronal 
 Neurod4 Pertence à família de fatores de diferenciação neuronal 

 Bcl2l11 Função anti-autofágica 
  Ifnlr1 Receptor de Interferon Lambda 

mmu-miR-
295-3p Mapk9 

MAP quinase envolvida em vários processos celulares, como 
proliferação, diferenciação, regulação da transcrição e 

desenvolvimento  
  Tnfaip8 Indutor da citocina TNF-α 
  Nfatc1 Fator de transcrição de linfócitos T ativados 
  Ahrr Repressor da sinalização do receptor de aril hidrocarboneto 
  Neurod6 Pertence à família de fatores de diferenciação neuronal 
  Neurod4 Pertence à família de fatores de diferenciação neuronal 

mmu-miR-
302d-3p Bcl2l11 Função anti-autofágica 

  Nfatc3 Fator de transcrição de linfócitos T ativados 
  Irf2 Fator de transcrição da regulação interferon  
  Ilf3 Regulação pós-transcricional da expressão gênica 

Tabela 7. Genes alvos preditos dos miRNAs regulados positivamente pelo ZIKV em astrócitos primários 
de neonatos de SJL. 
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4.9. Avaliação da expressão do mRNA alvos dos miRNAs regulados pelo ZIKV em astrócitos 

primários de neonatos de SJL. 

Em seguida avaliamos a expressão dos mRNA alvos preditos dos miRNAs regulados e 

separamos em genes relacionados a resposta imune e neurodesenvolvimento. Ao avaliarmos 

os genes envolvidos na resposta imune, observamos que o miR-295 e miR-302d, que estão 

regulados positivamente, tem como alvo o Ahrr, o qual teve sua expressão diminuída nos 

astrócitos infectados com ZIKV, enquanto todos os outros genes avaliados não sofreram 

alteração (Figura 15). 

  
Figura 15.  Expressão gênica dos alvos dos miRNAs modulados pelo ZIKV envolvidos na resposta 
imune antiviral em astrócitos primários de neonatos de SJL. Os astrócitos murinos de SJL infectados 
ou não com ZIKV (MOI=1). Após 72h de infecção, os astrócitos foram coletados e seu mRNA extraído 
para posterior análise de expressão gênica de alvos envolvidos com a resposta imune antiviral (N=3-
4). T-test, média e desvio padrão. Comparação com o grupo controle. Considerado estatisticamente 
diferente p < 0,05. 

Quando nos atentamos aos genes envolvidos com o neurodesenvolvimento, 

observamos a diminuição significativa de Neurod4 e Neurod6, que são moléculas produzidas 

pelos astrócitos para auxiliar na neurogênese e diferenciação neuronal119,120, enquanto que 

não houve alteração na expressão de Nav2 (Figura 16). Portanto, os genes Ahrr, Neurod4 e 

Neurod6 são alterados pelo ZIKV em astrócitos de SJL. 

 
Figura 16.  Expressão gênica dos alvos dos miRNAs modulados pelo ZIKV relacionados com 
neurodesenvolvimento em astrócitos primários de neonatos de SJL. Os astrócitos murinos de SJL 
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infectados ou não com ZIKV (MOI=1). Após 72h de infecção, os astrócitos foram coletados e seu mRNA 
extraído para posterior análise de expressão gênica de alvos envolvidos com o neurodesenvolvimento 
(N=3-4). T-test, média e desvio padrão. Comparação com o grupo controle. Considerado 
estatisticamente diferente p < 0,05. 

4.10. ZIKV aumenta a expressão de miR-295 e miR-302d para reprimir Ahrr e estimular a 

via de AHR. 

Como demonstrado anteriormente, o gene Ahrr teve sua expressão diminuída tanto 

no cérebro dos filhotes nascidos de mães infectadas (Figura 6), quanto nos astrócitos de SJL 

(Figura 15). É importante citar que o Ahrr é um gene alvo do miR-295 aumentado no cérebro 

total e em astrócitos, e também do miR-302d, aumentado nos astrócitos. Dessa forma, 

realizamos ensaios funcionais para comprovar a interação entre miR-295/miR-302d com o 

mRNA de Ahrr e, assim, investigar sua importância na patogênese da microcefalia causada 

pelo ZIKV.  

Primeiramente confirmamos que o ZIKV é capaz de diminuir a expressão do gene Ahrr 

in vitro (Figura 15, 17A) e in vivo (Figura 6). Ao utilizarmos os inibidores dos miR-295 e miR-

302d esse efeito foi revertido e não observamos mais essa diferença entre o grupo controle e 

o ZIKV tanto para o gene Ahrr (Figura 17A) quanto para a proteína AhRR avaliada pela média 

de intensidade de fluorescência (MFI) por citometria de fluxo em astrócitos infectados com 

ZIKV in vitro (Figura 17B-C). Além disso, ao compararmos o scramble com o grupo dos miRNAs 

inibidos durante a infecção pelo ZIKV, observamos um aumento da expressão do Ahrr (Figura 

17A). A análise in silico utilizando o banco de dados microRNA.org mostrou que o miR-295 e 

o miR-302d podem se ligar à 3'UTR de Ahrr mRNA de Mus musculus (Figura 17D).  

 
Figura 17. Os miR-295 e miR-302d inibidores aumentam a expressão do mRNA Ahrr em astrócitos 
primários de neonatos de SJL. Os astrócitos de SJL foram semeados para realização da transfecção do 
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miR-295 ou miR-302d inibidor. Após 24h, as células foram infectadas ou não com ZIKV (MOI=1, N=7-9) 
durante 72h. Em seguida, foi avaliada a A) expressão gênica (N=7-9), B) MFI (N=3) e C) histograma de 
AhRR. D) Região seed de ligação do AhRR com miR-295 e miR-302d. Comparação com o grupo controle 
scramble. Two-way ANOVA, média e desvio padrão. Representativo de três experimentos 
independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 

A inibição dos miRNAs foi validada por qPCR, uma vez que diminui a expressão dos 

miR-295 (Figura 18A) e miR-302d (Figura 18B) com o uso dos inibidores na ausência ou 

presença da infecção pelo ZIKV.  

 
Figura 18. Validação da inibição dos miRNAs. Os astrócitos de SJL foram semeados para realização da 
transfecção dos miRNAs inibidores A) miR-295 e B) miR-302d. Após 24h, as células foram infectadas 
ou não com ZIKV (MOI=1, N=8-9) durante 72h. Em seguida foram coletadas e tiveram seu o mRNA 
extraído para posterior confirmação da diminuição da expressão dos miR-295 e miR-302. Os dados 
foram normalizados com o miRNA endógeno SNORD68 e comparados com o grupo scramble. T test, 
média e desvio padrão. Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. Considerado 
estatisticamente diferente p < 0,05. 

Como esperado, quando utilizamos os miRNAs mímicos ou infectamos com ZIKV, 

observamos a diminuição da expressão de Ahrr, tanto in vitro (Figura 19A), quanto in vivo 

(Figura 19B).  
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Figura 19. Os miR-295 e miR-302d mímicos diminuem a expressão do mRNA Ahrr. Expressão gênica 
do Ahrr após uso dos miRNAs mímicos A) in vitro (N=12) e B) in vivo (N=11) ou após infecção pelo ZIKV. 
In vitro MOI=1 e in vivo 105 PFU intracerebroventricular. Comparação com o grupo scramble. One-Way 
ANOVA, média e desvio padrão. Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. 
Considerado estatisticamente diferente p < 0,05.  

A mimetização dos miRNAs foi validada por qPCR, uma vez que aumentou a expressão 

dos miR-295 (Figura 20A) e miR-302d (Figura 20B). 

 
Figura 20. Validação do uso dos miRNAs mímicos. Expressão gênica dos miR-295 e miR-302d após uso 
dos miRNAs mímicos A) in vitro (N=12) e B) in vivo (N=11) ou após infecção pelo ZIKV. In vitro MOI=1 e 
in vivo 105 PFU intracerebroventricular. Comparação com o grupo scramble. One-Way ANOVA, média 
e desvio padrão. Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. Considerado 
estatisticamente diferente p < 0,05. 

Curiosamente, o cluster miR-290-295 compartilha a mesma sequência seed do cluster 

miR-302-367121. Portanto, o sítio de ligação do miR-295 e do miR-302d no gene Ahrr é o 

mesmo (Figura 17D). Dessa forma, confirmamos a interação miRNA-mRNA utilizando o 
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construto pmiRGLO contendo a região do sítio de ligação de miR-295/miR-302d na 3’UTR de 

Ahrr ou contendo mismatch na 3'UTR de Ahrr (Figura 21A). A transfecção do construto 

pmiRGLO 3'UTR Ahrr na presença do miR-295 ou miR-302d mímico resultou na diminuição da 

porcentagem de luminescência da luciferase em relação ao scramble, enquanto o constructo 

3'UTR Ahrr mis não alterou a luminescência na presença do miR-295 ou miR-302d mímico 

(Figura 21B). 

