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1. INTRODUCAO

1.1 Panorama geral da infec¢éo por Zika virus (ZIKV)

O Zika virus (ZIKV) foi isolado em Uganda (Africa) em 1947 de um macaco
Rhesus sentinela utilizado nos estudos de febre amarela (DICK; KITCHEN; HADDOW,
1952). O mesmo pertence ao género dos flavivirus, bem como outros virus de
importancia médica global, como Dengue (DENV), Febre Amarela (do inglés Yellow
fever - YFV), Oeste do Nilo (do inglés West Nile - WNV) entre muitos outros. Sendo
também um arbovirus, € transmitido por artropodes hematofogos, principalemente
pelo mosquito Aedes aegypti, como verficado por Boorman e Porterfield em 1956
(BOORMAN; PORTERFIELD, 1956). Os flavivirus em geral possuem um genoma
composto por uma fita inica de RNA de sentido positivo que é traduzido em uma Unica
poliproteina. Esta proteina é clivada dando origem as proteinas estruturais, isto €,
envelope (E), capsideo (C) e pré-membrana (pMr); além de 7 proteinas ndo estruturais
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (MINER; DIAMOND, 2017), que
auxiliam na replicacdo e no empacotamento do material genético, bem como na
subversdo dos mecanismos de resposta imune do hospedeiro, em favor de sua
replicacdo (GRANT et al., 2016a).

O primeiro caso da infeccdo em humanos foi relatado em 1952 por Smithburn,
que encontrou anticorpos neutralizantes no soro da populacéo indigena da Africa
Oriental (SMITHBURN, 1952). Posteriormente, muitos casos de ZIKV foram relatados,
demonstrando a propagacdo gegrafica do virus. Alguns casos foram notificados na
Nigéria (1971-1975) (FAGBAMI, 1979) e na Indonésia (1977-1978) ) (OLSON et al.,
1981), mas somente em 2007 ocorreram 0s primeiros casos fora da Africa e da Asia,
na llha de Yap na Micronésia (DUFFY et al., 2009). Desde entdo, surgiram varias
notificagdes, como a maior, ocorrida na Polinésia Francesa em 2013, onde mais de
32mil casos foram reportados (~11,5% da populacdo) (MUSSO et al., 2018). Dentre
esses, 42 casos de sindrome de Guillain-Barré foram notificados.

Em meados de 2015, a infec¢&o por ZIKV foi notificada pela primeira vez no
Brasil (ZANLUCA et al., 2015). Surtos da sindrome de Guillain-Barré ocorreram no
estado da Bahia (WANG et al., 2013) e no final do mesmo ano houve o aumento de
casos de microcefalia no Pernambuco (COULOMBIER et al., 2015). Com base na
associacdo entre a infeccdo por ZIKV e desordens neuroldgicas a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) declarou Estado de Preocupacdo Global (LUPTON, 2016).
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Foram estimados entre 440.000 a 1.300.000 casos suspeitos no pais no mesmo ano.
Em 2016, 48 regibes nas Américas reportaram aproximadamente 532 mil casos
suspeitos com mais de 175 mil casos confirmados. Além disso, 22 desses paises
notificaram sindromes congénitas associadas a infeccdo por ZIKV e 5 paises
reportaram casos de transmissdo sexual (IKEJEZIE et al.,, 2017; PAHO, 2016).
Contudo, em 2017 e 2018 o numero de casos nas Americas e no Caribe diminuiram
significativamente e, atualmente, pequenos surtos isolados ao redor do mundo tém
ocorrido, 0 mais recente, reportado no estado do Rajastdo na india (2018) (ECDC,
2019).

A infeccdo por ZIKV em adultos é autolimitada, sendo resolvida em poucos
dias e, embora na maioria dos casos assintomatica, 20% dos infectados podem
desenvolver sintomas como febre baixa, artrite e artralgia (com inchago das pequenas
articulagdes), erupcdes cutaneas e hiperemia conjuntiva (DUFFY et al., 2009). Alguns
casos, entretanto, podem evoluir para uma doenca mais grave, levando a
trombocitopenia (KARIMI et al., 2016) ou até mesmo faléncia mdultipla de 6rgaos
(SWAMINATHAN et al., 2016). Esses casos sao, entretanto, raros e em comparacao
as outras flaviviroses, o ZIKV é menos patogénico em adultos. Em fetos, por outro
lado, o virus pode levar a alteracBes desastrosas culminando em microcefalia
(MLAKAR et al., 2016; SCHULER-FACCINI et al., 2016), restricdo do crescimento
intrauterino, calcificacdo cerebral e anomalias oftalmolégicas (CARVALHO et al.,
2016; VENTURA et al., 2015).

