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APRESENTACAO

A obra “Dindmica das Doencas Infecciosas” que aqui temos o privilégio de
apresentar, compde — se inicialmente de dois volumes.

Na medicina sabemos que uma doenca infecciosa ou transmissivel é uma
doenca ou disturbio de fungbes orgénicas, causada por um agente infeccioso ou
suas toxinas através da transmissao desse agente ou seus produtos por meio de
hospedeiro intermediario vegetal ou animal, por meio de um vetor, ou do meio
inanimado.

Deste modo, podemos dizer que a obra que vocé possui agora em maos,
essencialmente trata de qualquer doenca causada por um agente patogénico, os
quais podemos incluir prions, virus, rickettsias, bactérias, fungos, e parasitas. Cada
vez mais a evolugao biotecnolégica tem nos permitido conhecer mais sobre o0s
microrganismos causadores de infeccdes em humanos, e o material apresentado
e elencado aqui nos oferece essa visdo e nos leva a compreender os motivos do
estabelecimento dainfeccéo, das co-infecgdes agregando valor para o discernimento
e compreenséao das doencas infecto-parasitarias. Adisponibilizacéo destes trabalhos
nos favorece conhecimento e ao mesmo tempo evidencia a importancia de uma
comunicacao cientifica sélida.

Esse primeiro volume compreende capitulos bem elaborados e desenvolvidos
por profissionais de diversas regides do pais com diferentes linhas de pesquisa
no campo das doencgas infecciosas demonstrando a dindmica das doencgas tais
como a leptospirose, a meningite, o virus da dengue, a hepatite C, a malaria, a
Biotecnologia, Leishmania, toxoplasmose, Mycobacterium leprae, vigilancia
epidemiolbgica, choque séptico, microRNAs, biogénese, febre amarela, hepatite
B, enterobacteriaceae, resisténcia, antibiotico, doenca de Chagas, meningite, zika
virus, Mycobacterium avium dentre outras diversas observagbes a dindmica das
doencas infecciosas.

Portanto, a obra “Dindmica das Doencgas Infecciosas — volume 2” pretende
apresentar ao leitor uma teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes
do territorio nacional de maneira concisa e didatica. Entendemos que a divulgacéao
cientifica € fundamental para o desenvolvimento e avanco da pesquisa basica
em nosso pais, por isso destacamos também a estrutura da Atena Editora capaz
de oferecer uma plataforma consolidada e confidvel para estes pesquisadores
divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: A Febre Amarela é uma doenca
infecciosa ndo contagiosa causada pelo Virus
da Febre Amarela (VFA), que se mantém
enzodbtica ou endémica em regides tropicais da
Africae Américado Sul. Seu ciclo de transmissao
silvestre ocorre principalmente entre artropodes
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e primatas ndo humanos (PNH). Dentre os mecanismos de defesa contra virus ha
a acdo dos RNAs de interferéncia (iRNA) responséaveis pelo silenciamento génico
de sequencias especificas de mRNA. Onde se destacam os microRNAs (miRNAs)
celulares e virais estao envolvidos na modulacao da expressao génica viral e celular,
na resposta imune e na desregulacao na expressao destes é associada a inUmeras
doencas, incluindo infec¢des virais. A avaliacdo da expressao do mRNA das proteinas
Dicer, Drosha, Argonauta 1,2,3 e 4, TNRC6 A, B e C permite demonstrar a influéncia
da infeccdo em relacdo a expressdo génica. Para utilizamos amostras do rim de
PNH infectados com VFA em diferentes periodos de Tempo. O RNA total foi extraido
pela plataforma Maxwell 16 LEV (Promega, EUA). A quantificacdo carga viral e a
expressao génica dos mRNAs foi realizada por gPCR e as analises estatisticas pelo
teste ANOVA. Nos resultados a expressao mRNA das proteinas nucleares de Drosha
e DGCRS8 sendo reguladas positivamente em 24,72,120 hpi e a partir das 144, 168 e
240 hpi esta regulacdo passa a ser negativa, as proteinas citoplasmaticas seguiram
0 padrao de expresséao das proteinas nucleares (Dicer, Argo 1,2 e 3). A expressao de
TNRCS6 A foi expressa positivamente em todas as hpi TNC6 B e C foi positivamente
expresso em 24,72,120 hpi, em 144 e 168 hpi foram reguladas negativamente em
240 hpi esta regulacao passa a ser positiva. A infec¢ao pelo gendtipo | do VFA modula
expressao de proteinas chaves envolvidas na biogénese de miRNAs: Dicer, Drosha,
Argonautas1, 2,3 e 4, TNRC6 A, B e C.