 
Figura 21. Os miR-295 e miR-302 regulam negativamente o mRNA Ahrr. A) Esquema do construto 
pmiRGLO. Figura criada no BioRender.com. B) HEK-293T foram transfectadas com pmiRGLO vazio, com 
o sítio de ligação do miR-295 ou miR-302d no 3’UTR do gene Ahrr (esquerda), ou com o sítio de ligação 
do miR-295 e miR-302d no 3’UTR do gene Ahrr com alterações (direita), na presença dos miRNAs 
mímico. Os lisados de células foram analisados quanto à atividade de luciferase. Os valores de firefly 
luciferase foram primeiramente normalizados por renilla luciferase, e então normalizados pelos 
valores obtidos com células transfectadas com o constructo pmiRGLO vazio. N=10-12; One-Way 
ANOVA, média e desvio padrão. Comparação com o grupo scramble. Gráficos representam a junção 
de 3 experimentos independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 

O AHR é membro da superfamília de fatores de transcrição Pern-Arnt-Sim (PAS) que é 

ativado por pequenas moléculas que são fornecidas pela dieta, microorganismos, 

metabolismo e poluentes. Em resposta a ativação por um ligante, o AHR transloca-se do 

citoplasma para o núcleo e se dimeriza com a molécula ARNT, onde juntos irão controlar a 

transcrição de uma ampla variedade de genes, incluindo Cyp1a1 e Cyp1b1. A molécula AhRR 

é capaz de dimerizar com o ARNT e impedir que o mesmo se ligue ao AHR, reprimindo essa 

sinalização (Figura 22A)122. Dessa forma, decidimos avaliar a expressão dos genes Ahr e Arnt. 

Nós observamos que a inibição dos miR-295 e miR-302d levou ao aumento do Ahrr que, 

consequentemente diminuiu a expressão de Arnt e Ahr (Figura 22B). Curiosamente, a inibição 

desses miRNAs levou a diminuição do número de cópias virais do ZIKV (Figura 22C).  
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Figura 22. Os miR-295 e miR-302d inibidores diminuem a ativação de AHR em astrócitos primários 
de neonatos de SJL. A) Via de sinalização do AhR e bloqueio da mesma por AhRR122. Análise da 
expressão gênica de B) Ahr, Arnt e C) cópias virais do ZIKV por qPCR após 72 h de infecção e uso dos 
inibidores dos miR-295 ou miR-302d ou scramble (N=6-12). Comparação com o grupo scramble 
infectado. One-Way ANOVA, média e desvio. Gráficos representam a junção de 3 experimentos 
independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 

Portanto, podemos sugerir que ZIKV aumenta a expressão dos miR-295 e miR-302d 

levando a diminuição do Ahrr e, consequentemente, ao aumento da expressão de Arnt e Ahr 

para favorecer sua replicação viral. Sabendo que o ZIKV induz o aumento de AHR, decidimos 

avaliar se a inibição de AHR fornecia proteção durante sua transmissão vertical causada pela 

infecção com ZIKV. Para tanto, tratamos ou não fêmeas SJL prenhes a partir de E13 até E19 

com o inibidor de AHR, conhecido como HP163, por gavagem a cada 12 h. Em E14 infectamos 

as fêmeas prenhes com 103 PFU por via subcutânea e analisamos os fetos em E19 (Figura 23A). 

Nós pudemos observar que a inibição do AHR foi capaz de prevenir a perda de peso e permitir 

que medidas como, comprimento do corpo, comprimento e altura da cabeça e distância 

biparietal dos neonatos fossem semelhantes aos animais não infectados (Figura 23E).  

Ademais, observamos que o tratamento com HP163 foi capaz de diminuir o ventrículo 

cerebral dos fetos e aumentar sua camada cortical (Figura 23B), além de aumentar o tamanho 

total do cérebro (Figura 23C). O tratamento também diminuiu o número de cópias virais no 

baço, cérebro, olhos e placenta (Figura 23D). Sendo assim, conseguimos mostrar que a 
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inibição do AHR é capaz de diminuir a infecção vertical e replicação do ZIKV, o que pode 

alicerçar, principalmente, em futuros estudos com foco em intervenção terapêutica. 

 
Figura 23. A inibição do AHR reduz a patologia causada pela infecção do ZIKV em neonatos nascidos 
de mães infectadas. A) SJL prenhes foram tratadas ou não com HP163 (50 mg/kg) duas vezes por dia 
do E13-E19. Em E14 as fêmeas foram infectadas ou não com 103 PFU de ZIKV. Em E19 os animais foram 
eutanasiados e os fetos analisados. Figura criada no BioRender.com B) Histologia do cérebro dos 
neonatos: ZIKV (painel da esquerda) e ZIKV + HP163 (painel da direita). C) Figura representativa dos 
cérebros dos filhotes. D) Cópias virais para o genoma do ZIKV no baço, cérebro, olhos e placenta de 
neonatos nascidos de mães infectadas e previamente tratadas ou não com HP163. E) Medidas da 
cabeça e do corpo dos neonatos nascidos de mães infectadas e previamente tratadas ou não com 
HP163. (N=5-8). Comparação com o grupo mock. One-Way ANOVA, média e desvio. Representativo de 
três experimentos independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. ✟ morte fetal. 

4.11. ZIKV aumenta a expressão de miR-295 e miR-302d para diminuir os genes Neurod4 e 

Neurod6 e, consequentemente, o neurodesenvolvimento. 

Nossos resultados também demonstraram que os miR-295 e miR-302d podem inibir 

fatores de diferenciação neuronal, como NeuroD4 e NeuroD6, moléculas que são produzidas 

pelos astrócitos para induzir reprogramação neuronal119 e que regulam a atividade pro neural 
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e, consequentemente, estimulam a neurogênese120. Sendo assim, a ausência dessas 

moléculas auxilia no desenvolvimento das lesões observadas durante a infecção pelo ZIKV.  

Embora a expressão gênica de Neurod4 e Neurod6 não se altere no cérebro total de 

filhotes nascidos de mães infectadas (Figura 7A), sua expressão foi drasticamente diminuída 

pela infecção com ZIKV em astrócitos primários de neonatos de SJL (Figura 16). Dessa forma, 

decidimos avaliar a interação entre os miR-295/miR-302d com os genes Neurod4 e Neurod6 

que também possuem a mesma sequência seed.  

Primeiramente, as análises in silico utilizando o banco de dados microRNA.org mostrou 

que os miR-295 e miR-302d podem se ligar à região 3'UTR de Neurod4 (Figura 24A) e Neurod6 

(Figura 24B) do mRNA de Mus musculus. Em seguida, confirmamos que o ZIKV é capaz de 

diminuir a expressão desses genes in vitro (Figura 24C-D). Ao utilizarmos os inibidores dos 

miR-295 e miR-302d esse efeito foi revertido e não observamos mais essa diferença entre o 

grupo controle e o ZIKV (Figura 24C-D). Além disso, ao compararmos o scramble com o grupo 

dos miRNAs inibidos durante a infecção pelo ZIKV, observamos um aumento da expressão de 

Neurod4 (Figura 24C) e NeuroD6 (Figura 24D). A inibição dos miRNAs já havia sido confirmada 

anteriormente (Figura 18A-B). 

 
Figura 24. Os miR-295 e miR-302d inibidores aumentam a expressão dos mRNAs Neurod4 e Neurod6 
em astrócitos primários de neonatos de SJL. Região seed de ligação do A) Neurod4 e B) Neurod6 com 
miR-295 e miR-302d. Os astrócitos de SJL foram semeados para realização da transfecção do miR-295 
ou miR-302d inibidor. Após 24h, as células foram infectadas ou não com ZIKV (MOI=1, N=7-9) durante 
72h. Em seguida, foi avaliada a expressão gênica de C) Neurod4 e D) Neurod6 (N=7-9) Comparação 
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com o grupo controle scramble. Two-way ANOVA, média e desvio padrão. Gráficos representam a 
junção de 3 experimentos independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 

Por sua vez, o uso dos miRNAs mímicos ou a infecção pelo ZIKV foi capaz de diminuir a 

da expressão de Neurod4 e Neurod6, tanto in vitro (Figura 25A), quanto in vivo (Figura 25B). 

A validação do ensaio com os miRNAs mímicos também já havia sido confirmada (Figura 20A-

B).  

 
Figura 25. Os miR-295 e miR-302d mímicos diminuem a expressão dos mRNAs Neurod4 e Neurod6. 
Expressão gênica do Neurod4 e Neurod6 após uso dos miRNAs mímicos A) in vitro (N=10-12) e B) in 
vivo (N=11) ou após infecção pelo ZIKV. In vitro MOI=1 e in vivo 105 PFU intracerebroventricular. 
Comparação com o grupo scramble. One-Way ANOVA, média e desvio padrão. Gráficos representam 
a junção de 3 experimentos independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05.  