A microcefalia € um distarbio do neurodesenvolvimento caracterizado por
reducdo acentuada no tamanho do cérebro e deficiéncia intelectual, causada por
proliferacdo celular prejudicada e morte de células progenitoras corticais
(BARBELANNE; TSANG, 2014). Entre 2015-2016 no Brasil, uma série de casos
sintoméaticos ocorreu apoés a infec¢cdo de mulheres gravidas, nos quais 42% dos fetos
apresentaram algum tipo de anormalidade (BRASIL et al., 2016). Similarmente, uma
analise retrospectiva, feita em 2013 na Polinésia Francesa, identificou 95 casos de
microcefalia associados a infecdo (CAUCHEMEZ et al., 2016). O antigeno e o RNA
do ZIKV ja& foram identificados no liquido amniético e nos tecidos placentarios de
mulheres infectadas, bem como nos tecidos cerebrais fetais e de recém-nascidos
diagnosticados com microcefalia (BHATNAGAR et al., 2017; DRIGGERS et al., 2016;
MARTINES et al., 2016). A relacdo causal da infec¢éo por ZIKV e o desenvolvimento

de malformagbes congénitas foi comprovada por estudos conduzidos em nosso
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laboratério (CUGOLA et al., 2016a), sendo corroborado por outros dois grupos
(ZHANG et al., 2016b;MINER et al., 2016).

O ZIKV pode infectar uma variedade de tipos celulares, o que ja foi
demonstrado tanto in vivo quanto in vitro. Em modelos murinos, o virus foi identificado
no cortex cerebral de camundongos neonatos com malformacdes (CUGOLA et al.,
2016a), assim como no plasma, baco, testiculos e no cérebro de camundongos ifnar-
I~ adultos (YOCKEY et al., 2016). Em estudos in vitro o ZIKV pode infectar células de
Hofbauer (macrofagos de placenta) (QUICKE et al., 2016), células epiteliais
amniéticas, células humanas primarias de placenta (TABATA et al., 2016a), células
endoteliais (LIU et al., 2016a), progenitores neurais (CUGOLA et al., 2016a), células
da microglia (MEERTENS et al., 2017) e astrocitos (CHEN et al., 2018; STEFANIK et
al., 2018)

Até 2015, acreditava-se que a Unica via de transmissdo era a vetorial,
entretanto, outras vias foram reportadas. A transmissdo sexual foi confirmada em
humanos (DAVIDSON et al., 2016; MUSSO et al., 2015) e corroborada em modelos
experimentais pela presenca de virus no sémen de camundongos da linhagem AG129
(MCDONALD; DUGGAL; BRAULT, 2017) e pela infeccdo intra-vaginal de
camundongos WT e Ifnar’- (YOCKEY et al., 2016). Além disso, transfusdo sanguinea
(BARJAS-CASTRO et al., 2016) e de plaquetas (MOTTA et al., 2016), urina, (ZHANG
et al.,, 2016a); lagrimas (SWAMINATHAN et al., 2016) e saliva (FOURCADE et al.,
2016) podem atuar na transmissao, sendo entretanto, formas raras e ndo habituais.

O ZIKV possui potencial de ser transmitido de humano para humano, sendo
que a via de transmissao sexual pode colaborar com cerca de 3% dos casos (GAO et
al., 2016). Entretanto, a via mais comum ainda € a picada do mosquito do género
Aedes.

Uma vez inoculado por meio da picada do mosquito-vetor, a pele é o sitio
primario da infec¢do. De fato, foi constatado por Hamel e colaboradores que o virus
pode infectar queratindcitos, fibroblastos e células dendriticas humanas (HAMEL et
al., 2015). E possivel ainda que o virus infecte células imunes inatas, especialmente
neutrofilos e monocitos (MICHLMAYR et al., 2017) recrutados apos a inflamacéao local
gerada pela picada. Essas células podem carrear o virus para sitios de infeccao
distantes, atuando de maneira importante no curso da infeccado (PINGEN et al., 2016).

A entrada do virus nas células alvo é dependente da interacdo de

componentes do envelope viral com proteinas de superficie das células do
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hospedeiro, as quais, apds ativadas, disparam vias endociticas que culminam na
internalizacéo da particula viral (PERERA-LECOIN et al., 2013). Essas vias englobam
de endocitose dependente de clatrina e subsequente diminuicdo do pH endossomal,
levando a mudanca estrutural da proteina do envelope que se funde & membrana do
endossomo, proporcionando a liberacdo do RNA viral no citoplasma (BRESSANELLI
et al., 2004).

