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RESUMO



O relato de numerosos casos de microcefalia no Brasil entre 2015 e
2016 alertou a comunidade cientifica mundial. O principal motivo foi a sua
relacdo com os casos de infecgdo pelo virus Zika. A organizacdo mundial da
salde alertou para a necessidade do desenvolvimento de tratamentos para a
infeccdo e prevencgdes ao desenvolvimento da microcefalia. Neste contexto, a
curcumina tem se mostrado uma molécula de interesse para estudos com o
virus Zika, pois ha na literatura evidéncias da sua acao sobre os flavivirus e
ja esta demonstrada sua capacidade anti-inflamatéria. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar se a curcumina tem a capacidade de interferir nos
mecanismos de morte celular e de autofagia induzidos pelo virus e se esta
molécula possui acdo imunomoduladora, importante na prevencdo da
neuroinflamacdo que ocorre durante a infeccdo. A melhor compreenséo
destes mecanismos podera contribuir para o desenvolvimento de novas
medidas terapéuticas e diminuir a morbidade da infec¢do pelo virus Zika. As
micréglias murinas de linhagem BV2 foram infectadas com MOI 0,1 e MOI 1
do virus Zika (cepa PE/243) e tratadas com 0,31 uM, 0,62 uM, 1,25 uM,
2,5 UM e 5 uM de curcumina. A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de
reducdo do MTT e lida em espectrofotdbmetro. A expressdo da caspase-3, da
MTOR e da LC3 foram avaliadas por teste antigeno-anticorpo por citometria
de fluxo. A morte celular foi avaliada pela marcacdo por anexina/iodeto de
propidio, lido em citometria de fluxo. A producédo de espécies reativas de
oxigénio e de nitrogénio foram avaliadas pelas sondas DCF-DA e DAF-FM,
respectivamente, em citometria de fluxo. A dosagem das citocinas foi
realizada por kit CBA (BD), em citometria de fluxo. Os dados mostraram que
0 virus Zika apresentou um efeito citopatico sobre as células BV2 e a
curcumina reverteu parcialmente esta citotoxicidade. Este efeito citopatico do
virus foi resultado principalmente da inducdo da apoptose sem aumentar a
producao de caspase-3 pelas microglias. Ja a curcumina, mesmo sem alterar
0 numero de células apoptéticas, reduziu a sinalizacdo pela caspase-3.
Observamos também que o virus Zika induz a autofagia nas micréglias sem
alterar a expressdao de mTOR, enquanto o tratamento com a curcumina

induziu ainda mais a autofagia através da reducéo da expressédo de mTOR. O
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virus Zika induziu uma resposta inflamatoria pelas células BV2 com aumento
da produgéo de IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, IL-17, MCP-1. Esta resposta
inflamatoria foi controlada pela curcumina, reduzindo a producgéo de IL-2, IL-
4, 1L-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-a nos grupos de células infectadas com MOI
0,1 do virus e que receberam o tratamento de 2,5 uM e 5 uM. Por fim,
observamos que a infeccdo aumentou a producdo de EROs pelas células
BV2. Apenas as células estimuladas com MOI 0,1 apresentaram a producao
aumentada de ERNS. Em contrapartida, células na presenca de MOI 1
produziram menos ERNs. Em conclusao, observou-se que o tratamento com
a curcumina apresentou um efeito pré-oxidante durante a infeccéo pelo virus
Zika.

Palavras-chave: micréglia, Zika, curcumina, neuroinflamacéo, autofagia.
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ABSTRACT



The report of numerous cases of microcephaly in Brazil between 2015
and 2016 have alerted the world scientific community. The main reason for it
was the relation between cases of infection by Zika virus. The World Health
Organization alerted the need of development of treatments for the
microcephaly infection and prevention. On this context, curcumin has shown
itself as an interesting molecule for studies with Zika virus because it has
evidences of its action above flavivirus and anti-inflammatory capacity all over
the literature. Therefore, the aim of the present work has been to analyze if
curcumin interfered on cell death and autophagy pathways induced by the
virus and if this molecule has immunomodulator action, which is important for
the prevention of the neuroinflammation that happens during the infection. The
best understanding of these pathways can contribute for the development of
new therapeutic measures and decrease the morbidity of Zika virus infection.
The BV2 cell line of murine microglia were infected by MOI 0,1 e MOI 1 of zika
virus (strain PE/243) and treated with 0.31 pM, 0.62 uM, 1.25 uM, 2.5 uM and
5 uM of curcumin. The cellular viability was evaluated by the test of MTT
reduction and read in spectrophotometer. The expression of caspase-3,
MTOR and LC3 has been evaluated by antigen-antibody test and read in flow
cytometry. The cell death was evaluated by annexin/propidium iodide target
and also read in flow cytometry. The production of reactive oxygen species
and nitrogen was evaluated by DCF-DA and DAF-FM probes, respectively, in
flow cytometry. The cytokine dosage has been done by CBA kit (BD) in flow
cytometry. Our data has shown that zika virus presented a cytopathic effect in
BV2 cells and curcumin has partly reversed this cytotoxicity. This cytopathic
effect of the virus has happed mainly because of the induction of cell apoptosis,
without increasing the production of caspase-3 by microglia. Curcumin, on the
other hand, even without changing the number of apoptotic cells, has reduced
the signaling by caspase-3. We also have observed that zika virus induced
autophagy on microglia without changing mTOR expression, while the
treatment with curcumin induced even more autophagy by the reduction of
MTOR expression. Zika virus induced an inflammatory response by BV2 cells
with an increase on IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-10, IL1-17, MCP-1 production. This
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inflammatory response has been controlled by curcumin, decreasing IL-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y and TNF- a production on groups of cells infected
by virus MOI 0,1 which received the treatment of 2,5 uM and 5 pM. In the end.
We have observed that the infection increased EROs production by the BV2
cells. In addiction, only cells stimulated by small amount of virus has shown
increasing of ERNs production. On the other hand, cells infected by large
amount of virus produced less ERNs. We have seen that the treatment with

curcumin presented a pro-oxidant effect during zika virus infection.

Keywords: microglia, Zika, curcumin, neuroinflammation, autophagy.

XIX



INTRODUCAO



1.1.Breve historico e epidemiologia

O relato de numerosos casos de microcefalia no Brasil entre 2015 e
2016 alertou a comunidade cientifica mundial e se tornou um grande desafio
para o Sistema Unico de Salde brasileiro a curto e longo prazo. O principal
motivo levantado na época, segundo a Organizagdo Panamericana de Saude
(PAHO, 2016) foi a associacao entre 0 aumento desses casos com a infeccéo
causada pelo virus Zika. Além dos casos de microcefalia, também foram
reportados casos de Sindrome de Guillain-Barré associados as infec¢des pelo
Zika. Segundo o Ministério da Saude, houve um aumento no numero de
internacdes por sindrome de Guillain-Barré entre 2015 e 2016, coincidindo

com 0 aumento no numero de casos por Zika virus (Hasan e cols, 2018).

Embora a infeccao por Zika sé tenha entrado em evidéncia no Brasil
em 2015, o virus ja havia sido isolado pela primeira vez no soro de macacos
Rhesus em 1947, quando um grupo de pesquisadores estudava a historia
natural da febre amarela na floresta de Zika, que fica proximo a Entebbe, na
Uganda, no Leste Africano. Um ano depois da sua descoberta, o virus foi
identificado em mosquitos Aedes africanus, quando entdo recebeu a sua
nomenclatura de Virus Zika (Coelho e cols, 2017; Koppolu & Raju, 2018;
Chang e cols, 2016).

No entanto, os primeiros casos de infec¢cdo pelo ZIKV em humanos
foram reportados em 1952, na Uganda, e em 1954, na Nigéria. Estudos
apontam que, nessa ocasiao, cerca de 16,8% da populacéo nigeriana possuia
anticorpos neutralizantes para o Zika (Gutiérrez-Bugallo e cols, 2019). Este
ndamero subiu para cerca de 40% em 1970, mostrando a disseminagéo do
virus nesse pais, que se espalhou por toda a Africa e pelo Sudoeste Asiatico.
Os primeiros casos fora do continente africano foram relatados entre 1977 e
1979, com 30 exames soroldgicos positivos na Indonésia (Bell e cols, 1971;
Coelho e cols, 2017; Wang e cols, 2016; Junior e cols, 2015). Porém, mesmo
com a sua distribuicdo por estes continentes, até 2007 poucos casos

esporadicos foram reportados (Koppolu & Raju, 2018).



O virus Zika permaneceu relativamente desconhecido até 2007,
quando ocorreu a primeira epidemia, nas ilhas Yap, na Micronésia, quando
foram registrados cerca de 19 mil casos suspeitos e 284 casos confirmados
da infeccdo. Nessa ocasido, ndo foram registradas mortes por ZIKV, nem

comorbidades graves (Coelho e cols, 2017; Junior e cols, 2015).

A epidemia de ZIKV no continente americano iniciou em 2015. Os
primeiros casos de infeccéo pelo virus Zika nas Américas foram descritos no
segundo semestre de 2015 no Rio Grande do Norte, no Nordeste brasileiro, e
na Coldmbia. No Brasil, provavelmente a vinda de estrangeiros para participar
de eventos populares como o carnaval, contribuiram para a entrada do virus
no pais. Neste momento, a populacdo brasileira ndo apresentava imunidade
contra o virus; por isso, a infeccao se espalhou rapidamente pela populacéo,
chegando a causar cerca de 1,5 milhdes de casos confirmados em 2016. Do
Brasil, a infeccdo se espalhou também por outros paises da América do Sul,
guando comecou a ser associado ao desenvolvimento de microcefalia e de
outras complica¢cdes neuroldgicas em recém-nascidos e em adultos (Koppolu
& Raju, 2018; Villamil-Gomez e cols. 2016).

Nestes ultimos anos, os casos de Zika diminuiram no Brasil. Em 2019,
foram relatados 18.282 casos provaveis de infeccdo, com 3474 casos
confirmados e relato de 55 casos de microcefalia causados pela infec¢ao pelo
ZIKV (Brasil, 2019; Brasil 2020). J& em 2020, o Ministério da Saude relatou
6.705 casos provaveis de infeccéo pelo ZIKV, sendo que 49,7% destes casos
estavam concentrados no Estado da Bahia (Brasil, 2020). N&o foi descrito o
namero total de nascidos com microcefalia causada pela infec¢cdo no ano de
2020, mas dentre o total de pacientes suspeitos, 597 eram gestantes, destas,
186 tiveram a infecgao pelo ZIKV confirmada (Brasil, 2019). Se comparado
com 2017, quando foram registrados 17.025 casos suspeitos de infec¢do pelo
virus e 360 nascidos com microcefalia decorrente da infeccdo, esses dados
revelam uma redugcdo no numero de casos. Entretanto, recentemente foi
descrito uma nova variante do ZIKV circulante no Brasil, alertando a

comunidade cientifica sobre a importancia de manter a vigilancia



epidemioldgica e o desenvolvimento de tratamentos para a infec¢ao (Brasil,
2018; Kasprzykowski e cols, 2020).

1.2.Apresentacgéo Clinica

De maneira geral, cerca de 80% dos pacientes infectados pelo ZIKV
sdo assintomaticos. Para os que apresentam manifestacdes clinicas, os
sintomas sdo geralmente autolimitados. Febre baixa, erupcdes cutaneas,
conjuntivite ndo-purulenta, artralgia, cefaleia e desordens digestivas sao
alguns dos sintomas apresentados durante a infeccdo. A clinica é semelhante
as outras arboviroses, tal como ocorre na infeccdo pelo virus Dengue e virus
Chikungunya, o que dificulta o diagnéstico (Koppolu & Raju, 2018; Wang e
cols, 2016; Junior e cols, 2015; Shuaib e cols, 2016). Nos exames
laboratoriais, alguns pacientes apresentam leucopenia, trombocitopenia,
niveis elevados de lactato desidrogenase sérica e de gamma-glutamil
transferase; além do aumento dos niveis de marcadores inflamatorios como
proteina C reativa, fibrinogénio e ferritina (Tappe e cols, 2015; Chang e cols,
2016).

Até 2015, nenhuma morte ou outra complicacdo grave foi associada a
infecgao pelo ZIKV. Entretanto, em 2015 no Brasil, em associagédo ao aumento
do nimero de casos de infec¢do pelo ZIKV, houve também o aumento do
namero de crian¢as nascidas com altera¢des neuroldgicas (Dupont-Rouzeyrol
e cols, 2016; Petersen e cols, 2016). Segundo o Ministério da Saude, a média
de criangas nascidas com microcefalia anualmente era de 163 casos, sendo
que este numero subiu para cerca de 3935 casos entre 2015 e 2016 (Brasil
2015). Os estudos posteriores a essa observacdo demonstraram uma forte
associacgao entre o aumento de casos de ZIKV com o aumento de nascimento
de criancas com microcefalia (Morrey e cols, 2019; Hasan e cols, 2018). Foi
observado que a infeccéo pelo ZIKV nos primeiros trés meses de gravidez

aumenta o risco de complicagcdes neuroldgicas no feto, com um risco estimado



que varia de 1 a 19% (Petersen e cols, 2016; Wang e cols, 2016; Chang e
cols, 2016; Koppolu & Raju, 2018).

Além da microcefalia, outras complicacbes neurolégicas foram
observadas nas criancas que entraram em contato com o virus Zika no
periodo intrauterino, mesmo para aquelas que apresentavam o perimetro
cefalico normal. Algumas dessas alteracbes foram: ventriculomegalia,
calcificacbes subcorticais, atraso no desenvolvimento motor, atraso no
desenvolvimento cognitivo, perdas auditivas e alteracbes oculares. Além
disso, algumas criangas apresentaram inquietacdo e convulsdes dentro do
periodo de 12 meses apds o nascimento (Santos e cols, 2020; Mlakar e cols,
2016; Nem de Oliveira e cols, 2018). No estudo conduzido por Nielsen-Sines
e colaboradores (2019), ao avaliarem o desenvolvimento de 146 criancas que
foram expostas a ZIKV no periodo intrauterino e que nasceram com O
perimetro cefalico normal, relataram que 34,9% destas criancas
apresentavam dificuldade no desenvolvimento da fala, 16,4% apresentaram
dificuldades no desenvolvimento motor, e 9,6% apresentaram dificuldade no
desenvolvimento cognitivo (Nielsen-Saines e cols, 2019). Além disso, foi
relatado que até 60% dos nascidos com o tamanho cortical normal
apresentavam displasia cortical induzida pelo virus Zika (Nem de Oliveira e
cols, 2018).

Algumas complica¢gBes neurologicas também foram observadas em
adultos infectados pelo virus Zika. Dentre elas, a principal relatada foi a
Sindrome de Guillain-Barré, uma neuropatia inflamatéria que resulta em
fraqueza nos membros, que costuma ter inicio 10 dias ap0s o aparecimento
dos sintomas da infeccao viral (Morrey e cols, 2019; Malta e cols, 2017).
Segundo o Ministério da Saude, houve o aumento do niumero de internagdes
por Sindrome de Guillain-Barré de 1455 para 1953, entre 2014 e 2015, e para
2208 no ano de 2016 (Brasil, 2020). Em alguns Estados do Nordeste
brasileiro, como Pernambuco e Bahia, a epidemia de ZIKV foi responsavel por

aumentar em trés vezes o numero de internagdes por Sindrome de Guillain-



Barré. Além desta, outras desordens neuroldgicas também foram observadas

em adultos, como encefalite, neurite optica e mielite (N6brega e cols, 2018).

1.3.Virus Zika, ciclo bioldgico e transmisséao

O ZIKV é um virus RNA de cadeia simples, com cerca de 11 mil pares
de bases. Duas linhagens principais foram identificadas, de origem africana e
de origem asiatica (Wang e cols, 2016). O seu genoma € formado por duas
regibes nado-codificantes e por uma regido codificante, que da origem as
proteinas estruturais (proteinas do capsideo, envelope e membrana
precursora) e as proteinas nao-estruturais do grupo NS (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5). A sua estrutura é similar a de outros flavivirus, com
excecao do sitio de glicosilagdo ASN180 nas suas glicoproteinas, que é
responsavel pela sua forma icosaédrica (Koppolu & Raju, 2018; Chan e cols,
2016; Hasan e cols, 2018).

Por mais de 60 anos, a infeccao pelo ZIKV foi apenas assintomatica
para a maioria dos pacientes e por esta razédo, a doenc¢a néo havia alertado
anteriormente a comunidade cientifica para a necessidade de mais estudos.
Consequentemente, pouco se sabe a respeito do ciclo biolégico do virus,
quais células ele infecta e mecanismos de imunopatologia. Entretanto, sabe-
se que o ciclo natural de transmissdo das arboviroses, em geral, inclui a
passagem por artropodes, como a passagem pelos mosquitos (Chang e cols,
2016; Baud e cols, 2017; Wang e cols, 2016). No caso do ZIKV, a infeccéo
humana se inicia principalmente por meio da picada da fémea do mosquito
Aedes. Entretanto, outras formas de transmissédo também sdo de destaque,
como a transmissao perinatal e transmissdo sexual (Hasan e cols, 2018;
Chang e cols, 2016; Patino-Barbosa e cols, 2015).

A transmissdo dependente de vetor ocorre por meio da picada da

fémea do mosquito Aedes, quando essa realiza o repasto sanguineo



necessario para a maturacao dos ovos, momento em que o virus € inoculado
na pele humana. Sabe-se que o ZIKV infecta células da epiderme e derme
humana, passando por um primeiro ciclo de replicacdo neste sitio. Dentre as
células infectadas nestes tecidos, destacam-se 0s queratinécitos, fibroblastos
e células dendriticas imaturas. Em fibroblastos, foi identificado rapidamente
um aumento na quantidade de coOpias do RNA viral, indicando a intensa
replicac@o do virus neste sitio de infeccao inicial (Hasan e cols, 2018; Wang
e cols, 2016). A média de vida de um mosquito fémea é de 1 a 2 meses e
cada mosquito consegue percorrer de 2 a 3 km durante o seu tempo de vida.
O ZIKV consegue sobreviver no seu hospedeiro por um periodo médio de 2
meses, sugerindo ser estavel no seu vetor (Besnard e cols, 2014; Musso et
al. 2015; Patino-Barbosa e cols, 2015; Chang e cols, 2016).

J& os relatos de transmisséo sexual sao refor¢cados pela observagéo da
presenca do virus no sémen de homens infectados. Além disso, o ZIKV
também foi identificado no leite materno de mulheres infectadas, porém ainda
ndo ha comprovacdo de que possa ocorrer a transmissao durante o
aleitamento (Chang e cols, 2016). Em estudos experimentais com primatas, o
RNA viral também foi detectado no sangue, sémen, fluido vaginal, urina, saliva
e liquido cefalorraquidiano dos animais infectados (Baud e cols, 2017).

Uma vez no hospedeiro, o virion maduro entra nas células por
endocitose, utilizando receptores como os receptores de células T, receptores
de mucina e receptores de lectina do tipo C. Além desses, o ZIKV utiliza o
receptor AXL para auxiliar sua entrada nas células (Figura 01). Este receptor
é visto em grande quantidade em microglias, células da placenta, fibroblastos
e células do sistema imune, explicando, em parte, o tropismo do virus por
estas células (Koppolu & Raju, 2018). Essa ligagéo é feita pela glicoproteina
E, presente no envelope viral, que ativa a via da endocitose. No ltmen do
endossomo, a glicoproteina E sofre uma trimerizagdo irreversivel, devido a
acidificacdo do meio, promovendo a fusdo do endossomo com o envelope

viral, permitindo a liberagdo do material genético do virus no citoplasma



celular, onde é iniciada a sua replicacdo, seguida de montagem das particulas
virais (Gratton e cols, 2019; Chan e cols, 2016).

Através das poliproteinas virais, o RNA viral é transportado e o grupo
de proteinas NS é liberado no citoplasma da célula hospedeira. Nesse
processo, 0 reticulo endoplasmético (ER) e o complexo de Golgi séo
essenciais para a replicacao viral. Primeiro, o ER d& origem as vesiculas
envolvidas no fluxo autofagico, um processo celular explorado pelos flavivirus
para aumentar a prépria replicacdo. No limen do reticulo endoplasmatico, as
particulas virais imaturas sdo montadas, contendo as proteinas E, prM,

membrana lipidica e capsideo viral (Gratton e cols, 2019; Chan e cols, 2016).

Depois de montadas, o complexo de Golgi promove o trafico de virions
através de rede trans-Golgi (TGN), transportando-os até a superficie da
célula. Neste processo, ocorre a maturacdo das particulas virais, processo
dependente de proteases e de modificacbes no pH, gerando um
reposicionamento das glicoproteinas E, a clivagem das proteinas prM e a
formacao das proteinas M, que ficam ancoradas a membrana da particula viral
(Heinz & Stiasny, 2017). Neste momento, as particulas virais estdo maduras
e prontas para serem lancadas no meio extracelular e endocitadas por outras
células. O genoma viral permanece empacotado com multiplas copias no
capsideo, derivado da membrana lipidica da célula hospedeira, envolto de
aproximadamente 180 cépias das glicoproteinas do envelope (Hasan e cols,
2018; Gratton e cols, 2019; Chan e cols, 2016).
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Figura 1: Ciclo de vida do virus Zika. O virus entra nas células quando se liga a receptores
gue induzem a endocitose e se funde com a membrana do endossomo por um mecanismo
dependente de pH, lancando o RNA viral no citoplasma da célula hospedeira. A montagem
da particula viral imatura ocorre no reticulo endoplasmatico, formando uma particula contendo
as proteinas E, prM e membrana lipidica e capsideo. Depois, no complexo de Golgi ocorre a
maturacdo da particula viral, com a clivagem da proteina prM nas proteinas pr e M. Por meio
da rede trans-Golgi (TGN) a particula viral chega a superficie da célula hospedeira, quando
entdo a particula viral é langada no meio extracelular. Heinz & Stiasny, 2017.

1.4.Resposta imunolégica e papel da micréglia na infeccéo por Zika

7z

Para entender melhor a patologia causada pelo Zika, € importante
abordar alguns aspectos da resposta imune aos virus. Até o momento, ndo se
sabe por completo quais 0os mecanismos imunoldgicos desencadeados
durante a infeccdo pelo ZIKV (Glasner e cols, 2017). Entretanto, os virus, de

forma geral, ao entrarem nas células, estimulam tanto a resposta imune inata



guanto a resposta adaptativa. A resposta inata dependera da capacidade de
fagocitos e células natural killers (NK) de sensoriar as células infectadas pelos
virus ou identificar as particulas virais circulantes. Ja a resposta adaptativa
devera desenvolver um perfil de resposta de células T auxiliar do tipo 1 (Th1)

importante para ativacdo da resposta celular e humoral.

No contexto da resposta imune inata, as células NK possuem um papel
crucial na protecdo contra os virus. Utilizando os receptores KIR e LIR, as
células NK possuem a capacidade de reconhecer padrbes moleculares
expressos em células infectadas por virus. Quando ativadas, as células NK
respondem produzindo IFN-y, uma citocina importante para a ativagado de
fagdcitos e também produzem granzimas e perforinas, induzindo a apoptose
da célula infectada (Rodrigues de Sousa e cols, 2021). Além de reconhecerem
padrbes que geram a sua ativacdo, as células NK também reconhecem
moléculas que inibem a sua atividade, sendo o complexo de
histocompatibilidade principal (MHC) de classe 1 a principal proteina

reconhecida que inibe a atividade dessas células (Glasner e cols, 2017).

Entretanto, o virus Zika possui a capacidade de escapar da resposta
das células NK. Glasner e colaboradores (2017) observaram que células NK
ndo sao efetivamente ativadas quando estdo em contato com outros tipos
celulares infectados pelo ZIKV. Isso ocorre porque o virus Zika nédo induz a
expressédo de padrdes moleculares reconhecidos pelos receptores KIR e LIR.
Além disso, o virus aumenta a expressao de moléculas de MHC de classe |
pelas células infectadas, reduzindo a ativacdo das células NK. Segundo esse
trabalho, o aumento da expressdo de moléculas de MHC ocorreu pelo
estimulo das vias RIG-1 e RIF-3, mediados pelo IFN-B. J& segundo Lum e
colaboradores (2018), a ativacéo das células NK durante a infec¢ao pelo ZIKV
é dependente da sinalizagdo de mondcitos e macrofagos. Nesse trabalho, as
células NK na presenca de mondcitos circulantes apresentam maior producéo
de IFN-y e CD107a, dois marcadores que indicam a atividade dessas células.

A comunicacao entre mondcitos e células NK ocorreu principalmente atraves
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das quimiocinas CXCL9, CXCL10, CXCL11, CCL5 e MCP-1, além das
citocinas IL-13 e IL-15.

Além de estimular a atividade das células NK, os mondcitos e
macrofagos possuem um importante papel no reconhecimento inicial do ZIKV.
O reconhecimento se da principalmente pelos receptores TLR3 e TLR7,
induzindo os genes de estimulacdo dos interferons (ISG), resultando
geralmente na polarizacdo dos macrofagos no fenétipo M1, com aumento da
producao de IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-a, IFN-B e IFN-y, além de MCP-1 e iNOS
(Rodrigues de Sousa e cols, 2021).

Entretanto, este padrdo de producdo de citocinas pelos macréfagos
residentes no SNC estd relacionado com a neuroinflamacdo. Essa
subpopulacdo de macréfagos, chamadas de micréglias, sao residentes das
regides perivasculares do SNC. Presentes na tunica adventicia de artérias,
arteriolas, veias e vénulas, sendo entdo responsaveis por monitorar o
microambiente e manter a homeostase através dos seus mecanismos de
defesa, que se diferem da na resposta dos macrofagos perivasculares e
teciduais. Isso se deve ao fato de as micrdglias estarem presentes em um
microambiente diferenciado, com capacidade limitada de reparo tecidual e
com dificuldade de tolerar processos inflamatorios intensos, necessitando de
um rigoroso controle das respostas imunes (Hanisch, 2002; Mosser e cols,
2017). Como estdo em contato direto com as células neuronais, seus
mecanismos imunolégicos afetam o funcionamento natural dos neurdnios,
interferindo na sua capacidade sindptica e capacidade de sobrevivéncia
(Hanisch, 2002; Mosser e cols, 2017).

Nos estagios iniciais das doencgas, as microglias sdo rapidamente
mobilizadas e ativadas por envelopes virais, componentes bacterianos ou
outros antigenos. Essa ativacdo resulta em alteragcbes no seu fendtipo e
morfologia, adquirindo um aspecto ameboide e expressando genes
relacionados a sua capacidade de movimentacao, proliferacéo e capacidade

fagocitaria (Mosser e cols, 2017).
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O sistema de Interferons (INF) faz parte dos primeiros mecanismos de
defesa ativados pelo sistema imune na resposta antiviral. Esse sistema €
formado pelos interferons do tipo | (a e B), tipo Il (y) e interferon do tipo Il (A).
Quase todas as células nucleadas conseguem produzir e responder ao IFN
do tipo I, quando o virus é reconhecido por receptores de padrdes
moleculares, como 0 RIG-1 ou 0 MDAS. Esses receptores sao citosolicos e
induzem a ativacao e transcricdo de fatores intracelulares, promovendo a
producdo de citocinas e quimiocinas inflamatorias para estimulo de respostas

imunes inata e adaptativas (Ngono & Shresta, 2018).

Quando os receptores RIG-1 ou o MDA5 sao ativados, ocorre o
recrutamento da proteina adaptadora de sinalizacao antiviral (MAVS) para a
ativacao da via ndo-candbnica das quinases IKKe e TBK1, ambos ativados pela
via do NF-kB, para induzir a produgéo de mais IFN-I. A sinalizacao intracelular
do IFN é através da ativacdo da JAK-STAT, que fosforilam e ativam a via da
STAT-1 e STAT-2 (Ngono & Shresta, 2018). Entretanto, nas células humanas,
o ZIKV tem a capacidade de antagonizar a resposta do Interferon do tipo 1,
por meio da degradacdo proteassomal da STAT-2. Essa mesma acao nao é
vista em camundongos, explicando, em parte, o porqué dos camundongos

nao serem hospedeiros naturais para o ZIKV (Miner & Diamond, 2017).

As microglias possuem a capacidade de produzir o IFN-y quando
estimuladas pela IL-12 ou pela IL-18. E uma citocina essencial para a inducio
da resposta Thl, aumentando a expressao de moléculas de MHC de classe |
e Il, e moléculas de adesédo, faciltando a apresentacdo de antigenos
(Hanisch, 2002; Peters, 1996). Em micrdglias, o IFN-y aumenta a expressao
de ICAM-1, moléculas acessorios B7, receptores de LPS, Fcy e receptores de
complemento. Entretanto, o aumento exacerbado de IFN-y pode induzir a
apoptose através da expressao simultanea do Fas e Fas-L (Koppolu & Raju,
2018). As microglias, quando estimuladas pelo IFN-y junto com a IL-12 ou IL-
18, possuem a capacidade também de produzir IL-2, uma citocina conhecida
como fator de crescimento de linfécitos T. Mesmo com uma producdo em

niveis baixos, varios estudos reportaram a capacidade das micréglias em
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produzir esta citocina, além de expressarem todos 0s receptores que a
reconhecem. O aumento da IL-2 e do IFN-y, juntos, estimulam as microglias
a aumentarem a producdo de oxido nitrico (NO), uma molécula vasoativa e

com atividades microbicidas (Chaturvedi & Nagar, 2009; Hanisch, 2002).

Um sinal inflamatério e imunoestimulador crucial para a ativagdo das
micréglias é a IL-1B. Ela, junto com a IL-6 e o TNF-a, esta envolvida com a
capacidade proliferativa e funcbes celulares durante o desenvolvimento do
SNC, modulando a eficacia das sinapses, especialmente no hipocampo, local
rico em IL-1R, alterando os perfis de sono e fome e induzindo a febre e
sensacao de dor. Por outro lado, a IL-1B pode estar presente em diversas
doencas neuroinflamatérias como a sindrome de Guillain-Barré (Hanisch,
2002; Kraychete e cols, 2006; Gulati e cols, 2016).