Como dito anteriormente, o sítio de ligação do miR-295 e do miR-302d no gene 

Neurod4 (Figura 24A) e no Neurod6 (Figura 24B) é o mesmo. Dessa forma, confirmamos essa 

interação utilizando o construto pmiRGLO contendo a região do sítio de ligação de miR-

295/miR-302d na região 3’UTR de Neurod4 ou Neurod6, ou contendo mismatch na 3'UTR de 

Neurod4 ou Neurod6 (Figura 26A). A transfecção do construto pmiRGLO 3'UTR Neurod4 e o 

Neurod6 na presença do miR-295 ou miR-302d mímico resultou na diminuição da 

porcentagem de luminescência da luciferase em relação ao scramble (Figura 26B-C - 

esquerda), enquanto o constructo 3'UTR Neurod4 mis e o Neurod6 mis não alteraram a 

luminescência na presença do miR-295 ou miR-302d mímico (Figura 26B-C - direita). Assim, 

confirmamos que o ZIKV utiliza também os miR-295 e miR-302d para diminuir genes 

envolvidos com o neurodesenvolvimento, auxiliando nas lesões observadas durante a 

transmissão vertical do ZIKV. 
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Figura 26. Os miR-295 e miR-302 regulam negativamente os mRNAs Neurod4 e Neurod6. A) Esquema 
do construto pmiRGLO. Figura criada no BioRender.com. HEK-293T foram transfectadas com pmiRGLO 
vazio, com o sítio de ligação do miR-295 ou miR-302d na região B) 3’UTR do gene Neurod4 ou C) 
Neurod6 (esquerda), ou com o sítio de ligação do miR-295 e miR-302d no B) 3’UTR do gene Neurod4 
ou C) Neurod6 com alterações (direita), na presença dos miRNAs mímicos. Os lisados de células foram 
analisados quanto à atividade de luciferase. Os valores de firefly luciferase foram primeiramente 
normalizados por renilla luciferase, e então normalizados pelos valores obtidos com células 
transfectadas com o constructo pmiRGLO vazio. N=10-12; One-Way ANOVA, média e desvio padrão. 
Comparação com o grupo scramble. Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. 
Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 

4.12. ZIKV promove a transcrição de Nlrp12 e Larp7 e, consequentemente, dos miR-295 e 

miR-302, respectivamente. 

Utilizando a plataforma NCBI, descobrimos que a família do miR-295 é codificada na 

fita antisense na posição referente ao último íntron do gene Nlrp12123 (Figura 27A), enquanto 

que a família do miR-302d é codificado na fita antisense na posição referente do íntron 3 do 

gene Larp7124 (Figura 27B). Portanto, quando os genes Nlrp12 e Larp7 são transcritos, 

consequentemente os miR-295 e miR-302d também serão, respectivamente. E, como dito 

anteriormente, resumidamente os miRNAs são processados em pri-miRNA por DROSHA, em 
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pre-miRNA por DICER e em miRNA maduro, o qual regulam a expressão de mRNAs89. Sabendo 

disso, decidimos avaliar também os níveis de expressão de premiR-295 e premiR-302d. Nós 

observamos que após 72 h de infecção pelo ZIKV, houve um aumento da transcrição dos genes 

Nlrp12 e Larp7 e, consequentemente, dos premiR-295 e premiR-302d (Figura 27C). 

 

Figura 27. ZIKV promove a transcrição de Nlrp12 e Larp7, e consequentemente dos miR-295 e miR-
302d em astrócitos primários de neonatos de SJL. A) Posição do miR-295 no gene Nlrp12. B) Posição 
do miR-302d no gene Larp7. Figuras criadas pelo BioRender.com. Os astrócitos murinos de SJL foram 
infectados ou não com ZIKV (MOI=1). Após 72h de infecção, analisamos a expressão gênica de C) 
Nlrp12, premiR-295, Larp7 e premiR-302d. T-test, média e desvio padrão. Comparação com o grupo 
controle. Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. Considerado 
estatisticamente diferente p < 0,05.  

De forma interessante, o miR-295 faz parte do cluster dos miR-290-295, que está 

localizado dentro do gene de Nlrp12, o qual é altamente conservado entre espécies, sendo 

homólogo ao cluster miR-371-373 humano125 (Figura 28A). Já o miR-302d faz parte do cluster 

miR-302-367, e também altamente conversado entre os vertebrados126 (Figura 28B). Sendo 

assim, decidimos avaliar outros miRNAs pertencentes ao cluster miR-290-295 e ao miR-302-

367. Para tanto, avaliamos a expressão do premiR-294 e do miR-294 maduro, o qual faz parte 

do cluster miR-290-295 (Figura 28A), e a expressão do premiR-302b e do miR-302b maduro, o 

qual faz parte do cluster miR-302-367 (Figura 28B). Não observamos diferença na transcrição 

desses miRNAs, sugerindo que haja algum mecanismo de regulação que faça com que apenas 

os miR-295 e miR-302b sejam aumentados durante a infecção (Figura 28A-B).  

Portanto, identificamos que o miR-295 é transcrito juntamente com o gene Nlrp12 e o 

miR-302b com o gene Larp7, enquanto que os outros miRNAs pertencentes de seus clusters 

sofrem regulação e não aumentam com a infecção pelo ZIKV. 
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Figura 28. ZIKV promove a transcrição de Nlrp12 e Larp7, mas não dos miRNAs da mesma família dos 
miR-295 e miR-302d em astrócitos primários de neonatos de SJL. Os astrócitos murinos de SJL foram 
infectados ou não com ZIKV (MOI=1). Após 72h de infecção, analisamos a expressão gênica de A) 
premiR-294 e miR-294, pertencente à mesma família do miR-295, e do B) premiR-302b e miR-302b, 
pertencente à mesma família do miR-302d. (N=12). T-test, média e desvio padrão. Comparação com o 
grupo controle. Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. Considerado 
estatisticamente diferente p < 0,05. Figuras criadas pelo BioRender.com. 

4.13. ZIKV induz a expressão de C/EBPb e p65 para promover a transcrição de Nlrp12 e Larp7 

e, consequentemente, aumentar os níveis de miR-295 e miR-302d.  

Nosso próximo passo foi avaliar como o ZIKV estaria induzindo a transcrição dos genes 

Nlrp12 e Larp7. Para isso, utilizamos a plataforma “Signaling Pathways” e descobrimos que o 

fator de transcrição em comum entre os dois genes é o C/EBPb (CCAAT Enhancer Binding 

Protein) (Figura 29A). Dessa forma, observamos que o ZIKV foi capaz de induzir a expressão 

de Cebpb (Figura 29B) e de seu recrutamento para o promotor dos genes Nlrp12 e Larp7 após 

72 h de infecção pelo ZIKV (Figura 29C), avaliado por ensaio de ChIP (Chromatin 

immunopreciptation).  
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Figura 29. ZIKV promove a ativação de C/EBPb para transcrever Nlrp12 e Larp7, e consequentemente 
os miR-295 e miR-302d em astrócitos primários de neonatos de SJL. A) Esquema demonstrando que 
o fator de transcrição C/EBPb interage com os promotores dos genes Nlrp12 e Larp7. Figura criada no 
BioRender.com. Análise da B) expressão gênica de Cebpb (N=12) e C) imunopreciptação da cromatina 
(ChIP) de Cebpb para avaliar seus sítios de ligação nos promotores dos genes Nlrp12 e Larp7 (N=4). T-
test, média e desvio padrão. Comparação com o grupo controle. Gráficos representam a junção de 3 
experimentos independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 

Curiosamente, é sabido que o C/EBPb e a subunidade p65 do NF-kB agem em 

sinergismo, e utilizando a plataforma “Signaling Pathways” descobrimos que o fator de 

transcrição p65também é capaz de levar à transcrição de Larp7 (Figura 30A). Sendo assim, 

observamos que o ZIKV foi capaz de aumentar a proteína p65 total (Figura 30C), sua expressão 

gênica (gene conhecido como RelA) e de genes dependentes da sua ativação, como Il1b, Il6, 

Il12 e Tnfa (Figure 30B). Além disso, observamos que o ZIKV induz o recrutamento de p65 para 

o promotor do gene Larp7 (Figura 30D). 
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Figura 30. ZIKV promove a ativação de NF-kB para transcrever Larp7, e consequentemente o miR-
302d em astrócitos primários de neonatos de SJL. A) Esquema demonstrando que o fator de 
transcrição NF-kB interage com o promotor do gene Larp7. Figura criada no BioRender.com. Análise 
da B) expressão gênica de Rela e dos genes transcritos pela ativação de NF-kB: Il1b, Il6, Il12 e Tnfa 
(N=12). C) Análise da expressão proteica de p65 total por WB 24h, 48h e 72h pós infecção (esquerda) 
e sua quantificação (direita). D) Imunopreciptação da cromatina (ChIP) de Rela para avaliar seus sítios 
de ligação no promotor do gene Larp7 (N=4). T-test, média e desvio padrão. Comparação com o grupo 
controle. Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. Considerado 
estatisticamente diferente p < 0,05. 

Vale ressaltar que a infecção por ZIKV só aumenta a expressão dos genes Cebpb, Rela, 

premiR-295, Nlrp12, premiR-302d e Larp7 após 72 h de infecção em astrócitos (Figura 31).  