1.2 Resposta imune inata antiviral

Dentro da célula, o material genético viral pode ser reconhecido por
mecanimos citoplasmaticos e endossomais da resposta imune inata que ativam vias
de resposta imune antiviral e possuem papel importante no desenvolvimento da
infeccdo. Os RNAs virais de cadeia simples (ssRNA) e de cadeia dupla (dsRNA)
gerados durante a replicacdo podem ser detectados pelos receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs) das células hospedeiras. RIG-1 detecta sSRNA
(PICHLMAIR et al., 2006) e dsRNA (SCHLEE et al., 2009), enquanto MDA5 detecta
apenas dsRNA (KATO et al., 2006). A ativagdo de RIG-1 e MDAS leva a sinalizacao
das vias de IPS-1 e NF-kB, contribuindo para a expressao de quimiocinas, citocinas,
interferons (IFN) tipo | e genes induzidos por interferon (ISGs). Os dsRNA e ssRNA
também podem ser detectados, respectivamente, por receptores do tipo toll (TLR) 3 e
7 no compartimento endossomal. Apés ativacdo os TLRs se multimerizam, levando
ao recrutamento de TRIF (TLR3) e MyD88 (TLR7). Ambos induzem a ativacéo e
translocacao de NF-Kb e fator regulador de IFN (IRF) 3 e 7 para o ndcleo. Finalmente,
ocorre a expressao de IFNs do tipo | que agem de modo autécrino (mas também
paracrino) e atuam através da ligacéo ao seu receptor (IFNAR), amplificando o estado
antiviral celular (KAWAI; AKIRA, 2008).

De forma geral, a resposta imune antiviral € baseada na expressao de IFNs
tipo I, sendo essencial no controle das flaviviroses, e diversos modelos murinos
deficientes para tais moléculas séo utilizados (SAMUEL; DIAMOND, 2005; SHRESTA
et al., 2004; YOCKEY et al., 2016). IFNa e IFN (tipo I) ativam seu respectivo receptor
heterodimérico (IFNAR1/IFNAR2) o que resulta em fosforilacdo da Janus (Jak) e
tirosina (Tyk) quinase, dimerizacao e translocacédo nuclear de STAT1 e STAT2, e a
transcricdo de centenas de ISGs (PERRY et al., 2005).

O ZIKV por sua vez, consegue modular tal via pois evade a resposta de IFN
via bloqueio de STAT2. Em células humanas infectadas, a NS5 se liga e direciona

STAT2 para degradacdo proteassomal, porém, € incapaz de se ligar eficientemente
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ao Stat2 de camundongo e, portanto, ndo tem a capacidade de antagonizar a resposta
do IFN em modelos murinos (GRANT et al., 2016b). Do mesmo modo, NS5 de DENV
também é capaz de se ligar a STAT2 e promover ubiquitinacdo e degradacéo
(ASHOUR et al., 2009). Isso provavelmente ilustra a necessidade de uma potente
inibicdo da sinalizacdo IFN para o ciclo de vida desse grupo de virus.

1.3 Mimetismo apoptético

Apo6s desnudamento do material genético, o virus inicia sua replicagdo por
meio da montagem do replissomo (complexo formado por suas proteinas nao
estruturais) no reticulo endoplasmatico. Uma vez finalizada a traducé@o de proteinas
estruturais e a replicacdo do genoma viral, a particula em si € montada e levada ao
complexo de golgi onde é maturada para entdo ser liberada por exocitose e reiniciar
o ciclo infeccioso (ROBY et al., 2015). Interessantemente, durante a traducdo e
brotamento das proteinas virais no reticulo, partes da membrana do reticulo séo
incluidas e se tornam parte do envelope viral. Com isso, as proteinas estruturais E e
prM sdo associadas a por¢cdes da membrana ricas em fosfatidilserina (FS)
(JEMIELITY et al., 2013a), formando assim o envelope (Fig 1).