O TNF faz parte da imunidade contra os virus (Pitha, 2011; Muniz-
Jungueira e cols, 2001), mas também pode ser responsavel pela
imunopatogenia (Wait e cols, 2011). A producdo do TNF € induzida pela
ativacdo da via do NF-kB durante o reconhecimento de antigenos virais ou
em funcdo da ligacdo de citocinas pro-inflamatorias a receptores
extracelulares. Uma vez secretado, o TNF se liga aos seus receptores TNFR1
ou TNFR2 que retroalimentam a via de ativacdo do NF-kB (Idriss & Naismith,
2000). Tem sido mostrado que para escapar das defesas do hospedeiro, 0s
virus podem subverter a via do NF-kB, como observado em estudo com o0s
Poxvirus, virus Zika e da Dengue (Mohamed e McFadden, 2009; Serman e
Gack, 2019; Beaver e cols, 2018). No caso do virus Zika, a subversao da via
do NF-kB se da pelo complexo proteico NS2b3, uma protease viral com
capacidade de clivar o receptor cGAS. Este € um receptor que, quando
ativado, induz o aumento da atividade do IKK, resultando na translocacao das
proteinas do NF-kB. Com o receptor cGAS bloqueado, esta sinalizagéo fica
prejudicada e o virus consegue escapar da resposta do hospedeiro (Serman
e Gack, 2019).

No tecido cerebral, o TNF pode ser produzido por neurénios, astrécitos

e microglias. Niveis elevados de TNF sdo observados principalmente em
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isquemias e injurias, infeccbes bacterianas e virais e na esclerose multipla.
Possui efeito tdxico direto sobre estruturas neuronais, como a mielina
(Hanisch, 2002).

O NF«kB é um conjunto de pequenas proteinas intimamente
relacionadas que se ligam a um motivo comum conhecido como sitio kB. Essa
familia de receptores € composta pelas proteinas RelA, RelB, c-Rel, p105/p50
e p105/p52, que se encontraram dimerizadas no citoplasma e ligadas ao kB
(Siebenlist, 1997). Na auséncia de estimulos, o IkB mantém-se ligado ao
NF-kB, impedindo a translocacao do dimero para o nucleo. Apos o estimulo,
o IkB é fosforilado e os dimeros liberados para translocar para o nucleo, onde
se ligam o DNA e exercem a funcdo de promotor génico, responsaveis pela
expressdo de genes relacionados com a apoptose, adesdo celular,
proliferacéo, respostas imunoldgicas inatas e adaptativas, resposta oxidativa
e remodelamento tecidual (Baldwin 1996; Perkins, 2007).

Além de estarem envolvidas com o controle da expressao de citocinas,
estudos demonstraram que a via do NF-xB também esta envolvida com o
controle da producdo de outros mediadores inflamatérios, como espécies
reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio, prostaglandinas e
leucotrienos. Também pode estimular o aumento da expresséo de proteinas
antioxidantes, como o superéxido dismutase, podendo variar de acordo com
a via do NF-«kB que foi ativada (Morgan & Liu, 2010).

O NO é um sinalizador autdcrino e paracrino, produzido por uma
grande variedade de células, como macroéfagos, células endoteliais, células
de Kupffer, células adrenais e células do tecido cerebral. Possui atividades
vasoativas, por exemplo, no controle da vasodilatacdo e estimulo da
agregacao plaquetaria, e fungdes imunitarias, como no combate as infeccoes
e tumores e ativacdo de macréfagos citotoxicos. Ele é um produto da oxi-
reducdo da L-arginina pela atividade enzimética da Oxido nitrico sintase
(NOS). No sistema nervoso central, 0 NO é produzido em niveis basais pela
NNOS (NOS neuronal), uma isoforma da enzima NOS, importante para o

7

controle da neurotransmissao. Esta producdo é aumentada quando as
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micréglias sao induzidas por sinais inflamatérios, como o IFN-y, aumentando
a expressao de iNOS (NOS indutivel), a isoforma induzida durante a resposta
imunoldgica (Chaturvedi & Nagar, 2009).

Durante as infeccdes virais, 0 6xido nitrico age como a uma importante
molécula que inibe a replicacéo viral. Entretanto, a sua producao exacerbada
causa danos teciduais ao hospedeiro. Primeiro, o0 aumento da producédo de
NO ocorre por meio do reconhecimento das proteinas virais pelos receptores
de padrdes do hospedeiro, como os receptores TLR3, TLR7, RIG-1 e MDA5.
Esses receptores, quando reconhecem as proteinas virais, ativam os fatores
de transcricdo 1 e 2 (STAT-1 e STAT-2), que por sua vez estimulam a
expressédo dos genes regulados pelo INF, aumentando assim a expresséao de
citocinas inflamatdrias IFN-y, a IL-1B e o TNF-a e da enzima iNOS. Por sua
vez, essas citocinas ativam a via do NF-kB e STAT-1, aumentando ainda mais
a expressdo da enzima INOS pelos fagécitos (Serman & Gack, 2019;
Chaturvedi & Nagar, 2009; Bronte & Zanovello, 2005). J& as citocinas com
atividades imunomoduladoras, como a IL-10 e IL-4, inibem a expressdo da
INOS, diminuindo a producao de NO (Bronte & Zanovello, 2005).

O NO pode inibir a replicacdo viral de uma grande gama de virus,
principalmente por meio da S-nitrosilacao irreversivel das proteinas virais e
por meio da formacéao do peroxinitrito, que inibe a entrada de virus nas células
do hospedeiro por meio da oxidacdo das proteinas do capsideo viral
(Chaturvedi & Nagar, 2009; Padalko e cols, 2004). Esse mecanismo ja foi
descrito nas infeccbes com flavivirus. Na dengue, estudos em modelos
experimentais mostram que os medicamentos doadores de NO inibem a
replicacdo viral, resultando na menor sintese das proteinas virais, assim
agindo como uma molécula de defesa (Chaturvedi & Nagar, 2009; Ubol e cols,
2008). Isso também foi visto por Charnsilpa e colaboradores (2005) que
demonstraram que a inibicédo da replicacdo do DENV foi dependente da dose
de doadores de 6xido nitrico usados, mostrando a importancia desta molécula
para a imunidade antiviral.

Um importante local de producdo de mediadores inflamatorios sdo os

corpusculos lipidicos (Wymann & Schneiter, 2008; Wan e cols, 2007). Estes
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corpusculos séo organelas citoplasmaticas que estao presentes praticamente
em todas as células de mamiferos. Em leucdcitos e células endoteliais sua
quantidade aumenta rapidamente quando essas sdo induzidas por antigenos
ou em resposta a presenca de citocinas no meio ambiente como IL-6 e IFN
do tipo 1 (den Brock e cols, 2018; Bozza e cols, 2011; Bozza & Melo, 2005).
Os corpusculos lipidicos estruturalmente séo ricos em lipideos neutros,
considerado um sitio hidrofébico, contendo uma grande quantidade de
lipideos naturais em seu interior, delimitados por uma monocamada
fosfolipidica, podendo variar em namero, tamanho e composi¢cdo (Bozza &
Melo, 2005; Wymann & Schneiter, 2008). S&o organelas que apresentam no
seu interior predominio de enzimas envolvidas no metabolismo do acido
araquidoénico, como a COX-2 e 5-LOX, mas também podem ser encontradas
citocinas, como TNF-a e IL-6 (Bozza e cols, 2009) e espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (Bozza e cols, 2011; Ye e cols, 2020). Realizam
importante interacdo com os fagossomos, sendo essenciais para a sua
maturacdo e degradacdo dos patdgenos fagocitados, lancando o seu
conteudo dentro dos fagossomos (Melo & Dvorak, 2012).

Na resposta adaptativa, a presenca de uma resposta de células
auxiliares do tipo 1 (Th1) toma um papel crucial no controle e/ou erradicagao
dos virus. Neste tipo de resposta, os linfécitos T CD4 reconhecem as
proteinas estruturais do virus apresentados pelos fagécitos apés a fagocitose
de células infectadas ou células em apoptose infectadas por virus e os
linfécitos T CD8 irdo reconhecer as proteinas nao-estruturais do virus
apresentadas nas moléculas de MHC (Machado e cols, 2004). Em conjunto,
essas células apresentam uma resposta com producdo de IFN-y e TNF-q,
citocinas importantes para o controle da replicagéo viral, além das células CD8
produzirem CD107a e granzima B, duas moléculas citotoxicas que induzem a

morte de células infectadas. (Andrade & Harris, 2018; Tonnerre e cols, 2020).

Contudo, pouco se descreve sobre como antigenos provenientes do
Zika podem induzir essa resposta. De maneira geral, no sistema nervoso

central, a microglia ira desempenhar a funcéo de apresentacao do virus Zika
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aos linfocitos T efetores que ali chegarem. As microglias, apos o
reconhecimento do Zika por meio dos receptores intracelulares ou apos o
reconhecimento no meio extracelular o virus livre, ocorre a producéo de IL-12,
importante citocina ativadora de linfocitos. Concomitantemente e na presenca
de interferon produzida pelos linfocitos apds o reconhecimento dos antigenos
virais, as microglias expressam grande quantidade de MHC de classe 2 e B7
necessarios, respectivamente, para a apresentacdo de antigenos e como
segundo sinal de ativacao dos linfécitos T (Hanisch 2002). O reconhecimento
de antigenos virais, neste ambiente com IL-12 estimula a mudanca do perfil
das células T para a producéo de citocinas do padrao T auxiliar 1 (Th1), entre
elas IFN-y, TNF-a e IL-2 (Mosser e cols, 2017; Hanisch 2002).

Esse perfil de producdo de citocinas foi visto por da Silva e
colaboradores (2019) em pacientes infectados com o virus Zika. Neste
trabalho, observaram que o aumento da producdo de IFN-y e TNF-a esta
relacionado com a fase aguda da infec¢do pelo ZIKV, enquanto as citocinas
do ramo Th2, como IL-10 e IL-13, estdo aumentadas no periodo de
convalescéncia dos pacientes. De forma semelhante, Tonnerre e
colaboradores (2020) observaram em gestantes infectadas pelo ZIKV um
aumento de linfécitos TCD4 circulantes na fase aguda da doenca. Em sua
maioria, estas células eram reativas para as proteinas estruturais do ZIKV e

eram produtoras de TNF-a, IFN-y e IL-2.

A presenca de um padrédo Thl de resposta estimula em linfocitos B a
producdo de anticorpos neutralizantes, que sao eficazes no bloqueio da
entrada dos virus nas células. Segundo Tonnerre e colaboradores (2020),
gestantes infectadas com o ZIKV possuem a melhora dos sinais clinicos da

infeccdo quando estdo no momento de maior produgéo de IgG neutralizantes.

Uma vez que a infecgao viral tenha sido controlada e/ou tenha ocorrido
o clearance dos virus dos tecidos e da circulacéo, a resposta Thl deve ser
amplamente regulada. Neste momento citocinas como IL-4, IL-10 e TGF-p

possuem a capacidade de suprimir a resposta imunolégica. Estas citocinas
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inibem a producéao de outros mediadores inflamatorios pelas microglias, como
a IL-18 e TNF-a e suprimem a ativagcdo dos segundos mensageiros ativados
pelas citocinas pro-inflamatorias. A IL-4 também possui a capacidade de
induzir a sintese de IL-1ra, um antagonista dos receptores de IL-1B (Hanisch,
2002; Peters, 1996). Varios virus possuem a capacidade de mimetizar a IL-
10, para imunossuprimir a resposta inflamatoéria (Peters, 1996). Contudo, na
infeccéo por Zika pouco foi descrito sobre o papel dos padrdes de resposta
imune e das agbes das citocinas tanto na imunidade quanto na

imunopatologia (Maucourant e cols, 2019).

1.5. Zika e Neuroinflamacao

Uma notével caracteristica do ZIKV que o difere de outros flavivirus é
0 seu tropismo pelas células neuronais. Essa caracteristica foi demostrada
por diversos estudos com cultivos celulares, modelos experimentais e em
humanos (Baud e cols, 2017; Olmo e cols, 2017), onde é observado que a
infeccdo por este virus reduz a viabilidade celular de neurdnios e de seus
precursores, diminuindo o ciclo de replicacédo destas células, aumentando a

apoptose e gerando desregulacdo na sua proliferacao (Koppolu & Raju, 2018).

Uma justificativa para este tropismo é a grande presenca do receptor
AXL que o virus Zika pode utilizar para entrar nestas células. O receptor AXL
também é visto em grande quantidade em micréglias, células da placenta,
retina, fibroblastos e células do sistema imune (Koppolu & Raju, 2018). Isso
foi confirmado pelo estudo desenvolvido por Chan e colaboradores (2016), no
qual 18 linhagens celulares diferentes foram expostas ao ZIKV e o
crescimento do virus foi avaliado por um periodo de 5 dias. Entre os
resultados, eles observaram que o virus foi capaz de infectar e se replicar nas
células neuronais de forma mais acentuada do que em células de outros
tecidos, como as do trato gastrointestinal e trato urinario. Houve também um

pequeno crescimento viral em cultivos de mondcitos humanos. Além disso,
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eles observaram que células de camundongo, como a linhagem de microglias
BV2, foram permissivas para a infec¢céo, porém, o virus apresentou uma baixa
replicacéo (Chan e cols, 2016). J& Papa e colaboradores (2017) viram que as
cepas africana e brasileira eram capazes de infectar células endoteliais do
cérebro de camundongo e induzir a morte destas células. Segundo os autores,
cerca de 70% das células permaneceram vivas apos 96 horas na presenca
do virus, indicando um efeito citopatico. Além disso, o virus induziu a producao
de IL-6 e CCL5, sugerindo a sua capacidade de atrair leucécitos,

principalmente linfocitos para a barreira hematoencefalica.

Outros estudos demonstraram que o ZIKV é capaz de atravessar a
barreira placentaria e infectar o sistema nervoso dos fetos em
desenvolvimento, através de mecanismos que ainda ndo estdo bem
elucidados. Isso foi observado pela primeira vez na Polinésia Francesa, em
2013, com a deteccao do RNA viral no liquido amniotico de gestantes com os
sintomas da infeccdo com o ZIKV (Koppolu & Raju, 2018). Depois disso, varios
estudos histopatologicos também relataram a presenca do virus no tecido
cerebral de fetos (Duarte e cols, 2017; Koppolu & Raju, 2018), mostrando o
seu forte tropismo pelas células progenitoras neuronais no cortex, induzindo
a morte dessas células por apoptose (Baud e cols, 2017). Isso foi confirmado
através de microscopia eletrbnica em células neuronais de fetos com
microcefalia, sugerindo a infeccdo viral transplacentaria e dando
embasamento para a hip6tese de que a microcefalia e outras anormalidades
neurolégicas, como ventriculomegalia, calcificacdo cerebral difuso, atrofia
cerebral e desordens relacionadas com desestabilidades motoras, estdo
todas relacionadas com a infec¢éo aguda pelo ZIKV (Wang e cols, 2016; Baud
e cols, 2017). Este fenbmeno também foi observado em modelos
experimentais. Em camundongos, foi visto a presenca do ZIKV em tecidos
fetais apOs a infec¢do da progenitora, sugerindo a transmissdo vertical. Os
fetos de camundongos infectados apresentaram anormalidade semelhantes
as observadas em humanos (Baud e cols, 2017) e os camundongos adultos

infectados apresentaram morte dos neurdnios por apoptose (Li e cols, 2016).
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As evidéncias indicam que a infeccdo pelo ZIKV induz uma resposta
antiviral, caracterizada pelo aumento de IFN-a, IL-1[3, IL-6, TNF-a e MCP-1. A
presenca do virus induz a ativagcao das microglias, fenébmeno observado tanto
in vitro, quanto em cortes histologicos. Esta ativacdo resulta em
neuroinflamacédo local, com morte dos neurbnios e reducdo do
desenvolvimento celular, principalmente no cértex (Lum e cols, 2017). Olmo e
colaboradores (2017) observaram que células neuronais infectadas
apresentam maior produgcdo e liberacdo de TNF-a, IL-1B e glutamato,
mediadores que induzem a excitocitose de neurbnios através do aumento
intracelular de Ca?*. Segundo os autores, a morte dos neurénios ocorreu
principalmente entre 12 e 24 horas de infec¢do, coincidindo também com o
periodo que o tecido apresentava a maior concentracdo de TNF-a, IL-1B e
glutamato. Eles observaram que o numero de células com o aumento da
atividade da caspase-3 foi muito superior ao numero de células infectadas
com o ZIKV. Isso foi confirmado pelo trabalho desenvolvido por Wang e
colaboradores (2018), onde células progenitoras neuronais expostas ao
sobrenadante de micréglias infectadas pelo ZIKV apresentaram reducédo da
proliferacdo e diferenciacdo celular. Todos esses achados, em conjunto,
indicam que a morte dos neurbnios ndo é decorrente apenas da replicacéo
viral, mas que pode ser ativada através da comunicacdo celular e pelo
aumento dos mediadores inflamatoérios, mostrando a importancia de estudar
novos medicamentos que controlem a ativac¢ao do sistema imune como forma

de controlar os danos neurolégicos.

1.6.Autofagia

Um campo interessante e que vem sendo cada vez mais estudado diz
respeito ao papel da autofagia principalmente nos fagécitos como um
mecanismo importante para clarificar as infec¢oes intracelulares (Nicola et al.

2012). A autofagia em si € um mecanismo essencial que pertence ao sistema

20



lisossomal e € utilizada para degradacdo de macromoléculas danificadas,
proteinas redundantes ou de organelas envelhecidas, como peroxissomos,
mitocondrias e reticulos endoplasméticos (Gratton e cols, 2019; Mizushima e
cols, 2008; Rocchi & He 2015).

Trés formas diferentes de autofagia foram identificadas: a
microautofagia, autofagia mediada por chaperonas e a macroautofagia,
também chamada apenas de autofagia. Cada um desses processos
apresenta funcodes fisioldgicas especificas, sendo a macroautofagia a mais
bem conhecida e caracterizada (Gratton e cols, 2019). A microautofagia é
caracterizada pela degradagédo de componentes intracelulares diretamente
pela incorporacdo desses componentes ao lisossomo. Ja4 a autofagia por
chaperonas ocorre quando o material citoplasmatico a ser degradado é
primeiro conjugado a uma chaperona, que permite a sua translocacao para o
lisossomo. Por fim a macroautofagia € um processo mais complexo que
envolve a formacao de um compartimento intracelular chamado de fagéforo,
qgue posteriormente se funde aos lisossomos, degradando o seu conteudo
(Deretic & Levine, 2018; Perrone e cols, 2019; Gratton e cols, 2019; Orvedahl
& Levine, 2008).

Virtualmente, este processo ocorre em todas as células eucarioticas
em niveis basais, podendo ser rapidamente regulado de forma positiva em
respostas aos sinais de estresse ou privacdo de nutrientes para geracao de
energia intracelular e manutencdo da homeostasia (Gratton e cols, 2019).
Esses sinais podem ser citocinas como a IL-1B3, espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio e a presenca de antigenos virais, como é observado na infeccédo
pelo virus dengue, onde as proteinas NS4A e NS4B induzem a autofagia.
Como sinais que inibem a autofagia, temos como principal a proteina mTOR,
uma proteina que permanece ativada por fatores de crescimento e nutrientes
intracelulares. Na auséncia dos fatores de crescimento ou nutrientes, a mTOR
€ inibida, dando inicio ao processo autofagico (Deretic & Levine, 2018;
Perrone e cols, 2019).
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Tanto a inducdo quanto o controle da autofagia sdo processos
complexos que envolvem a interacdo de varias proteinas. Ela é iniciada
durante a formagdo de um uma vesicula de membrana Unica chamada de
fagoéforo, que se alonga para envolver o material a ser reciclado, fechando em
si mesma em um processo chamado de nucleacéo (Tanida et al. 2004; He &
Klionsky, 2009).

A iniciacdo € coordenada pelas proteinas ULK1 e ULK2. Essas
proteinas sdo constantemente inibidas pela mTOR, até que haja a presenca
de algum sinal indutor da autofagia. Ja o alongamento € mediado por dois
sistemas de conjugacao do tipo ubiquitinas, que juntos montam um complexo
de proteinas ATGs, que tém por funcdo processar a proteina LC3, inicialmente
na sua forma soltuvel (LC3-I), conjugando-a a fosfatidiletanolamina, gerando a
sua forma ativa (LC3-1l). A LC3-Il, por sua vez, se liga aos fosfolipidios da
membrana do fagoforo, possibilitando assim, a sua extensdo, curvatura e
fechamento (Tanida et al. 2004; He & Klionsky, 2009; Gratton e cols, 2019).
Por fim, a nucleacdo depende da formacdo de uma plataforma proteica
central, na qual a proteina Beclin-1 desempenha um papel de destaque no
final desse processo para formacdo de uma vesicula com bicamada lipidica
de tamanho entre 300 e 900 nm chamada de autofagossomo. Uma vez
formada, o autofagossomo sofre maturacao apoés receber influxo de produtos
da via endocitica e assim adquire capacidade degradativa e de acidificacao.
Estes vacuolos &cidos e hidroliticos formam um compartimento de membrana
simples chamada de anfissomo (Yang & Klionsky 2010). O ultimo estagio da
autofagia é a fusdo dos anfissomos com os lisossomos para degradacéo dos
componentes dentro da vesicula e reciclagem de nutrientes e membranas,
contribuindo assim para suprir as necessidades metabdlicas e a manutencéo

de uma fungao lisossomal continua (Silva & Jung, 2013).

A autofagia também tem sido estudada na resposta imunitaria contra
os virus (Dreux & Chisari, 2010). Nas infec¢des pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), reporta-se um aumento da autofagia nas células

mononucleares periféricas de individuos controladores que sédo reconhecidos
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por manter a viremia baixa ao longo de anos, possivelmente porque durante
0 mecanismo de autofagia, a proteina TAT do HIV é degradada (Nardacci et
al. 2014; Sagnier et al. 2015). Por ser fundamental nas respostas contra virus,
0 processo de autofagia € inclusive alvo do controle viral, como por exemplo,
a proteina ICP34.5 do virus Herpes simplex € capaz de inibir a Beclin-1,
proteina chave no mecanismo (Orvedahl et al. 2007); o virus da dengue
promove a degradacdo proteassOmica do receptor p62 importante na
maturacéo do autofagossoma (Metz & cols., 2015); enquanto a proteina Vif do

HIV inibe a formacédo do autofagossoma (Borel e cols, 2015).

Varios estudos indicam que o mecanismo da autofagia também pode
ser largamente utilizado por virus durante a replicacao (Zhang et al. 2014; Lai
et al. 2016). Tanto o virus da Dengue quanto o da Chikungunya manipulam o
processo da autofagia para potencializar suas replicagbes (Carneiro &
Travassos, 2016). No caso da Dengue, o virus induz uma degradacdo de
lipideos dependente de autofagia, mobilizando os triglicerideos para produzir
ATP, através da beta oxidacao (Lee e cols, 2008; Heaton & Randall 2010). Ja
0 virus Chikungunya induz o reticulo endoplasmatico e o estresse oxidativo,
para entdo estimular a autofagia e reduzir a apoptose, levando a célula a maior
sobrevivéncia (Krejbich-Trotot e cols, 2011; Joubert et al. 2012).
Possivelmente, o virus Zika utilize o0 mesmo mecanismo, uma vez que se
observou a presenca de seus capsideos virais em autofagossomos (Hamel et
al. 2015; Carneiro & Travassos, 2016). O conhecimento sobre a relagcédo do
virus Zika com a autofagia ainda é muito inicial, mas possivelmente a
intervengdo neste mecanismo possa responder por alteracdes nas funcdes

celulares e morte celular.

1.7. Curcumina

A curcumina (C21H2006) é uma molécula encontrada principalmente

no rizoma da Curcuma longa, de outras espécies de Curcuma spp. e de
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alimentos apimentados. Vulgarmente conhecida como Acafrdo-da-terra, ela é
um ingrediente comum na dieta de paises asiaticos, principalmente na india e
na Tailandia, onde é usada como corante e tempero (Nabila e cols, 2020;
Schneider e cols, 2015; Sharma e cols, 2007; Larisat e cols, 2018). Além
disso, a curcumina é usada ha séculos na medicina tradicional para doencas
inflamatoérias como por exemplo no tratamento da artrite (Prasad e cols, 2014).
Ela faz parte do grupo dos curcuminoides, moléculas bioativas presentes na
Curcuma, composto pela curcumina, demetoxicurcumina (DMC) e
bisdemetoxicurcumina (BDMC) (Kotha & Luthria, 2019).

Foi extraida pela primeira vez em 1815 e isolada em 1842, mas as suas
propriedades medicinais foram descritas na literatura cientifica apenas em
1949, quando registraram a sua atividade bactericida (Prasad e cols, 2014;
Kotha & Luthria, 2019). Depois, foi descrita a sua capacidade de controle do
colesterol em 1971, de controle da glicemia em 1972, atividade anti-
inflamatoria em 1973 e antioxidante em 1976. Em 1995, pesquisadores
observaram que a atividade anti-inflamatdria da curcumina era decorrente da
inibicdo da via no NF-kB, diminuindo, por consequéncia, a producédo de
citocinas inflamatérias como o TNF-a, MCP-1 e IL-6 (Prasad e cols, 2014;
Sharma e cols, 2007).

A curcumina é uma molécula praticamente insollvel em dgua em meios
acidos e neutros, mas possui uma boa solubilidade em etanol e em DMSO
(Prasad e cols, 2014; Kotha & Luthria, 2019). Tanto in vitro quanto in vivo, a
curcumina apresenta baixa estabilidade, consequéncia principalmente da alta
capacidade de doar hidrogénio, caracteristica essencial para a sua atividade
antioxidante e quelante de metais (Kotha & Luthria, 2019). Recentemente,
varios estudos tém mostrado a acgéo terapéutica da curcumina, com acdo
sobre diversos sistemas, como sistema nervoso central e periférico,
cardiovascular, digestivo, respiratério e endocrino (Mirzaei e cols, 2016; Patel
e cols, 2020; Schneider e cols, 2015). Aléem disso, a curcumina interage com

diversas moléculas envolvidas na resposta imunoldgica, como IL-1p3, IL-6, IL-
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8, IL-12 e TNF-a (Sharma e cols, 2007; Patel e cols, 2020; Cheng e cols,
2019).

Ha também varios registros da acdo antiviral da curcumina,
principalmente sobre virus envelopados, como os flavivirus (Nabila e cols,
2020). E proposto que a curcumina interaja com o sistema proteassoma-
ubiquitina (USP), um sistema importante para a replicacéo de flavivirus, além
de inibir as proteinas NS2B e NS3 do DENV-2 (Nabila e cols, 2020;
Balasubramania e cols, 2019). Foi visto por Padilla-S e colaboradores (2013)
gue concentragdes de 11,51 uM de curcumina tem a capacidade de inibir em
50% a replicacdo do virus dengue do tipo 2. Para o virus Chikungunya, von
Rhein e colaboradores (2015) mostraram que 10,79 uM de curcumina possui
a capacidade de inibir em 50% da replicacdo deste virus. J& o trabalho
desenvolvido por Mounce e colaboradores (2017) demostrou que
concentragdes acima de 100 nM de curcumina tem a capacidade de inibir
significativamente a replicacdo do virus Chikungunya e do virus Zika. Esta
inibicdo ocorreu de forma dose-dependente, com a maior inibicdo no grupo de

células tratadas com 5 pM de curcumina.

Além disso, ha registros da sua acdo neuroprotetora. Nos experimentos
realizados por Yang e colaboradores (2014), a curcumina reduziu a producao
de citocinas inflamatérias como IL-1f, IL-6 e TNF-a por células BV2 apds
estimulos inflamatorios. De forma semelhante, a curcumina apresentou um
efeito neuroprotetor sobre os neurdnios SH-SY5Y apds estimulo com
paraquat, um agente neurotoxico (Jaroonwitchawan e cols, 2017). Segundo
0s autores, o efeito protetor da curcumina estava associada com a ativacéo
da autofagia. Entretanto, o trabalho desenvolvido por Huang e colaboradores
(2018) mostrou o contrario. Segundo os autores, em modelos experimentais
de isquemia cerebral, a administragcdo da curcumina reduziu a expressao de
LC3 pelas células do tecido neuronal, com redugéo também de mediadores

inflamatdrios, como IL-1[3.
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JUSTIFICATIVA



Os numerosos casos de microcefalia e de outras complicacbes
neurologicas decorrentes da infecgdo pelo virus Zika no Brasil foram
alarmantes. Mesmo sendo um virus conhecido desde 1947, por causa dos
poucos episodios de epidemias e a baixa gravidade, a doenca néo havia
alarmado a comunidade cientifica anteriormente para a necessidade de
maiores estudos sobre os seus mecanismos imunopatogénicos. Por isso,
pouco se sabe a respeito do seu ciclo biolégico, de quais mecanismos séo
essenciais para a sua replicacéo e possiveis formas de tratamento da doenca
e de prevencao a microcefalia. Portanto, é necessario um estudo aprofundado
elucidando os mecanismos imunolégicos desencadeados no sistema nervoso
central durante a infecgdo, entre eles, o papel da micréglia nas
neuropatologias observadas na infec¢do pelo ZIKV.

Ademais, visto o relato sobre o efeito antiviral da curcumina na infeccao
pelo virus Zika (Mounce e cols, 2017), é interessante avaliar quais 0s
mecanismos antivirais exercidos por essa molécula, esclarecendo o0s
mecanismos de leséo tecidual desencadeados pelo virus e se ha indicios de

que a curcumina poderia contribuir para diminuir as lesdes por esse flavivirus.
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OBJETIVOS



3.1. Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da curcumina no

tratamento de microglias infectadas ou néo pelo virus Zika.