 
Figura 31. Análise da expressão gênica em astrócitos primários de neonatos de SJL em cinética de 
infecção pelo ZIKV. Análise da expressão gênica de Cebpb, Rela, Nlrp12, premiR-295, Larp7, premiR-
302d 24h, 48h e 72h após infecção pelo ZIKV (MOI=1; N=12) em astrócitos primários de neonatos de 
SJL. One-Way ANOVA, média e desvio padrão. Comparação com o grupo controle. Gráficos 
representam a junção de 3 experimentos independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 
0,05. 

Para melhor entender o papel dos fatores de transcrição C/EBPb e da subunidade p65 

do NF-kB na indução da transcrição de Nlrp12 e Larp7, para aumentar a expressão de miR-

295 e miR-302d durante a infecção pelo ZIKV, utilizamos da estratégia de RNAs de 

interferência (siRNA) para reduzir os níveis de Cebpb e Rela em astrócitos infectados com ZIKV.   

Primeiramente, validamos a diminuição da expressão de Cebpb e Rela pelo uso dos 

siRNAs (Figura 32C). Em seguida, observamos que a ausência dos fatores de transcrição 

C/EBPb e da subunidade p65 do NF-kB leva à diminuição da expressão de Nlrp12, premiR-295, 

miR-295, Larp7, premiR-302d e miR-302d (Figura 32A), demonstrando a importância desses 

fatores para a transcrição dessas moléculas perante a infecção com ZIKV. Com a diminuição 

da expressão dos miR-295 e miR-302d causada pela inibição de C/EBPb e p65, os genes alvos 

desses miRNAs, Ahrr, Neurod4 e Neurod6, tiveram sua expressão aumentada em relação do 

grupo NT (Figura 32B).  
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Figura 32. ZIKV induz ativação de CEBP/b e NF-kB para promover a transcrição de Nlrp12 e Larp7 e, 
consequentemente dos miR-295 e miR-302d para modular resposta imune e neurodesenvolvimento 
em astrócitos primários de neonatos de SJL. Os astrócitos primários de neonatos de SJL foram 
transfectados com non-targeting (NT), Cebpb e Rela siRNA. Após 24h, os astrócitos foram infectados 
pelo ZIKV (MOI=1) por 72h e submetidos a análise da expressão gênica de A) Nlrp12, premir-295, miR-
295, Larp7, premir-302d, miR-302d, B) Neurod4, Neurod6, Ahrr, C) Cebpb e Rela para confirmar o 
silenciamento. (N=12). One-Way ANOVA, média e desvio padrão. Comparação com o grupo NT. 
Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. Considerado estatisticamente 
diferente p < 0,05. 

Nosso próximo passo foi investigar se a ativação desses fatores de transcrição pelo 

ZIKV era um mecanismo indireto da infecção. As principais vias disparadas perante à infecção 

viral são: ativação de TLR3 e sinalização de IFNAR. Portanto, decidimos avaliar o papel da 

sinalização destes na modulação da expressão dos genes envolvidos na via que induz o 

aumento dos miR-295 e miR-302d. Para tanto, previamente tratamos previamente os 

astrócitos com inibidor de IFNAR-1 e depois infectamos por mais 72 h. Primeiramente, 

demonstramos a importância da sinalização de IFNAR no controle da infecção, uma vez que a 

inibição desse receptor aumentou o número de cópias virais de ZIKV (Figura 33A). Porém, ao 

avaliar a via previamente descrita por ser responsável pelo aumento a expressão dos miR-295 
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e miR-302d, não foi modulada pela inibição de IFNAR (Figura 33C). Consequentemente, 

também não houve diferença na expressão de Ahrr, Neurod4 e Neurod6 (Figura 33B).  

 
Figura 33. A ativação da via CEBP/b, NF-kB, NLRP12, LARP7, miR-295 e miR-302d não é dependente 
da ativação de IFNAR-1. Os astrócitos primários de neonatos de SJL foram tratados com o inibidor de 
IFNAR-1 durante 24h. Em seguida, os astrócitos foram infectados pelo ZIKV (MOI=1) por 72h e 
submetidos a análise da expressão gênica de A) Ddx58 e ZIKV confirmando a inibição dessa via, B) Ahrr, 
Neurod4, Neurod6, C) Cebpb, Rela, Nlrp12, premir-295, Larp7 e premir-302d. (N=8-9). T-test, média e 
desvio padrão. Comparação com o grupo Controle isotipo. Gráficos representam a junção de 3 
experimentos independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05.  

Em seguida, utilizamos a molécula Poly (I:C), um mimetizador de dsRNA e ativador de 

TLR3 para avaliar sua importância na produção dos miR-295 e miR-302d. Interessante 

observar que a ativação de TLR3 não foi capaz de induzir a ativação de Cebpb e Rela e, 

consequentemente, não aumentou a expressão de Nlrp12, premiR-295, miR-295, Larp7, 

premiR-302d, miR-302d. Sendo assim, a expressão de Ahrr, Neurod4 e Neurod6 também não 

foi modulada (Figura 34). Portanto, a ativação da IFNAR-1 e TLR3 não influenciam na 

expressão das moléculas envolvidas no aumento dos miR-295 e miR-302d pelo ZIKV. 
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Figura 34. A ativação da via CEBP/b, NF-kB, NLRP12, LARP7, miR-295 e miR-302d não é dependente 
da ativação de TLR3. Os astrócitos primários de neonatos de SJL foram estimulados com o ligante de 
TLR3, o Poly (I:C) por 72h e submetidos a análise da expressão gênica de Cebpb, Rela, Ahrr, Neurod4, 
Neurod6, Nlrp12, premir-295, miR-295, Larp7, premir-302d e miR-302d. (N=12). T-test, média e desvio 
padrão. Comparação com o grupo controle. Gráficos representam a junção de 3 experimentos 
independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05.  

Posteriormente, decidimos avaliar se as moléculas envolvidas no aumento dos miR-

295 e miR-302d estariam reguladas positivamente também in vivo durante a transmissão 

vertical pelo ZIKV. Para isso, realizamos o cell sorting dos astrócitos do cérebro de filhotes SJL 

nascidos de mães infectadas ou não. Assim, as fêmeas SJL prenhes foram infectados em E15 

com 105 PFU de ZIKV e em E18 o cérebro dos filhotes foi processado e os astrócitos isolados 

por cell sorting para análise da expressão gênica por qPCR (Figura 35A). Primeiramente, 

confirmamos a presença do RNA viral do ZIKV nos astrócitos isolados do cérebro dos filhotes 

nascidos de mães infectadas (Figura 35B). Corroborando os experimentos in vitro, 

observamos aumento na expressão dos miR-295 e miR-302d (Figura 35C) assim como a 

diminuição de seus genes alvo, Ahrr, Neurod4 e Neurod6 (Figura 35D). E, conforme esperado, 

observamos um aumento da expressão dos genes Nlrp12, premiR-295, Larp7, premiR-302d, 

Cebpb e Rela (Figura 35E). Sendo assim, demonstramos que a via responsável por aumentar a 
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expressão dos miR-295 e miR-302d em astrócitos in vivo durante a transmissão vertical é a 

mesma observada in vitro.    

 
Figura 35. ZIKV induz ativação de CEBP/b e NF-kB para promover a transcrição de Nlrp12 e Larp7 e, 
consequentemente dos miR-295 e miR-302d para modular resposta imune e neurodesenvolvimento 
em astrócitos isolados de neonatos nascidos de mães SJL infectadas. A) Animais SJL fêmeas prenhes 
(N=3) foram infectados via subcutânea com 105 PFU em 20 µL de PBS 1X no 15º dia de gestação. Os 
animais controles receberam o mesmo volume de PBS pela mesma via de inoculação no mesmo 
período de gestação. Em E18, o cérebro dos filhotes foi processado e os astrócitos isolados por cell 
sorting para análise da expressão gênica. (N=6-8, sendo uma replicata o pool de três filhotes). Figura 
criada no BioRender.com. B) ZIKV PFU equivalente. Expressão gênica de C) miR-295, miR-302d, D) Ahrr, 
Neurod4, Neurod6, E) Nlrp12, premiR-295, Larp7, premiR-302d, Cebpb e Rela. T-test, média e desvio 
padrão. Comparação com o grupo controle. Gráficos representam a junção de 3 experimentos 
independentes. Considerado estatisticamente diferente p < 0,05. 
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4.14. C/EBPb, p65, NLRP12, LARP7, miR-295 e miR-302d são fatores responsáveis pela 

suscetibilidade à infecção pelo ZIKV.  