A FS no envelope € importante para interacdo com receptores presentes na
membrana das células hospedeiras e pode ter grande relevancia para o tropismo,
patogenicidade e infectividade viral (MORIZONO; CHEN, 2014). O fosfolipidio é
mantido fisiologicamente na face interna da membrana celular por flipases, porém
pode ser exposto na face externa da membrana apds o inicio da apoptose num
processo mediado pela ativacdo de scramblases (SEGAWA; NAGATA, 2015). Uma
vez na face externa, a FS serve de sinal para a fagocitose de fragmentos apoptéticos,
0 que auxilia a manutengdo da homeostase ap0s 0 processo de apoptose. Os
flavivirus, por sua vez, utilizam esse mecanismo a seu favor ao se ligarem aos
receptores de FS das células alvo, realizando assim um mecanismo conhecido como
mimetismo apoptético (PERERA-LECOIN et al., 2013) (Fig 1).
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Figura 1. Mimetismo apoptético durante a infeccéo por flavivirus.
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Flavivirus adquirem o envelope rico em FS por meio do brotamento do reticulo endoplasmatico. Apés
deixar as células alvo, infectam células adjacentes via receptores de FS através dos quais sao
internalizados num mecanismo dependente de clatrina. FONTE (Adaptado de AMARA, A; MERCER,
J; 2015).

Atualmente, duas familias de receptores de fosfatidilserina foram

identificadas como relevantes na infeccao por flavivirus. Sdo elas: Imunoglobulina de
células T e dominio de mucina (do inglés: T cell immunoglobulin and mucin domain -
TIM) e os receptores de tirosina quinase Tyro3, Axl e Mertk (TAM). Receptores TIM
se ligam de maneira direta a FS e tém importancia descrita na infeccdo por DENV
(DEJARNAC et al., 2018 LEE; LIAO; LIN, 2005), YFV (MEERTENS et al., 2012a) e
WNV(JEMIELITY et al., 2013b), porém pouco se sabe a respeito da sua funcdo na
infecgdo por ZIKV. Por outro lado, os receptores TAM tém seu papel na infecgédo por
ZIKV largamente estudado, e serdo descritos detalhadamente a seguir. Via de regra,
tanto TIM quanto TAM podem disparar vias intracelulares para favorecer a invasao
viral. Dentre estas, podemos citar: endocitose do virion com auxilio do remodelamento
do citoesqueleto, ativacdo de vias de sobrevivéncia celular e evasdo da resposta
imune (OLIVEIRA; PERON, 2019).

1.4 Receptores TAM (Tyro3, Axl e Mertk)

Tyro3, Axl e Mertk séo receptores de tirosina quinase e podem atuar em
diversos mecanismos como: regulacdo da resposta imune inata (LAIl; LEMKE, 1991,
ROTHLIN et al., 2007); depuracao de células apoptéticas (ANDERSON et al., 2003)
pela ligacdo indireta & FS via Gas6 (do inglés: growth arrest specific 6) ou Prosl
(Proteina S), as quais sao ligantes enddégenos soluveis de alta afinidade destes
receptores (MEERTENS et al., 2012a). Os receptores TAM sao expressos em células
dos sistemas imune, nervoso, vascular e reprodutivo, embora em diferentes niveis

(LEMKE; ROTHLIN, 2008). Tyro3 € encontrado essencialmente no sistema nervoso



19

central e atua na mielinizacdo de ax6nios (BINDER; KILPATRICK, 2009), enquanto
Mertk e Axl podem ser encontrados em APCs, como células dendriticas e macréfagos
(ZAGORSKA et al., 2014) nas quais atuam fundamentalmente na regulacdo da
resposta imune e fagocitose de debris celulares e de células apoptdticas (eferocitose).

Os TAMs apresentam dois dominios N-terminais semelhantes aos de
imunoglobulinas (+ 110aa) (HEIRING; DAHLBACK; MULLER, 2004; SASAKI et al.,
2006), seguidos de dois dominios de fibronectina do tipo Ill, sendo um dominio
transmembrana e um dominio citoplasmatico de tirosina quinase. Este Ultimo é
fosforilado ap6ds interagcdo com Gas6 ou Prosl, o que leva a ativacao de diversas vias
de sinalizacao (Fig. 2).

Figura 2. Estrutura dos receptores TAM e seus ligantes.
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Os TAM sao compostos por dominios extracelulares de Imunoglobulina (Ig e fibronectina do tipo Il
(FNID; e intracelular de tirosina quinase. O contato entre os ligantes e 0s receptores ocorre pela
interagcdo dos dominios Ig aos dominios SHBG (do inglés: sex hormone binding domain), presente nos
ligantes, os quais também possuem dominios EGF e Gla. Este Ultimo precisa ser gama carboxilado
para se ligar a FS e ativar os receptores efetivamente. FONTE: (LEMKE, 2013).