3.2.Especifico

e Avaliar se a curcumina exerce toxicidade sobre a microglia ndo
infectada por meio da avaliagdo da viabilidade celular e do tipo de
morte induzida;

e Avaliar se o virus Zika tem efeito citopatico sobre a célula infectada
e a influéncia da curcumina sobre esse efeito por meio da avaliacao
da viabilidade celular e do tipo de morte induzida;

e Avaliar se a autofagia esta ativada na microglia durante a infeccao
pelo virus Zika e se a curcumina é capaz de modificar esse
mecanismo na célula infectada por meio da expressao de LC3 e
quantificacdo do virus;

o Avaliar qual a influéncia da infeccdo com o virus Zika sobre os
mecanismos de resposta da micréglia e a influéncia da curcumina
sobre esses mecanismos pela avaliacdo da producéo de espécies
reativas de oxigénio, de nitrogénio, de citocinas e de corpusculos

lipidicos.
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METODOLOGIA



4.1. Delineamento experimental

Cultivo do virus Zika
em células C6/36

Titulagdo viral em
células Vero

Infec¢do das células
BV2 com o virus Zika

Divisdo dos grupos:
- Basal
- Tratado
- Infectado
- Infectado e tratado

o Avaliagdo funcional:
e Avaliagao da morte 2 i g
Avaliagdo da . s - Corpusculo lipidico
sbildsde celul celular: Avaliagao da “EROS
Viahiidage:ceiiar por - Anexina/PI autofagia (LC3 e mTOR)
MTT - ERNS
- Caspase-3 o
- Citocinas
Espectrofotometro Citometria de fluxo

Andlise estatistica

Figura 2: Fluxograma dos experimentos

Para avaliar a influéncia da curcumina em micréglias infectadas pelo virus

Zika, os estudos foram divididos em trés etapas. Na primeira etapa, primeiro
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foi realizada a expanséo do Virus Zika nas células C6/36 (item 4.2.2) e em
seguida, a titulacéo para definicdo posterior do MOI foi realizada em células
Vero (Item 4.3). Em uma segunda etapa, foram padronizadas as condi¢oes
experimentais referentes as concentragcdes da curcumina utilizadas nos
tratamentos (itens 4.4.1 e 4.4.2). Na terceira etapa foi realizada a infeccéo in
vitro das micréglias murinas de linhagem BV2 pelo virus Zika (item 4.5.1), para
as seguintes avaliagdes: viabilidade celular (item 4.5.4), inducéo da morte por
necrose e apoptose (item 4.5.5), inducdo da autofagia (item 4.5.6), producao
de Espécies Reativas de Nitrogénio (item 4.5.7) e Oxigénio (item 4.5.8),
producdo de corpusculos lipidicos (item 4.5.9) e producéo de citocinas (item
4.5.10).

Em todos os experimentos realizados da terceira etapa, foi acrescentado
um grupo com o inibidor e/ou estimulo da via estudada. Os experimentos
foram repetidos trés vezes e durante todo o cultivo de células, do virus Zika e
experimentos de infec¢ao e tratamento, foram utilizados reagentes e materiais
estéreis em ambiente igualmente estéril. A descricdo de todos os reagentes

utilizados esta detalhada no anexo de reagentes.

4.2. Linhagens celulares, virus e estimulos inflamatorios utilizados

4.2.1. Virus Zika

A amostra do virus (ZIKV PE 243) foi gentilmente doada pelo pesquisador
Dr. Alexandre Vieira Machado, pesquisador do Instituto René Rachou-
FIOCRUZ- Belo Horizonte - MG. Antes da sua utilizagéo, o virus foi mantido

em meio de cultura Leibovitz's L-15 Medium (Gibco) na temperatura de -80°C.
4.2.2. Células C6/36
As células C6/36, linhagem celular originaria de larva neonata de mosquito

Aedes albopictus, provenientes do banco de materiais biolégicos da René
Rachou — FIOCRUZ (Belo Horizonte — MG), foram gentilmente cedidas pelo
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pesquisador Dr. Alexandre Vieira Machado. As células foram expandidas e
mantidas em cultivo em estufa BOD 28°C, em meio Leibovitz’s L-15 Medium
(Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
gentamicina (Gibco), com ajuste para o pH 7,6. As C6/36 foram utilizadas para
replicacédo viral quando alcancaram a confluéncia de 70-80%. Para a infecéo,
100 pL do estoque de virus Zika foi acrescentado a cultura de células acima
e as mesmas foram incubadas nas mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente por 6 dias. Apds o sexto dia, o sobrenadante da cultura foi
centrifugado, filtrado em membrana de 0,22 um e separado em aliquotas de
100 pL, armazenados em freezer a -80°C. Dessas aliquotas, duas foram

retiradas aleatoriamente para a titulagéo.

4.2.3. Células Vero

As células Vero, linhagem celular origindria de rim de
macaco Cercopithecus aethiops (macaco verde africano), provenientes do
banco de materiais biolégicos do Instituto René Rachou — FIOCRUZ (Belo
Horizonte - MG), foram gentiimente cedidas pelo pesquisador
Dr. Alexandre Vieira Machado. As células foram mantidas em cultivo em meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium high glucose (DMEM), suplementado com
10% de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina e 3,7 g/L de bicarbonato de
sédio (NaHCO3), pH 7,2, em estufa 37°C, com 5% de CO2. Quando o cultivo
alcancava a confluéncia maxima de 80%, uma passagem era realizada e as
células eram mantidas nas mesmas condi¢des. Foram realizados pelo menos

duas passagens antes da utilizacdo nos experimentos.
4.2.4. Microglias Murinas BV2
Foram utilizadas micrdglias hipocampais de camundongo C57BL/6 da
linhagem BV2 (figura 3), gentilmente cedidas pelo pesquisador Dr. Enrique

Roberto Arganaraz, do Laboratorio de Virologia Molecular da Universidade de

Brasilia. As células foram mantidas em cultivo até alcancarem a confluéncia
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maxima de 80%, em meio DMEM, suplementado com 10% de SFB, 1% de
penicilina/estreptomicina e 3,7g/L de bicarbonato de s6dio (NaHCO3), pH 7,2
e 0 crescimento foi realizado em estufa 37°C, com 5% de CO2. Quando o
cultivo alcancava a confluéncia maxima de 80%, um repique era realizado e
as células eram mantidas nas mesmas condi¢cdes. Foram realizados pelo

menos 2 repiques antes da utilizagéo nos experimentos.
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Figura 3: Microglias murinas hipocampais da linhagem BV2 com aumento de 40x. Fotos
capturadas pelo microscépio Nikon Eclipse Ts2, no Laboratério de Imunologia Celular,
Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia.

4.3. Titulacdo do virus Zika

A titulacdo do virus foi realizada pelo método de quantificacdo em placa
utilizando as células Vero. Apés alcancada a confluéncia de 80% na cultura,
as células foram transferidas para tubo tipo Falcon de plastico de 15 mL. O
tubo era centrifugado a 200g por 10 minutos, o sobrenadante descartado e as
céluals eram ressuspensas em 1 mL de DMEM estéril, pH 7.2, sem o
acréscimo de soro fetal bovino (DMEM incompleto). Em seguida, uma aliquota
de 20 pL do meio era diluida em 180 pL da solucao de nigrosina 0,05% para
contagem em camara de Neubauer. As células foram entédo ressuspensas
para a proporcédo de 2,5 x 10° células em 500 pL do meio DMEM incompleto
e em seguida foram distribuidas por pogo, em placa de 6 pocos. Em funcéo
da dindmica de crescimento deste tipo celular, apdés 24 horas em
multiplicacéo, foi estimado que as células estavam em uma concentragao de

5 x 10°. Paralelamente, foi feita uma diluicdo seriada nas concentracdes de
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1 x 10! até 1 x 10° de cada uma das duas aliquotas do virus estocado pés-
crescimento em C6/36, em duplicata para obtencao do titulo.

Entédo, foram adicionados aos poc¢os 100 pL das diluices das aliquotas de
virus, incubados em camara umida a 37°C e 5% de CO:2 por 1 hora, com
homogeneizacéo delicada a cada 15 minutos, permitindo a adsor¢éo do virus
as células. Apos, foi adicionado em cada po¢co 3 mL de meio semisélido
carboximetilcelulose (CMC) a 2% e a placa foi mantida em estufa a 37°C, com
5% de CO2, por 6 dias, com controle diario de mudancas de pH e
contaminacgdo. No sexto dia, a placa foi fixada overnight com paraformaldeido
3% e depois lavada em agua corrente, corada com cristal violeta por 2 horas
e em seguida novamente lavada e secada espontaneamente. Para obtencéo
do titulo, foram contadas as éareas circulares de luscéncia no poco que
apresentasse a melhor visualizacdo da formacdo das placas virais,
dependendo da dilui¢cao do virus utilizada (Figura 4). O valor do MOI foi obtido

em unidades formadores de placa por mililitro (PFU/mL) pela formula:

PFU
Titulo =P X F X 10 X (—)
mL

P: Média do numero de placas virais obtido na diluicio em que se contou as
placas;
F: fator de correcdo para expressar o titulo de PFU/mL (1000 pL/volume do
in6culo)

10: Diluicdo em gue as placas foram contadas
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Figura 4: Placa de titulagdo em células Vero. A esquerda, cada poco representa uma diluicdo
do Virus Zika. A direita, observa-se com detalhes as formagGes das placas virais.

4.4. Padronizacdo das condi¢cdes experimentais

4.4.1. Avaliacdo do efeito citotoxico da curcumina sobre as microglias
BV2 por ensaio de MTT

Com o intuito de determinar as melhores condi¢cdes experimentais
referentes as concentracbes da curcumina, foi realizado o ensaio de
citotoxicidade pela reducao do tetrazoélio. Este teste baseia-se na reducao do
3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) pelas
desidrogenases mitocondriais das células ativas, gerando os sais de
formazam, cristais com coloracdo violeta, insoliveis em agua e detectaveis

em espectrofotdmetro entre 512 e 587 nm (Stockert e cols, 2018).

Para tal, foram incubadas 2,5 x 10* células BV2 por pogo em placa
estéril de 96 pocos de fundo chato, com meio DMEM estéril, suplementado
com 1% de penicilina/estreptomicina e 3,7g/L de bicarbonato de sédio
(NaHCOs3), pH 7,2, sem o acréscimo de soro fetal bovino, em camara Umida
a 37°C e 5% de COq por 2 horas para adesédo das células ao fundo da placa.
Passado o tempo de adesao, o sobrenadante foi desprezado para remocao
das células ndo aderidas e os pocos lavados duas vezes com solucao
tamponada fosfatada (PBS) estéril pH 7,2 a 37°C. Em seguida, as células
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foram incubadas em camara umida a 37°C e 5% de CO2 por 24 horas com
diferentes concentracfes da curcumina. Neste momento, a curcumina foi
primeiro solubilizada para a concentragdo de 10 nM utilizando 0,01% de
dimetilsulféxido (DMSO) e, em seguida, diluida em meio DMEM estéril,
suplementado com 10% de SFB, 1% de penicilina/estreptomicina e 3,7g/L de
bicarbonato de sédio (NaHCOs3), pH 7,2.

A curcumina foi diluida seriadamente a partir da maior concentracéo
nao citotdéxica encontrada na literatura (Mounce e cols, 2017; Lin e cols, 2019;
Yang e cols, 2017). As concentragbes da curcumina utilizadas no
experimento foram: 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,62 uM, 0,31 uM
e 0,15 uM. Ao experimento foram acrescidos um grupo controle (células sem

tratamento) e um grupo tratado com DMSO a 0,01%.

Passado o tempo de incubacéo, foram acrescentados aos po¢os 10 pL
da solucédo de MTT diluido em agua destilada estéril, na concentracédo de 5
mg/mL, seguido de nova incubacdo a 37°C em camara umida com 5% de
COg, ao abrigo da luz, por 2 horas. Decorrido este tempo, 0 sobrenadante foi
desprezado e acrescentado 50 pL de DMSO aos pocos para lisar as células
e solubilizar os cristais de formazam. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro (Spectramax plus 384, Molecular Devices, Sunnyvale,
USA) a 570 nm. O experimento foi realizado em triplicatas e a viabilidade

celular foi calculada de acordo com a formula:

Viabilidade = Absorbancia do grupo tratado 100 %
HabLaane = \edia da absorbancia do controle ’

4.4.2. Avaliagdo do efeito citotoxico da curcumina sobre as microglias
BV2 pelo ensaio de apoptose/necrose
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Para confirmar os dados obtidos pelo teste de MTT, foi realizado o teste
de avaliacdo da apoptose/necrose através dos marcadores anexina V e iodeto
de propidio (Pl). O Pl € uma molécula com capacidade de atravessar a
membrana de células mortas e se ligar covalentemente entre os pares de base
do DNA, marcando-os com fluorescéncia vermelha. Como esta molécula nao
atravessa a membrana de células vivas e em apoptose inicial (Rieger e cols,
2011), ela foi utilizada para diferenciar as células vivas das células mortas. Ja
a anexina V-FITC é uma molécula que se liga a fosfatidilserina, um lipideo
natural presente na face interna da membrana celular. Quando a célula entra
em apoptose, a fosfatidilserina € externalizada, permitindo a sua ligacdo a
anexina, uma molécula que também nao possui a capacidade de atravessar

a membrana celular, marcando-a com fluorescéncia verde.

Para tal, foram incubadas 2,5 x 10% células BV2 por poco em placa
estéril de 96 pocos de fundo chato, com meio DMEM estéril, suplementado
com 1% de penicilina/estreptomicina e 3,7g/L de bicarbonato de sodio
(NaHCO:s), pH 7,2, sem o acréscimo de soro fetal bovino, em camara umida
a 37°C e 5% de CO:z por 2 horas para adeséo das células ao fundo da placa.
Passado o tempo de adeséo, o sobrenadante foi desprezado para remocao
das células ndo aderidas e os poc¢os lavados duas vezes com PBS estéril a
37°C. Em seguida, as células foram incubadas em camara umida a 37°C e
5% de CO2 por 24 horas com diferentes concentragdes da curcumina. Neste
momento, a curcumina foi primeiro solubilizada a 10 nM com DMSO e, em
seguida, diluida em meio DMEM estéril, suplementado com 10% de SFB, 1%
de penicilina/estreptomicina e 3,7g/L de bicarbonato de sédio (NaHCO3), pH
7,2. A curcumina foi diluida seriadamente para obtencédo das concentracdes

de tratamento conforme descrito no item 4.4.1.

Passado o tempo de tratamento, o sobrenadante e as células foram
transferidas para microtubos de 1,5 mL e centrifugadas a 200 g por 7 minutos.
O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspenso com 100 pL
de PBS a 37°C, pH 7,2 e mantido por 5 minutos em temperatura ambiente.

Apos isto, foi acrescentado em cada tubo 1 puL do marcador iodeto de propidio
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e 1uL de anexina, seguido de incubacdo por 15 minutos a temperatura
ambiente no escuro. Apés este tempo, foi acrescentado 400 uL de PBS, pH
7,2, temperatura ambiente.

A intensidade de fluorescéncia do Pl e do FITC em cada amostra foi
capturada no citdmetro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa
DIVA versao 7 (BD Bioscience) e a intensidade média de fluorescéncia (MFI)
foi obtida apés o tratamento dos dados no programa FlowJo™ verséo 10.6.1.
O experimento foi realizado em triplicata e a viabilidade celular foi calculada

atraves da frequéncia de células em cada grupo.

4.5. Procedimentos realizados com as micréglias BV2

4.5.1. Adeséo e infeccdo das células BV2

Para todos os procedimentos de avaliacao da influéncia da curcumina na
infeccdo de células BV2 com o virus Zika foram realizadas as seguintes
etapas: a) etapa de adesao: ap6s o cultivo das células BV2 como descritos no
item 4.2.4., estas foram lavadas com meio DMEM estéril, suplementado com
1% de penicilina/estreptomicina e 3,7g/L de bicarbonato de sédio (NaHCO3),
pH 7,2, sem o acréscimo de soro fetal bovino, quantificadas em
hematocitdmetro e incubadas em placa estéril de 96 pocos de fundo chato, na
concentracédo de 2,5 x 10* células por poco para o teste de MTT e 1 x 108
células por poco para os demais procedimentos, por 2 horas em camara
Umida a 37°C e 5% de CO:2 para adesdo das células ao fundo da placa.
Passado este tempo, o sobrenadante foi desprezado para remocao das
células ndo aderidas e iniciou-se a etapa de adsorcao; b) etapa de adsorcéo:
para a infecc¢ao, as células foram incubadas com 50 pL de meio DMEM estéril,
suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina e 3,7g/L de bicarbonato

de sédio (NaHCOg3), pH 7,2, contendo o virus Zika na concentracdo de 0,1
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particulas virais por células (MOI 0,1) e 1 particula viral por célula (MOI 1),
pelo periodo de 1 hora, mantidas em caAmara Umida a 37°C e 5% de CO2, com
homogeneizacéo a cada 15 minutos para proporcionar a adsor¢&o do virus as

células.

4.5.2. Tratamento das células

ApoOs o periodo de adsorcao do virus, as células foram lavadas com
PBS pH 7,2 e incubadas com diferentes concentra¢des da curcumina diluida
em meio DMEM estéril, suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina e
3,7g/L de bicarbonato de sédio (NaHCO3), pH 7,2, sem 0 acréscimo de soro
fetal bovino, pelo periodo de 24 horas, em camara Umida a 37°C com 5% de
CO2. As concentragbes de curcumina utilizadas foram de 5 uM, 2,5 uM,
1,25 uM, 0,62 uM e 0,31 pM que determinadas a partir dos resultados obtidos

pelos experimentos descritos nos itens 4.4.1. e 4.4.2.

4.5.3. Avaliacdo do efeito protetor da curcumina sobre as células BV2

durante a infeccdo com o virus Zika por MTT

Para avaliar o efeito protetor da curcumina sobre as microglias BV2
infectadas com o virus Zika, foi realizado o teste de citotoxicidade pela
reducdo do tetrazdlio (MTT). Neste experimento, as microglias foram
infectadas pelo virus Zika com MOI 0,1 e MOI 1, com tempo de adsorcéo de
1 hora, seguido pelo tratamento com a curcumina em diferentes

concentracdes por 24 horas.

Para isso, primeiro foram realizadas as etapas de adesao, infeccéo e
tratamento das células BV2, conforme descrito nos itens 1.4.1. e 1.4.2. Apos
estas etapas, foi acrescentado aos poc¢os 10 pL da solucdo de MTT diluido
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em agua destilada estéril, na concentracdo de 5 mg/mL, seguido de nova
incubacéo a 37°C em camara umida com 5 % de COz, ao abrigo da luz, por 2
horas. Decorrido este tempo, o sobrenadante foi desprezado e foi
acrescentado 50 pL de DMSO aos pocos para lisar as células e solubilizar os
cristais de formazam. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro (Spectramax plus 384, Molecular Devices, Sunnyvale,
USA) utilizando o comprimento de onda de 570 nm. O experimento foi repetido

trés vezes e a viabilidade celular foi calculada de acordo com a formula:

Viabilidade = Absorbancia do grupo tratado 100 %
tabricace = Média da absorbancia do controle x 0

Os resultados foram apresentados como porcentagem de células viaveis

em relagdo as células basais.

4.5.4. Avaliacdo do efeito protetor da curcumina sobre as microglias
BV2 durante a infeccdo com o virus Zika pelo teste de

apoptose/necrose

Para avaliar o efeito protetor da curcumina sobre as micréglias BV2
infectadas com o virus Zika, foi realizado o teste de avaliacdo da morte celular
pela marcacdo com anexina-FITC e iodeto de propidio. Neste experimento,
as microglias foram infectadas pelo virus Zika com MOI 1, com tempo de
adsorcao de 1 hora, seguido pelo tratamento com a curcumina em diferentes

concentracdes por 24 horas.

Para isso, primeiro foram realizadas as etapas de adeséao, infeccéo e
tratamento das células BV2, conforme descricdo dos itens 1.4.1. e 1.4.2. Apés

estas etapas, 0 sobrenadante e as células foram transferidas para microtubos
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de 1,5 mL e centrifugadas a 200 g por 7 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado foi suspenso por 100 uL de PBS & 37°C, pH 7,2,
e mantido por 5 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi
acrescentado em cada tubo 1 pL do marcador iodeto de propidio e 1 uL de
anexina-FITC, seguido de incubacéo por 15 minutos a temperatura ambiente.
Apés este tempo, foi acrescentado 400 uL de PBS e as amostras foram
analisadas por citometria de fluxo.

A intensidade de fluorescéncia do Pl e do FITC em cada amostra foi
capturada no citometro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa
DIVA versao 7 (BD Bioscience) e a intensidade média de fluorescéncia (MFI)
foi obtida apds o tratamento dos dados no programa FlowJo™ verséo 10.6.1.
O experimento foi realizado em triplicata e a viabilidade celular foi calculada

atraves da frequéncia de células em cada grupo.

4.5.5. Preparo das células para citometria de fluxo

Para os experimentos de imunomarcacao e aquisicdo em citbmetro de
fluxo, é necessario a realizacdo de uma etapa de fixacao, bloqueio dos sitios
inespecificos e permeabilizacdo das células. Essas etapas foram realizadas
para a quantificacao das proteinas caspase-3, LC3 e mTOR e para a deteccao
da glicoproteina-E de Flavivirus presente no citoplasma das células

infectadas.

Para isso, apds a adesdo, infeccdo (item 4.5.1) e tratamento das
células (item 4.5.2), o sobrenadante foi removido e as células lavadas duas
vezes com PBS pH 7,2 a 37°C, seguido pela etapa de fixacdo, com a adi¢ao
de 200 pL da solugéo de paraformaldeido a 1 % em PBS pH 7,2, incubados
por 30 minutos a temperatura ambiente. Apés a fixacdo, o sobrenadante foi
removido e as células foram novamente lavadas duas vezes com PBS. Entéo,

iniciou-se a etapa de bloqueio dos sitios inespecificos com a adi¢cdo de 200
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uL da solucéo de 2% de albumina fetal bovina (BSA) em PBS pH 7,2 por 20
minutos em temperatura ambiente. ApOs este periodo, as células foram
permeabilizadas com a solu¢do de 0,2% de triton X-100 por 20 minutos a
temperatura ambiente. Ao final, as células estavam prontas para a realizacao

da imunomarcacao com 0s anticorpos primarios.

4.5.6. Quantificacdo do virus Zika e das proteinas caspase-3, LC3B e

MTOR por citometria de fluxo.

A quantificacdo do virus Zika e a expressdo das proteinas caspase-3,
LC3B e mTOR em células BV2 foram determinadas por marcacao
imunofluorescente com detec¢ao por citometria de fluxo. Cada marcacéo foi
realizada em placas distintas. Nestes experimentos, as células foram aderidas
e infectadas como descrito pelo item 4.5.1, seguido pelo tratamento com a
curcumina, descrito no item 4.5.2. Apds estas etapas, as células foram

fixadas, bloqueadas e permeabilizadas como descrito pelo item 4.5.3.

Apbs as etapas de adeséo, bloqueio e permeabilizacdo, em cada poc¢o
foi adicionado 0,25 pL do anticorpo primario (tabela 1), diluido em 200 uL de
solucéo de 2 % de BSA em PBS, pH 7,2 (PBS/BSA), por 24 horas a 6°C.
Passado o periodo de incubacéo, as células foram novamente lavadas duas
vezes com PBS por 5 minutos, para remo¢do do excesso de anticorpo
primario, seguido de nova incubacdo com a solu¢éo de 0,2 % de triton X-100
em PBS, pH 7,2, por 15 minutos a temperatura ambiente. ApOs este
procedimento, as células foram lavadas duas vezes com PBS por 5 minutos
e entdo incubadas com 0,2 pL do anticorpo secundario marcado com
fluorocromo (tabela 1), diluido em 200 puL da solugéo de 2 % de BSA em PBS,
incubados por 2 horas ao abrigo da luz, em camara Umida a 37°C e 5 % de
CO:a.
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Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS e foi
adicionado 200 pL da solugdo PBS/BSA, seguido de homogeneizagao para
desaderéncia das células do fundo da placa. A intensidade de fluorescéncia
dos marcadores em cada amostra foi capturada no citbmetro de fluxo BD LRS
I FORTESSA utilizando o programa DIVA versdo 7 (BD Bioscience) e a
intensidade média de fluorescéncia (MFI) foi obtida apds o tratamento dos
dados no programa FlowJo™ verséo 10.6.1. O experimento foi realizado em
triplicata e os resultados foram calculados através da diferenca de MFI em

cada grupo.

Tabela 1: Relacdo de anticorpos utilizados nos experimentos para marcacdo de autofagia,
apoptose e quantificacéo viral

Antigenos Intracelulares

Proteina Alvo Anticorpo Primério Anticorpo Secundario
. . . . Anticorpo secundario
Glicoproteina-  Anticorpo  monoclonal  anti- policlonal anti-IgG de

E de Flavivirus  Glicoproteina-E de Flavivirus

. camundongo produzido em
produzido em camundongo

cabra e marcado com o
fluorocromo FITC

Caspase 3 Anticorpo policlonal anti-

fosforilada caspase 3 fosforilada, produzido
em coelho Anticorpo secundario
. ) ] policlonal anti-IlgG de coelho
LC3-B Anticorpo policlonal anti-LC3B produzido em cabra e
produzido em coelho marcado com o fluorocromo

FITC
mTOR Anticorpo monoclonal  anti-

MTOR produzido em coelho

4.5.7. Quantificacdo das espécies reativas de nitrogénio

Para a avaliacdo da influéncia da curcumina sobre a producédo de
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) sobre as células BV2 durante a
infeccdo com o virus Zika, foi realizada a quantificacao utilizando a sonda 4-
amino-methylamino-2-7-difluororescein diacetato (DAF-FM diacetato), que é
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permeavel a membrana celular e ndo fluorescente. Este composto, na
presenca de ERNSs, produz a 4-amino-methylamino-2-7-difluororescein (DAF-

FM), que apresenta fluorescéncia e permanece no interior celular.

Nesse experimento, as células foram primeiro aderidas e infectadas
como descrito pelo item 4.5.1, seguido pelo tratamento com a curcumina,
descrito no item 4.5.2. Em seguida, o sobrenadante das células foi
desprezado e estas foram incubadas por 1 hora com a sonda DAF-FM
diacetato diluida em PBS pH 7,2, em camara umida a 37°C com 5 % de COg,
ao abrigo da luz. Passado esse tempo, as células foram lavadas duas vezes
com PBS, pH 7,2, a temperatura ambiente e ressuspendidas com 200 pL de
PBS sob as mesmas condicdes. Como controle positivo do experimento foi
acrescido pocos contendo 100 ng/mL de lipopolissacarideo (LPS) e como
contraprova 6,25 nM de APDC.

A intensidade de fluorescéncia do marcador em cada amostra foi
capturada no citdmetro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa
DIVA versao 7 (BD Bioscience) e a intensidade média de fluorescéncia (MFI)
foi obtida apés o tratamento dos dados no programa FlowJo™ verséo 10.6.1.
O experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram calculados

através da diferenca de MFI em cada grupo.

4.5.8. Quantificacdo das espécies reativas de oxigénio

Para a avaliacdo da influéncia da curcumina sobre a producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) sobre as celulas BV2 durante a infeccéo
com o virus Zika, foi realizada a quantificacdo por meio da sonda 2-7-
diclorodihidrofluoresceina diacetato (DFC-DA), que € permeavel a membrana
celular e nédo fluorescente. Este composto, na presenca de EROS, produz a
2-7-diclorofluoresceina (DCF), que apresenta fluorescéncia e permanece no

interior celular.
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Para isso, as células foram primeiro aderidas e infectadas como descrito
pelo item 4.5.1, seguido pelo tratamento com a curcumina, descrito no item
4.5.2. Em seguida, o sobrenadante das células foi desprezado e estas foram
incubadas por 30 minutos com a sonda DCF-DA diluida em PBS pH 7,2, em
camara umida a 37°C e 5% de COz2, ao abrigo da luz. Em seguida, as células
foram lavadas duas vezes com PBS, pH 7,2, & temperatura ambiente e
ressuspendidas com 200 puL de PBS sob as mesmas condi¢cdes. Como
controle positivo do experimento foi acrescido po¢os contendo 10 ug/mL de

zymozan e como contraprova 25 pg/mL de diapomicina.

A intensidade de fluorescéncia do marcador em cada amostra foi
capturada no citdmetro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa
DIVA verséo 7 (BD Bioscience) e a intensidade média de fluorescéncia (MFI)
foi obtida apés o tratamento dos dados no programa FlowJo™ verséo 10.6.1.
O experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram calculados

através da diferenca de MFI em cada grupo.

4.5.9. Quantificacdo dos corpusculos lipidicos pela sonda BODIPY

Para a avaliar a influéncia da curcumina sobre a producdo de corpos
lipidicos nas células BV2 durante a infeccdo com o virus Zika, foi realizado a
marcagdo com a sonda Bodipy, um corante fluorescente com afinidade por
acidos graxos neutros de cadeias longas, presentes em corpos lipidicos.
Quando estimulado por laser, a sonda Bodipy emite uma luz verde que pode
ser analisada por citometria de fluxo ou microscopia de fluorescéncia. Nesse
experimento, as microglias foram infectadas pelo virus Zika com MOI 0,1 e
MOI 1, com tempo de adsor¢céo de 1 hora, seguido pelo tratamento com a

curcumina em diferentes concentracdes por 24 horas.

Para isso, as células foram primeiro aderidas e infectadas como descrito

pelo item 4.5.1, seguido pelo tratamento com a curcumina, descrito no item

46



4.5.2. Apos o tempo de tratamento, as células foram lavadas uma vez com
PBS pH 7,2 e fixadas em paraformaldeido a 1% por 10 minutos em
temperatura ambiente, seguido de nova lavagem com PBS. As células foram,
entdo, incubadas com 200 pL da sonda BODIPY na diluicdo de 1:5000 em
PBS pH 7,2 por 30 minutos, mantido em camara umida a 37°C com 5% de
CO2. Logo em seguida, as células foram novamente lavadas e
ressuspendidas em 200 pL de PBS pH 7,2.

A intensidade de fluorescéncia do marcador em cada amostra foi
capturada no citometro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa
DIVA versao 7 (BD Bioscience) e a intensidade média de fluorescéncia (MFI)
foi obtida apds o tratamento dos dados no programa FlowJo™ verséo 10.6.1.
O experimento foi realizado em triplicata e os resultados foram calculados

atraves da diferenga de MFI em cada grupo.