Por último, investigamos se essa via responsável por aumentar os miR-295 e miR-302d, 

poderia ser um mecanismo de susceptibilidade à neuropatogênese induzida durante à 

infecção pelo ZIKV. Dessa forma, avaliamos a expressão gênica de todos os genes envolvidos 

nessa via em astrócitos primários provenientes de animais C57BL/6 WT, animais 

conhecidamente como resistentes à transmissão vertical do ZIKV e à microcefalia35. Nós 

observamos que o ZIKV é capaz de infectar os astrócitos de animais C57BL/6 WT in vitro 

(Figura 36A), porém não foi capaz de aumentar a expressão dos miR-295 e miR-302d maduros 

(Figura 36B) e, consequentemente, não observamos diferença na expressão de Neurod4, 

Neurod6 e Ahrr (Figura 36C).  Além disso, não observamos aumento na expressão de Nlrp12, 

premiR-295, Larp7, premiR-302d, Cebpb e Rela (Figura 36D). 

 
Figura 36. Expressão gênica de astrócitos primários de neonatos de C57BL/6 WT. Análise da 
expressão gênica em astrócitos primários de animais C57BL/6 WT após 72h de infecção pelo ZIKV 
(MOI=1, N=12). A) ZIKV PFU equivalente. B) miR-295, miR-302d, C) Ahrr, Neurod4, Neurod6, D) Nlrp12, 
premiR-295, Larp7, premiR-302d, Cebpb e Rela. T-test, média e desvio padrão. Comparação com o 
grupo controle. Gráficos representam a junção de 3 experimentos independentes. Considerado 
estatisticamente diferente p < 0,05. 
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Portanto, podemos sugerir que o ZIKV ativa os fatores de transcrição C/EBPb e a 

subunidade p65 do NF-kB, que irão transcrever os genes Nlrp12 e Larp7 e, 

consequentemente, os miR-295 e miR-302. Esses miRNAs regulam a expressão de Ahrr, 

Neurod4 e Neurod6 in vivo e in vitro, diminuindo a resposta imune para favorecer a replicação 

viral e prejudicando o neurodesenvolvimento em animais SJL suscetíveis, mas não em animais 

C57BL/6 WT resistentes, sugerindo um mecanismo de suscetibilidade à microcefalia ou às 

lesões neurológicas causadas pelo ZIKV (Figura 37). 

 
Figura 37. Mecanismo de susceptibilidade e resistência perante a infecção pelo ZIKV. A infecção pelo 
ZIKV induz ativação dos fatores de transcrição CEBP/b e NF-kB para promover a transcrição de Nlrp12 
e Larp7 e, consequentemente dos miR-295 e miR-302d, modulando a resposta imune e 
neurodesenvolvimento em astrócitos de animais SJL suscetíveis a transmissão vertical, mas não em 
animais C57BL/6 WT resistentes a infecção. Figura criada no BioRender.com. 
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5. DISCUSSÃO 

A capacidade reguladora dos miRNAs tem sido descrita ao longo dos anos em muitas 

espécies de plantas e animais, uma vez que formam o complexo silenciador RISC e interagem 

com sequências alvo complementares de mRNAs com objetivo de reprimi-los pós-

transcricionalmente70. Suas participações têm sido estudadas tanto no desenvolvimento127 e 

diferenciação celular, como em diversas doenças, como no câncer128–130, diabetes131,132, 

esclerose múltipla133–135 e infecções virais, incluindo as infecções por flavivírus 

neurotrópicos136–138.  

O papel dos miRNAs durante infecções por flavivírus tem sido descrito de forma 

ambígua, uma vez que alguns podem auxiliar na replicação viral e morte celular, como o miR-

29c que é capaz de induzir a replicação do vírus da síndrome reprodutiva e respiratória dos 

suínos (PRRSV - Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus) em macrófagos 

alveolares139, ou até mesmo o miR-21, que promove a replicação do DENV em células 

humanas de carcinoma de fígado140. Enquanto isso, outros miRNAs favorecem a resposta 

imune antiviral impedindo a propagação do vírus, como durante a infecção por JEV, onde há 

o aumento da expressão do miR-15b, desencadeando a inibição de RNF125 (Ring Finger 

Protein 125), um regulador negativo da sinalização de RIG-I, levando ao aumento da resposta 

inflamatória, incluindo a produção dos IFN tipo I e à diminuição da ativação glial e do dano 

neuronal141.  

Por outro lado, poucos trabalhos demonstraram a participação dos miRNAs durante a 

imunopatogênese da infecção pelo ZIKV e da microcefalia. Recentemente, foi demonstrado 

que o capsídeo do ZIKV interage diretamente com Dicer para facilitar a infecção. Usando um 

mutante do capsídeo (H41R), foi observado que o ZIKV perde a capacidade de inibir a 

neurogênese e a corticogênese. Portanto, a interação entre o capsídeo do ZIKV H41R e Dicer 

é necessária para a patogênese e as lesões características da infecção142. Além disso, foi 

observado que a proteína E do envelope do ZIKV é capaz de aumentar a expressão dos miR-

204 e miR-1273g reprimindo os genes Notch2 e Pax3 em NPCs. Dessa forma, esses miRNAs 

levam à quiescência de NPCs, aumentando o número de células na fase do ciclo celular G0/G1, 

além de induzir sua morte por apoptose, prejudicando ainda mais a diferenciação e migração 

neuronal143. Também foram identificados 47 miRNAs no genoma do ZIKV, os quais possuem 

como alvos vias envolvidas na regulação de sinalizações celulares, funções neurológicas e no 

desenvolvimento fetal144. Tais achados evidenciam a importância dos estudos do papel dos 
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miRNAs na infecção pelo ZIKV, uma vez que muito pouco se sabe sobre seu papel na 

patogênese da microcefalia causada pelo ZIKV, o que torna nosso trabalho extremamente 

relevante. 

Nossos resultados demonstraram que o ZIKV altera o perfil de expressão de miRNAs 

que regulam elementos da resposta imune, da neurogênese e da morte celular, uma vez que 

foram capazes de regular positivamente a expressão de 10 miRNAs no cérebro total de filhotes 

SJL nascidos de mães infectadas, sendo eles: miR-let-7d, miR-let-7e, miR-23a, miR-24, miR-

146a, miR-155, miR-196b, miR-291a, miR-295 e miR-467c, enquanto reduziu a expressão do 

miR-32.  

O miR-32 é conhecido por ser altamente expresso em tecidos cancerígenos e inibir a 

apoptose145. Além disso, o uso do miR-32 mímico inibe a autofagia das células musculares146. 

Portanto, nossos resultados corroboram com a literatura, pois alguns miRNAs são conhecidos 

por inibir a apoptose e autofagia, e justamente esses foram regulados negativamente no 

cérebro total, assim, favorecendo a morte celular por apoptose e autofagia causada pelo ZIKV. 

Embora não tenhamos testado os alvos preditos do miR-32, observamos que esse miRNA 

regula genes relacionados com ubiquitinação. Já foi demonstrando que a poliubiquitinação 

por TRIM7 da proteína E do ZIKV auxilia na replicação viral147. Portanto, a regulação negativa 

de miR-32 pode levar ao aumento da expressão de genes que auxiliem a ubiquitinação de 

proteínas virais.  

Os miRNAs let-7d e let-7e pertencem à família dos miRNAs let-7 juntamente com 

outros 8 miRNAs. No ano de 2000, o let-7 foi o segundo miRNA descoberto, sete anos após o 

Lin-475, e também identificado em C. elegans148. Foi observado que a alta expressão do miR-

let-7 leva ao desenvolvimento precoce dos vermes, acelerando os estágios larvais e os 

tornando adultos. Mais tarde, foi demonstrado que a família dos let-7 estavam relacionados 

com a regulação de diversas funções fisiológicas como, crescimento, desenvolvimento, 

homeostase celular e resposta imune, uma vez que regulam genes essenciais para 

mecanismos fisiológicos, incluindo o fator de transcrição NF-kB, c-Myc e reguladores de 

metilação do DNA149. Além disso, a expressão exógena do let-7 em ESCs (Embrionic Stem Cells) 

deficientes para esse cluster, recuperou a capacidade de diferenciação dessas células150, 

principalmente em estágios avançados de desenvolvimento embrionário151.   
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Os miR-23a e miR-24 compõem o cluster miR-23-27-24 e curiosamente apresentam 

funções diferentes perante às infecções virais. A infecção por PRRSV leva ao aumento da 

expressão do miR-24 para favorecer sua replicação, uma vez que esse miRNA reprime HO-1 

(Heme oxygenase-1)152, uma proteína de choque térmico que suprime replicação viral153. Por 

outro lado, a expressão do miR-23 leva a ativação de IRF3/7 induzindo a produção de IFN tipo 

I e inibindo a replicação viral154.  

Importante citar que a NS1 do ZIKV leva a regulação positiva do miR-146a, que por sua 

vez diminui a expressão de TRAF6 e STAT-1, suprimindo a resposta pró-inflamatória e antiviral 

em micróglia humana155. Como dito anteriormente, o miR-155 exerce um papel ambíguo 

durante infecções por flavivírus, mas durante a infecção por ZIKV o miR-155 encontra-se 

altamente expresso em neurônios humanos156. Em contraste, os miR-155 e miR-196b são 

regulados positivamente pela infecção por HCV (Hepatite C Virus) em fases diferentes da 

doença, enquanto o miR-155 estimula a replicação viral, o miR-196b inibe e dessa forma, esses 

miRNAs podem ser usados como marcadores para diferentes fases da infecção157.  Além disso, 

o miR-196b também foi identificado como biomarcador da fase latente do HIV158. Por outro 

lado, o miR-467 diminui a produção de citocinas inflamatórias como, IL-1b, IL-6, TNF-a e MCP-

1 em macrófagos perante a alta quantidade de triglicérides159.  