Prosl e Gas6 possuem cerca de 42% de identidade estrutural e estdo ambos
presentes no plasma numa concentragédo de 300 nM e 0,2 nM, respectivamente,
(EKMAN; STENHOFF; DAHLBACK, 2010) sendo que Gas6 tem concentracdo
aumentada durante a sepse (EKMAN et al., 2010). Os ligantes apresentam afinidade

diferente por cada um dos TAM; Gas6 tem maior afinidade por Axl enquanto Prosl
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tem maior afinidade por Mertk, ndo se ligando a Axl (CHEN; CAREY; GODOWSKI,
1997; FISHER et al., 2005). Ambos ligantes sdo secretados por células dendriticas
derivadas de medula 6ssea (ROTHLIN et al., 2007), macrofagos peritoneais (SEITZ
et al., 2007), células de sertoli (WANG, 2005) e células do sistema nervoso central
(PRIETO et al., 1999).

Prosl além de ter funcdo como ligante, também possui importante e bem
elucidado papel na cascata de coagulacdo independente da ligacédo aos receptores.
Esse papel se da por Pros 1 ser importante anticoagulante pois é um cofator da
proteina C que atua como uma protease direcionada aos fatores Va e Vllla da
coagulacdo (BURSTYN-COHEN; HEEB; LEMKE, 2009; WALKER, 1980). Gas6 por
outro lado, ndo possui qualquer funcéo independente de Tyro3, Axl e Mertk, mas tem
papel largamente descrito, junto com Axl, no cancer (revisado em: WU et al., 2018),
na autoimunidade (revisado em: BELLAN et al., 2016), diabetes (revisado em:
DIHINGIA; KALITA; MANNA, 2017) e desenvolvimento fetal (revisao em: BURSTYN-
COHEN, 2017).

A estrutura dos ligantes é basicamente composta por um dominio N-terminal
Gla, rico em &cido glutdmico, seguido de 4 dominios EGF (do inglés: epidermal growth
factor) e um dominio C-terminal SHBG (do inglés: sex hormone-binding globulin). Este
ultimo se liga ao dominio Ig do receptor e leva a dimerizacdo e fosforilagdo dos
dominios tirosina quinase (ISHIMOTO et al., 2000; KUNO; CHANG, 2007). E
importante ressaltar que o dominio Gla é y-carboxilado, de maneira depende de
vitamina-K, sendo esta modificagao requerida para interacdo com FS (HUANG et al.,
2003) (Fig.2).

O potencial de Gas6 e Pros1 de se ligar a FS atua formando uma ponte entre
os receptores TAM e particulas virais (Fig. 3). Nesse ambito ja foi demonstrado o papel
de TAM durante a infeccéo por ZIKV (MA et al., 2017; PAGANI et al., 2017; RICHARD
et al., 2017; WANG et al., 2017), DENV, CHIKV (Chikungunya), EBOV (virus Ebola) e
WNV (BRIANT et al.,, 2014; JEMIELITY et al.,, 2013b; MEERTENS et al., 2012b;
MORIZONO; CHEN, 2014).
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Figura 3. Interacado entre Flavivirus e receptores TAM via Gas6/Proteina S e FS.
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Particulas virais se ligam aos receptores TAM via Gas6 ou Prosl que formam uma ponte com o0s
receptores e proporcionam a ativagéao via fosforilagdo dos dominios citoplasmaticos. FONTE: adaptado
de (PERERA-LECOIN, 2013)

A formacao do complexo FS-Gas6-TAM permite a ativacdo dos receptores e
disparo de diferentes vias de sinalizacao intracelulares. A regido terminal do dominio
intracelular dos receptores TAM ¢é fosforilada e ligada ao dominio SH2 da Grb-2, a
gual recruta o complexo fosfatidilinositol 3 quinase (P13K), resultando na fosforilagéo
e ativacado da via de Akt. Pode ocorrer também acoplamento a Fosfolipase C, ERK
1/2, Ras e ativacdo de MAPK (Fig. 4A). Ocorre a posterior mobilizagdo do
citoesqueleto de actina auxiliando na endocitose de particulas virais (SHARMA et al.,
2010). Esse mecanismo foi observado na internalizacao de adenovirus e de flavivirus
gue dependem da ativacdo de PI3K e AKT (LI et al., 1998; SANLIOGLU et al., 2000),
e ERK 1 e 2 (KATSAROU et al., 2010), respectivamente (Fig. 4A). As vias de PI3K-
Akt podem convergir também para a via de mTOR, desencadeando mudangas no
metabolismo celular que se correlacionam com a persisténcia do ZIKV, como
demonstrado em amostras de macacos Rhesus (AID et al., 2017).