4.5.10. Quantificacao das citocinas Th1/Th2/Th17

Para avaliar a influéncia da curcumina na producdo de citocinas das
células BV2 durante a infeccdo pelo virus Zika, foi realizada a quantificacéo
das citocitonas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y e TNF-a no
sobrenadante dos cultivos celulares por meio do ensaio por beads para
citometria (CBA), conforme instrucdes do fabricane (BD Bioscience). Este
ensaio é composto por beads de captura e pelo reagente de deteccao. As
beads possuem tamanho e fluorescéncia conhecidas, e cada uma é
conjulgada a anticorpos especificos para a captura de uma citocina, o que
possibilita a sua deteccédo e analise. Ja o regente de deteccdo é composto por
uma mistura de anticorpos conjulgados a ficoeritrina (PE), que promove a
sinalizagdo por fluorescéncia de acordo com a quantidade de analito na
amostra. Quando os beads de captura e o reagente de detec¢ao sao incubado
com uma amostra, € formado um complexo com beads de captura-analito-

reagente de deteccado e este complexo é mensurado por citometria de fluxo.
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Para tal, as células foram primeiro aderidas e infectadas conforme
descricéo no item 4.5.1, seguido pelo tratamento com a curcumina, descrito
no item 4.5.2. Ap6s o tempo de incubacdo, foi transferido 50 pL do
sobrenadante de cada poc¢o para um tubo conico, seguido do acréscimo de
50 pL da mistura de beads de captura e 50 uL do reagente de deteccdo. As
amostras foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e ao abrigo da
luz. Apdés o tempo de incubacdo, foi acrescentado 500 pL do tampédo de
lavagem em cada tubo, seguido de centrifugacéo a 200 g por 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado e acrescentado 300 pL do tampéo de lavagem.
Foi acrescentado ao experimento uma curva de calibracdo contendo as
seguintes concentragcdes de cada citocina: 0 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL,
80 pg/mL, 156 pg/mL, 312,5 pg/mL, 625 pg/mL, 1250 pgmL, 2500 pg/mL e
5000 pg/mL.

A intensidade de fluorescéncia em cada amostra foi capturada no
citometro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa Diva verséao
7 (BD Bioscience) e os dados de fluorescéncia foram tratados utilizando o
programa FCAP array versdo 3 (BD Bioscience). Os experimentos foram

realizados em triplicata e os resultados foram expressos como pg/mL.

4.5.11. Estratégia de deteccdo por citometria de fluxo

Para a quantificacdo das proteinas caspase 3, LC3B, mTOR e para as
espécies reativas de oxigénio, espécies reativas de nitrogénio e cospusculos
lipidicos, a estratégia de deteccao e analise por citometria de fluxo tomada foi
em selecionar a populacdo de interesse no grafico de tamanho (FSC) por
granulosidade/complexidade (SSC) das células, a fim de excluir os debris
celulares e as células que formaram grumos (doublets) (Figura 5). Todas as
analises foram realizadas com a aquisicdo de 10 mil eventos e ponto de corte
(threshold) de mil.
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Figura 5: Selecdo da populacdo de interesse no grafico de tamanho (FSC) por
complexidade/granulosidade (SSC) das células.

Em seguida, para cada analise foi feito um hitograma com a contagem
de enventos (eixo Y) pela intensidade de fluorescéncia (eixo X), realizando a
exclusédo da fluorescéncia natural das amostras por meio da andlise de células

nao-marcadas (Figura 6).

1FITC-A- FITC-A+
w4 100,0 0,038

Cournt

Figura 6: selecdo das células positivas para a marcagao.
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Ja para quantificacdo de células em necrose e apoptose pelo ensaio
de marcacdo com a anexina e incorporacdo do iodedo de propidio, foi
realizada a andlise dos eventos totais, sem a exclusdo de debris celulares e
doublets, para que ndo fossem excluidas as células em processo de morte.
Para esta analise também foi incluido um grupo de células ndo-marcadas e
consideradas células PI'FITC: como vivas, PI'FITC* como células em
apoptose e PI*FITC* como células em necrose (Figura 7).

Calibragao

ssCA
L

Figura 7: estratégia de deteccado para a marcagdo com a anexina e incorporacgéo do iodeto de
propidio.

4.6. Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo programa Graphpad Prism para
Windows verséo 8 (GraphPad Software — San Diego, USA). Para avaliar a
normalidade da amostra foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. De
acordo com a normalidade ou ndo das amostras foi utilizado teste paramétrico
ou ndo paramétrico, respectivamente. Quando avaliados quatro grupos o teste
utilizado foi ANOVA seguido de teste de Tukey para comparacdo multipla
entre 0s grupos, para amostras com distribuicdo normal. O teste de Kruskal-
Walllis seguido pelo método de comparacdo mdultipla de Dunn foi utilizado
quando a distribuicdo das amostras nao era normal. Para comparacao entre

dois grupos, foi utilizado o teste t student quando a distribuicdo das amostras
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foi normal, ou o teste de Mann-Whitney quando a distribuicdo nao foi normal.
As diferencas observadas foram consideradas estatisticamente significativas
quando a propabilidade de erro ao aceitar a hipétese alternativa foi menor que
5% (p<0,05). Nas figuras, os dados foram representados em box plot, como

medianas, quartis superiores e inferiores, valores minimos e maximos.
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RESULTADOS



5.1. Influéncia da curcumina sobre a viabilidade das micréglias BV2

Com o objetivo de avaliar a toxicidade da curcumina sobre as microglias
BV2 e para determinar quais as melhores concentracfes para prosseguir com
0s estudos, foi realizado o teste de MTT em diferentes concentracdes da
curcumina no tratamento das células, seguindo a metodologia descrita no item
4.4.1 e o teste de morte celular pela marcagdo da membrana celular com a
anexina e a incorporacao do iodeto de propidio, conforme descrito pelo item
4.4.2.

Os resultados (Figura 8) demonstraram que a concentracao de 0,01% de
DMSO utilizada na diluicdo da curcumina reduziu a mediana do metabolismo
do MTT de 101,2% para 85,26%; contudo, essa reducdo nao apresentou
diferenca estatistica (teste t; p=0,0823). As concentracbes de curcumina
0,15 pM, 0,32 pM e 0,62 uM promoveram um aumento da viabilidade das
células. No tratamento com 0,15 pM de curcumina, o aumento foi 1,33 vezes
o valor do basal (mediana: 134,7%; p<0,0001, ANOVA); 1,11 vezes quando
utilizando 0,31uM de curcumina (mediana: 112,6%; p=0,0002, ANOVA); e 1,1
vez maior quando utilizado 0,62 pM de curcumina (mediana: 109,6%;
p=0,0382, ANOVA). O tratamento com 2,5uM de curcumina também
promoveu um aumento na viabilidade das microglias BV2, com o aumento da
mediana de MTT para 107,1% (p<0,0001, ANOVA). Ja as concentracdes de
1,25 uM e 5 pyM n&o modificaram a viabilidade em relacdo ao basal, com
mediana de 102,8% para as células tratadas com 1,25 uM de curcumina
(p=0,4632, ANOVA) e mediana de 91,89% para as tratadas com 5 uM
(p=0,8285, ANOVA). As concentracbes de 10 uM e 20 uM reduziram
drasticamente a viabilidade celular, apresentando uma mediana de atividade
mitocondrial de 71,4% para as células tratadas com 10 uM (p<0,0001,
ANOVA) e 13,1% para as células tratadas com 20 uM (p<0,0001, ANOVA).
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Figura 8: Influéncia do tratamento com diferentes concentra¢cdes da curcumina sobre a
viabilidade das micrdglias BV2 em cultura de 24h, avaliada pela redu¢do do MTT. Nas
concentracdes de 0,15 uM, 0,31 uM, 0,62 uM e 2,5 uM, a curcumina aumentou a viabilidade
das microglias. J4 as concentragcbes de 1,25 pM e 5 pM né&o alteraram a viabilidade das
células em cultura. Entretanto, observou-se efeito toxico nas concentracdes de 10 pM e
20 uM. Teste ANOVA (p<0,0001) seguido do teste de Tukey para multiplas comparacgdes.

Para avaliar se o0s resultados obtidos do teste do MTT estavam
relacionados com a influéncia da curcumina sobre os mecanismos de morte
celular, foi realizado a avaliacdo da apoptose/necrose pela incorporagéo do
iodeto de propideo e marcagcdo com anexina, utilizando as mesmas
concentracfes de curcumina no tratamento das células BV2 por 24 horas.
Com esse experimento, observou-se que o tratamento com 10 uM de
curcumina aumentou porcentagem de células em apoptose de 1,23% para
2,67% (ANOVA, p<0,0001; Figura 9a) e a porcentagem de células em necrose
de 3,38% para 6,1% (Teste t, p=0,0158; Figura 9b). De forma semelhante, o
tratamento com 20 uM de curcumina aumentou a quantidade de células
apoptoticas de 1,23% para 3,14% (ANOVA, p<0,0001; Figura 9a) e a
quantidade de células em necrose de 3,38% para 24,55% (ANOVA, p<0,0001;
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Figura 9b). Ja para os tratamentos com 0,15 uM, 0,62 uM, 1,25 uM, 2,5 uM e
5uM, ndo foram observadas alteragbes na quantidade de células em
apoptose (ANOVA, p<0,0001, seguido do teste Tukey para mdultiplas
comparacoes; Figura 9a) e em necrose (ANOVA, p<0,0001, seguido do teste
Tukey para mdltiplas comparacfes; Figura 9b). Com estes resultados,
optamos em prosseguir 0s experimentos realizando os tratamentos das

células com a curcumina nas concentragdes 0,31 uM, 0,62 uM, 1,25 M,
2,5uM e 5 pM.
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Figura 9: Influéncia da curcumina sobre a morte celular de micréglias BV2 em cultura de 24h.
A) A curcumina nas concentra¢fes 10 uM e 20 uM aumentou a morte das micrdglias BV2 por
apoptose; B) A curcumina nas concentra¢cdes 10 uyM e 20 M aumentou a morte das

microglias BV2 por necrose. Teste ANOVA (p<0,0001) seguido do teste de Tukey para
multiplas comparacdes.

Com estes resultados, optamos em prosseguir 0s experimentos realizando
os tratamentos das células com a curcumina nas concentracfes 0,31 uM,
0,62 uM, 1,25 uM, 2,5 uM e 5 pM.

5.2. Efeito do virus Zika sobre a viabilidade das micréglias BV2

Para avaliar se o virus Zika apresenta efeito citopatico sobre as microglias,
foi realizado o teste de MTT para verificar a perda ou néo de viabilidade das

microglias infectadas e a avaliagcdo do tipo de morte celular pela incorporagéo
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do iodeto de propidio e marcacdo da membrana com a anexina. Observou-se
que decorrido o tempo de 24 horas, a infec¢cdo das BV2 pelo virus promoveu
uma diminuic¢ao significativa da viabilidade celular, tanto na presencga de MOI
0,1, quanto na presenca do MOI 1 do virus. A mediana da reducéo do MTT
das células nédo infectadas (Basal) passou de 100.0% para 85,66%, quando a
infeccéo realizada utilizando o MOI 0,1 e para 59,04%, quando foi utilizado o
MOI 1 (ANOVA, p<0.0001; Figura 10).
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Figura 10: Efeito citopético do virus Zika sobre a viabilidade das micréglias BV2 em cultura
de 24h, avaliada pela redugdo do MTT. Foi observada um menor metabolismo do MTT nos
grupos de células infectados com as duas multiplicidades de infeccdo. Entretanto, a redugéo
do metabolismo foi mais acentuada no grupo infectado com MOI 0,1 do que no grupo
infectado com 1 MOI de virus. Teste ANOVA (p<0,0001) seguido do teste de Tukey para
multiplas comparacdes.

Para avaliar se os resultados obtidos do teste do MTT estavam
relacionados com a influéncia da curcumina sobre os mecanismos de morte
celular, foi realizado a avaliacdo da apoptose/necrose pela incorporacdo do
iodeto de propideo e marcagdo com anexina, utilizando as mesmas
concentragbes de curcumina no tratamento das células BV2 por 24 horas.
Com esse experimento, observamos que a infeccdo com MOI 0,1 do virus
Zika aumentou a porcentagem de células em apoptose de 1,23% para 2,7%
(ANOVA, p=0,0014; Figura 11a), mas néo alterou a porcentagem de células

em necrose (ANOVA, p=0,2292; Figura 11b). Ja a infecgcdo com MOI 1 n&o
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alterou a porcentagem de microglias BV2 em apoptose (ANOVA, p=0,0014,
seguido do teste de Tukey para mdultiplas comparac¢des, onde p=0,1391;
Figura 11a) e em necrose (ANOVA, p=0,2292; Figura 11b).
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Figura 11: Influéncia da infeccéo pelo virus Zika sobre a morte celular das micrdglias BV2 em
cultura de 24h. A) A infecgdo com MOI 0,1 do virus aumentou a porcentagem de células em
apoptose. Nao foi observado altera¢gfes nesse pardmetro no grupo de células na presenca
de MOI 1; B) A infeccao pelo virus Zika ndo alterou a porcentagem de células em necrose.
Teste ANOVA (p=0,0014) seguido do teste de Tukey para multiplas comparacgdes.

5.3. Influénciadacurcuminasobre aviabilidade celular das microglias

BV2 durante a infec¢cdo com o virus Zika

Para avaliar se a curcumina exerce um papel protetor sobre as micrdglias
BV2 durante a infecg@o com o virus Zika, foi realizado o teste de citotoxicidade
por MTT, conforme descrito pelo item 4.5.3 e o teste de necrose/apoptose
pela incorporacao do iodeto de propidio e a marcacdo da membrana celular

com anexina, como descrito pelo item 4.5.4.

Conforme os resultados obtidos pelo teste de MTT, a curcumina nas
concentracgdes de 0,31 pM, 0,62 pM e 1,25 pM apresentou um papel protetor
por evitar o efeito citopatico do virus nas micréglias infectadas. O tratamento
com 0,31 uM de curcumina (Figura 12) aumentou a viabilidade das microglias
infectadas com o virus Zika MOI 0,1 de 59,04% para 79,92% e melhorou a

viabilidade das micréglias infectadas com o MOI 1 de 88,49% para 97,75%,
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retornando a viabilidade deste grupo de células para proximo aos niveis
basais (ANOVA, p<0,0001).
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Figura 12: Efeito protetor da curcumina na concentracdo de 0,31 UM sobre as micréglias BV2
na presenca do virus Zika em culturas de 24h, pelo teste de redugéo do MTT. O tratamento
recuperou parcialmente a viabilidade do cultivo infectado com MOI 0,1 do virus e retornou a
viabilidade do cultivo infectado com MOI 1 para préximo do basal. Teste ANOVA (p<0,0001)
seguido pelo teste de Tukey para multiplas comparacdes.

De forma semelhante, o tratamento com 0,62 uM de curcumina (Figura 13)
protegeu as microglias infectadas com MOI 0,1 de virus Zika, por aumentar a
viabilidade de 59,04% no grupo infectado para 83,37% no grupo infectado e
tratado. O mesmo foi observado em relacao as células infectadas com MOI 1,
por aumentar a viabilidade das micréglias infectadas (88,49%) para 100,2%

guando estas receberam o tratamento (ANOVA, p<0,0001).
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Figura 13: Efeito protetor da curcumina na concentragao de 0,62 uM sobre as micrdglias BV2
na presenca do virus Zika em culturas de 24h, pelo teste de redu¢do do MTT. O tratamento
recuperou parcialmente a viabilidade do cultivo infectado com MOI 0,1 do virus e retornou a
viabilidade do cultivo infectado com MOI 1 para préximo do basal. Teste ANOVA (p<0,0001)
seguido do teste de Tukey para multiplas comparacgdes.

O tratamento com 1,25 uM de curcumina (Figura 14) foi capaz de retornar
a viabilidade das micréglias para proximo dos niveis basais nas duas
condicdes de infeccdo (MOI 0,1 e MOI 1). Para as células infectadas com
MOI 0,1 do virus Zika, a viabilidade aumentou de 59,04% (grupo infectado)
para 82,20 no grupo infectado e tratado. Para as células infectadas com MOI 1
do virus Zika, a viabilidade aumentou de 85,66% (grupo infectado) para 90,98

no grupo que recebeu o tratamento (ANOVA, p<0,0001).
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Figura 14: Efeito protetor da curcumina na concentracao de 1,25 pM sobre as micrdglias BV2
na presenca do virus Zika em culturas de 24h, pelo teste de redu¢do do MTT. O tratamento
recuperou a viabilidade dos cultivos infectados com MOI 0,1 e MOI 1 do virus Zika para
préximo do basal. Teste ANOVA (p<0,0001) seguido pelo teste de Tukey para mdltiplas
comparacoes.

O tratamento das micréglias BV2 com 2,5 uM de curcumina (Figura 15)
melhorou a viabilidade das células infectadas com o virus Zika no MOI 0,1 de
59,04% para 71,97%. Entretanto, esta concentracdo néo foi capaz de
aumentar a viabilidade das células infectadas com MOI 1 do virus, mantendo
a viabilidade de 85,66% em 89,11% (ANOVA, p<0,0001 seguido do teste de

Tukey para multiplas comparacdes em que p=0,8144).
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Figura 15: Efeito protetor da curcumina na concentragédo de 2,5 uM sobre as microglias BV2
na presenca do virus Zika em culturas de 24h, pelo teste de redug&o do MTT. O tratamento
recuperou parcialmente a viabilidade dos cultivos infectados com MOI 0,1 do virus Zika,
entretanto, ndo alterou a viabilidade do grupo de micréglias infectadas com MOI 1. Teste
ANOVA (p<0,0001) seguido pelo teste de Tukey para multiplas comparacdes.

J& o tratamento com a curcumina na concentragdo de 5 uM (Figura 16)
melhorou a viabilidade das células infectadas com MOI 0,1 do virus,
aumentando de 59,04% para 67,47% (ANOVA, p<0,0001). Entretanto, esta
concentragdo reduziu a viabilidade das células infectadas com MOI 1 do virus,
diminuindo a viabilidade de 85,66% para 79,09% (Teste t, p=0,0069).
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Figura 16: Efeito protetor da curcumina na concentragdo de 5 uM sobre as micréglias BV2 na
presenca do virus Zika em culturas de 24h, pelo teste de redu¢do do MTT. O tratamento foi
capaz de recuperar parcialmente a viabilidade das micréglias BV2 infectadas com MOI 0,1 de
virus, entretanto, nao alterou a viabilidade do grupo de micrdglias infectadas com MOI 1.
Teste ANOVA (p<0,0001) seguido pelo teste de Tukey para multiplas comparacgdes.

Entretanto, esses resultados n&o foram observados quando quantificamos
as células em necrose e em apoptose pelo ensaio de incorporacdo do iodeto
de propidio e marcacdo da membrana celular com a anexina. Segundo os
dados, a curcumina em nenhuma concentracdo testada alterou a quantidade
de células em apoptose (Figura 17). JA ao analisarmos a quantidade de
células em necrose, nossos dados indicaram que o tratamento com 0,62 puM
de curcumina no grupo de células infectadas com MOI 1 do virus aumentou o
namero de células em necrose de 4,1% para 7,57% (Kruskal-Wallis,
p=0,0035; Figura 18b). Para as células infectadas com MOI 1 do virus,
também observamos o aumento para 14,55% quando estas células foram
tratadas com 5 pM de curcumina (teste ANOVA, p=0,0002; Figura 18e).
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Figura 17: Influéncia do tratamento com a curcumina sobre a viabilidade de micrdglias BV2
infectadas com virus Zika. A) O tratamento com 0,31 uM de curcumina nao alterou a
guantidade de microglias em apoptose durante a infecgdo com o virus; B) O tratamento com
0,62 pM de curcumina nao alterou a quantidade de microglias em apoptose durante a infecgéo
com o virus; C) O tratamento com 1,25 uM de curcumina ndo alterou a quantidade de
micréglias em apoptose durante a infeccdo com o virus; D) O tratamento com 2,5 uM de
curcumina ndo alterou a quantidade de micréglias em apoptose durante a infeccdo com o
virus; E) O tratamento com 5 uM de curcumina ndo alterou a quantidade de micrdglias em
apoptose durante a infeccdo com o virus. AvaliacGes pelo teste ANOVA ou Kruskal-Wallis
seguido do teste de Tukey ou Duns para multiplas comparag6es.
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Figura 18: Influéncia do tratamento com a curcumina sobre a morte por necrose de micréglias
BV2 infectadas o virus Zika. A) O tratamento com 0,31 uM de curcumina ndo alterou a
quantidade de micréglias em necrose durante a infeccdo com o virus. B) O tratamento com
0,62 uM de curcumina aumentou a quantidade de micréglias em necrose durante a infeccéo
com o virus. C) O tratamento com 1,25 uM de curcumina ndo alterou a quantidade de
microglias em necrose durante a infec¢cdo com o virus. D) O tratamento com 2,5 uM de
curcumina ndo alterou a quantidade de micrdglias em necrose durante a infecgdo com o virus.
E) O tratamento com 5 pM de curcumina aumentou a quantidade de micréglias em necrose
durante a infecgdo com o virus. Avaliagdes realizadas pelo teste ANOVA e Kruskal-Wallis
seguido do teste de Tukey ou teste de Dunn para multiplas comparacdes.

5.4. Influéncia da curcumina sobre a expressdo da caspase-3 em

microglias durante ainfec¢gdo com o virus Zika
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Para avaliar a influéncia da infec¢cdo com o virus Zika e do tratamento com
a curcumina sobre ativacao da via de morte celular por apoptose, foi avaliada
a expressdo da proteina caspase-3 fosforilada nas micréglias BV2, utilizando

a metodologia descrita no item 4.5.6.

Segundo os resultados, a infeccdo com o virus Zika ndo alterou a
expressdo da caspase-3 nas microglias BV2, tanto nas células infectadas com
o MOI 0,1, quanto no grupo infectado com o MOI 1 (ANOVA, p=0,7817; Figura
19a). O tratamento com a curcumina nas concentracdes que variavam de
0,31 uM a 5 uM também ndo alterou a expressao da caspase-3 nas células
nao-infectadas (Kruskal-Wallis, p=0,2971; Figura 19b).
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Figura 19: Influéncia da infeccao pelo virus Zika e da curcumina na expresséo da caspase-3
em cultivo de micréglias BV2 por 24h. A) A infeccao pelo virus Zika néo alterou a expresséo
de caspase-3 pelas microglias BV2 (p=0,7817); B) O tratamento com a curcumina também
ndo alterou a expressdo de Caspase-3 em todas as concentracbes do farmaco testadas
(p=0,2971); Avaliacdes pelo teste ANOVA ou Kruskal-Wallis seguido do teste de Tukey ou
Duns’s para multiplas comparacdes.

Por outro lado, observou-se que o tratamento com a curcumina sobre as
células infectadas promoveu a redugcdo na expressdo da caspase-3. Esse
resultado ocorreu tanto em células infectadas com MOI 0,1 quanto pelo MOI 1,
quando (ANOVA, p=0,0023 e p<0,0001, respectivamente) tratadas com as
concentracdes 0,31 uM, 0,62 uM, 1,25 uM e 2,5 pM de curcumina. Entretanto,
nao houve alteracdo na sua expressdo nos grupos tratados com 5 uyM de

curcumina.
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Segundo os dados, o tratamento com 0,31 uM de curcumina reduziu a
MFI de 238,5 do grupo infectado com MOI 0,1 para 221,5 no grupo infectado
e tratado (ANOVA, p=0,0016) e para 214 no grupo infectado com MOI 1 e
tratado (Kruskal-Wallis, p=0,0050; Figura 20a). De forma semelhante, o
tratamento com 0,62 uM reduziu a MFI de 238,5 do grupo infectado com MOI
0,1 para 201 no grupo infectado e tratado e para 206, no grupo infectado com
o0 MOI 1 e tratado (ANOVA, p<0,0001; Figura 20b). Tal qual os resultados
anteriores, o tratamento com 1,25 uM de curcumina das células infectadas
com MOI 0,1 em relacdo as células somente infectadas reduziu a MFI de
238,5 para 219 e de 238,5 para 205 no grupo infectado com MOI 1 e tratado
(ANOVA, p<0,0001; Figura 20c).
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Figura 20: Influéncia da curcumina na expressdo da caspase-3 em cultivo de micréglias BV2
por 24h na presenca do virus Zika. A) A curcumina na concentracdo 0,31 pM foi capaz de
reduzir a expressdo da caspase-3, tanto no grupo de células na presenca de MOI 0,1 quanto
na presenca de MOI 1 do virus Zika (p=0,0016 e p=0050, respectivamente); B) A curcumina
na concentracao 0,62 uM também reduziu a expresséo da caspase-3 na presenca de MOI
0,1 e MOI 1 do virus Zika (p<0,0001); C) A curcumina na concentracdo 1,25 reduziu a
expressdo da caspase-3 nos grupos de células infectados com MOI 0,1 e MOI 1 de virus Zika
(p<0,0001); AvaliacBes pelo teste ANOVA ou Kruskal-Wallis seguido do teste de Tukey ou
Dunss para multiplas comparagdes.
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O tratamento com 2,5 uM alterou a expressédo de caspase-3 no grupo
infectado com MOI 1 virus Zika, reduzindo a MFI de 238,5 para 218,5 no grupo
infectado e tratado (p=0,0129, Kruskal-Wallis; Figura 21a). J& para 0 grupo
infectado com MOI 0,1 e tratado com 2,5 uM de curcumina, ndo houve
alteracéo na producao de caspase-3 quando comparado com grupo infectado
e ndo tratado. Para o tratamento com 5 uM de curcumina, n&o houve alteracéo
estatistica da expressdo da caspase-3, quando comparado com 0S grupos
infectados e nao tratados (Kruskal-Wallis, p=0,3174; Figura 21b).
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Figura 21: Influéncia da curcumina na ativacdo da caspase-3 em cultivo de microglias BV2
apos 24h na presenca do virus Zika. A) O tratamento com a curcumina na concentracéo
2,5 UM reduziu a expresséao de caspase-3 pelas células BV2 na presenc¢a de MOI 1 de virus
Zika (p=0,0405, teste t ), mas ndo alterou esta expressao pelas células na presenca de MOI
0,1 de virus; B) O tratamento com 5 uM de curcumina nao alterou a expressao de Caspase-
3 pelas células BV2 na presenca de 0,1 e 1 MOI de virus Zika. Avaliagbes pelo teste ANOVA
ou Kruskal-Wallis seguido do teste de Tukey ou Dunss para multiplas comparacdes.

5.5. Influéncia da curcumina sobre a expresséo da LC3 em microglias

durante a infec¢cdo com o virus Zika

Para avaliar a influéncia da infec¢cdo com o virus Zika e do tratamento com
a curcumina sobre a autofagia, foi realizada a quantificacdo da proteina LC3B

nas microglias BV2, utilizando a metodologia descrita no item 4.5.6.
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Segundo os resultados, a infeccdo com o virus Zika aumentou a
expressao da proteina LC3 nas células BV2 tanto na presenc¢a de MOI 0,1 do
virus, quanto na presenca de MOI 1 do virus. Em relagdo ao basal, a MFI
aumentou de 133 para 135 e 138, quando as células foram infectadas com
MOI 0,1 e 1, respectivamente (p=0,0278, ANOVA; Figura 22a). A curcumina
nas concentracdes 0,31 uM e 0,62 uM também foi capaz de aumentar a
expressdo de LC3 nas células BV2 tratadas em relacdo ao estado basal.
Nesses grupos, a MFI aumentou de 133 (basal) para 140 quando tratadas
com 0,31 uM de curcumina e para 137 quando tratadas com 0,62 uM
(p=0,0011, ANOVA). Nao houve alteracdes significativas na MFI nas células
que receberam o tratamento com 1,25 uM, 2,5uM e 5 puM de curcumina
(Figura 22b). Durante o experimento, também foi acrescentado um grupo
controle, realizando o tratamento das células néo-infectadas com a
pepstatina, um inibidor da autofagia. Porém, ndo observamos diferenca
estatistica entre o grupo basal (MFI 133) e o grupo tratado com a pepstatina
(MFI 130) (Mann-Whitney, p=0,5641).
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Figura 22: Influéncia da infecgdo pelo virus Zika e do tratamento com a curcumina na
expressdo de LC3 em cultivo de micréglias BV2 apos 24h. A) A infecgdo pelo virus Zika
aumentou a expressdo de LC3 pelas micréglias BV2, no MOI 0,1 de virus (p=0,0340) e no
MOI 1 (p=0,0273). B) Histograma representativo da marcacdo para LC3 pelos grupos de
células infectadas com MOI 0,1 e 1 do virus. C) O tratamento com 0,31 uM e 0,62 uM de
curcumina aumentou a expressao de LC3 pelas micréglias BV2 (p=0,0073 e p=0,0005,
respectivamente) D) Histograma representativo da marcacdo para LC3 pelos grupos de
células tratadas com 0,31 e 0,62 pM de curcumina. Avaliagdes pelo teste t ou ANOVA seguido
pelo método de Tukey para multiplas comparagdes.

Em relacdo ao tratamento com a curcumina nos grupos de células
infectadas com o virus, observamos que a curcumina ndo foi capaz de alterar
a expressdo de LC3 em nenhum dos grupos infectados MOI 0,1 do virus
(Figura 23). Entretanto, as concentragdes de 1,25 pM e 5 uM foram capazes
de aumentar a expressao da LC3 nos grupos infectados com MOI 1. Segundo
os dados, houve o aumento da MFI de 138 no grupo infectado com MOI 1
para 141 no grupo infectado e tratado com 1,25 uM (p=0,0203, teste t; Figura
23c) e aumento para 141 no grupo infectado e tratado com 5 pM de curcumina
(p=0,0303, teste t; Figura 23e).
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Figura 23: Influéncia da curcumina na expresséo de LC3 em cultivo de micréglias BV2 ap6s
24h na presenca do virus Zika. A) O tratamento com 0,31 uM de curcumina néo alterou a
expressdo da proteina LC3 pelas células BV2 na presenca do virus Zika; B) O tratamento
com 0,62 uM de curcumina nao alterou a expressao de LC3 pelas células BV2 na presenca
do virus Zika; C) O tratamento com 1,25 uM de curcumina ndo alterou a expresséo de LC3
pelas células BV2 na presenga de MOI 0,1 de virus, mas aumentou a sua expressao pelas
células na presenca de MOI 1 de virus; D) O tratamento com 2,5 pM de curcumina néo alterou
a expresséo da proteina LC3 pelas células BV2 na presenca do virus Zika; E) O tratamento
com 5 pM de curcumina ndo alterou a expressao de LC3 pelas células BV2 na presenca de
MOI 0,1 de virus, mas aumentou a sua expressao pelas células na presenca de MOI 1 de
virus; F) Histograma representativo da marcacéo para LC3 nos grupos de células infectadas
com MOI 1 do virus e que receberam o tratamento com 1,25 uM e 5 uyM de curcumina.
Avaliacbes pelo teste ANOVA (p>0,001) seguido do teste de Tukey para multiplas
comparagoes.
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5.6. Influéncia da curcumina sobre a expressdo da mTOR em

microglias durante ainfecgcdo com o virus Zika

Para avaliar a influéncia da infec¢cdo com o virus Zika e do tratamento com
a curcumina sobre a expressdo da proteina mTOR nas microglias BV2, foi

utilizada a metodologia descrita no item 4.5.6.