Como mencionado, os miR-291 e miR-295 fazem parte do cluster miR-290/295125 e 

ambos foram aumentados no cérebro dos filhotes nascidos de mães infectadas com ZIKV. A 

família miR-290-295 desempenha um papel crucial e muito bem estabelecido nas células-

tronco embrionárias de camundongo, regulando diferentes estágios do desenvolvimento 

embrionário121. Eles podem atuar: 1) na pré-implantação, onde o miR-294 diminui a expressão 

de Cdkn1a (p21) para manter o desenvolvimento do camundongo160; 2) no ciclo celular, 

diminuindo a expressão dos genes Wee1 e Fbxl5 para evitar o acúmulo de células na fase 

G1161; 3) no metabolismo, estimulando a glicólise por regular positivamente a expressão dos 

genes Pkm2 e Ldha162; e 4) na pluripotência, aumentando os fatores de transcrição de células 

somáticas, bem como, Oct4, Sox2, Klf4, cMyc/Nanog163. O miR-291 em particular, é capaz de 

regular negativamente o fator de transcrição de diferenciação neurogênica 1 (NeuroD1 - 

Neurogenic Differentiation 1) e, como resultado, inibe a diferenciação de células-tronco em 

neurônio164. 
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Por outro lado, existem poucos trabalhos explicando o papel do miR-295. Em nossas 

análises de predição, evidenciamos os genes Bcl2l11, Ahrr, Neurod4 e Neurod6 como seus 

mRNAs-alvos e, por esta razão, decidimos aprofundar nossos estudos nesse miRNA. Aqui 

demonstramos que a rede de miRNAs modulada no cérebro dos filhotes nascidos de mães 

infectadas com ZIKV estimulam a autofagia. A importância da autofagia durante a infecção do 

vírus ganhou notoriedade ao longo dos anos, pois pode ter um papel ambíguo: 1) favorecendo 

a replicação do vírus e evadindo da resposta imune antiviral; ou 2) funcionar como sensor da 

presença do vírus e auxiliar na sua eliminação165,166.  

A autofagia é um processo celular homeostático em que vacúolos, conhecidos como 

autofagossomos, são gerados para degradar componentes do citoplasma das células. Esses 

vacúolos são fundidos com os lissosomos formando os autofagolissosomos167. Assim, o 

material citoplasmático é degradado de forma dependente de lisossomo, reciclando 

macromoléculas malformadas ou mesmo para remodelação celular e defesa do hospedeiro 

contra patógenos, como a infecção por ZIKV168. O ZIKV usa a autofagia para melhorar sua 

replicação viral169. A cadeia leve 3 da proteína 1 associada ao microtúbulo (LC3-I) encontrada 

no citoplasma é conjugada com fosfatidiletanolamina (PE) e convertida em LC3-II, que é ligada 

à membrana e inicia a formação do autofagossomo170,171. A LC3-II interage com a p62, que é 

degradada pela via autofágica-lisossomal172.  

O ZIKV usa componentes de autofagia, como ULK1, ATG9, BECN1, VPS34 e LC3B para 

promover a disseminação do vírus 48 horas após a infecção de células HeLa169. De modo 

intrigante, as proteínas não estruturais (NS) do ZIKV, NS4A e NS4B, inibem a sinalização Akt-

mTOR, desencadeando a autofagia de progenitores neuronais, impactando na neurogênese e 

contribuindo para a patogênese associada ao ZIKV26. Além disso, NS2A também estimula a 

autofagia para diminuir a expressão da KPNA2 (Karyopherin subunit alfa 2), um transportador 

nucleocitoplasmático que ativa a proliferação e diferenciação celular173. Outro fato relevante 

é que a inibição do Atg16I1, um gene essencial da autofagia, e o uso da hidroxicloroquina e 

da enanderinanina J, inibidores da autofagia, limitam a transmissão vertical e a replicação do 

vírus174,175. A proteína da saliva de mosquitos, conhecida como alérgeno-1 do veneno do 

Aedes aegypti (AaVA-1), interage com a proteína LRPPRC (proteína contendo repetição de 

pentatricopeptídeos ricos em leucina), um regulador negativo de BECN1 (Beclin-1), 

permitindo a liberação de BECN1 e estimulando a autofagia e a transmissão do ZIKV176. 
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Consistentemente, nossos dados sugerem ativação de vias de autofagia indicada pelo 

aumento da expressão de vários genes da família TRIM. TRIM é uma superfamília de proteínas 

altamente conservadas com motivos de domínios amino-terminais RING, B-box, coiled-coil 

(RBCC)177. Foi demonstrado que as proteínas TRIM participam do processo autofágico178–180. 

Por exemplo, TRIM5 interage com p62 para ativar ULK1 e BECN1178, ao mesmo tempo que 

TRIM22 e TRIM50 também ativam BECN1181,182. Nossos dados também mostraram uma 

expressão aumentada de Tlr2, Igtp e Irgm1. TLR2 aumenta a ativação de JNK/ERK1/2 para 

promover LC3 e estimular a autofagia em macrófagos infectados por Staphylococcus 

aureus183. Por outro lado, Igtp e Irgm1 são genes importantes estimulados pelo IFN-g em 

promover a formação de vacúolos de autofagossomos, levando à eliminação de 

patógenos184,185. Curiosamente, outros genes relacionados à autofagia aumentaram no 

cérebro de filhotes SJL nascidos de mães infectadas, como Hspb8, Hpse e PlekhF1. Foi 

demonstrado que a proteína de choque térmico B8 (HSPB8) estimula a autofagia durante a 

lesão do nervo óptico de camundongos186, enquanto que a phafin1 (Plekhf1) auxilia na 

formação do autofagossomos187 e heparanase (Hpse) é regulado positivamente estimulando 

a autofagia durante a progressão do tumor no câncer de mama188. 

Nosso trabalho, mostra pela primeira vez que o miR-295 interage com o gene Bcl2l11 

no cérebro total e em astrócitos primários de camundongos neonatos de SJL infectados com 

ZIKV. Existem muitos reguladores da autofagia, incluindo o pró-autofágico Beclin-1 (BECN1) e 

o pró-apoptótico BCL2L11 (também conhecido como BIM)189. Embora a função apoptótica de 

BCL2L11 seja bem descrita, recentemente foi demonstrado que BCL2L11 sequestra BECN1 

para a cadeia leve de dineína 1 (DYNLL), impedindo a liberação de BECN1 dos microtúbulos e, 

consequentemente inibindo a autofagia189. Portanto, aqui demonstramos que o ZIKV modula 

a rede de miRNAs para estimular a autofagia.  

Consistentemente, observamos uma modulação relevante de miRNAs durante a 

infecção do ZIKV e podemos ver que esses miRNAs exercem diferentes funções perante 

diversas infecções e estímulos. Além disso, observamos uma diminuição na expressão de 

Tgfbr1 no cérebro total dos filhotes nascidos de mães infectadas. Interessantemente, esse 

gene não é alvo de nenhum dos miRNAs regulados positivamente pela infecção, porém ele é 

alvo dos miRNAs da família miR-302/367, como do miR-302d aumentado nos astrócitos. Esses 

miRNAs já são bem conhecidos por se ligarem no mRNA do receptor do tipo 2 de TGF-β 
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(Tgfbr2), diminuindo a expressão desse receptor e promovendo a invasão e crescimento do 

carcinoma hepatocelular190 e agravando o fenótipo de células nefropáticas191. Como 

realizamos as análises com o cérebro total, incluindo diferentes regiões anatômicas, tipos 

celulares e respostas imunes locais, acreditamos que a regulação de alguns miRNAs tenha sido 

mascarada por conter muitas informações no cérebro total e por isso decidimos avaliar 

especificamente os astrócitos.  

Os astrócitos são células da glia heterogêneas e muito abundantes no SNC. Fornecem 

suporte crucial para a geração e o funcionamento dos neurônios, demonstrando a necessária 

interação entre essas duas células. De fato, os astrócitos são considerados as principais células 

envolvidas no controle da homeostase do SNC desempenhando uma série de funções chave, 

como: modulação de níveis extracelulares de neurotransmissores e íons; regulação da 

sinaptogênese192; fornecimento de energia e metabólitos à neurônios193, manutenção da 

barreira hematoencefálica (BHE)194, entre muitos outros. Dessa forma, entender o papel dos 

miRNAs em astrócitos durante a infecção pelo ZIKV e sua correlação com a microcefalia, se 

tornam de extrema relevância. 