A fosforilagdo dos dominios citoplasméticos dos receptores TAM pode levar
ainda a ativacdo de JAK-STAT. Macrofagos e células dendriticas expressam
receptores TAM acoplados a cadeia IFNAR1 (ROTHLIN et al., 2007). A ativacéo desse
complexo resulta na sinalizacdo de JAK e translocacdo de dimeros de STAT-1
fosforilados do citoplasma para o nudcleo, o que leva a transcricdo de genes
supressores da resposta inflamatoria como SOCS-1 (do inglés: suppressor of cytokine
signaling) e SOCS-3 (Fig. 4B) (ZONG et al., 1996). SOCS funcionam como feedback

negativo classico da sinalizacéo de algumas citocinas e sdo expressos nhao somente
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via ativacdo de IFNAR mas também na presenca de agonistas de TLR como LPS e
DNA CpG. SOCS 1 e 3 blogueiam atividade quinase de JAK impedindo assim a
fosforilacdo de STAT (AKHTAR; BENVENISTE, 2011) e podem ainda bloquear a
ativacado de TLRs via bloqueio de Myd88 e NF-kB (NAKAGAWA et al., 2002) (Fig. 4B).

Figura 4. Vias de sinalizacéo dos receptores TAM.
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A ativacéo dos receptores TAM pode levar ao disparo de duas vias distintas. (A) Ativacdo de Akt que
culmina na proliferacéo celular, sobrevivéncia e fagocitose. (B) Quando acoplado a cadeira R1 de
IFNAR ativa a translocacado de dimeros de STAT 1 para o ndcleo e transcricdo de gene supressores
da resposta imune. Todos esses mecanismos podem favorecer a infeccdo FONTE: Adaptado de
(LEMKE, 2013).

Muito interessantemente, foi sugerido que além da inducdo de SOCS, a
ativacao do hibrido MERTK-IFNAR pode auxiliar no mecanismo de reestruturacao do
citoesqueleto, via Rac-1 e, nesse sentido, atuar no fortalecimento das juncdes de
ocluséo presentes na barreira hematoencefalica impedindo a passagem de WNV para
o cérebro (MINER et al., 2015). No mesmo artigo niveis de citocinas elevados foram
identificados no soro dos animais Axl’- e Mertk” o que corrobora com a ideia de que
TAM séo potentes inibidores da resposta imune via SOCS. Durante infec¢des virais,
SOCSS3 foi descrito por auxiliar no desenvolvimento de infeccdes por HIV por inibir a
sinalizacao de IFNARI levando ao aumento da replicacdo do virus em macréfagos
(CHENG et al., 2009). Corroborando esses achados, a deficiéncia de SOCS 1 leva a
diminuicdo da replicagéo viral na infeccéo de células HepG2 e de linfécitos periféricos
por HCV (BODE, 2003; PERSICO et al., 2007).

Da mesma forma, na infeccao de flavivirus, TAMs tém importante papel, como
verificado por Meertens et al. (2012) na infec¢do por DENV em células de rim humano
(239T). Observou-se que a presenca de Gas6 foi capaz de induzir o aumento da
internalizacéo viral na presenca de Axl com dominios tirosina quinase integros. Prosl
também foi elencada como relevante na entrada de particulas de pseudovirus em

células endoteliais (MORIZONO et al., 2011a). Pensando nas vias de sinalizacao
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ativadas e seus desdobramentos, os receptores TAM parecem ser cruciais, uma vez
gue levam a sobrevivéncia celular, a proliferacdo e a importante imunossupressao,

tornando as células que expressam TAM um abrigo perfeito para a replicacao viral.

1.4.1 Receptores TAM e infecgéo por ZIKV
O envolvimento dos receptores TAM na infecgdo por ZIKV foi inicialmente

descrito por Hamel et al (2015) que apontaram o envolvimento de Tyro3 e Axl na
entrada do ZIKV em fibroblastos e queratinécitos de pele humana. Posteriormente,
muitos estudos evidenciaram o papel dos receptores TAM no curso da infeccao por
ZIKV. A diminuicdo da infec¢do foi demonstrada in vitro pelo blogueio da porcéo
tirosina quinase de Axl por R428 (LIU et al., 2016b; MEERTENS et al., 2017) e pela
utilizacdo de um sgRNA (do inglés: single-guide RNA) e siRNA (do inglés: small
interfering RNA) dirigidos contra o receptor (RICHARD et al.,, 2017). Como ja
mencionado acerca de outras infeccdes, Axl pode levar a supresséo da resposta IFN
do tipo | durante a infeccdo por ZIKV em astrdcitos primarios (CHEN et al., 2018).
Corroborando esses achados, foi verificado que apds infeccdo por HSV-2 na placenta
ocorre aumento da expressao dos receptores TAM, em especial Mertk, levando a
diminuicdo da resposta de IFN tipo I, aumento da infeccéo por ZIKV e ainda aumento
da apoptose de células do trofoblasto (ALDO et al., 2016).