Observamos que a infeccdo com o virus Zika ndo alterou a expresséo de
MTOR nos grupos de células infectadas tanto com MOI 0,1 do virus, quanto
no MOI 1 em relacdo as células ndo infectadas (ANOVA, p=0,6857; Figura
24a). Também nao houve alteracées na expressao da mTOR nos grupos de
células ndo-infectadas tratadas com as diferentes concentracbes da
curcumina (ANOVA, p=0,0336; Figura 24b). No decorrer do experimento,
também foi acrescentado um grupo controle, realizando o tratamento das
células nédo-infectadas com o PP-242, um inibidor da mTOR. Porém, nao
observamos diferenca estatistica entre o grupo basal (MFI 152) e o grupo
tratado com a pepstatina (MFI 146) (Kruskal-Wallis, p=0,6532).
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Figura 24: Influéncia da infeccao pelo virus Zika e da curcumina na expressdo de mTOR em
cultivo de micréglias BV2 ap6s 24h. A) A infec¢éo pelo virus Zika néo alterou a expresséo de
MTOR pelas microglias BV2 nos dois coeficientes de infec¢éo viral; B) O tratamento com a
curcumina também nao alterou a expressdo de mTOR em todas as concentra¢des do farmaco
testadas. AvaliagcBes pelo teste ANOVA com p>0,05 seguido do teste de Tukey para multiplas
comparagoes.
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Segundo os dados, a curcumina na concentracao de 0,31 uM nao alterou
a expressdo de mTOR nos grupos infectados com MOI 0,1 e MOI 1 do virus
em relagdo as células infectadas néo tratadas (ANOVA, p=0,1122; Figura
25a). J4 quando tratadas com 0,62 uM de curcumina, houve a reducao da
expressdo de mTOR de 155 MFI no grupo das células infectadas com MOI 1
para 139 no grupo de células infectadas com MOI 1 e tratadas (p=0,0408,
teste t; Figura 25b). De forma semelhante, o tratamento com 1,25 pM também
reduziu a expressdo de mTOR no grupo de células infectadas com o MOI 1,
diminuindo a MFI de 155 para 144 (p=0,0259, teste t; Figura 25c).

Ja os tratamentos de 2,5 pM e 5 uM reduziram a expressao da mTOR nos
grupos infectados com MOI 0,1 e MOI 1 do virus Zika. Para o tratamento com
2,5 UM, houve a reducao da MFI de 163 no grupo infectado com MOI 0,1 para
152 no grupo infectado e tratado (p=0,0292, teste t) e reducdo da MFI de 155
no grupo infectado com MOI 1 para 145 no grupo infectado e tratado
(p=0,0328, teste t), quando infectados com MOI 1 e tratadas (Figura 25d).
Para os grupos tratados com 5 uM de curcumina, houve a reducdo da MFI de
163 no grupo infectado com MOI 0,1 para 153 no grupo infectado e tratado
(p=0,0191, teste t) e reducado da MFI de 155 no grupo infectado com MOI 1
para 145 no grupo infectado e tratado (p=0,0294, teste t; Figura 25e).
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Figura 25: Influéncia da curcumina na expressdo de mTOR em cultivo de micrdglias BV2 ap6s
24h na presenca do virus Zika. A) A curcumina a 0,31 pM néo alterou a expressédo de mTOR
pelas células BV2 na presencga do virus Zika; B) O tratamento com 0,62 pM de curcumina néo
alterou a expressao de mTOR pelas células BV2 na presenca de MOI 0,1 de virus, mas
reduziu a sua expressao pelas células na presenca de MOI 1 de virus; C) O tratamento com
1,25 uM de curcumina ndo alterou a expressao de mTOR pelas células BV2 na presenca de
MOI 0,1 de virus, mas diminuiu a sua expresséao pelas células na presenca de MOI 1 de virus;
D) O tratamento com 2,5 uM de curcumina reduziu a expressdo de mTOR pelas células BV2
na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 de virus Zika. E) O tratamento com 5 uM de curcumina
reduziu a expressdo de mTOR pelas células BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus
Zika; F) Histograma representativo da marcacdo para mTOR nos grupos de células infectadas
com MOI 1 do virus que receberam ou ndo o tratamento com 0,62 UM de curcumina.
Avaliacdes pelo teste ANOVA (p>0,001) seguido do teste de Tukey para mdltiplas
comparacdes.
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5.7. Influéncia da curcumina sobre a quantidade de virus intracelular

Para avaliar se a curcumina influenciou a quantidade de virus dentro
das microglias BV2, foi realizada a quantificacdo da glicoproteina E viral,

utilizando a metodologia descrita no item 4.5.6.

Os nossos dados mostraram que 2,61% das micréglias que estavam
na presenca de MOI 0,1 do virus Zika apresentaram a glicoproteina E em seu
meio intracelular. J& no grupo de células infectadas com MOI 1 do virus Zika,
observamos que 1,81% das microglias apresentavam a glicoproteina E apds

24 horas de infeccao (Figura 26).

Células Infectadas (%)

MOI 0,1 MOI'1

Figura 26: Quantificagdo das micrdglias BV2 infectadas pelo virus Zika. O nimero de células
infectadas foi maior no grupo de células que estava na presenca de MOI 0,1 do virus (teste t).

Quando realizamos o tratamento das microglias, observamos que a
curcumina nas concentragdes 0,31 yM, 0,62 uM e 2,5 uM néo alteraram o

namero de células infectadas pelo virus. O tratamento com 1,25 pM de
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curcumina reduziu o numero de células infectadas de 1,81% para 1,62% no
grupo infectado com MOI 1 do virus (teste t, p=0,0444). Ja o tratamento com
5 uM de curcumina também alterou o niumero de células infectadas com
MOI 1 do virus, aumentando para 2,25% de células infectadas (teste t,
p=0,0167; Figura 27).
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Figura 27: Influéncia da curcumina sobre a quantidade de células infectadas pelo virus Zika.
A) O tratamento com 0,31 uM de curcumina nao alterou o nimero de células infectadas pelo
virus; B) O tratamento com 0,62 uM de curcumina também n&o alterou o nimero de células
infectadas; C) O tratamento com 1,25 pM de curcumina reduziu o nimero de células
infectadas quando estavam na presenca de MOI 1 do virus (teste t); D) O tratamento com
2,5 UM de curcumina ndo alterou o nimero de células infectadas pelo virus; E) O tratamento
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com 5 uM de curcumina aumentou o nimero de células infectadas quando estavam na
presenca de MOI 1 do virus (teste t).

5.8. Influéncia da curcumina sobre a producdo de ERNS sobre as

microglias BV2 durante a infec¢gdo com o virus Zika

Para avaliar a influéncia do virus Zika e do tratamento com a curcumina
sobre a producao de espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) pelas micréglias
BV2, a producdo dessa espécie reativa foi quantificada utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.7.

Segundo os dados, a infeccdo com o virus Zika alterou a producdo de
ERNSs pelas células BV2, aumentando a sua producéo quando incubada com
MOI 0,1 do virus, mas diminuindo quando incubados com MOI 1. Em relagéo
a producdo basal das células nao infectadas e nédo tratadas, observamos que
a MFl aumentou de 164 para 174,5 durante a infeccdo com MOI 0,1 do virus,
mas diminuiu para 159,5 durante a infeccdo com o MOI 1 (ANOVA, p<0,0001;
Figura 28a).

A curcumina em todas as concentracdes testadas foi capaz de modular a
producdo de ERNs sobre as micréglias BV2. A incubacédo por 24 horas com a
curcumina na concentracdo de 0,31 uM aumentou a MFI de 164 das células
nao infectadas e néo tratadas para 192; para 182,5 quando tratadas com
0,62 uM de curcumina; para 183 quando tratadas com 1,25 uM; para 174
guando incubadas com 2,5 uM de curcumina; e para 174,5, quando tratadas
com 5 pM de curcumina (ANOVA, p<0,0001, seguido do teste de Tukey para
multiplas comparacgdes; Figura 28c).
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Figura 28: Influéncia da infeccdo pelo virus Zika e da curcumina na produgdo de ERNs em
cultivo de micréglias BV2 ap6és 24h. A) A infeccao pelo virus Zika aumentou a producado de
ERNs pelas micréglias BV2 na presenca de MOI 0,1 do virus, mas reduziu a sua producéo
quando estavam na presenca de MOI 1 (p<0,0001); B) Histograma representativo da
marcacdo para ERNs nos grupos basal e infectados com 0,1 e 1 MOI do virus; C) O
tratamento com a curcumina aumentou a producéo de ERNs pelas micrdglias BV2 (p<0,0001).
D) Histograma representativo da marcacdo para ERNS nos grupos basal e tratadas com
0,31 pM de curcumina. Avaliacdes pelo teste ANOVA (p>0,001) seguido do teste de Tukey
para multiplas comparag6es.

Durante a infeccdo, a curcumina nas concentra¢des 0,31 uM, 0,62 uM e
1,25 uM foi capaz de modular a producdo das ERNs nos grupos infectados
com MOI 1 do virus Zika. Os dados mostraram que o tratamento com 0,31 uM
de curcumina aumentou a expressao de ERNs de 159,5 (MFI) nas células
infectadas para 167,5 nas células infectadas e tratadas (ANOVA, p<0,0001;
Figura 29a). De forma semelhante, o tratamento com 0,62 uM de curcumina
aumentou a MFI para 177,5 nas células infectadas com MOI 1 e tratadas
(ANOVA, p<0,0001; Figura 29c). Ja o tratamento com 1,25 uM de curcumina
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aumentou a MFI para 166,5 nas células infectadas com MOI 1 e tratadas,

retornando esta producao para o nivel basal (ANOVA, p<0,0001; Figura 29e).
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Figura 29: Influéncia da curcumina na producédo de ERNs em cultivo de micrdglias BV2 apés
24h na presenca do virus Zika. A) O tratamento com 0,31 uM de curcumina néo alterou a
producdo de ERNSs pelas micréglias BV2 na presenca de MOI 0,1 de virus, mas aumentou a
sua produgdo nas células na presenca de MOI 1 de virus (p<0,0001); B) Histograma
representativo da marcacao para ERNs pelos grupos de células na presenga com MOI 1 de
virus, com ou sem o tratamento com 0,31 pM de curcumina. C) O tratamento com 0,62 pM
de curcumina néo alterou a produgéo de EROs pelas micrdglias que estavam na presenca de
MOI 0,1 de virus, mas aumentaram a producdo pelo grupo que estava na presenca de MOI 1
de virus (p<0,0001). D) Histograma representativo da marcacao para ERNs pelos grupos de
células na presenga com MOI 1 de virus, com ou sem o tratamento com 0,62 uM de curcumina.
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E) O tratamento com 1,25 UM de curcumina nao alterou a producao de EROs pelas microglias
que estavam na presenca de MOI 0,1 de virus, mas aumentaram a sua producéo pelo grupo
que estava na presenca de MOI 1 de virus (p<0,0001); F) Histograma representativo da
marcacao para ERNs pelos grupos de células na presenca com MOI 1 de virus, com ou sem
o tratamento com 1,25 uM de curcumina. Avaliacdes pelo teste ANOVA (p>0,0001) seguido
do teste de Tukey para multiplas comparagdes.

Ja as concentracdes 2,5 uM (Figura 30a) e 5uM (Figura 30b) néo
alteraram a producédo de ERNs pelas micrdglias BV2 na presenca de MOI 0,1
e MOI 1 de virus Zika (ANOVA, p<0,0001 seguido do teste de Tukey para
multiplas comparacoes)
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Figura 30: Influéncia da curcumina na producao de ERNs em cultivo de micréglias BV2 apos
24h na presenca do virus Zika. A) A curcumina na concentragdo 2,5 uM nao foi capaz de
alterar a producdo de ERNs pelas células BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 de virus Zika;
B) A curcumina na concentracdo 5 pM né&o foi capaz de alterar a produ¢cdo de ERNs pelas
micréglias BV2 na presenga de MOI 0,1 e MOI 1 de virus Zika. Avaliagdes pelo teste ANOVA
(p>0,001) seguido do teste de Tukey para multiplas comparacoes.

5.9. Influéncia da curcumina sobre a producdo de EROS sobre as

microglias BV2 durante a infec¢cdo com o virus Zika

Para avaliar a influéncia do virus Zika e do tratamento com a curcumina
sobre a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelas microglias
BV2, a producdo dessa espécie reativa foi quantificada utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.8.
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Segundo os dados, a infeccdo com o virus Zika alterou a producdo de
EROs pelas células BV2 nas duas condi¢fes estudadas, aumentando a sua
producédo tanto no grupo de células infectadas com MOI 0,1, quanto no grupo
infectado com 1 MOI. Observamos que a MFI aumentou a producédo basal de
189 para 251,5 no grupo infectado com MOI 0,1 e aumentou para 251,0 no
grupo infectado com MOI 1 (ANOVA, p<0,0001; Figura 31a).

O tratamento com a curcumina também modificou a producdo de EROs
pelas microglias BV2. Segundo os resultados, a producédo basal de EROS
passou de 189 (MFI) para 269 nas células tratadas com 0,31 uM de
curcumina; aumentou para 273,5 com o tratamento de 0,62 uM; aumentou
para 269 com o tratamento a 1,25 uM; para 241, com o tratamento de 2,5 uM;
e para 244,5, quando as células foram tratadas com 5 uM de curcumina
(ANOVA, p<0,0001; Figura 31c).
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Figura 31: Influéncia da infeccao pelo virus Zika e da curcumina na producdo de EROs em
cultivo de microglias BV2 apés 24h. A) A infecgdo pelo virus Zika aumentou a producéo de
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EROs pelas microglias BV2, quando estas estavam na presenca de MOI 0,1 do virus e na
presenca de MOI 1 (p<0,0001); B) Histograma representativo da marcacao para EROs nos
grupos de células basais e infectadas com 0,1 e 1 MOI de virus; C) O tratamento com a
curcumina aumentou a producdo de EROs pelas micréglias BV2, quando estas foram
expostas a todas as concentragdes de curcumina avaliadas (p<0,0001, ANOVA); D)
Histograma representativo da marcacao para EROs nos grupos de células no estado basal e
tratadas com 0,62 pM de curcumina. Avaliacbes pelo teste ANOVA (p>0,001) seguido do
teste de Tukey para mltiplas comparacgdes.

Durante a infecg&o, apenas o tratamento com 0,31 puM foi capaz de alterar
a producéo de EROs pelo grupo de células infectadas com MOI 0,1 do virus,
reduzindo a MFI de 251,5 no grupo de células infectadas e nado tratadas para
230 no grupo infectado tratado (ANOVA, p<0,0001). Em relac&o ao tratamento
do grupo de células infectadas com MOI 1, a curcumina 0,31 pM aumentou a
producdo basal de EROs das microglias BV2 de 251 para 307 nas células
tratadas (ANOVA, p<0,0001; Figura 32).
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Figura 32: Influéncia da curcumina na concentracdo 0,31 uM na producdo de EROs em
cultivos de micréglias BV2 na presencga do virus Zika apés 24h. A) A curcumina a 0,31 uM foi
capaz de reduzir a producao de EROs pelas células BV2 na presenca de 0,1 MOI do virus
Zika, mas aumentou na presenca de MOI 1 (p<0,0001). B) Histograma representativo da
marcacao para EROs nos grupos de células na presenca de MOI 0,1 de virus Zika, que
receberam ou ndo o tratamento com a curcumina a 0,31 uM. AvaliagBes pelo teste ANOVA
(p>0,001) seguido do teste de Tukey para multiplas comparacdes.

Jé o tratamento com 0,62 uM de curcumina alterou a producdo de EROs

apenas no grupo de células infectadas com MOI 1 do virus Zika, com aumento
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da MFI de 251 no grupo infectado para 258,5 no grupo infectado e tratado
(p=0,0479, teste t; Figura 33a). De forma semelhante, o tratamento com as
concentracgdes 1,25 uM (371), 2,5 uM (305) e 5 uM (296,5) também aumentou
a producao das espécies reativas de oxigénio apenas nos grupos infectados
com MOI 1 (ANOVA, p<0,0001; Figura 33).
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Figura 33: Influéncia da curcumina na producao de EROs em cultivos de micréglias BV2 na
presenca do virus Zika apos 24h. A) O tratamento com 0,62 uM de curcumina néo alterou a
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producdo de EROs pelas micréglias que estavam na presenca de MOI 0,1 do virus, mas
aumentou a sua producéo pelo grupo que estava na presenca de MOI 1 (p=0,0479); B) O
tratamento com 1,25 uM de curcumina nédo alterou a producao de EROs pelas micréglias que
estavam na presenca de MOI 0,1 do virus, mas aumentaram a sua producgéo pelo grupo que
estava na presenca de MOI 1 (p<0,0001); C) O tratamento com 2,5 uM de curcumina n&o
alterou a producao de EROs pelas micréglias que estavam na presenga de MOI 0,1 do virus,
mas aumentaram a sua producdo pelo grupo que estava na presenca de MOI 1 (p<0,0001);
D) O tratamento com 5 puM de curcumina ndo alterou a producédo de EROs pelas micréglias
gue estavam na presenca de MOI 0,1 do virus, mas aumentaram a sua producédo pelo grupo
que estava na presenca de MOI 1 (p<0,0001); E) Histograma representativo da marcacéo
para EROs nos grupos de células na presenca de MOI 1 de virus Zika, que receberam ou ndo
0 tratamento com a curcumina a 1,25 puM; Avaliacdes pelo teste ANOVA (p>0,001) seguido
do teste de Tukey para multiplas comparacdes.

5.10. Influéncia da curcumina sobre a producdo de corpusculos

lipidicos nas micréglias BV2 durante a infec¢cdo com o virus Zika

Para avaliar a influéncia do virus Zika e do tratamento com a curcumina
sobre a producdo de corpusculos lipidicos (CL) pelas micréglias BV2, foi

utilizada a metodologia descrita no item 4.5.9.

Segundos os resultados, a infeccdo com o virus Zika aumentou a
producdo de corpos lipidicos pelas microglias BV2 apenas quando estas
foram infectadas com MOI 0,1 do virus (156,5) em relacdo as células ndo
infectadas e néo tratadas (141). Nao houve alteracéo na producdo de CL na
infeccdo com MOI 1 do virus (Teste Kruskal-Wallis, p=0,0405; Figura 34a).

Por outro lado, o tratamento com a curcumina aumentou a producéo dos
corpusculos lipidicos pelas microglias em todas as concentracfes avaliadas
em relacdo a producao basal (MFI de 141). Os resultados foram 247,5 no
tratamento com 0,31 uM de curcumina; 228 no tratamento com 0,62 uM; 220
no tratamento com 1,25 pM; 210 com 2,5 uM; e 194 com 5 uM (Teste Kruskal-
Wallis, p<0,0001; Figura 34b).
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Figura 34: Influéncia da infecc¢éo pelo virus Zika e da curcumina na producgéo de corpusculos
lipidicos em cultivo de micréglias BV2 apds 24h. A) A infeccao pelo virus Zika aumentou a
producéo de corpos lipidicos pelas micrdglias BV2 infectadas com MOI 0,1 (p=0,0405); B) O
tratamento com a curcumina aumentou a producdo de CL nas micréglias BV2 em todas as
concentragdes de curcumina (p<0,0001); C) Producao de corpos lipidicos pelas micréglias
BV2 no estado basal; D) Producéo de corpos lipidicos pelas micrdglias BV2 infectadas com
0 MOI 0,1. Foto obtida por microscopia de fluorescéncia com aumento de 40x. A coloragéo
verde representa a marcacao pela sonda Bodipy, indicando a presenca de corpos lipidicos.
Avaliacdes pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparacdes.

Durante a infeccéo, a curcumina foi capaz de aumentar a producéao de
corpusculos lipidicos nas células BV2 infectadas com MOI 0,1 (156,5) e MOI
1 (147) do virus em relacdo ao basal (141). Isso se repetiu para todas as
concentragdes da curcumina testadas (Kruskal-Wallis, p<0,0001; Figura 35).
Na concentracéo de 0,31 uM de curcumina, houve o aumento da producéo de
corpusculos lipidicos de 156,5 para 232,5 no grupo de células infectadas com
MOI 0,1 do virus e aumento de 147 para 225,5 no grupo infectado com 1 MOI.
De forma semelhante, o tratamento com 0,62 uM aumentou a MFI de 156,5
para 223 no grupo infectado com MOI 0,1 e de 147 para 200,5 no grupo
infectado com 1 MOI de virus. No grupo tratado com 1,25 uM de curcumina,
observamos o aumento da MFI de 156,5 para 203 no grupo infectado com

MOI 0,1 e de 147 para 190 no grupo infectado com 1 MOI de virus. O
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tratamento com 2,5 uM também aumentou o MFI em ambas as situacdes, com
aumento da expresséo para 192,5 no grupo infectado com MOI 0,1 e para
168,5 no grupo infectado com MOI 1. Por fim, houve o aumento da MFI de
156,5 para 173 no grupo de células infectadas com MOI 0,1 e aumento de 147

para 159,5 no grupo infectado com MOI 1 de virus.
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Figura 35: Influéncia da curcumina na producdo de corpUsculos lipidicos em cultivo de
micréglias BV2 na presenca do virus Zika apos 24h. A) A curcumina na concentragéo 0,31 pM
aumentou a producao de CL pelas células BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus Zika
(p<0,0001); B) A curcumina na concentracdo 0,62 uM aumentou a producdo de CL pelas
células BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus (p<0,0001); C) A curcumina na
concentracdo 1,25 uM aumentou a producdo de CL pelas células BV2 na presenca de MOI
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0,1 e MOI 1 do virus (p<0,0001); D) A curcumina na concentracdo 2,5 uM aumentou a
producéo de CL pelas células BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus Zika (p<0,0001);
E) A curcumina na concentracdo 5 uM aumentou a producdo de CL pelas células BV2 na
presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus Zika (p<0,0001). Avaliagbes realizadas pelo teste
Kruskal-Wallis (p<0,0001) seguido do teste de Dunn para miltiplas comparagdes
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Figura 36: Influéncia da infec¢do pelo virus Zika e da curcumina na produgéo de corpusculos
lipidicos em cultivo de micrdglias BV2 apés 24h. A) Histograma representativo da marcacao
para corpos lipidicos nos grupos de células na presenca de MOI 0,1 de virus Zika, que
receberam ou ndo o tratamento com a curcumina a 1,25 pM. B) Producéo de corpos lipidicos
pelas micréglias BV2 infectadas com MOI 0,1 do virus Zika. C) Producéo de corpos lipidicos
pelas microglias BV2 infectadas com MOI 0,1 e tratadas com 1,25 uM de curcumina. D)
Histograma representativo da marcacao para corpos lipidicos pelos grupos de células na
presenca de MOI 1 de virus, que receberam ou ndo o tratamento com curcumina a 1,25 pM.
E) Producéo de corpos lipidicos pelas micréglias BV2 infectadas com MOI 1 do virus. F)
Producéo de corpos lipidicos pelas microglias BV2 infectadas com MOI 1 do virus e tratadas
com 1,25 uM de curcumina. Fotos obtidas por microscopia de fluorescéncia com aumento de
40x. A coloracéo verde representa a marcacéao pela sonda Bodipy, indicando a presenca de
corpos lipidicos.

5.11. Avaliacdo do papel da curcumina sobre a producao de IL-2 em

microglias BV2 durante a infecgdo com o virus Zika

Para avaliar a resposta das microglias BV2 frente a infecgcdo com o virus

Zika e o papel da curcumina durante a infecgéo, foi realizado a quantificacéo
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da IL-2 no sobrenadante dos cultivos de microglias BV2, utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.10.

Os resultado obtidos mostraram que a infeccdo com o virus Zika nao
alterou a producdao de IL-2 nas micréglias BV2, tanto na infeccdo com MOI 0,1
do virus (9,61 pg/mL), quanto na infecgdo com MOI 1 (9,63 pg/mL) em relacéo
a producdo basal (9,41 pg/mL) (ANOVA, p=0,1632; Figura 37a). J4 O
tratamento com a curcumina alterou a producdo da IL-2 apenas na
concentracdo de 5 puM, com a reducdo da producdo desta citocina de
9,41 pg/mL (basal) para 9,09 pg/mL (Teste t, p=0,0018; Figura 37b).
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Figura 37: Influéncia da infec¢é@o pelo virus Zika e da curcumina na producéo de IL-2 em
cultivos de micréglias BV2 apds 24h. A) Nado houve alteracdo na producdo de IL-2 pelas
células BV2 infectadas pelo de MOI 0,1 ou MOI 1 do virus Zika (p=0,1632). B) A curcumina
na concentracdo 5 UM foi capaz de reduzir a producdo basal de IL-2 (p=0,0018). Avaliacdes
realizadas pelo teste ANOVA (p=0,0018) seguido do teste de Tukey para mdltiplas
comparacgoes.

Durante a infec¢do, a curcumina na concentragao de 0,31 puM néo alterou
a producdo da IL-2 das micréglias BV2 frente aos estimulos com virus Zika
com MOI 0,1 ou MOI 1 (ANOVA, p=0,5571; Figura 38a). De forma semelhante,
a curcumina na concentracéo de 1,25 uM também néo influenciou a producéo
de IL-2 pelas microglias BV2 frente a ambos os estimulos (ANOVA, p=0,1173;
Figura 38b). Ja o grupo que recebeu o tratamento com 0,62 uM de curcumina
apresentou um aumento na producao da IL-2 apenas quando infectada com
MOI 0,1 de virus, aumentando a producéo de 9,61 pg/mL (células infectadas)

para 9,78 pg/mL nas células infectadas e tratadas (ANOVA, p=0,0144; Figura

88



38c). Os tratamentos com 2,5 uM e 5 uM de curcumina diminuiram a producéo
de IL-2 para 9,11 pg/mL e para 9,06 pg/mL, respectivamente nas células
tratadas e infectadas com MOI 0,1 e 1, em relacdo a producado das células
infectadas nao tratadas (MOI 0,1 9,61 e 9,63 pg/mL) (ANOVA, p=0,0007;
Figura 38d). O tratamento com 5 uM de curcumina reduziu a producao de IL-
2 pelas células infectadas com o virus no MOI 0,1 de 9,61 pg/mL para
9,145 pg/mL e das células infectadas com o virus no MOI 1 de 9,63 pg/mL
para 8,975 pg/mL de IL-2 (ANOVA, p<0.0001; Figura 38e).
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Figura 38: Influéncia da curcumina na producéo de IL-2 em cultivo de micréglias BV2 na
presenca do virus Zika apés 24h. A) O tratamento com curcumina na concentragéo 0,31 pM
ndo alterou a producdo de IL-2 pelas células BV2 durante a infeccdo com o virus Zika
(p=0,5571); B) O tratamento com 0,62 uM de curcumina aumentou a producéo de IL-2 pelo
grupo de células que estava na presenca de MOI 0,1 de virus, sem alterar a producao desta
citocina pelas células que estava na presenca de MOI 1 de virus (p=0,0144); C) O tratamento
com 1,25 uM de curcumina néo alterou a producdo de IL-2 pelas células BV2 durante a
infeccdo com o virus Zika (p=0,1173); D) O tratamento com 2,5 uM de curcumina reduziu a
producéo de IL-2 pelas células BV2 na presencga de MOI 0,1 e MOI 1 do virus (p=0,0007); E)
O tratamento com 5 pM de curcumina reduziu a producao de IL-2 pelas células BV2 na
presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus Zika (p<0,0001). Avaliacdes pelo teste ANOVA seguido
pelo teste de Dunn para multiplas comparagdes.
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5.12. Avaliacdo do papel da curcumina sobre a producédo de IL-4 em

microglias BV2 durante a infecgdo com o virus Zika

Para avaliar a resposta das microglias BV2 frente a infecgdo com o virus
Zika e o papel da curcumina durante a infecgéo, foi realizado a quantificagéo
da IL-4 no sobrenadante dos cultivos de microglias BV2, conforme a

metodologia descrita no item 4.5.10.

Os resultados obtidos mostram que a infeccdo com o virus Zika nao
modificou a producéo de IL-4 pelas micrdglias BV2 (9,35 pg/mL), tanto na
infeccdo com o MOI 0,1 (9,51 pg/mL), quanto na infeccdo com o MOI 1
(9,27 pg/mL) (ANOVA, p=0,6873; Figura 39a). JA o tratamento com a
curcumina alterou a producdo de IL-4 nas micréglias BV2 apenas na
concentracdo de 1,25 yuM, com diminuicdo da producéao de IL-4 de 9,35 pg/mL
(basal) para 9,01 pg/mL (Testt, p=0,0195; Figura 39b).
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Figura 39: Influéncia da infec¢é@o pelo virus Zika e da curcumina na producéo de IL-4 em
cultivos de microglias BV2 apés 24h. A) Nao houve alteracdo na producado de IL-4 pelas
células BV2 quando estas estavam na presen¢a de MOI 0,1 e MOI 1 do virus Zika (p=0,6873);
B) A curcumina na concentracdo 1,25 UM reduziu a producao basal de IL-4 pelas microglias
BV2 (p=0,0196, teste t). Avaliacbes realizadas pelo teste ANOVA (p=0,0840) seguido do teste
de Tukey para multiplas comparacdes.