Nossos dados demonstraram que o ZIKV foi capaz de aumentar a expressão dos miR-

295 e miR-302d em astrócitos primários de camundongos SJL. Em consonância, outros grupos 

observaram o aumento da expressão dos miR-30e-3p, miR-30e-5p e miR-17-5p na presença 

do ZIKV195. Embora não tenhamos encontrado os mesmos miRNAs modulados pela infecção 

em outros trabalhos, vale ressaltar que nós utilizamos astrócitos murinos primários de SJL e 

não uma linhagem de astrócitos humanos e, ainda, utilizamos a cepa de vírus brasileiro 

BeH815744, enquanto os outros trabalhos utilizaram a cepa de porto rico (PRVABC59).  

A predição dos mRNAs-alvos dos miR-295 e miR-302d mostrou que o ZIKV foi capaz de 

diminuir a expressão de Ahrr, Neurod4 e Neurod6 nos astrócitos primários de SJL. Ademais o 

Ahrr também teve sua expressão diminuída no cérebro total dos filhotes nascidos de mães 

infectadas pela ação do miR-295. Em seguida, nós comprovamos que esses miRNAs interagem 

com esses genes pelo uso de inibidores e mímicos dos miRNAs in vivo e in vitro e por ensaio 

de luciferase. Embora já tenham demonstrado que o miR-125b é capaz de regular a expressão 

de Ahrr196, essa é a primeira vez a ser descrita a interação entre miR-295/miR-302d-Ahrr. 

Nós comprovamos que o miR-295 e miR-302d diminuem a expressão de Ahrr e o uso 

de inibidores desses miRNAs reduziram a expressão de Ahr. Dessa forma, decidimos avaliar a 

importância dessa via durante a infecção pelo ZIKV. Nós observamos que a inibição do AHR 
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durante a infecção por ZIKV na gestação diminui a transmissão vertical, uma vez que 

observamos menor número de cópias virais no cérebro, baço, olhos e placenta dos fetos 

tratados. Além disso, os fetos apresentaram tamanho do córtex cerebral, da cabeça, do 

cérebro total e do corpo semelhantes aos animais não infectados. Já foi observado que a 

infecção pelo ZIKV aumenta a sinalização de AHR, haja vista o aumento dos seus alvos 

transcricionais Cyp1a1 e Cy1b1, e de seu ligante quinurenina, em células derivadas do fígado 

humano (HepG2)197. Ademais, o agonista de AHR, I3S (indoxyl-3-sulfate), promoveu a 

replicação do ZIKV, enquanto que o antagonista, CH22319, diminuiu em células HepG2197. 

Curiosamente, foi demonstrado que o AHR estimula a formação de autofagolissosomos198, o 

que corrobora nossos dados. Sendo assim, quando os miR-295 e miR-302d diminuem a 

expressão de Ahrr, eles estimulam a sinalização de AHR e, consequentemente, a autofagia.  

Além disso, já foi descrito um papel fundamental do AHR perante outras infecções, 

como por exemplo, por coronavírus. Pacientes infectados por SARS-CoV-2 apresentaram 

aumento da sinalização de AHR e sua inibição suprime a replicação viral de HCoV-229E, 

causador da gripe comum em células HuH-7 e do SARS-CoV-2 em célula Calu-3 e Vero199. Dessa 

forma, podemos sugerir que a sinalização de AHR é um importante modulador da resposta 

imune antiviral200 e que o ZIKV utiliza dos miRNAs para favorecer essa via e, 

consequentemente sua replicação.  

Em sequência, também identificamos pela primeira vez que os miR-295 e miR-302d 

regulam os genes Neurod4 e Neurod6. A expressão de Neurod4 já foi descrita por ser regulada 

por alguns miRNAs, incluindo: miR-137201, miR-325-3p202, miR-340-5p203 e o miR-544a204, 

enquanto que o miR-486 reprime o Neurod6205. As moléculas NeuroD1, NeuroD2, NeuroD4 e 

NeuroD6 pertencem à superfamília de fatores de transcrição hélice-volta-hélice (bHLH) e 

exercem um papel fundamental durante o neurodesenvolvimento206. Essa família possui 60-

100 aminoácidos e se dimerizam para ligar ao DNA207. O desenvolvimento do SNC humano se 

inicia muito cedo, por volta de 11 dias de gestação, com a formação do tubo neural, seguida 

da diferenciação de NPCs para neurônios durante a neurogênese208. Dessa forma, o subgrupo 

NeuroD regula a proliferação e diferenciação celular durante a neurogênese209. Essas 

moléculas participam da diferenciação neuronal no córtex cerebral desde muito cedo, uma 

vez que a NeuroD4 e NeuroD6 são expressas desde o dia embrionário E12/E13. O NeuroD4 é 

altamente expresso na ZV e pode dimerizar com Neurog1 e Neurog2 para acelerar a 

neurogênese no córtex210. O NeuroD6 é expresso nas ZV, ZSV, zona intermediária (IZ) e na 
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placa de desenvolvimento cortical210,211. As NPCs as ZV que expressam NeuroD6, vão para a 

ZSV, as quais se diferenciam e proliferam para gerar neurônios glutamatérgicos que vão 

ocupar camadas corticais superiores212. Portanto, podemos perceber a extrema importância 

da expressão dessas moléculas durante a neurogênese, e quão prejudicial pode ser sua a 

ausência no neurodesenvolvimento, auxiliando o aparecimento das lesões características 

causadas pela infecção do ZIKV. 

Ademais, a importância dos miRNAs no desenvolvimento embrionário tem sido 

discutido nos últimos anos, uma vez que animais homozigotos knockouts (KO) para Dicer, um 

componente essencial para geração de miRNAs, não são viáveis e sofrem aborto espontâneo 

por volta do sétimo dia de gestação. Hoje em dia, há a disponibilidade de camundongos 

condicionais, nos quais a deleção de Dicer é realizada pelo sistema Cre-flox. Com o uso destes 

animais, foi demostrado que neurônios dopaminérgicos sem Dicer sofrem apoptose 

progressiva, além de não gerar ESCs viáveis213.  

 Ainda, há trabalhos demonstrando a importância do miR-9 para o desenvolvimento 

do cérebro214, proliferação da glia radial e diferenciação neuronal e glial215. O miR-9 é 

altamente conservado em todos os mamíferos e, em roedores, é especificamente expresso 

no cérebro, sendo principalmente em NPCs durante a diferenciação neuronal. Animais 

nocautes (KO) para miR-9 apresentam os hemisférios cerebrais, bulbo olfatório e outras partes 

do cérebro menores em comparação a animais WT, além da diminuição do córtex cerebral e 

ventriculomegalia, características semelhantes à microcefalia216,217. Além disso, já foi 

demonstrado que a diferenciação neuronal do córtex envolve a especificidade de células 

progenitoras intermediárias e o seu desenvolvimento é regulado por diversos miRNAs, 

incluindo o miR-9218,219.  

Curiosamente, existem outros miRNAs que regulam o neurodesenvolvimento perante 

a infecção pelo ZIKV. As proteínas de ligação ao RNA do hospedeiro interagem com UTR do 

genoma viral regulando a replicação e tradução viral220. Um importante regulador do 

desenvolvimento de NPC, a proteína de ligação ao RNA Musashi-1 (MSI1), interage com o 

genoma do ZIKV e facilita a replicação viral221. Também foi demonstrado que durante o 

neurodesenvolvimento, Musashi-1 interage com MCPH-1 3' UTR para regular sua expressão 

para o funcionamento normal do cérebro. Porém, durante a infecção pelo ZIKV, o Musashi-1 

se liga ao genoma do ZIKV 3'UTR para permitir a replicação viral e, consequentemente, leva 

ao comprometimento do neurodesenvolvimento221. Recentemente, a análise post-mortem do 
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cérebro de neonatos nascidos SCZ grave, mostrou a regulação positiva dos miR-145 e miR-148 

e as análises de predição demonstraram alvos relacionados com vias de 

neurodesenvolvimento, diferenciação glial, neurogênese e desenvolvimento do córtex 

cerebral222. Portanto, podemos ver que os miRNAs têm papel fundamental durante o 

neurodesenvolvimento, e sua desregulação auxilia no mal funcionamento do cérebro. 

Agora nós sabemos que os miR-295 e miR-302d reprimem a expressão dos genes Ahrr, 

Neurod4 e Neurod6, facilitando a replicação viral e prejudicando o neurodesenvolvimento. 

Nossa próxima pergunta foi como esses miRNAs são aumentados pela infecção? Usando 

plataformas bioinformáticas e procurando na literatura, vimos que o gene do miR-295 está 

codificado na fita antisense do gene Nlrp12123, enquanto que o miR-302d está na fita antisense 

do gene Larp7124. Portanto, quando os genes Nlrp12 e Larp7 são transcritos, as famílias dos 

miR-295 e miR-302d também serão.  