Um estudo ainda mais recente identificou aumento da sobrevida de
camundongos Ifnar’- AxI”-, diminuicdo da apoptose de células da microglia, diminuicdo
na liberacdo de IL-1B e consequente melhora do quadro geral da infecgdo (HASTINGS
et al., 2019), demonstrando papel de Axl independente da regulacdo da via de IFN.
Esses dados ressaltam o papel de Axl mais como um modulador da resposta do que
como um mero componente na internalizacao das particulas virais.

Embora muitos artigos tenham evidenciado o papel dos receptores TAM na
infecgcdo por ZIKV, intrigantemente, alguns apresentaram resultados opostos
(HASTINGS et al.,, 2017; WELLS et al.,, 2016a). Por exemplo, abordagens
experimentais in vivo demonstraram que a replicagao viral no testiculo é independente
da expressdo de Axl (MA et al., 2017). Corroborando isso, a panuveite e o dano
retiniano causados pelo virus também foram independentes na expressdo de Axl e
Mertk (MINER et al., 2016b). Mais surpreendente, animais deficientes para TAM n&o
apresentaram diferencas quanto a viremia, carga viral tecidual e patologia cerebral,
mesmo com diferentes vias de infeccao (LI et al., 2017). Entretanto, tais estudos néao

podem levar ao negligenciamento da funcéo destes receptores no curso da infeccéo.
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Talvez este papel esteja mais voltado para modulagdo da resposta imune do que na
internalizacéo de particulas em si. Vale destacar também que papel dos ligantes Gas6
e Pros1 em estudos in vivo ainda néo foi elucidado.

1.5 Susceptibilidade a infecgcédo

Levando em consideracao que 80% da populacao adulta infectada com ZIKV
nao desenvolve sintomas (PETERSEN et al., 2016) e que apenas 6-12% das maes
infectadas por ZIKV podem dar origem a fetos afetados (FRANCA et al., 2016), é justo
pensar que diversos componentes moleculares podem estar envolvidos na
susceptibilidade a doenca. E cabivel ainda pensar que esses fatores est&o
relacionados ao sistema imune, sua modulacdo e/ou receptores de internalizagéo
viral, e que esses podem ser modulados e expressos de maneira diferente entre os
individuos frente a infeccao.

De fato, modelos murinos utilizados nos estudos da sindrome congénita sao
na maioria deficientes da resposta de IFN do tipo | (LAZEAR et al., 2016; MINER et
al., 2016a; YOCKEY et al., 2016). O gue confirma a necessidade de resposta antiviral
prejudicada para o estabelecimento da infeccdo congénita. De maneira interessante,
Cugola et al (2016) identificaram que NPCs expressam altas quantidades de Axl e sdo
mais susceptiveis a morte gerada pela infeccao por ZIKV. Em contrapartida, neurdnios
expressam menores niveis de Axl e sGo menos susceptiveis a morte gerada pela
infeccdo. Deveras, tais dados evidenciam mecanismos intrinsecos individuais que
podem afetar a infec¢cdo no cérebro de fetos, como sugerido por Caires-Junior et al
(2018). O grupo indicou que possiveis variagbes em regides reguladoras dos genes
poderiam levar a alteracdes epigenéticas e que estas podem ser a chave para o
sucesso da infeccdo por ZIKV em fetos. Tais variagbes, poderiam por exemplo,
culminar em diferentes niveis de expressdo de moléculas da resposta antiviral além
dos receptores TAM.