Durante a infec¢do, a curcumina na concentragao de 0,31 pM néo alterou
a producao de IL-4 pelas células BV2, frente aos estimulos com o virus Zika
com MOI 0,1 ou MOI 1 (ANOVA, p=0,1101; Figura 40a). De forma semelhante,
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a curcumina a 0,62 uM também ndéo interferiu na producdo desta citocina
pelas células BV2 em ambos os estimulos (ANOVA, p=0,1919; Figura 40Db).
J& o tratamento com a curcumina a 1,25 puM foi capaz de reduzir a producdo
de IL-4 pelas micréglias BV2 durante a infeccdo com MOI 1 (9,27 pg/mL) para
8,30 pg/mL (ANOVA, p<0,0001) (ANOVA, p<0,0001; Figura 40c). O
tratamento com a curcumina a 2,5 uM também néo alterou a producéo de IL-
4 pelas células BV2 (ANOVA, p=0,2825; Figura 40d) e o tratamento com 5 uM
de curcumina alterou a producdo das células infectadas com o MOI 0,1
(9,51 pg/mL) para 8,945 pg/mL (ANOVA, p=0,0421; Figura 40e).
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Figura 40: Influéncia da curcumina na producéo de IL-4 em cultivo de micréglias BV2 na
presenca do virus Zika apés 24h. A) O tratamento com curcumina na concentragédo 0,31 pM
ndo alterou a producdo de IL-4 pelas células BV2 durante a infeccdo com o virus Zika
(p=0,1101); B) O tratamento com 0,62 UM de curcumina nao alterou a producéo de IL-4 pelas
células BV2 durante a infec¢do com o virus Zika (p=0,1919); C) O tratamento com 1,25 pM
de Curcumina reduziu a producéo de IL-4 pelo grupos de células que estava na presenca de
MOI 1 de virus Zika (p<0,0001); D) O tratamento com 2,5 uM de curcumina ndo alterou a
producéo de IL-4 pelas micréglias BV2 durante a infec¢ao pelo virus Zika (p=0,2825); E) O
tratamento com 5 pM de curcumina reduziu a producao de IL-4 pelas células BV2 na presenca
de MOI 0,1 (p=0,0421). Avaliacdes realizadas pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey
para multiplas comparagées.
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5.13. Avaliacdo do papel da curcumina sobre a producédo de IL-6 em

microglias BV2 durante a infecgdo com o virus Zika

Para avaliar a resposta das microglias BV2 frente a infecgdo com o virus
Zika e o papel da curcumina durante a infecgéo, foi realizado a quantificagéo
da IL-6 no sobrenadante dos cultivos de microglias BV2, utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.10.

Segundo os nossos dados, a infeccdo com o virus Zika aumentou a
producdo de IL-6 pelas micréglias BV2 (6,45 pg/mL) tanto na infeccdo com
MOI 0,1 (9,62 pg/mL), quanto na infeccdo com MOI 1 do virus (23,38 pg/mL)
(ANOVA, p<0,0001; Figura 41a). O tratamento com a curcumina aumentou a
producéo de IL-6 pelas BV2 apenas no grupo de células tratadas com 0,31 uM
da curcumina, com aumento de 6,45 pg/mL (basal) para 9,4 pg/mL (Kruskal-
Wallis, p=0,0007; Figura 41b).

50 1 50 1
a) b)
I 1
40 40
3 304 3 304
E £
[=2] o
e e
@ @
2 20+ = 20
| pr—
o |
10 —— 101 = —
— —_ : ]
= — g I =

=

0 T T T 0 T T T T T
Basal MOI 0,1 MOI 1 Basal 0,31uM 0,62uM 1,25uM 2,5uM

Figura 41: Influéncia da infec¢@o pelo virus Zika e da curcumina na producéo de IL-6 em
cultivos de microglias BV2 apés 24h. A) Houve o aumento da producdo de IL-6 pelas
micréglias BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 de virus Zika (p<0,0001); B) O tratamento
com 0,31 uM de curcumina aumentou a producédo de IL-6 pelas microglias BV2 (p=0,0007).
Avalicdes realizadas pelo teste ANOVA ou Kruskal-Wallis seguido do teste de Tukey ou de
Dunn para mdltiplas comparacdes.

Durante a infeccdo, o tratamento com curcumina na concentracado de

0,31 puM néo alterou a producéo de IL-6 pelas células infectadas com MOI 0,1
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do virus, mas reduziu a producdo pelas microglias infectadas com MOI 1,
diminuindo a producao de 23,38 pg/mL no grupo infectado com MOI 1 para
12,41 pg/mL no grupo infectado e tratado (Kruskal-Wallis, p=0,0172; Figura
42a). Ja o tratamento com 1,25 uM de curcumina aumentou a producéao de IL-
6 pelo grupo de células infectadas com MOI 0,1, aumentando a producao
desta citocina de 9,62 pg/mL (células infectadas com MOI 0,1) para
15,84 pg/mL (células infectadas e tratadas) (teste t, p<0,0001; Figura 42b). De
forma contraria, o tratamento com curcumina a 5 uM reduziu a producdo de
IL-6 no grupo de células infectadas também com o virus no MOI 0,1, reduzindo
a producao para 6,94 pg/mL no grupo infectado e tratado (teste t, p=0,0051,
Figura 42c). O tratamento com 0,62 uM (ANOVA, p=0,3246; Figura 42d) e
com 2,5 uM (Kruskal-Wallis, p=0,0752; Figura 42e) de curcumina nédo alterou
a producao de IL-6 pelas células infectadas com ambas as multiplicidades

virais.
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Figura 42: Influéncia da curcumina na producdo de IL-6 em cultivo de micréglias BV2 na
presenca do virus Zika ap6s 24h. A) A curcumina na concentracdo 0,31 uM ndo alterou a
producédo de IL-6 pelo grupo de células infectado com MOI 0,1 do virus (p=0,0172); B) N&o
houve diferenca estatistica entre os grupos infectados com MOI 0,1 e MOI 1 do virus e os que
receberam o tratamento com 0,62 uM de curcumina (p=0,3246); C) O tratamento com
1,25 uM de curcumina aumentou a producado de IL-6 pelo grupo de células que estava na
presenca de MOI 0,1 de virus (p=0,0006); D) O tratamento com curcumina 2,5 uM néo alterou
a producéo estatisticamente a producgéo de IL-6 pelas células BV2 na presen¢a de MOI 0,1 e
MOI 1 de virus Zika (p=0,0752); E) O tratamento com 5 pM de curcumina reduziu a produgao
de IL-6 pelos micréglias BV2 na presenca de MOI 0,1 de virus Zika. AvaliagBes realizadas
pelo teste ANOVA (p<0,0001) seguido do teste de Tukey para mltiplas comparacdes.
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5.14. Avaliacdo do papel da curcumina sobre a producéo de IL-10 em

microglias BV2 durante a infecgdo com o virus Zika

Para avaliar a resposta das microglias BV2 frente a infecgdo com o virus
Zika e o papel da curcumina durante a infecgéo, foi realizado a quantificagéo
da IL-10 no sobrenadante dos cultivos de microglias BV2, utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.10.

Os resultados obtidos mostraram que a infeccdo com o virus Zika
aumentou a producédo de IL-10 pelas microglias BV2, tanto na infeccdo com
MOI 0,1 (11,35 pg/mL), quanto na infeccdo com MOI 1 (12,06 pg/mL) em
relacdo ao basal (7,01 pg/mL) (ANOVA, p=0,0066; Figura 43a). O tratamento
com a curcumina foi capaz de modificar a producédo basal de IL-10 pelas
micréglias BV2 apenas na concentracdo 0,31 yuM, com aumentou da producéo
de 7,01 pg/mL (basal) para 12,79 pg/mL (Kruskal-Wallis, p=0,0102; Figura
43b).
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Figura 43: Influéncia da infeccdo pelo virus Zika e da curcumina na producao de IL-10 em
cultivos de microglias BV2 apo6s 24h. A) Houve o aumento da producgdo de IL-10 pelas
micréglias BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 de virus Zika (p=0,0066); B) O tratamento
com 0,31 uM de curcumina aumentou a producao de IL-10 pelas microglias BV2. Ndo houve
diferenca estatistica na producdo de IL-10 pelos grupos tratados com as demais
concentragcbes de curcumina. AvaliagBes realizadas pelo teste ANOVA ou teste Kruskal-
Wallis seguido do teste de Tukey ou teste de Dunn para mdltiplas comparacdes.
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Durante a infeccdo com o virus Zika, a curcumina na concentracdo de
0,31 uM aumentou a producéo de IL-10 pelas células infectadas com MOI 0,1
(11,35 pg/mL) para 15,29 pg/mL no grupo infectado e tratado (teste t,
p=0,0309; Figura 44a). Entretanto, as demais concentracdes do composto
tenderam a diminuir a producdo desta citocina. Para a concentracdo de
0,62 puM de curcumina, foi observado a diminuigdo da produgdo de IL-10 no
grupo de células infectadas com MOI 1 (12,06 pg/mL) para 6,91 pg/mL no
grupo infectado e tratado (teste t, p=0,0335; Figura 44b). O tratamento com
2,5 UM de curcumina reduziu a producédo de IL-10 nas células infectadas com
MOI 0,1 do virus (11,35 pg/mL) para 7,01 pg/mL no grupo infectado e tratado
(ANOVA, p=0,0020; Figura 44d). Ja o tratamento com 5 uM de curcumina
reduziu a producdo de IL-10 tanto no grupo infectado com MOI 0,1
(11,35 pg/mL) para 7,33 pg/mL no grupo infectado e tratado, quanto no grupo
infectado com o virus no MOI 1 (12,06 pg/mL) para 7,75 pg/mL no grupo
infectado e tratado (ANOVA, p=0,0018; Figura 44e).
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Figura 44: Influéncia da curcumina na producédo de IL-10 em cultivo de micrdglias BV2 na
presenca do virus Zika apés 24h. A) A curcumina na concentragcdo 0,31 pM aumentou a
producéo de IL-10 pelas microglias na presenca de MOI 0,1 do virus (p=0,0007); B) A
curcumina na concentracdo 0,62 UM reduziu a producao de IL-10 pelas células BV2 na
presenca de MOI 1 de virus (p=0,0030); C) Nao houve diferenca estatistica entre os grupos
infectados com MOI 0,1 e MOI 1 de virus e os que receberam o tratamento com 1,25 uM de
curcumina (p=0,0006); D) O tratamento com 2,5 uM de curcumina reduziu a producéo de IL-
10 pelo grupo de células que estava na presenca de MOI 0,1 de virus (p=0,0028); E) O
tratamento com 5 pM de curcumina reduziu a producdo de IL-10 pelas células BV2 na
presenca de MOI 0,1 e MOI 1 de virus Zika. Avaliacdes realizadas pelo teste ANOVA seguido
do teste de Tukey para multiplas comparagdes.
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5.15. Avaliacdo do papel da curcumina sobre a producéo de IL-12 em

microglias BV2 durante a infecgdo com o virus Zika

Para avaliar a resposta das microglias BV2 frente a infecgdo com o virus
Zika e o papel da curcumina durante a infecgéo, foi realizado a quantificagéo
da IL-12 no sobrenadante dos cultivos de microglias BV2, utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.10.

Os resultados obtidos mostraram que a infeccdo com o virus Zika
aumentou a producdo de IL-12 pelas micréglias BV2 que estavam nha
presenca de MOI 1 do virus, com aumento de 0 pg/mL de IL-12 (basal) para
12,95 pg/mL (células infectadas) (Kruskal-Wallis, p=0,0047; Figura 45a). J4 0
tratamento com a curcumina néo alterou estatisticamente a producao de IL-12
pelas micréglias BV2 (Kruskal-Wallis, p=0,0445; Figura 45b).
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Figura 45: Influéncia da infeccdo pelo virus Zika e da curcumina na producéo de IL-12 em
cultivos de microglias BV2 ap6s 24h. A) Houve o aumento da produgéo de IL-12 pelas
micréglias BV2 na presenca de MOI 1 de virus Zika (p=0,0047); B) O tratamento com a
curcumina ndo alterou a produgéo de IL-12 pelas micréglias BV2 (p=0,0445). Avaliaces
realizadas pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparacoes.

Durante a infeccdo com o virus Zika, a curcumina em todas as
concentracdes testadas ndo alterou a produgdo de IL-12 pelas microglias
BV2, tanto na presenca de MOI 0,1 do virus, quanto na presenca de MOI 1
(Kruskal-Wallis, p=0,1142, seguido do teste de Dunn para mudltiplas

comparacoes; Figura 46).
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Figura 46: Influéncia da curcumina na producao de IL-12 em cultivo de micrdglias BV2 na
presenca do virus Zika apds 24h. A) A curcumina na concentracdo 0,31 uM nao alterou a
producdo de IL-12 pelas micrdglias na presenca do virus (p=0,0074); B) A curcumina na
concentracdo 0,32 UM nao alterou a producéo de IL-12 pelas micréglias na presenca do virus
(p=0,0033); C) A curcumina na concentra¢édo 1,25 uM nao alterou a producéo de IL-12 pelas
microglias na presenca do virus (p=0,0289); D) A curcumina na concentracdo 2,5 UM nédo
alterou a producéo de IL-12 pelas micréglias na presenca do virus (p=0,0026); E) A curcumina
na concentracao 5 uM nao alterou a producéo de IL-12 pelas microglias na presenca do virus
(p=0,1173); AvaliacBes realizadas pelo teste Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para
multiplas comparagdes.

101



5.16. Avaliacdo do papel da curcumina sobre a producéo de IL-17 em

microglias BV2 durante a infeccdo com o virus Zika

Para avaliar a resposta das microglias BV2 frente a infeccdo com o virus
Zika e o papel da curcumina durante a infecgéo, foi realizado a quantificagéo
da IL-17 no sobrenadante dos cultivos de micréglias BV2, utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.10.

Os resultados obtidos mostraram que a infeccdo com o virus Zika
aumentou a producédo de IL-17 pelas microglias BV2, tanto na infeccdo com
MOI 0,1 (8,37 pg/mL), quanto na infeccdo com MOI 1 (10,51 pg/mL) em
relacdo ao basal (7,45 pg/mL) (Kruskal-Wallis, p<0,0001; Figura 47a). O
tratamento com a curcumina foi capaz de modificar a producéo basal de IL-17
pelas microglias BV2 apenas na concentragdo 0,31 uM, com aumentou da
producao de 7,45 pg/mL (basal) para 7,85 pg/mL (Mann-Whitney, p=0,0215;
Figura 47b).
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Figura 47: Influéncia da infeccdo pelo virus Zika e da curcumina na producéo de IL-17 em
cultivos de microglias BV2 apds 24h. A) Houve o aumento da producdo de IL-17 pelas
microglias BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 de virus Zika (p<0,0001); B) O tratamento
com 0,31 uM de curcumina aumentou a producéo de IL-17 pelas microglias BV2. Ndo houve
diferenca estatistica na producdo de IL-17 pelos grupos tratados com as demais
concentracdes de curcumina. Avaliacfes realizadas pelo teste Kruskal-Wallis seguido do
teste de Dunn para multiplas comparagges.
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Durante a infeccdo, o tratamento com a curcumina na concentracdo de
0,31 uM néo alterou a producdo de IL-17 pelas células infectadas com
MOI 0,1 e MOI 1 do virus que receberam o tratamento em relagdo as células
infectadas néo-tratadas (Kruskal-Wallis, p=0,0006; Figura 48a). Para os
tratamentos com 0,62 uM (Figura 48b) e 1,25 uM (Figura 48c), também néo
observamos diferenca na producdo de IL-17 pelas células infectadas e
tratadas (Kruskal-Wallis, p=0,0002 e p<0,0001, respectivamente, seguidos
pelo teste de Dunn para multiplas comparagées). Ja o tratamento com 2,5 uM
de curcumina reduziu a producéo de IL-17 no grupo de células infectadas com
MOI 0,1 do virus, reduzindo a produc¢éo desta citocina de 8,37 pg/mL (células
infectadas) para 7,01 pg/mL (células infectadas e tratadas) (Mann-Whitney,
p=0,0082; Figura 48d), enquanto o tratamento com 5 uM reduziu a producéo
pelas células infectadas com MOI 1, diminuindo de 10,51 pg/mL no grupo
infectado para 7,75 pg/mL no grupo infectado e tratado (Mann-Whitney,
p=0,0076; Figura 48e).
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Figura 48: Influéncia da curcumina na producao de IL-17 em cultivo de micrdglias BV2 na
presenca do virus Zika apds 24h. A) A curcumina na concentragdo 0,31 uM nao alterou a
producéo de IL-17 pelas micrdglias na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus (p=0,0006); B)
A curcumina na concentracgdo 0,62 uM nao alterou a producgéo de IL-17 pelas células BV2 na
presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus (p=0,0002); C) Nao houve diferenca estatistica entre
0s grupos infectados com MOI 0,1 e MOI 1 de virus e 0s que receberam o tratamento com
1,25 yM de curcumina (p<0,0001); D) O tratamento com 2,5 uM de curcumina reduziu a
producdo de IL-10 pelo grupo de células que estava na presenca de MOI 0,1 de virus
(p=0,0035); E) O tratamento com 5 uM de curcumina reduziu a producéo de IL-10 pelas
células BV2 na presenca de MOI 1 de virus Zika (p=0,0047). Avaliacbes realizadas pelo teste
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn para multiplas comparacdes.
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5.17. Avaliacdo do papel da curcumina sobre a producéo de IFN-y em

microglias BV2 durante a infecgdo com o virus Zika

Para avaliar a resposta das microglias BV2 frente a infecgdo com o virus
Zika e o papel da curcumina durante a infecgéo, foi realizado a quantificagéo
da IFN-y no sobrenadante dos cultivos de micréglias BV2, utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.10.

Os nossos dados mostraram que a infeccdo com o virus Zika aumenta a
producdo de IFN-y pelas microglias BV2 apenas durante a infecgado com
MOI 1 do virus, com o aumento da producédo de 7,15 pg/mL (basal) para
12,93 pg/mL (infectado com MOI 1). Nao houve alteracdes na producdo das
células infectadas com MOI 0,1 (ANOVA, p<0,0001; Figura 49a).

Em relag&o ao tratamento com a curcumina, foram observadas alteragdes
na producéo de IFN-y pelas micréglias BV2 apenas nos grupos tratados com
0,31 uM e 1,25 uM de curcumina. Para o grupo nao-infectado que recebeu o
tratamento com 0,31 uM de curcumina, houve o aumento da producéo de IFN-
y de 7,15 pg/mL (basal) para 7,54 pg/mL. Ja o tratamento com 1,25 uM de
curcumina reduziu esta producdo para 6,39 pg/mL em relacdo ao basal
(7,15 pg/mL) (ANOVA, p=0,0029; Figura 49b).
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Figura 49: Influéncia da infec¢éo pelo virus Zika e da curcumina na producéo de IFN-y em
cultivos de microglias BV2 apds 24h. A) Houve o aumento da producdo de IFN-y pelas
micréglias BV2 na presen¢a de MOI 1 do virus, mas ndo houve diferenga estatistica na
producédo desta citocina no grupo de micrdglias BV2 na presenca de MOI 0,1 de virus Zika
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(p<0,0001); B) O tratamento com 0,31 uM de curcumina aumentou a producédo de IFN-y pelas
microglias BV2. Ja o tratamento com 1,25 UM de curcumina reduziu a producéo basal de IFN-
y pelas microglias BV2. Nao houve diferenca estatistica na producéo de IFN-y pelos grupos
tratados com as demais concentragBes de curcumina. Avaliagbes realizadas pelo teste
ANOVA seguido do teste de Tukey para multiplas comparagdes.

Durante a infeccdo, o tratamento com a curcumina na concentracdo de
0,31 UM alterou a producédo de IFN-y apenas no grupo infectado com MOI 1
de virus, reduzindo a producdo de 12,93 pg/mL no grupo infectado para
7,34 pg/mL no grupo infectado e tratado (ANOVA, p=0,0011; Figura 50a).
Para os tratamentos com 0,62 uM e 2,5 UM, este padréo de alterac&o no nivel
de producao de IFN-y se manteve. Para o tratamento com 0,62 uM, houve a
reducdo de 12,93 pg/mL (infectado com MOI 1) para 6,09 pg/mL (infectado e
tratado) (teste t, p=0,0004; Figura 50b); e no tratamento com 2,5 uM, esta
reducao foi para 6,69 pg/mL no grupo infectado com MOI 1 e tratado (ANOVA,
p<0,0001; Figura 50d). O tratamento com 5 uM de curcumina foi o Unico capaz
de modular as duas condi¢Ges experimentais, reduzindo a producao de IFN-y
de 7,34 pg/mL no grupo infectado com MOI 0,1 para 6,41 pg/mL no grupo
infectado e tratado, e reducéo de 12,93 pg/mL no grupo infectado com MOI 1
para 6,74 pg/mL no grupo infectado e tratado (ANOVA, p<0,0001; Figura 50e).
N&o houve alteracdes significativas na producéo de IFN-y durante a infecgao
nas micréglias que receberam o tratamento com 1,25 pM de curcumina
(ANOVA, p<0,0001; Figura 50c).
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Figura 50: Influéncia da curcumina na producdo de IFN-y em cultivo de micréglias BV2 na
presenca do virus Zika ap6s 24h. A) A curcumina na concentracdo 0,31 pM diminuiu a
producdo de IFN-y pelas micréglias na presengca de MOI 1 do virus (p=0,0011); B) A
curcumina na concentracdo 0,62 pM diminuiu a producdo de IFN-y pelas micréglias na
presenca de MOI 1 de virus (p=0,0004); C) Nao houve diferencga estatistica entre os grupos
infectados com MOI 0,1 e MOI 1 de virus e os que receberam o tratamento com 1,25 uM de
curcumina (p<0,0001); D) A curcumina na concentrac¢éo 2,5 uM diminuiu a producédo de IFN-
y pelas microglias na presencga de MOI 1 (p<0,0001); E) O tratamento com 5 uM de curcumina
reduziu a producao de IFN-y pelas células BV2 na presenga de MOI 0,1 e MOI 1 de virus Zika.
Avaliacbes realizadas pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey para mdultiplas
comparagoes.
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5.18. Avaliacao do papel da curcumina sobre a producdo de MCP-1 em

microglias BV2 durante a infecgdo com o virus Zika

Para avaliar a resposta das microglias BV2 frente a infecgdo com o virus
Zika e o papel da curcumina durante a infecgéo, foi realizado a quantificagéo
da MCP-1 no sobrenadante dos cultivos de microglias BV2, utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.10.

Segundo os nossos resultados, a infec¢cdo com o virus Zika aumenta a
producdo de MCP-1 pelas micréglias BV2 durante a infeccdo com MOI 0,1 e
MOI 1 do virus, com o aumento da producdo de 1306 pg/mL (basal) para
3237 pg/mL nos grupos infectados com MOI 0,1 e para 5536 pg/mL nos
grupos infectados com MOI 1 (ANOVA, p=0,0017; Figura 51a).

Em relacdo ao tratamento com a curcumina, observamos alteragdes na
producdo de MCP-1 pelas micréglias BV2 apenas no grupo tratado com
1,25 uM de curcumina. Neste grupo, foi observado o aumento da producao
desta citocina de 1306 pg/mL (basal) para 4163 pg/mL (ANOVA, p<0,0001;
Figura 51b).
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Figura 51: Influéncia da infeccao pelo virus Zika e da curcumina na producdo de MCP-1 em
cultivos de microglias BV2 apds 24h. A) Houve o aumento da producdo de MCP-1 pelas
microglias BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus (p<0,0001); B) O tratamento com
1,25 uM de curcumina aumentou a producdo de MCP-1 pelas micrdglias BV2. Nao houve
diferenca estatistica na producdo de MCP-1 pelos grupos tratados com as demais
concentracdes de curcumina. Avaliagc6es realizadas pelo teste ANOVA seguido do teste de
Tukey para multiplas comparacdes
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Durante a infecgdo, os tratamentos com a curcumina nas concentragoes
0,31 uM, 0,62 uM e 1,25 uM aumentaram a producéo de MCP-1 apenas nos
grupos infectados com MOI 0,1 do virus Zika. Para o grupo tratado com
0,31 uM, o aumento foi de 3237 pg/mL no grupo infectado com MOI 0,1 para
3766 pg/mL no grupo infectado e tratado (ANOVA, p<0,0001, Figura 52a). J&
0 grupo tratado com 0,62 uM teve o aumento para 3545 pg/mL em relacéo ao
grupo infectado que nao tratado (ANOVA, p<0,0001; Figura 52b); e o tratado
com 1,25 pM apresentou o aumento para 5244 pg/mL em relagdo ao grupo
infectado nado tratado (ANOVA, p<0,0001; Figura 52c). J& para 0S grupos
tratados com 2,5uM e 5puM de curcumina, observamos o aumento da
producdo de MCP-1 apenas nos grupos infectados com MOI 1 do virus Zika.
Este aumento foi de 5536 pg/mL no grupo infectado com MOI 1 para
7678 pg/mL no grupo infectado e tratado com 2,5 uM (ANOVA, p<0,0001;
Figura 52d) e aumento para 5907 pg/mL para o grupo infectado e tradado com
5 uM de curcumina (ANOVA, p<0,0001; Figura 52e).
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Figura 52: Influéncia da curcumina na producéo de MCP-1 em cultivo de microglias BV2 na
presenca do virus Zika apés 24h. A) A curcumina na concentracdo 0,31 uM aumentou a
producdo de MCP-1 pelas microglias na presenca de MOI 0,1 do virus (p<0,0001); B) A
curcumina na concentracdo 0,62 pM aumentou a producdo de MCP-1 pelas micréglias na
presenca de MOI 0,1 de virus (p<0,0001); C) A curcumina na concentracdo 1,25 uM
aumentou a producdo de MCP-1 pelas micrdglias na presenca de MOI 0,1 de virus
(p<0,0001); D) A curcumina na concentracdo 2,5 pM aumentou a producdo de MCP-1 pelas
microglias na presenca de MOI 1 (p<0,0001); E) O tratamento com 5 uM de curcumina
aumentou a producdo de MCP-1 pelas células BV2 na presenca de MOI 1 de virus Zika
(p<0,0001). Avaliacdes realizadas pelo teste ANOVA seguido do teste de Tukey para
multiplas comparacdes.
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5.19. Avaliacdo do papel da curcumina sobre a producédo de TNF-a em

microglias BV2 durante a infec¢gdo com o virus Zika

Para avaliar a resposta das microglias BV2 frente a infecgdo com o virus
Zika e o papel da curcumina durante a infecgéo, foi realizado a quantificagéo
da TNF-a no sobrenadante dos cultivos de microglias BV2, utilizando a

metodologia descrita no item 4.5.10.

Os dados obtidos mostraram que a infeccdo com o virus Zika aumenta a
producdo de TNF-a pelas micréglias BV2 durante a infeccdo com MOI 0,1 e
MOI 1 do virus, com o aumento da producédo de 14,79 pg/mL (basal) para
57,81 pg/mL durante a infecgcdo com MOI 0,1 e para 48,24 pg/mL durante a
infeccdo com MOI 1 (ANOVA, p=0,0017; Figura 53a).

Em relacdo ao tratamento com a curcumina, observamos alteragdes na
producdo de TNF-a pelas micréglias BV2 apenas no grupo tratado com
1,25 uM de curcumina. Neste grupo, foi observado o aumento da producéo
desta citocina de 14,79 pg/mL (basal) para 141,9 pg/mL quando tratado com
1,25 uM de curcumina (ANOVA, p<0,0001; Figura 53b).
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Figura 53: Influéncia da infec¢éo pelo virus Zika e da curcumina na producédo de TNF-a em
cultivos de micrdglias BV2 ap6s 24h. A) Houve o aumento da producdo de TNF-a pelas
micréglias BV2 na presenca de MOI 0,1 e MOI 1 do virus (p<0,0001); B) O tratamento com
1,25 uM de curcumina aumentou a producdo de TNF-a pelas micréglias BV2. Nado houve
diferenca estatistica na producdo de TNF-a pelos grupos tratados com as demais
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concentracdes de curcumina. Avaliacfes realizadas pelo teste ANOVA seguido do teste de
Tukey para multiplas comparacfes

Durante a infeccdo, o tratamento com a curcumina na concentracdo de
0,31 uM alterou a producéo de TNF-a quando infectado com MOI 0,1 de virus,
reduzindo a producao de 57,81 pg/mL no grupo de células infectadas para
16,53 pg/mL no grupo de células infectadas e tratadas (ANOVA, p=0,0005;
Figura 54a). Ja no tratamento com 0,62 uM, a curcumina reduziu a producao
de TNF-a pelas micréglias BV2 infectadas com MOI 0,1 (57,81 pg/mL) para
21,56 pg/mL no grupo infectado e tratado, mas aumentou a producdo no
grupo de células infectadas com MOI 1 (48,24 pg/mL) para 77,59 pg/mL no
grupo infectado e tratado (Figura 54b). Ja o tratamento com 1,25 uM de
curcumina, observamos a reducdo da producdo de TNF-a pelas microglias
BV2 infectadas com MOI 1 do virus (48,24 pg/mL) para 20,04 pg/mL no grupo
infectado e tratado (ANOVA, p<0,0001; Figura 54c). O tratamento com 2,5 pM
de curcumina aumentou a producdo de TNF-a das microglias BV2 que
estavam na presenca de MOI 1 (48,24 pg/mL) para 123,3 pg/mL (ANOVA,
p<0,0001; Figura 54d); e o grupo tratado com 5 uM reduziu a producao de
TNF-a pelas micréglias BV2 na presenca de MOI 0,1 (57,81 pg/mL) para
38,98 pg/mL no grupo infectado e tratado, mas aumentou a producéo pelas
micréglias na presenca de MOI 1 (48,24 pg/mL) para 97,47 pg/mL no grupo
infectado e tratado (ANOVA, p<0,0001; Figura 54e)
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Figura 54: Influéncia da curcumina na producao de TNF-a em cultivo de micréglias BV2 na
presenca do virus Zika apés 24h. A) A curcumina na concentra¢do 0,31 uM diminuiu a
producdo de TNF-a pelas micréglias na presenca de MOI 0,1 do virus (p<0,0001); B) A
curcumina na concentragdo 0,62 pM diminuiu a producdo de TNF-a pelas micréglias na
presenca de MOI 0,1 de virus, mas aumentou esta producédo nas células BV2 que estavam
na presenca de MOI 1 (p<0,0001); C) A curcumina na concentracdo 1,25 pM diminuiu a
producé@o de TNF-a pelas microglias na presenga de MOI 1 de virus. Nao houve alteragéo
estatistica na producao de MCP-1 pelas células BV2 na presenca de MOI 0,1 (p<0,0001); D)
A curcumina na concentracdo 2,5 uM aumentou a producédo de TNF-a pelas microglias na
presenca de MOI 1, mas nédo alterou a producéo pelas células BV2 na presenca de MOI 0,1
de virus (p<0,0001); E) O tratamento com 5 pM de curcumina diminuiu a producéo de TNF-a
pelas células BV2 na presenca de MOI 0,1 de virus Zika, mas aumentou a producéo pelas
células BV2 na presenca de MOI 1 de virus (p<0,0001). AvaliacBes realizadas pelo teste
ANOVA seguido do teste de Tukey para multiplas comparacdes.
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5.20. Sumario dos resultados obtidos

Para melhor visualizagdo dos resultados, os parametros estudados e os
grupos de comparacédo entdo sintetizados nas tabelas 1, 2, 3 e 4. A tabela 1
mostra a comparacao entre os grupos de células infectadas com 0,1 e 1 MOI
de virus Zika em relagdo as células no estado basal; a tabela 2 mostra a
comparacao entre 0s grupos de células tratadas com a curcumina (0,31, 0,62,
1,25, 2,5 e 5 uM) em relacdo as células no estado basal; a tabela 3 compara
as células infectadas com 0,1 MOI de virus e que receberam os tratamentos
com diferentes concentracfes da curcumina em relagdo as células também
infectadas com 0,1 MOI de virus, mas que nado receberam o tratamento; e a
tabela 4 compara as células infectadas com 1 MOI de virus e que receberam
os tratamentos com diferentes concentracdes da curcumina em relacédo as
células que também foram infectadas com 1 MOI de virus, mas que nao

receberam o tratamento.
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Tabela 2: Comparacéo dos resultados obtidos pelos grupos de células infectadas com 0,1 ou

1 MOI de virus Zika em relagdo as células no estado basal.

Experimentos

Em relag&o ao basal

MOI 0,1 vs MOI 1

MOI 0,1 MOI 1
Viabilidade MTT L ! MOI 0,1 < MOI 1
Apoptose 1 NA MOI 0,1 > MOI 1
Necrose NA NA NA
Caspase-3 NA NA NA
LC3 0 0 NA
mTor NA NA NA
Marcagéo Zika MOl 0,1 > MOI 1
IL-2 NA NA NA
IL-4 NA NA NA
IL-6 1 "1 MOI 0,1 < MOI 1
IL-10 1 1 NA
IL-12 NA 1 NA
IL-17 1 M MOI 0,1 < MOI 1
IFN-y NA 1M MOI 0,1 < MOI 1
TNF 1 1 NA
MCP-1 1 M MOI 0,1 < MOI 1
Corpusculo Lipidico 1 NA MOI 0,1 > MOI 1
EROS 1 1 NA
ERNSs 1 | MOI 0,1 > MOI 1

1: houve aumento no pardmetro; |: houve diminui¢cdo no pardmetro; >: maior que; <: menor
que; NA: parametro ndo alterou.
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Tabela 3: Comparacdo dos resultados obtidos pelos grupos de células tratadas com

diferentes concentrages da curcumina em relagdo as células no estado basal.