O NLRP12 (NLR family pyrin domain containing 12) é um receptor de reconhecimento 

de padrões intracelular. Suas funções são bem controversas em diferentes doenças e 

estímulos, mas foi demonstrado que NLRP12 interage com TRIM25 para regular 

negativamente a sinalização de RIG-I, um forte indutor de resposta antiviral que leva a 

produção de altas quantidades de IFN tipo I223. Por outro lado, durante à infecção por flavivírus 

como, DENV, JEV e YFV,  o NLRP12 inibe a replicação viral estimulando a produção de ISGs224. 

Curiosamente, NLRP12 estimula o recrutamento de neutrófilos via CXCL1 durante a infecção 

por Influenza A225. Isso nos leva a pensar que o ZIKV pode estar aumentando a expressão de 

NLRP12 para estimular o recrutamento de neutrófilos, que já foram descritos como capazes 

de carregar o ZIKV e auxiliar na sua disseminação226.   

Já o Larp7 é uma proteína de ligação do RNA, pertencente à família La, uma vez que se 

liga do RNA 7SK e forma o complexo snRNP (small nuclear ribonucleoprotein). Sua principal 

função descrita é ser um repressor transcricional por ser capaz de sequestrar P-TEFb (positive 

transcription elongation fator b) interromper a transcrição pela RNA polimerase II227. Dessa 

forma, faz sentido a infecção pelo ZIKV estimular a expressão de Larp7, para então diminuir a 

transcrição de forma geral e por consequência reprimir a transcrição de genes envolvidos na 

resposta imune antiviral. Em contraste, foi demonstrado que a inibição da RNA polimerase II 

por Larp7 diminui a replicação do HIV-1228, o que nos faz pensar que talvez o hospedeiro 

aumenta a expressão de Larp7 durante a infecção por ZIKV para tentar suprimir a replicação 

viral.  
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Portanto, mais estudos precisam ser feitos para entender o papel de NLRP12 e Larp7 

na infecção pelo ZIKV. Aqui nós só demonstramos que a transcrição de NLRP12 e Larp7 levam 

ao aumento da expressão dos miR-295 e miR-302d, auxiliando na imunopatogênese da 

infecção. O nosso próximo passo foi ver fatores de transcrição em comum entre esses dois 

genes, e que poderiam estar levando ao aumento da transcrição deles e consequentemente 

dos miRNA. Para isso, utilizamos o website “Signaling Pathways” que possui um banco de 

dados de ChiP-seq, e ele nos mostrou que o fator de transcrição em comum aos dois genes é 

o C/EBPb. C/EBPb faz parte de uma família de seis fatores de transcrição, composto por um 

domínio transativador (TAD), domínio regulatório, domínio de ligação ao DNA e domínio zíper 

de leucina que se dimeriza, liga ao DNA e regula a transcrição de diversos genes229.  

Além disso, é sabido que o C/EBPb e a porção p65 do NF-kB agem em sinergismo230, 

uma vez que o knockdown de C/EBPb diminui a translocação nuclear e a atividade de ligação 

ao DNA de p65 do NF-kB231. Essa interação também já foi descrita durante a regulação da IL-

8, uma vez que essas moléculas agem em cooperação para estimular a produção dessa 

citocina232. Já o fator IE1/2 enhancer/promoter do citomegalovírus humano (HCMV) auxilia na 

iniciação da sua replicação viral233 e foi demonstrando que o C/EBPb e a subunidade p65 do 

NF-kB interagem utilizando o promotor IE1/2234.  

Ademais, pensamos que a ativação de C/EBPb e NF-kB fosse um mecanismo indireto 

em resposta a presença do vírus, por isso decidimos avaliar vias disparadas perante à infecção. 

Como mencionado, a produção dos IFNs tipo I, a ativação de seus receptores IFNAR1 e IFNAR2 

e a produção de ISGs são as primeiras respostas do sistema imune no combate aos vírus. Além 

disso, embora o ZIKV seja um vírus de RNA fita simples (ssRNA), durante a sua replicação é 

gerado um RNA de fita dupla intermediário de replicação (dsRNA), tendo como modelo o 

ssRNA. Dessa forma, o ZIKV pode ser reconhecido pelo TLR3 (do inglês – Toll-like receptor 3) e 

desencadeando a sua ativação235, inclusive em astrócitos118. 

Entretanto, nossos resultados de qPCR, ChIP e silenciamento de RNA, sugerem que 

C/EBPb e a porção p65 do NF-kB estão agindo em sinergismo para levar a transcrição de 

NLRP12 e Larp7 e, consequentemente, dos miR-295 e miR-302d nos astrócitos in vitro e nos 

astrócitos isolados do cérebro de filhotes SJL nascidos de mães infectadas, mas de forma 

independente da ativação de TLR3 e dos IFN tipo I.  



Polonio CM, 2022 

 93 

Curiosamente, os mesmos resultados não foram observados em animais C57BL/6 WT, 

que foram demonstrados serem animais resistentes à infecção e a microcefalia35. Dessa 

forma, sugerimos que a via descrita neste trabalho é um mecanismo de susceptibilidade à 

infecção pelo ZIKV. 

Portanto, aqui demonstramos a capacidade do ZIKV modular a expressão de miRNAs 

para favorecer a autofagia, incluindo o miR-295 que diminui a expressão do Bcl2l11, um 

potente fator anti-autofágico. Além disso, em astrócitos murinos, o ZIKV leva a ativação de 

C/EBPb e da subunidade p65 do NF-kB para induzir a transcrição de Nlrp12 e Larp7 e, 

consequentemente, a expressão de miR-295 e miR-302d. Por sua vez, esses miRNAs irão 

reprimir Neurod4 e Neurdo6 prejudicando o neurodesenvolvimento, e o Ahrr, favorecendo a 

replicação viral, de forma independente de IFN tipo I e ativação de TLR3. Ademais, sugerimos 

que essa via seja um fator de resistência e susceptibilidade à infecção pelo ZIKV.  

Em suma, nossos dados apontam para os miRNAs como potentes reguladores de 

processos biológicos perante à infecção pelo ZIKV, haja vista que modulam vias essenciais para 

o desenvolvimento cerebral e para neurogênese, para respostas inflamatórias e antivirais e 

estimula a autofagia, o que ratifica o papel prejudicial do ZIKV no SNC. Dessa forma, 

fornecemos dados de extrema importância, não só acerca da desconhecida infecção pelo 

ZIKV, mas também na elucidação dos mecanismos de lesão no SNC de bebês com microcefalia. 

Nossos achados poderão alicerçar, principalmente, futuros estudos com foco em intervenções 

terapêuticas e, quem sabe, auxiliar na erradicação das infecções provocadas pelo ZIKV.  
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6. CONCLUSÕES 

• O ZIKV é capaz de alcançar o cérebro dos filhotes de animais SJL durante a gestação e 

modular o perfil de miRNAs; 

• O ZIKV infecta astrócitos primários de SJL e modula o perfil de miRNAs.  

• Os miRNAs modulados pela infecção com ZIKV in vivo e in vitro, têm como alvos genes 

envolvidos com a resposta imune, neurodesenvolvimento e morte celular.  

• O ZIKV desregula o perfil de miRNAs estimulando a autofagia no cérebro de filhotes SJL. 

• O ZIKV aumenta a expressão do miR-295 para regular negativamente a expressão de 

Bcl2l11 e favorecer a autofagia no cérebro de filhotes SJL e em astrócitos primários de SJL. 

• O ZIKV regula positivamente a expressão de miR-295 e miR-302d para reprimir Ahrr e, 

consequentemente, estimular a sinalização de AHR e favorecer sua replicação viral em 

astrócitos primários de SJL. 

• O aumento da expressão dos miR-295 e miR-302d pelo ZIKV regula a expressão de 

Neurod4 e Neurod6 em astrócitos primários de SJL, prejudicando o 

neurodesenvolvimento. 

• O aumento da expressão dos miR-295 e miR-302d pelo ZIKV, é uma consequência do 

aumento da transcrição dos genes Nlrp12 e Larp7, respectivamente em astrócitos 

primários de SJL. 

• Os fatores de transcrição C/EBPb e a subunidade p65 do NF-kB induzem a transcrição de 

Nlrp12, Larp7 e, consequentemente, dos miR-295 e miR-302d em astrócitos primários SJL 

infectados pelo ZIKV. 

• A ativação do C/EBPb e da subunidade p65 do NF-kB é independente da ativação de 

IFNAR-1 e TLR3 em astrócitos primários de SJL infectados por ZIKV. 

• A capacidade do ZIKV induzir a ativação dos fatores de transcrição C/EBPb e NF-kB para 

promover a transcrição de Nlrp12, Larp7, miR-295 e miR-302d e regular a resposta imune 

e o neurodesenvolvimento, também ocorre em astrócitos isolados do cérebro de filhotes 

SJL nascidos de mães infectadas. 

• Astrócitos de animais C57BL/6 WT, resistentes ao desenvolvimento da SCZ, não induzem 

a ativação de C/EBPb e NF-kB para promover a transcrição de Nlrp12, Larp7, miR-295 e 

miR-302d e regular a expressão de Ahrr, Neurod4 e Neurod6, sugerindo um mecanismo de 

suscetibilidade e resistência à infecção pelo ZIKV. 
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