Pensando nisso, a hipétese deste trabalho é de que a susceptibilidade a
infecgdo por ZIKV esteja também relacionada a uma maior expressao de receptores
TAM e Gas6 em camundongos SJL susceptiveis a infeccdo congénita por ZIKV,
diferentemente de animais C57BL/6 resistentes (CUGOLA et al., 2016b). Confirmando
estes resultados, outros estudos ja demonstraram diferencas entre as linhagens frente
a infecgdes virais no sistema nervoso central (CHEN et al., 1995; LIBBEY et al., 2008;
STEWART et al., 2009). Comparac0des entre linhagens podem ajudar a compreender

melhor a relevancia dos receptores TAM na infeccdo por ZIKV em diferentes
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individuos, e talvez desvendar a base da patogénese da microcefalia causada pelo
ZIKV na linhagem SJL. Sendo assim, neste trabalho estudamos a relevancia dos
receptores TAM e seu ligante solavel Gas6 na infeccao por ZIKV em camundongos
SJL e C57BL/6.
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Abstract

Arboviruses have been a huge threat for human health since the discovery of yellow fever virus
in 1901. Arboviruses are arthropod born viruses, mainly transmitted by mosquitoes and ticks,
responsible for more than th ds of death: Ily. The Fl family is probably the
most clinically relevant, as it is composed of very important agents, such as dengue, yellow fever,
West Nile, Japanese encephalitis, and, recently, Zika virus. Intriguingly, despite their structural
and genomic similarities, flaviviruses may cause conditions ranging from mild infections with
fever, cutaneous rash, and headache, to very severe cases, such as hemorrhagic fever, encephali-
tis, Guillain-Barré syndrome, and microcephaly. These differences may greatly rely on viral bur-
den, tissue tropism, and mech of im ion that may depend on both viral and host
g ic factors. Unfor ly, very little is known about the biology of these factors, and how
they orchestrate these differences. in this context, viral structural proteins and host cellular recep-
tors may have a great relevance, as their interaction dictates not only viral tissue tropism, but also
a plethora on intracellular mechanisms that may greatly account for either failure or success of
infection. A great number of viral receptors have been described so far, although there is still a
huge gap in understanding their overall role during infection. Here we discuss some important
aspects triggered after the interaction of flaviviruses and host membrane receptors, and how they
change the overall outcome of the infection.

Py

KEYWORDS
viral entry receptors, Flavivirus, TAM, TIM, integrins

the ease of geographic dislocation, and the appearance of very well-
adapted vectors, such as Aedes aegypti, are among the main reasons

Arboviruses are viruses transmitted by insects, mostly ticks and
mosquitoes, which pose a huge threat to human health, and have
caused millions of deaths since the first discovery of yellow fever in
1900.! The increasing proximity of human habitation to the forests,

Abbreviati AKT, serii kinase: APC. antigen presenting cells; C, capsid: DENV,
dengue virus: E, ED, ec ins; ER. ic reticulum; ESCRT-0, endosomal
sorting complexes required for transport: FAK. focal adhesion kinase; GASé, growth arrest
specific 6; HMEC-1, human microvascular endothelial cells-1; IFNAR. Type | interferon

Ig.i ISGs, IFN stis ing genes; JAK janus kinase: JEV. Japanese
is virus; mTOR, targetof in; NPCs, neuronal precursor cells:
NS, tural; PDI, protein disulfide i PE, i PI3K.

phosphoinositide 3-kinase; PrM, premembrane; PROS1, protein S: PS, phosphtidylserine;
Rac-1, lated C3 i toxin 1: RGD, Arginine, Glycine and Aspartate;
SHBG, sex hormone-binding globulin; SOCS, suppressor of cytokine signaling: STAM-1, signal
transducing adapter molecule 1; STAT, signal and activator of ipti
proteins; TAM, TYRO3, AXL and MERTK: TBE. tick-borne encephalitis; TIM, T-cell
immunoglobulin and mucin domain; UTRS, untransiated regions: VACV, vaccinia virus; WNV,
west nile virus; YFV, yellow fever virus; ZIKV, zika virus.
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for such phenomena. Flaviviruses are probably the most important
type of arboviruses, with around 70 different viruses causing varied
diseases. Dengue virus (DENV), yellow fever virus (YFV), West Nile
virus (WNV), Japanese encephalitis virus (JEV), tick-borne encephali-
tis (TBE), and Zika virus (ZIKV) are the most important and the
most studied members. Interestingly, flavivirus infection may cause
conditions ranging from mild headache, fever, and cutaneous rash,
to more severe outcomes, such as hemorrhagic fever, encephalitis,
liver failure, Guillain-Barré syndrome, and microcephaly.2-5 This is
clear evidence not only of the epidemiologic and clinical relevance
of such pathogens but also of the complexity of their biology in the
host organism.

Flaviviruses are enveloped positive-stranded RNA viruses, capable
of infecting a wide range of arthropods and mammalian celis either
in vitro or in vivo. The relatively simple genome, around 11 Kb long,
holds a single open reading frame that codes for structural (capsid
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