Experimentos

Em relag&o ao basal

0,31 0,62 1,25 2,5 5
Viabilidade MTT 1 1 NA 1 NA
Apoptose NA NA NA NA NA
Necrose NA NA NA NA NA
Caspase-3 NA NA NA NA NA
LC3 1 1 NA NA NA
mTor NA NA NA NA NA
Marcacao Zika
IL-2 NA NA NA NA !
IL-4 NA NA ! NA NA
IL-6 1 NA NA NA NA
IL-10 1 NA NA NA NA
IL-12 NA NA NA NA NA
IL-17 1 NA NA NA NA
IFN-y 1 NA l NA NA
TNF NA NA " NA NA
MCP-1 NA NA " NA NA
Corpusculo Lipidico ™ ™ ™" 1 0
EROS 1 1 ) 1 T
ERNs T T i T T

1: houve aumento no parametro; |: houve diminuicdo no pardmetro; >: maior que; <: menor
que; NA: parametro ndo alterou.
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Tabela 4: Comparacéo dos resultados obtidos pelos grupos de células infectadas com 0,1
MOI de virus Zika e tratadas com diferentes concentragcdes da curcumina em relagdo as
células infectadas com 0,1 MOI de virus que ndo receberam 0 mesmo tratamento.

Experimentos

Em relacéo a célula infectada (MOI 0,1)

0,31 0,62 1,25 2,5
Viabilidade MTT 1 1 1 1 1
Caspase-3 ! ! ! NA NA
Marcacao Zika NA NA NA NA NA
LC3 NA NA NA NA NA
mTor NA NA NA ! !
Virus Zika NA NA NA NA NA
IL-2 NA 1 NA l l
IL-4 NA NA NA NA !
IL-6 NA NA 1 NA l
IL-10 1 NA NA l l
IL-12 NA NA NA NA NA
IL-17 NA NA NA l NA
IFN-y NA NA NA NA l
TNF l l NA NA l
MCP-1 1 1 1 NA NA
Corpusculo Lipidico ™ ™" ™ 1 1
EROS ! NA NA NA NA
ERNs NA NA NA NA NA

1: houve aumento no pardmetro; |: houve diminui¢do no pardmetro; >: maior que; <: menor
que; NA: parametro ndo alterou.

117



Tabela 5: Comparacéo dos resultados obtidos pelos grupos de células infectadas com 1 MOI
de virus Zika e tratadas com diferentes concentracGes da curcumina em relacdo as células
infectadas com 1 MOI de virus que nao receberam o mesmo tratamento.

Experimentos

Em relag&o a célula infectada (MOI 1)

0,31 0,62 1,25 2,5 5
Viabilidade MTT 1 1 1 NA l
Apoptose NA NA NA NA NA
Necrose NA 1 NA NA 1
Caspase-3 ! | ! l NA
LC3 NA NA 1 NA 1
mTor NA ! ! ! l
Virus Zika NA NA ! NA 1
IL-2 NA NA NA ! !
IL-4 NA NA ! NA NA
IL-6 ! NA NA NA NA
IL-10 NA ! NA NA l
IL-12 NA NA NA NA NA
IL-17 NA NA NA NA l
IFN-y ! ! NA ! l
TNF NA 1 l 1 1
MCP-1 NA NA NA 1 1
Corpusculo Lipidico ™ ™" ™ 1 1
EROS 1 ) 1 1 T
ERNs 1 1 1 NA NA

1: houve aumento no pardmetro; |: houve diminuicdo no pardmetro; >: maior que; <: menor
que; NA: parametro ndo alterou.
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DISCUSSAO



Este trabalho mostrou pela primeira vez que a curcumina tem a
capacidade de proteger e modular a resposta imune de microglias contra a
infeccdo pelo virus Zika. Também foi possivel demonstrar o efeito do virus
sobre as microglias, células importantes na defesa contra microrganismos em
um sitio privilegiado que € o SNC. Por este estudo, pode-se observar que o
Zika tem efeito citopatico, causando a morte por apoptose e estimulando a

resposta inflamatoria.

Segundo os dados, a presenca do virus Zika na cultura de microglias
BV2 reduziu a viabilidade deste tipo celular, quando analisamos pelo teste de
reducdo do MTT. Estes dados sugerem que as micrdglias sdo permissivas
para a infecgdo com o virus Zika, provavelmente contribuindo nos processos
inflamatorios que ocorrem no sistema nervoso central durante a infecgcdo com
0 ZIKV. A susceptibilidade de infeccdo da microglia BV2 pelo virus Zika havia
sido descrita por Chan e colaboradores (2016). Neste trabalho foi descrito que
algumas linhagens celulares de camundongos, como as micréglias BV2 e
fibroblastos embrionarios 3T3, apresentam niveis de replicacao viral; porém,
quando comparado com células de rim de macaco (LLC-MK2 e Células Vero),
esta replicacdo foi baixa. Isso também foi observado por Oliveira (2019).
Segundo o autor, as linhagens africana e asiatica do ZIKV sédo capazes de
infectar as micréglias BV2. Por meio de andlise de RT-gPCR do lisado celular
e do sobrenadante das culturas, os autores observaram que o virus estava
presente tanto no meio intracelular quanto no meio extracelular, mostrando
que o virus foi capaz de se replicar e de ser liberado pelas células. Além disso,
0 ensaio de unidador formadoras de placa (PFU) com o sobrenadante mostrou

gue o virus liberado é viavel e capaz de infectar outros tipos celulares.

A reducado observada em nossos experimentos ocorreu nas 24 horas
apos a infecgdo. O mesmo foi observado por Olmo e colaboradores (2017) ao
avaliarem a curva de infeccdo no homogenato de cérebro de embrides
murinos. O inicio das mortes celulares ocorreu no tempo de 12 horas apés a
infecgéo (HPI), com o pico no tempo de 24 HPI, momento em que também foi

observado a maior producéo de citocinas inflamatérias, como TNF-a e IL-1.
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Apods este momento, a morte celular se estabilizou, provavelmente em funcao
da resposta inflamatdria ativada para o controle da replicacdo viral.
Adicionalmente, relatos demonstraram que as cepas africana e asiatica do
ZIKV nao foram capazes de diminuir a viabilidade celular das micréglias BV2
guando analisadas no tempo de 48 e 72 HPI (Oliveira, 2019 e Freire, 2019).
Embora ndo tenhamos avaliado a viabilidade das células infectadas nos
tempos de 48 e 72 HPI, nossos dados encontram-se de acordo com a
literatura e provavelmente o aumento de TNF também observado nas 24
horas de infec¢éo possa ser um mecanismo importante tanto na defesa contra
0 virus Zika quanto pode ser um mecanismo que responda pela diminuicdo
da viabilidade, uma vez que o TNF é capaz de induzir a morte celular

programada.

A reducdo da viabilidade pelo MTT foi observada tanto em uma
condicao com baixa quantidade de virus quanto com uma alta quantidade. De
forma interessante, observamos que a morte de células foi maior no MOI 0,1
em que a quantidade de virus por células é menor em relagédo ao MOI 1. Essa
diferenca ndo foi bem caracterizada na literatura; porém em um estudo que
avaliou a diferenca bioldgica entre isolados do virus Zika de diferentes regifes
do Brasil, foi demonstrado que algumas linhagens de células imortalizadas de
mamiferos quando expostas ao MOI 0,1 do Zika, apresentam um numero
maior de células infectadas apds 24 e 48 horas na presenca do virus, quando
comparado com as mesmas linhagens celulares expostas ao MOI 1, indicando
que diferentes cargas virais podem resultar em cinéticas de infeccbes
diferentes (Strottmann e cols, 2019). Possivelmente nosso resultado pode
estar relacionado a dois fatores: a) A taxa e as caracteristicas de replicacéo
viral sdo diferentes entre os MOIs. A infec¢cdo com o menor MOI permite duas
rotas de liberacdo da célula infectada, diferente do MOI 1 que apresenta uma
cinética de etapa Unica, conforme modelo matematico descrito por
Bernhauerova e cols (2020). Isso possivelmente, provoca um maior dano na
membrana das células devido a saida dos virus em maior quantidade no caso

do MOI 0,1. b) Pelo nossos estudos, a resposta antiviral € mais ténue com
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menor producdo de citocinas inflamatérias o que causaria menor ativacao das
micréglias; consequentemente, menor capacidade de estimular a resposta
inata intracelular, permitindo um menor controle da replicagao viral, maior
permissividade celular e um efeito citopatico maior, haja visto que somente no

MOI 0,1 foi observado um aumento da apoptose.

Conforme descrito anteriormente, ao compararmos 0 comportamento
das microglias BV2 quando desafiadas com diferentes multiplicidades de
infeccdo, observamos a diferenca no padrdo de morte celular pelas BV2.
Segundo os nossos dados avaliados pela marcagdo com anexinal/Pl, a
quantidade de células em morte por apoptose foi maior no grupo infectado
com MOI 0,1 do virus Zika, quando comparado com o grupo de células na
presenca de MOI 1. Em funcdo deste resultado, avaliamos se a apoptose
poderia ser resultado da ativacao da via das caspases; portanto, utilizamos a
marcacdo com caspase 3, uma proteina comum na via de ativacdo da
apoptose mediada por ativacao via receptores de membrana (via extrinseca)
ou pela ativagéo via alteracdo da funcionalidade mitocondrial (via intrinseca).
Embora, a apoptose por aumento de caspase 3 tenha sido relatada em células
de figado humano da linhagem Huh-7 (Vanwalscappel et al, 2020) e em
neurdnios primarios (Olmo et al, 2017) infectados pelo Zika, ndo constatamos
aumento de ativacdo desta via nas células infectadas. Esses dados sugerem
gue a apoptose via caspase possa estar relacionado com o tipo celular e ainda

que na microglia BV2 possivelmente outra via de morte celular foi induzida.

De fato, o trabalho desenvolvido por Yang e colaboradores (2020)
demonstrou que a morte celular pode ocorrer de forma independente da
ativacdo das caspases. Nesse trabalho, foram analisadas células de
glioblastoma humano na presenca do ZIKV. Eles observaram que a morte
celular estava relacionada também com a fragmentagdo das mitocdndrias e
gue este evento ocorre mesmo na presenca de inibidores da caspase-3 e
caspase-7. Porém, o numero de células mortas foi menor na presenca destes
inibidores, indicando que diferentes vias sdo importantes no processo de

morte celular na infeccdo pelo virus Zika. Portanto, os nossos dados
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corroboram para a hipétese de que a ativacdo da apoptose pode ocorrer
independente do aumento da caspase-3 na infec¢ao pelo Zika. Além disso, o0s
dados obtidos por Yang e colaboradores sugerem que a diminuicdo da
viabilidade que observamos pela reducdo do metabolismo do MTT pode ser

decorrente da fragmentacdo mitocondrial durante a infeccéo pelo ZIKV.

E possivel que neste contexto, o aumento da atividade autofagica
observado pelo aumento de LC3 nas duas condi¢cdes de infec¢cdo responda
pela diminui¢édo da viabilidade e pelo aumento da fosfatidilserina marcada pela
anexina na membrana das microglias infectadas. Embora a autofagia seja um
mecanismo relacionado a renovacgao celular (Nikoletopoulou e cols, 2013),
seu aumento pode conduzir também a apoptose e tem sido reportada durante
infeccdes virais como forma de promover a degradacéo do virus e aumentar
a apresentacdo de antigenos pelas moléculas do MHC. Entretanto, alguns
virus utilizam o autofagossomo como um sitio de replicacdo e como local de
evasao das respostas imunoldgicas (Gratton e cols, 2019). A apoptose que
ocorre em funcdo do aumento da autofagia se relaciona com aumento da
proteina LGG1 que leva a exposicdo de fosfatidilserina na membrana da
célula apoptoética (Jenzer e cols, 2019) e a producdo aumentada de espécies
reativas de oxigénio dentre outros mecanismos. O aumento do estresse
oxidativo estimula a expressao de proteinas ATGs envolvidas na formagéo do
autofagossomo e despolarizacado da mitocéndria com liberacdo de proteinas
pré-apoptéticas e ativacdo do mTOR (Rambold & Schwartz, 2011; Roca-
Agujetas e cols, 2019).

A mTOR, conhecida também como receptor da rapamicina, controla a
formacao do autofagossomo e a degradacao do seu contetdo. Ela é regulada
pela presenca de nutrientes e de fatores de crescimento e é formada por dois
complexos proteicos principais: o complexo TOR 1 (TORC1) e o complexo
TOR 2 (TORC2), sendo que o primeiro esta envolvido diretamente na inibi¢cao
da autofagia por meio da inibicdo da fosforilagdo do complexo ULK, complexo
proteico envolvido com o inicio da autofagia (Beltran, 2018). Portanto, o

aumento da proteina mTOR representa a inibicdo do processo autofagico.
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Entretanto, ao analisarmos a expressdo da mTOR, uma proteina envolvida no
controle do inicio da autofagia, ndo observamos diferenca entre o grupo
controle e o grupo infectado. Isso demonstra que o aumento da autofagia
durante a infeccao nao parece estar na dependéncia da regulagéo via mTOR;

contudo esse mecanismo deve ser melhor estudado.

Em relagdo ao LC3, embora tenhamos observado aumento de
expressdo nas células infectadas, ndo ha na literatura um consenso sobre a
funcado da autofagia durante a infecgao pelo virus Zika. De tal forma, que ainda
ndo esta estabelecido se a inibicdo ou ativacdo da autofagia impacta na
replicacdo viral em células BV2. Por um lado, estudos com macréfagos de
camundongo da linhagem RAW264.7 (Huang e cols, 2020) mostraram que o
aumento da autofagia em fagoécitos esta relacionado com a melhora da
capacidade fagocitica de virus e proteinas virais. Isso foi confirmado utilizando
inibidores das proteinas Atg5 e Atg7, essenciais para a indu¢ao da autofagia.
Nessas condicdes, o0s pesquisadores observaram a perda de funcéo
fagocitica dos macrofagos durante a infecgcdo com MOI 10 do virus Zika, com
uma expressiva reducdo do clearance viral (Huang e cols, 2020). Liu e
colaboradores (2018) também observaram o acumulo de LC3 em cortes
histoldgicos de cérebro de drosdfilas infectadas pelo virus Zika, com
acentuada reducao da sobrevida dos animais que receberam a administracéo
de um inibidor da Atg5. Igualmente, Sahoo e colaboradores (2020), ao
infectarem células precursoras neuronais de linhagem LUHMES, observaram
uma rapida conversdo do LC3-l em LC3-Il e ao tratarem as células com a
rapamicina, um indutor da autofagia, observaram uma reducédo dos niveis de
proteina viral E no sobrenadante das culturas. Esses achados, em conjunto,
podem indicar que a autofagia foi essencial para a defesa antiviral do
hospedeiro.

Em contrapartida, em um estudo com células endoteliais humanas da
linhagem HUVEC, Peng e colaboradores (2018) observaram que o aumento
da expressao de LC3 ocorreu paralelamente ao aumento da proteina viral

NS3, indicando que a autofagia decorreu em conjunto com a replicagéo do
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virus Zika. Ao realizarem o pré-tratamento das células com um inibidor da
autofagia, 0s pesquisadores observaram uma queda significativa na
replicacéo viral. Contudo, ao administrar a rapamicina, a replicacao viral nao
foi aumentada. Isso também foi observado por Liang e colaboradores (2016),
em um estudo com precursores neuronais. Segundo o trabalho, a infeccéo
com MOI 0,01 do virus Zika diminuiu a expressédo da proteina mTOR, com
consequente aumento da conversdo de LC3-lI para LC3-ll. Segundo os
autores, este seria um mecanismo importante para a replicacdo viral, ja que
ao analisarem células knockout para Atg3, uma proteina envolvida no
complexo autofagico, a replicacao viral foi cerca de sete vezes menor. Esses
achados, em conjunto, indicam que o virus Zika aproveita o complexo

autofagico como um mecanismo de replicagéo.

Considerando a capacidade do virus Zika de diminuir a viabilidade
celular, aumentar a apoptose e a expressdo de LC3, avaliamos se a
curcumina seria capaz de modificar algum dos parametros estudados.
Quando realizamos o tratamento das microglias BV2 infectadas, observamos
que a curcumina teve a capacidade de controlar alguns efeitos do virus sobre

as células.

Primeiro, ao analisar o teste de viabilidade pela reducdo do MTT,
nossos dados mostraram que a curcumina em todas as concentragdes
testadas foi capaz de aumentar a viabilidade celular nos grupos de células na
presenca de MOI 0,1 do virus Zika e nos grupos de células na presenca de
MOI 1 nos tratamentos com as concentracdes 0,31 uM, 0,62 uM e 1,25 uM.
N&o esta descrito na literatura por qual mecanismo a curcumina aumenta a
viabilidade celular das microglias BV2 durante a infeccdo. E possivel que a
curcumina tenha: a) promovido esse efeito diretamente sobre a replicacéo ou
ligacdo dos virus as células; b) indiretamente, modulando a resposta
intracelular; ou c) alterando 0os mecanismos de resposta imune antiviral.
Nossos resultados trazem evidéncias para tais hipoteses, uma vez que a
curcumina, no tratamento das células infectadas com MOI 1, diminuiu a

quantidade de virus no tratamento com 1,25 pM, sendo essa diminui¢ao

125



acompanhada pela diminuicdo da caspase 3, aumento de autofagia,

diminuicdo de mTOR e uma maior modulagéo da producao de citocinas.

O efeito direto da curcumina diminuindo a quantidade do virus Zika foi
pouco estudado. Entretanto, Mounce e colaboradores (2017) ao investigarem
o efeito da curcumina durante a infeccdo pelo ZIKV em células Hela,
observaram que este farmaco reduziu a replicacdo viral de forma
dose-dependente nos grupos de células tratadas com concentracfes da
curcumina acima de 100 nM. Essa capacidade de interferir na replicacéo viral
foi descrita para varios virus (Jennings & Parks, 2020), inclusive para o virus
da Chikungunya (Mounce e cols, 2017) e para os sorotipos do virus da
Dengue (Gao e cols, 2019). O mecanismo proposto é interferéncia no
mecanismo de ligacdo do Zika as membranas celulares da célula hospedeira,
uma vez que é possivel observar pela ressonancia de superficie de plasma
que a curcumina é capaz de se ligar a proteina E do virus (Gao e cols, 2019),
sendo esse efeito também observado para o virus da hepatite C que tem a

fluidez do envelope alterado pelo tratamento (Colpitts e cols, 2014).

Contudo, € importante ressaltar que nenhum efeito sobre a quantidade
de virus intracelular foi observado durante o tratamento com a curcumina na
infeccdo com MOI 0,1 e adicionalmente, observamos uma maior quantidade
de virus no tratamento com 5 uM durante as avaliagbes com MOI 1. Esses
resultados com o MOI 0,1 podem em parte estar relacionados com o tempo
de infeccdo utilizado (24 horas), em parte em relacdo com a capacidade
infectiva do virus utilizado e em parte com o tipo de célula infectada. Em 2019,
um estudo avaliou 3 isolados de pacientes infectados em 2015/2016 e mais
as cepas MR766 e PE243, demonstrando que os diferentes isolados
apresentam diferengas nas taxas de infectividade, principalmente nas células
de mamiferos, sendo que nas 24 horas de infeccdo a porcentagem de células
infectadas é baixa, especialmente no MOI 0,1 (Strottmann e cols, 2019). Por
outro lado, a quantidade de virus pode ter aumentado no tratamento com 5 uM

decorrente das alteragcbes na fisiologia celular que observamos durante este
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tratamento, como o aumento da autofagia somado a reducdo da resposta

inflamatoéria.

A melhora na viabilidade celular pelo teste de MTT foi um evento que
observamos ndo somente no grupo de células infectadas com o virus Zika,
mas também nas células saudaveis que receberam o tratamento com a
curcumina. Segundo 0s nossos dados, a curcumina nas concentracoes
0,31 uM e 0,62 uM aumentaram o metabolismo do MTT pelas células BV2.
Isso também foi observado por Lin e colaboradores (2019) ao avaliaram o
efeito da curcumina sobre macréfagos da linhagem RAW264.7. Segundo os
autores, este padrédo de melhora na viabilidade celular durante o tratamento
com as concentracbes mais baixas da curcumina também se repetiu.
Provavelmente, o efeito da curcumina sobre as micrdglias ndo-infectadas em
aumentar o metabolismo do MTT tenha ocorrido pela indugéo da biogénese
de novas mitocondrias. E descrito que a curcumina aumenta a expresséo do
fator de transcricdo mitocondrial (TRAM) e do fator respiratério nuclear 1
(NRF-1), ambos envolvidos no processo de formacdo de novas mitocéndrias
(Liu e cols, 2014), o que possivelmente esta relacionado com o aumento do
metabolismo do MTT.

A melhora da viabilidade celular observada nas células infectadas pelo
Zika possivelmente ocorreu pela reducdo da apoptose. Nossos dados
mostraram que a curcumina nas concentragcdes mais baixas foi capaz de
reduzir a expressao de caspase-3 pelas micréglias BV2 na presenca de MOI
0,1 e 1 do virus. Este achado é o primeiro relato sobre a capacidade da
curcumina em reduzir a sinalizagdo da caspase-3 durante a infec¢ao pelo
virus Zika. Anteriormente, este efeito sé havia sido relatado em um estudo
imunohistoquimico realizado em modelos de dano cerebral apés isquemia em
ratos tratados com curcumina uma hora apés o dano tecidual (Li e cols, 2017).
Esta reducéo foi relacionada com a regulacéo da via do NF-kB, uma via de
transcricdo génica que controla a expressao de mediadores inflamatorios,
como IL-1B, IL-2 e IL-6, e que controla a expressao de moléculas relacionadas

a apoptose, como a caspase-3. Portanto, um possivel mecanismo para o
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controle das mortes celulares no tratamento com a curcumina ocorreu pela
inibicao de vias inflamatérias e apoptéticas que estdo relacionadas com a via

do NF-kB, culminando na reducgéo da sinalizagdo da caspase-3.

A curcumina também parece interferir no mecanismo de autofagia
durante a infeccdo das microglias BV2 pelo ZIKV. Os resultados mostraram
gue a curcumina aumentou a expressao de LC3 durante a infeccdo com a
maior multiplicidade viral. N&o ha relatos desse efeito da curcumina durante a
infeccdo pelo virus Zika, mas de fato, a curcumina por si s6 tem mostrado
alterar a funcao autofagica em diferentes modelos experimentais. Em modelos
in vivo, o tratamento de camundongos com a curcumina aumentou o niumero
de células positivas para LC3 (Gao e cols, 2016) e beclin-1 (Wang e cols,
2014) no cérebro. J& em modelos in vitro, o tratamento de macrofagos
RAW264.7 (Paulino e cols, 2016) e de células de neuroblastoma humano de
linhagem SH-SY5Y (Jaroonwitchawan e cols, 2017) aumentou a expressao
de LC3-II.

Paralelamente ao aumento de LC3 houve também a reducdo da
expressdo de mTOR pelas células sob as mesmas condi¢cdes de infeccao,
indicando que a curcumina pode interferir na autofagia possivelmente pela
modulacdo da mTOR. Um mecanismo que responde por esse efeito se refere
a capacidade da curcumina de inibir a fosforilacdo da Akt, necessaria a
ativacdo do mTOR e inibicdo da autofagia, via desfosforilagcdo dependente da
fosfatase da proteina sensivel a calicina A (Yu e cols, 2008). Essa
interferéncia da curcumina diminuindo a mTOR deve desempenhar um papel
importante na replicacéo viral. Embora o virus Zika induza temporariamente e
precocemente a autofagia (também observado pelo aumento de LC3 neste
estudo) acumulando proteina viral em autofagossomos, em estagios
posteriores da infeccao, o Zika ativaa mTOR (Sahoo e cols, 2020). Entretanto,
nao esta claro o papel da autofagia e do mTOR durante a infeccdo com o virus
Zika; porém, nossos dados trazem evidéncias de que a melhora promovida

pelo tratamento com curcumina na viabilidade das células infectadas e na
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diminuicdo da apoptose pode ser resultado do aumento da autofagia mediada

pela modulagdo da mTOR.

E importante frisar que na relacdo virus-hospedeiro, além dos fatores
relacionados a viruléncia, tais como capacidade de replicacdo e acéo
citopatica em determinada célula, outros fatores também desempenham um
papel crucial no desenvolvimento de sinais e sintomas no hospedeiro, como
€ 0 caso da resposta imunitaria acionada contra o virus. Desta forma, este
trabalho também avaliou a interacdo do virus Zika com a micréglia, células
importantes na resposta inata e no desenvolvimento de inflamag&o no SNC.
Portanto, em relacdo a influéncia da infeccdo por virus Zika sobre a
responsividade das micrdglias BV2, observamos que as células apresentaram
um aumento da producéo de espécies reativas de oxigénio, IL-6, IL-10, IL-12,
IL-17, IFN-y, MCP-1, TNF-a e aumento no numero de corpusculos lipidicos.
N&o observamos alteracdo na producéo de IL-2 e IL-4 pelas micrdglias BV2.
Ja em relacdo a producdo de espécies reativas de nitrogénio, observamos
gue as células expostas as menores quantidades de virus apresentaram um
aumento na producdo de ERNs, enquanto as células expostas as maiores
quantidades de virus apresentaram reducédo desta producao.

N&do ha um consenso na literatura sobre o papel da ativacdo dos
macréfagos e micréglias durante a infeccéo pelo virus Zika, pois tanto o perfil
de ativacdo M1, com aumento de IL-1f3, IL-6, TNF-a, IFN-y, IFN-a/ e MCP-1,
qguanto o perfil M2 das micréglias, com aumento de IL-4, IL-10, IL-33 e TGF-
B, parecem ter envolvimento nas complicacées neurolégicas desenvolvidas
pelo virus. O fato é que ambos os perfis, quando ativados exacerbadamente,
podem promover o aumento da apoptose em neurdnios, que ocorre pelo
aumento de TNF-a ou IL-33, ativando a sinalizacéo da caspase-3 (Rodrigues
e cols, 2021).

O aumento das citocinas que observamos em nossos experimentos
tem sido descrito em diferentes modelos experimentais. Isso foi visto por

Wang e colaboradores (2018) em cultivo de microglias primarias de
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camundongo infectadas com o virus Zika que produziram maior quantidade
de TNF-a, IL-6 e IL-13 em comparagdo ao grupo controle. Olmo e
colaboradores (2017) também observaram o aumento de TNF-a e IL-1B em
homogenato de cérebro de camundongo infectado com o virus Zika. Em
células endoteliais de cérebro de camundongos, Papa e colaboradores (2017)
observaram que o virus Zika induz o aumento da producéo de IL-6 e CCL5,
indicando que o virus induz o recrutamento de leucécitos para a barreira

hematoencefélica, principalmente linfocitos.

J4& em um estudo histopatoloégico realizado em cérebros de fetos
humanos de gestagbes interrompidas por causa das complicacOes
desenvolvidas pelo virus Zika, ndo se observou um padrdo de producdo de
citocinas igual entre os fetos; porém, houve um predominio de citocinas
inflamatérias como IL-6, MCP-1, TNF-a, IL-1B e IL-18. Em um estudo
semelhante, Azevedo e colaboradores (2018) observaram o0 aumento
significativo na producéo das citocinas IFN-y, IFN-a, IFN-3, IL-6, IL-12A, IL-1
e TNF-a nos cérebros fetais. Também observaram a presenca de IL-4, IL-10,
IL-33, IL-37 e TGF-B, mas em menor quantidade. Em conjunto com 0s nossos
dados, fica evidenciado que a resposta inflamatoria € o padrdo predominante
na resposta contra o Zika, o que ja era esperado para uma resposta antiviral.

Entretanto, observamos que a producao de citocinas inflamatérias foi
muito maior na infecg¢ao utilizando o MOI 1, sendo que nem a IL-12 e nem o
IFN-y foram detectados apés 24 horas na infeccdo com o MOI 0,1. Esse
resultado ja era esperado, uma vez que a quantidade de antigenos virais
presentes no meio e infectando as micréglias € maior no MOI 1. Contudo, essa
maior produgao de citocinas na infecgdo com o MOI 1 néo refletiu em maior
aumento de apoptose; provavelmente, porque a producdo de mediadores que
podem levar & apoptose foi similar entre as duas condi¢des. Por exemplo, ndo
houve diferenca entre os MOIs na producdo de TNF que pode estimular a
apoptose extrinseca via receptor (Wajant & Siegmund, 2019) e na producéo
de EROS que pode ativar a apoptose via intrinseca (Wu & Bratton, 2016). Por

outro lado, a maior producao de citocinas com a presenca de IFN-y deve ter
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melhorado a capacidade de resposta das microglias contra o Zika, uma vez
que a quantidade do virus Zika foi menor no MOI 1 e consequentemente, iSso
deve ter refletido em uma perda de viabilidade menor quando comparado com
o MOI 0,1.

Dentre as citocinas aumentadas durante a infeccédo, a IL-6, o TNF-q, o
IFN-y sdo importantes para a resposta de macréfagos, entre eles a microglia.
O TNF-a em sinergia como IFN-y aumenta a capacidade fagocitica, a
degradacéo do patdgeno e a apresentacao de antigenos (Olmo e cols, 2017;
Maucourant e cols, 2019). Em conjunto com a producédo de IL-12, que esta
aumentada nas células infectadas com o MOI 1, estas citocinas induzem a
resposta adaptativa T auxiliar do tipo 1, importante para ativacdo de células
TCDS8 e células NK gue tomam parte na resposta antiviral (Ray e cols, 2016).
Em gestantes infectadas por Zika, o aumento dos linfécitos TCD8 circulantes
ocorreu paralelamente a diminuicdo da carga viral e logo apés o aumento de
TNF-a, IFN-y e IL-2 sérico, mostrando que a relacdo destas citocinas é
primordial para a inducédo da resposta adaptativa especifica contra o virus

(Tonerre e cols, 2020).

Por outro lado, a producdo exacerbada de citocinas inflamatorias
observada nos estudos nos chama a atencédo para um possivel papel da
microglia na morte de neurdnios e alteracdo da neurogénese. De fato, em
estudo anterior, 0 sobrenadante de cultura de micréglias infectadas com Zika
e com niveis elevados de TNF-a, IL-18 e IL-6 inibiu a proliferacdo e a
diferenciacdo de células progenitoras neuronais (Wang e cols, 2018). A
excitotoxicidade que se caracteriza pelo constante aumento de Ca?*
intracelular, em neurdnios, decorrente da liberacdo exacerbada de
neurotransmissores é outro mecanismo de dano neuronal que pode estar
associado com a hiperativagdo de microglias durante a infec¢do por ZIKV.
Este mecanismo ocorre em um microambiente com concentracdes elevadas
de TNF-a e IL-1B que, em conjunto, estimulam a expresséo de glutaminase,
enzima responsavel pela formacao de glutamato. Isso promove o0 excesso de

liberacdo de glutamato na fenda sinaptica, resultando no influxo exacerbado
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de Ca?* em neur6nios (Gulati e cols, 2016; Olmo e cols, 2017). Em conjunto
com nossos resultados, esses relatos mostram a producdo aumentada de
citocinas inflamatérias pode responder pelo dano neurolégico e na

neuroinflamacéo causada pelo Zika.

A presenca de IL-6 também foi observada nestes estudos. Além das
suas acgdes na resposta imune, a IL-6 também desempenha um papel na
neurogénese, controlando a proliferacdo e a diferenciacdo de células
progenitoras de neurbnios e de células da glia por meio da regulacdo da
STAT-3 e da proteina de ligagcdo ao AMPc (Erta e cols, 2012). No Zika, a IL-6
apresenta um importante papel no controle da replicagdo viral através da
inducao da producéo de colesterol 25-hidroxilase, uma molécula que regula o
influxo de colesterol nas células, diminuindo o colesterol intracelular
necessario para a replicacao viral (Magoro e cols, 2019). Em humanos, € visto
que a infeccdo pelo ZIKV aumenta os niveis de IL-6 no sangue, sémen e no

leite materno (de Quental e cols, 2019).

Durante a infeccdo, € necessario que células fagociticas adentrem os
tecidos infectados para auxiliar no clearence dos virus, das células infectadas
e em morte. Para tal, € necessario que quimiocinas sejam produzidas e que
recrutem os monacitos, que no SNC podem se transformar em microglia. Nos
nossos estudos, observamos que a producdo de MCP-1 pelas microglias BV2
aumentou durante a infec¢do. O aumento de MCP-1 também foi descrito em
microéglias fetais (Lum e cols, 2017) e em células de Hofbauer (Quicke e cols,
2016). Entretanto, a MCP-1 pode estar relacionada também com a
disseminacdo do virus Zika para o sistema nervoso central, como descrito por
Ayala-Nunez e colaboradores (2019). Segundo os autores, mondcitos séo
susceptiveis para a infec¢do pelo Zika e o aumento na produgcédo de MCP-1
pode ser usado pelo virus como uma estratégia para aumentar o seu

carreamento por meio dessas células até o SNC.

No nosso estudo observamos que a producéo de IL-17 esta aumentada

na infeccéo, principalmente no MOI 1. Essa maior producdo no MOI 1 pode
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ser explicada em parte pela intensa producdo de IL-6 nesta condicdo de
infeccdo, j& que esta é responsavel pela indu¢éo do padrdo Th17 em conjunto
com as citocinas TGF-B e IL-21 (Tappe e cols, 2016). O aumento desta
citocina foi observado em pacientes com infeccdo assintomatica pelo virus
Zika, indicando que esta citocina pode estar associada com um bom
prognéstico (Fares-Gusmao e cols, 2019). Por outro lado, embora néo esteja
claro a participagdo da IL-17 na neuroinflamagédo causada pelo ZIKA, é
possivel que a producdo desta citocina desempenhe um papel no
desenvolvimento da microcefalia, ja que em estudos prévios foi observado
que o0 aumento da IL-17 em camundongos gestantes induz alteracdes no
desenvolvimento do SNC do feto (Estes & McAllister, 2016) e que em outras
condicdes inflamatérias no SNC, o bloqueio dos receptores de IL-17 no
cérebro reduz a ativacdo das microglias, com melhora cognitiva nos

camundongos analisados (Ye e cols, 2019).

Instigante foi observar que a IL-10 também foi estimulada durante a
infeccdo das micréglias BV2 pelo Zika. A IL-10 é capaz de inibir o fator
regulatério de interferons (IRF) e a via do NF-kB, com consequente reducao
na producdo de citocinas inflamatérias como o IFN-y e o TNF-a, além de
reduzir a expressao quimiocinas, moléculas de adesao e moléculas de MHC
de classe Il pelos macréfagos. Esta funcdo da IL-10 é importante para o
controle da ativacdo exacerbada dos fagdcitos durante as infeccbes (Saraiva
e cols, 2020). Em infecc¢des virais, 0 aumento da IL-10 n&o esta relacionado
com o clearance viral, mas sim com a limitacdo das respostas imunolégicas,
controlando os possiveis danos teciduais desencadeados pela inflamacéo
(Rojas e cols, 2017). Todavia, como descrito por Rojas e colaboradores
(2017), a producéo continua de IL-10 pode comprometer a resposta antiviral
do hospedeiro, contribuindo para a sobrevivéncia e disseminac¢ao do virus, o
que mostra que a regulacdo desta citocina deve ser bem controlada.
Possivelmente, a microglia possua um papel na regulagdo da resposta
imunitaria ao virus. Contudo, esse papel parece controverso ja que alguns

trabalhos relatam nenhuma alteracdo nos niveis séricos de IL-10 em
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pacientes infectados com o virus (Nevasca e cols, 2018), enquanto outros
relatam a reducgéo desta citocina também em pacientes infectados (da Silva e
cols, 2019).

Um possivel sitio de estoque das citocinas que observamos estar
aumentado durante a infeccdo sdo os corpusculos lipidicos. Segundo os
nossos dados, a formacéo de corpos lipidicos aumentou durante a infeccéo
nas concentracdes mais baixas do virus no meio de cultura. Isso foi observado
também por Chen e colaboradores (2020) ao analisarem células da placenta
infectadas pelo virus Zika, em funcdo do aumento do influxo de acidos graxos,
acido fosfatidico e diacilglicerol para o interior das células. A formacédo dos
corpos lipidicos pode estar associada ao processo de autofagia em um
processo conhecido como lipofagia. Na dengue esse mecanismo foi descrito
pela observacdo de que proteinas virais NS4A e NS4B, que se ligam a
proteina AUP1 do hospedeiro, promovendo a translocacdo dos corpos
lipidicos para se fusionarem aos autofagossomas como forma de promover
um sitio intracelular para montagem viral (Randall, 2018; Zhang e cols, 2018).
Como em nossos experimentos observamos que o virus Zika induz a
formacao do autofagossomo pelo aumento da LC3 e dos corpos lipidicos,
nossos dados dado suporte para a hipétese de que o virus Zika utilize de
mecanismos parecidos como 0 virus dengue para promover a propria

replicacao.

Considerando a resposta que foi estimulada pelo virus Zika nas células
BV2 e que a producdo de mediadores inflamatérios pode estar envolvida na
patogénese da doenca, é possivel que a curcumina, que tem acgbes anti-
inflamatorias, melhore os mecanismos necessarios ao controle da replicacéo
viral sem, contudo, permitir a ativacdo exacerbada de uma resposta
inflamatoéria. De maneira geral, a curcumina diminuiu a produc¢éo de citocinas,
nas maiores concentracdes e especialmente no MOI 0,1, com excecdo da
quimiocina MCP-1, que aumentou nas celulas infectadas e tratadas nas duas
condicdes e o TNF, que aumentou no MOI 1. A produgédo de EROS e ERNS

aumentou na condicdo com maior quantidade de virus em todas as
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concentracbes e no MOI 0,1 praticamente ndo houve mudanca na
concentracdo de espécies reativas. Ja a producdo de corpusculos lipidicos
aumentou em todas as concentracdes de tratamento e nas duas condi¢cdes

de infeccéao.

De todas as concentracdes, o tratamento com 5 pM foi o que
apresentou o resultado mais homogéneo, diminuindo a concentracdo de
citocinas produzidas pelas células infectadas nas duas condicdes de infeccéo;
mas, esse efeito parece ja se estabelecer na concentracédo de 2,5 uM. Ainda
nao existem estudos avaliando o efeito da curcumina na producao de citocinas
nas mesmas condi¢des estudadas; porém, em alguns modelos de inflamacao
utilizando microglias BV2 estimulada pelo LPS (Zhang e cols, 2019) ou pelo
lisado eritrocitario (Yang e cols, 2014), observou-se que a curcumina em
concentracdes iguais e maiores que 5 pM reduziram a producéo de IL-1j3, IL-
6 e TNF-q, inclusive podendo polarizar a conversdo da micréglia para o
fendtipo néo classico M2. Existem diferentes perfis M2 em macrofagos e o
subtipo M2c é induzido na presenca de IL-10, que estimula uma resposta
imunorreguladora nesta célula (Arora e cols, 2017; Liu e cols, 2014). E
possivel que isso também ocorra nas microglias BV2 em situacées em que o
perfil de resposta seja menos inflamatério, ja que observamos producéo de
IL-10 no tratamento com as doses baixas de curcumina tanto nas células nédo
infectadas quanto nas infectadas com o MOI 0,1 no qual a producédo de
citocinas inflamatérias em resposta a infec¢éo foi menor quando comparada
com o MOI 1. Sugere-se que esta acdo imunomoduladora da curcumina
ocorra pela inibicdo da STAT-3, culminando em uma menor ativagdo da via
do NF-kB, importante para produgao de mediadores inflamatdrios, inclusive o
TNF (Bernardo e cols, 2021) e pela inducdo do PPAR-y, que € importante no
metabolismo lipidico ne na formacé&o de corpusculos lipidicos no interior da
célula e em mecanismos de regulacdo daquela via (Ghasemi e cols, 2019,
Bernardo e cols, 2021; Xu e cols, 2003; Bozza e cols, 2009). E possivel que a
curcumina ative de forma diferente o PPAR-y, a depender inclusive da dose

do estimulo antigénico do Zika e da concentracdo do composto. Isso
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responderia pela producdo diminuida de varias citocinas e da producao
diferenciada do TNF nas diferentes condi¢cdes de infec¢cado da micréglia que
estudamos. Contudo é necessério o aprofundamento deste estudo.

Nossos resultados trazem evidéncias para esse aumento do
metabolismo lipidico ja que observamos que a curcumina teve a capacidade
de aumentar a producdo dos corpusculos lipidicos pelas micrdglias BV2 nas
duas condi¢cdes de infeccdo e também nas células ndo infectadas; porém, o
aumento foi maior nas menores concentracbes de tratamento. Esta
caracteristica da curcumina ndo havia sido descrita anteriormente durante a

infeccdo pelo virus Zika ou por outro flavivirus.

Interessante € que a BV2, embora seja um macréfago, é capaz de
produzir IFN-y (Orecchioni e cols, 2019; Mékela e cols, 2014; Kim & Nagali,
2010) e este foi uma das citocinas que diminuiram nas duas condi¢cfes de
infeccdo, enquanto a producédo de TNF-a aumentou nos cultivos com a maior
quantidade de virus. O IFN-y é reconhecidamente um dos maiores sinais de
iniciacdo de macréfagos, mas ndo é capaz de por si s6 ativa-los, necessitando
de uma acéo sinérgica com o TNF ou com o reconhecimento dos patégenos
via receptor para PAMPs (Mosser, 2003). Por outro lado, o reconhecimento
de virus pelos PRRs induz a ativacdo da via do NF-kB importante para
producdo de TNF-a (Carty e cols, 2021). Portanto, € possivel que o tratamento
com 5 uM tenha interferido na resposta adequada da microglia contra o Zika,
uma vez que observamos um aumento na quantidade de virus no interior da
célula nesta concentracdo. Adicionalmente, a maior quantidade de virus
sendo reconhecido pelas microglias devem ter estimulado o aumento do TNF-
a e EROS, que por sua vez, sem a regulacao exercida pela IL-10 que esta
diminuida, devem se associar ao efeito citopatico do virus e responder pela
gqueda da viabilidade, provavelmente causada por necrose e que esta
aumentada no estudo nesta concentracdo. De fato, observamos que
independente da infeccdo, as maiores concentragcbes de curcumina sao

citotoxicas para as microglias BV2.
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Acrescenta-se que a dose de tratamento da curcumina influéncia na
inducéo dos efeitos anti-inflamatoérios esperados, j& que observamos que o
tratamento altera a producao de citocinas a depender da concentracao usada
e do status inflamatorio da resposta natural contra o virus. As concentracdes
mais baixas da curcumina parecem ndo exercer um papel significativo direto
na replicacéo viral, ja que ndo observamos alteracdo da quantidade de virus,
mas foram as concentracdes que mais aumentaram a viabilidade nas células
infectadas. Provavelmente, isso ocorreu porque nestas concentracdes, o perfil
de resposta inflamatorio e a producdo de espécies reativas € mais regulado,
melhorando a sobrevida das células, contudo, sem estimular a producao de
espécies microbicidas que auxiliariam no clearence dos virus. Esse efeito
pode ser reflexo de uma menor ativacdo das microglias, haja visto que a
producdo de IL-10 pode estar aumentada, que o TNF-a esta diminuido em
varios grupos a depender do MOI e que praticamente a producdo de IFN-y e
IL-12 n&o se alteraram. Por outro lado, conforme discutido anteriormente, as
concentracfes mais altas parecem ser mais citotoxicas, com um perfil de
resposta inflamatoria desregulado e grande producdo de espécies reativas,
agindo em conjunto com os virus para a diminuicdo da viabilidade. Alguns
estudos ja relataram essa caracteristica dose-dependente da curcumina e
foram descritos e revisados por Ramirez e colaboradores (2017) e por

Hewlings e colaboradores (2017).

Outra caracteristica que observamos em nossos dados foi a influéncia
da infeccéo pelo virus Zika sobre a producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e nitrogénio (ERNSs) pelas microglias BV2. Estas sdo moléculas
sinalizadoras importantes na resposta antiviral, produzidas majoritariamente
por macrofagos estimulados por IFN-y, TNF-a e IL-12 (Lisi e cols, 2021;
Chaussen e cols, 2020; Chaturvedi & Nagar, 2009). Sao espécies reativas que
interagem uns com os outros formando peroxidonitrito, triéxido nitrito e didxido
de nitrogénio, todas moléculas com caracteristicas antivirais, mas que podem
causar dano tecidual dependendo da concentracédo produzida (Lisi e cols,
2021; Chaussen e cols, 2020).
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Segundo os nossos dados, a infeccdo com o virus Zika induziu o
aumento da producédo de EROs pelas BV2 quando as células estavam na
presenca de MOI 0,1 e MOI 1; porém, para a producao de ERNs os resultados
foram contrarios nas duas condi¢cfes de infeccdo, estando aumentado na
infeccdo com a menor quantidade de virus e diminuindo na maior. O aumento
das espécies reativas na infeccéo ja havia sido relatado em células U87-MG
e HepG2 infectadas com o MOI 5 do virus Zika, em funcdo da diminuicdo da
atividade da superoxido dismutase e catalase, enzimas presentes na via de
detoxificacdo e pela inibicAo da Nrf2, fator de transcricdo que regula a
expressado de varios genes envolvidos com a resposta antioxidante (Almeida
e cols, 2020). JA o aumento de ERNs foi observado em estudos com
microglias de camundongos recém-nascido infectadas com baixa quantidade
do virus Zika (MOI 0,2) (Wang e cols, 2018) e microglias humanas CHME-5
infectadas com o MOI 1 (Diop e cols, 2018). Nos dois trabalhos, a producao
de ERNs estava relacionada ao aumento da 6xido nitrico sintase indutivel
(INOS). Esses resultados mostram que a producdo de ERNS estd aumentada
na infeccéo e que o fato de existir uma diminuicao da producédo de ERNS nos
nossos cultivos deve ser melhor avaliado. E possivel que isso seja uma
caracteristica da resposta da BV2 a infeccdo com maior quantidade de virus
ou ao maior consumo de arginina do meio necessaria a producdo de 6xido

nitrico.

Quando realizamos o tratamento das células BV2, observamos que em
algumas condi¢Bes experimentais a curcumina apresentou a caracteristica
pré-oxidante. Segundo 0s nossos dados, a curcumina nas concentracées
mais baixas aumentou a producdo de ERNs pelas células que estavam na
presenca de MOI 1 do virus Zika. Em relacédo a producédo de EROs, nossos
dados mostraram que a curcumina apresentou uma caracteristica indutora da
producdo desta espécie reativa pelas células que estavam na presenca de
MOI 1 do virus. Essa agéo pro-oxidante da curcumina foi observada também
por Lin e colaboradores (2019) ao tratarem células RAW264.7 com diferentes

concentracbes da curcumina. Segundo o0s autores, o0 tratamento com
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concentracfes baixas deste farmaco resultou uma acdo antioxidante, ao
passo que o tratamento com concentracbes elevadas da curcumina

apresentou uma atividade pro-oxidante.

A curcumina € uma molécula que apresenta diversos alvos terapéutico,
com diferentes afinidades por cada uma dessas moléculas (Larasati e cols,
2018). Em concentragfes baixas, a curcumina consegue se ligar e estimular
proteinas antioxidantes como a catalase, superoxido dismutase e a glutationa
peroxidase (Line e cols, 2019). Ja em concentra¢cdes elevadas, a curcumina
passa a ter a capacidade de se ligar e bloquear proteinas que estdo
envolvidas com o metabolismo das espécies reativas, como a carbonil
redutase 1, glutationa transferase e a NADPH desidrogenase. Nestas
condicBes, a curcumina assume um papel pro-oxidante (Larasati e cols,
2018), como observamos em nossos experimentos. Esta caracteristica da
curcumina pode ser favoravel para o hospedeiro, por causa da inibicdo da
replicacdo viral, como observado por Charnsilpa e colaboradores (2005) ao
tratarem células infectadas pelo virus dengue com uma molécula doadora de
oxido nitrico. Segundo os autores, a replicacdo do virus dengue reduziu de
forma dose-dependente com a concentracao de NO no meio. Entretanto, esta
caracteristica da curcumina precisa ser melhor investigada, pois a elevacao
dos niveis de EROs e ERNs no sistema nervoso central pode estar
relacionado com a indu¢édo da morte de neurénios e neuroblastos (Lisi e cols,
2021).

De maneira geral, esse trabalho somou informacdes sobre a interacéo
do virus Zika com a micréglia, melhorando o entendimento sobre o impacto
da infeccdo na sobrevida das micréglias e possiveis mecanismos sobre a
resposta imune desencadeada frente a infeccdo e possivelmente na
neuroinflamacédo que ocorre durante a infeccdo. Pelo nosso trabalho,
podemos mostrar que o Zika diminuiu a viabilidade de microglias BV2,
observado pela reducéo do metabolismo do MTT e pelo aumento do niumero
de células em apoptose, sendo esta reducdo mais acentuada nos grupos de

células que estavam em contato com MOI 0,1 do virus Zika. Podemos mostrar

139



também que as micréglias respondem principalmente pelo aumento de
mediadores inflamatérios como as espécies reativas de nitrogénio e de
oxigénio e pelas citocinas IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y, MCP-1 e TNF-a, sendo

esta resposta depende da carga viral utilizada.

Adicionalmente, este trabalho indica que a curcumina possui um papel
antiviral e modulador da resposta das microglias. Seu papel antiviral
possivelmente decorre da sua capacidade de modular a autofagia pelos
fagdcitos, possivelmente por interferir na sinalizacdo da proteina mTOR. Ja o
seu papel imunomodulador ocorreu em funcdo do controle da producéo das
citocinas IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-a. Contudo, essas ag¢Oes da
curcumina dependem muitas vezes da concentracdo do composto e da carga
viral. Ademais, a curcumina protegeu as microglias durante a infeccdo pelo
virus Zika, observado pela melhora do metabolismo do MTT e pela reducdo

da expresséo de caspase-3 pelas células.
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CONCLUSAO, LIMITACOES E PERSPECTIVAS



Ao finalizar nossos estudos sobre a influéncia da infeccdo de microglias

pelo Zika e da curcumina na infeccdo, concluimos que:

1)

2)

3)

4)

5)

A viabilidade est4 diminuida durante a infeccdo e depende da
quantidade de virus; porém, a curcumina € capaz de reverter esse
efeito de forma dose-dependente, de tal forma que quanto menor a
concentracdo do composto, melhor é o ganho na viabilidade. Isso
sugere que a curcumina foi capaz de proteger as microglias BV2 frente
ao efeito citopético do virus Zika;

A apoptose so0 foi evidente no grupo de células infectadas com a menor
condicdo de infeccdo; contudo, a curcumina reduziu a expressao de
caspase-3 pelas micréglias infectadas e isso parece estar relacionado
com a melhora na viabilidade;

A autofagia foi induzida nas duas condices de infeccdo, porém, néo
houve envolvimento evidente de mTOR. A curcumina, por sua vez,
manteve a expressdo de LC3 aumentada, possivelmente por manter
os niveis de mTOR reduzidos;

A presenca do virus no interior das microglias pode ser observada,
mostrando que estas células sdo permissivas a infec¢édo; contudo, a
quantidade de virus & maior no MOI 0,1 do que no MOI 1,
provavelmente porque a maior resposta inflamatéria observada no
MOI 1 estimulou os mecanismos celulares de defesa antiviral, podendo
ter refletido em menor perda de viabilidade em relagédo ao MOI 0,1.

A curcumina ndo alterou a presenca do virus no interior das células
infectadas com MOI 0,1, indicando que nesta condi¢cdo, a melhora da
viabilidade frente a infeccdo ndo ocorreu por uma agado antiviral do
farmaco. Ja no tratamento das células infectadas com MOI 1, a
curcumina aumentou o numero de células infectadas, quando estas
tratadas com a maior concentracdo do farmaco, o que possivelmente

ocorreu pela forte acdo imunomoduladora da curcumina.
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6)

7)

8)

A infeccéo induziu a producéo das citocinas IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-10,
IL-12, IL-17 e MCP-1, principalmente na presenca de maior quantidade
de antigenos virais. Ja a producédo de IL-2 e IL-4 ndo foi alterada pela
infeccdo. Por sua vez, a curcumina foi capaz de modular a producéo
das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-a pelas
micréglias BV2, principalmente pelas células na presenca de menor
quantidade do virus, mostrando a possivel capacidade da curcumina
em modular a neuroinflamagéao presente na infeccao pelo Zika.

A producdo de corpusculos lipidicos esta aumentada na infeccao,
provavelmente em funcdo dos estimulos inflamatoérios. Este aumento
pode estar relacionado com o aumento da autofagia em um processo
chamado de lipofagia; A curcumina, por sua vez, aumentou ainda mais
a producédo de corpos lipidicos pelas microglias, provavelmente por
meio do aumento de influxo de lipidios.

A producéo de EROS estd aumentada nas duas condi¢es de infecgéo.
Ja a producao de ERNS esta aumentada apenas no grupo de células
na presenca de MOI 0,1 e diminuida no grupo na presenca de MOI 1
do virus. O tratamento com a curcumina aumentou ainda mais a
producdo de EROS pelas BV2 nas duas condicbes de infeccdo e
induziu a producdo de ERNS pelas células na presenca de MOI 1.
Como nessas condigcbes a curcumina promoveu uma melhora na
viabilidade celular, nossos dados sugerem que 0 aumento na producao

de espécies reativas foi importante na resposta antiviral pelas BV2.

Em concluséo, apesar de células murinas ndo representarem fielmente as

alteracbes imunopatoldgicas da infeccdo pelo Zika em humanos, nosso
trabalho contribuiu no entendimento de algumas alteracbes que ocorrem na
fisiologia celular durante a interacdo virus-hospedeiro. Este trabalho mostrou
que ha alteracdes na autofagia durante a infec¢ao, contudo, devido ao curto
prazo para concluséo deste trabalho e a pandemia, ndo podemos realizar os

experimentos de perda e ganho de funcao pelo uso de inibidores e indutores
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da autofagia para observar a importancia deste mecanismo na replicacao viral.
Portanto, como perspectiva futura, seria interessante avaliar a replicacdo do
virus Zika em células infectadas na presenca de inibidores e indutores da
autofagia. Também n&o conseguimos estabelecer em tempo habil o protocolo
de ensaio de placa para quantificar o virus presente no sobrenadante das
culturas de BV2. Dessa forma, assim que estabelecido o protocolo, seria
interessante avaliar o sobrenadante das culturas de BV2 em diferentes
tempos de infecgdo para compreender melhor como é o ciclo de replicacéo
viral neste modelo de estudo. Paralelamente, como perspectiva futura,
também é interessante realizar as marcacfes para o virus Zika para leitura
em citometria de fluxo, com tempos anteriores e posteriores a 24 horas,
adicionando também a quantificacdo do virus por PCR, que nao foi realizada
no presente trabalho por causa das limitacbes de acesso aos laboratorios

devido a pandemia.
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ANEXO DE REAGENTES



Albumina fetal bovina — céd. 05482 da Sigma-Aldrich© INC, lote STBH7471,
Saint Louis — Missouri, EUA.

Aminoé&cido ndo-essenciais — céd. M7145 da Sigma-Aldrich© INC, lote
RNBH1872, Saint Louis — Missouri, EUA.

Anticorpo anti-cabra (FITC) — cod. F7367 da Sigma-Aldrich© INC, lote
069M4807V, Saint Louis — Missouri, EUA.

Anticorpo anti-camundongo (FITC) — céd. ab97239 da Abcan plc., lote
GR3177368-19.

Anticorpo anti-caspase 3 — cod. C8487 da Sigma-Aldrich© INC, Iote
038M4802V, Saint Louis — Missouri, EUA.

Anticorpo anti-flavivirus — céd. ab214335 da Abcan plc., lote GR294671-13.

Anticorpo anti-LC3 — cod. L7543 da Sigma-Aldrich© INC, lote 048M4810V,
Saint Louis — Missouri, EUA.

Anticorpo anti-mTOR (FITC) — c6d. PLA0114 da Sigma-Aldrich© INC, lote 7,
Saint Louis — Missouri, EUA.

Bicarbonato de sédio P.A. — cdd. 306 da Vetec Quimica Fina LTDA, lote
1001431, Dugue de Caxias — Rio de Janeiro, RJ.

Bodipy — cod. 493/503 da Invotrogen — Thermo Fischer Scientific INC, lote
649175, Carlsbad, California, EUA.

Cloreto de s6dio P.A. — cdd. 3132 da Vetec Quimica Fina LTDA, lote
1008736, Dugque de Caxias — Rio de Janeiro, RJ.

Curcumina — cdéd. C1386 da Sigma-Aldrich© INC, lote MKCD2451, Saint
Louis — Missouri, EUA.
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DAF-FM diacetato — c6d. D23843 da Invotrogen — Thermo Fischer Scientific
INC, lote 1973361, Carlsbad, California, EUA.

DCF-DA — céd. V12883 da Invotrogen — Thermo Fischer Scientific INC, lote
649175, Carlsbad, California, EUA.

DMEM — meio de cultura acrescido de glicose, cod. D7777 da Sigma-Aldrich©
INC, lote SLBR1169V, Saint Louis — Missouri, EUA.

FITC Anexin V/PI — céd. 556547 da BD Biosciences, New Jersey — EUA.

Fosfato de sédio BIB P.A. — céd. 00565 da Impex Reagentes Analiticos
LTDA, lote 08081280-CA.

Fosfato de s6dio MINOB P.A. — c6d. 00566 da Impex Reagentes Analiticos
LTDA, lote 24193-D.

Giemsa — coloracdo da Doles Reagentes, lote Giem 1121, Goiania — Goias,
Brasil.

LPS - lipopolissacarideo de Escherichia coli. L2880 da Sigma-Aldrich© INC,
lote 114K4105, Saint Louis — Missouri, EUA.

NCTC 109 — meio de cultura, c6d. N1140 da Sigma-Aldrich© INC, lote
8LBS2680V, Saint Louis — Missouri, EUA.

Nigrosina — N4754 da Sigma-Aldrich© INC, lote 72F-0286, Saint Louis —
Missouri, EUA.

Penicilina/estreptomicina — céd. 15140122 da Gibco — Thermo Fischer
Scientific INC, lote 2129299, Carlsbad, California, EUA.

PMA — 13-acetato forbol 12-miristato. P8139 da Sigma-Aldrich© INC, lote
42K1555, Saint Louis — Missouri, EUA.
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Soro fetal bovino — c6d. 12657-029 da Gibco — Thermo Fischer Scientific
INC, lote 210540K, Carlsbad, California, EUA.
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