PALAVRAS - CHAVE: MicroRNAs, Biogénese, Febre Amarela

THE INFECTION BY YELLOW FEVER VIRUS IN NON-HUMAN PRIMATES (PNH)
OF THE Saimiri sp SPECIES MODULATES EXPRESSION OF microRNA KEY
PROTEINS

ABSTRACT: The Yellow Fever is a non-contagious infectious disease caused by Yellow
Fever Virus (YFV), which remains enzootic or endemic in tropical regions of Africa
and South America. Its wild transmission cycle occurs mainly between arthropods and
non-human primates (PNH). ), which are susceptible to infection. Among the defense
mechanisms against viruses is the action of interfering RNAs (iRNA) that are responsible
for gene silencing of specific mMRNA sequences. Where cellular and viral microRNAs
(miRNAs) stand out, they are involved in modulating viral and cellular gene expression,
as well as immune response, and dysregulation in their expression is associated with
a number of diseases, including viral infections. The evaluation of mMRNA expression
of Dicer, Drosha, Argonaut 1,2,3 and 4, TNRC6 A, B and C proteins responsible for
miRNA biogenesis allows to demonstrate the influence of infection in relation to gene
expression. For this we used samples from the kidney of VFA infected PNH at different
time periods. Total RNA was extracted by the maxwell 16 LEV platform (Promega,
USA). Viral load quantification and gene expression of mRNAs were performed by
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gPCR and statistical analyzes were performed using the ANOVA test. As a result, the
MRNA expression of Drosha and DGCR8 nuclear proteins is up-regulated at 24,72,120
hpi and from 144, 168 and 240 hpi this regulation becomes negative, cytoplasmic
proteins followed the expression pattern of nuclear proteins (Dicer, Argo 1,2 and 3).
The expression of TNRC6 A was positively expressed in all hpi TNC6 B and C was
positively expressed in 24,72,120 hpi, in 144 and 168 hpi were down-regulated and in
240 hpi this regulation becomes positive again. Conclusion: Infection by YFV genotype
I modulates in expression of key proteins involved in miRNA biogenesis: Dicer, Drosha,
Argonautasi, 2,3 and 4, TNRC6 A, B and C.

KEYWORDS: microRNAs, Biogenesis, Yellow Fever

11 INTRODUCAO

1.1 Febre Amarela

A Febre Amarela (FA) é uma doenca infecciosa, endémica em regides de
florestas tropicais da Africa, América Central e Sul, segundo a organizacdo Mundial da
Saude, cerca de 200.000 infec¢bes ocorrem todos os anos, 30.000 desses resultam
em morte (WHO, 2014). E uma zoonose que tem como hospedeiros primarios
vertebrados os primatas ndo humanos (amplificadores); a transmissdao aos seres
humanos acontece acidentalmente quando estes adentram regiées de matas, esta
transmissdo aos seres humanos ocorre pela picada de mosquitos (transmissores)
do género Haemagogus (primario) e Sabethes (secundario) em regidao de florestas
no Brasil e na Africa os mosquitos do género Aedes (VASCONCELOS, 2003).

Ha dois ciclos de transmissdo descritos na literatura, o silvestre e o urbano,
entretanto, na Africa tem sido descrito um terceiro ciclo periurbano, onde mosquitos
“semidomeésticos” infectam tanto macacos quanto pessoas; no ciclo urbano o principal
vetor é o Aedes Aegypti que transmite a infeccdo de uma pessoa infectada para
outra susceptivel (ndo vacinada), ja no ciclo silvestre ocorre principalmente entre
0 mosquito Haemagogus Janthinomys e primatas ndo humanos (VASCONCELOS
et al., 2010).

A febre amarela apresenta quadros bifasicos, em um curto periodo de tempo.
Na primeira fase (virémica) o quadro clinico é inespecifico, e a doencga apresenta
— se de forma leve a moderada. Ja na segunda fase apresenta uma disfuncéo
hepatorrenal e hemorragia (forma grave da doenca). Na fase inicial (irés a seis
dias) apresentam — se sintomas de febre alta, mal-estar, cefaléia, dor muscular,
diarréia, vbmitos e ictericia. E ap6s o quarto dia, a maioria dos pacientes apresentam
melhoras, entretanto, cerca de 15% destes evoluem para a forma grave da doenca
e cerca de 50% evoluem para 6bito (MONATH et al. 2001).
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O agente etiologico da febre amarela é um arbovirus, da familia Flaviviridae
e do género Flavivirus. O Virus da Febre Amarela (VFA) apresenta um capsideo
icosaédrico contendo uma molécula de RNA de fita simples, polaridade positiva, com
genoma de 10.862 nucleotideos (MONATH, 2001). O RNA viral na regidao da ORF
expressa a sintese de trés proteinas estruturais (prM, E e C) e sete nao estruturais
(NS1, NS2A, NS3, NS4A, NS4B E NS5). Durante a infecgdo o organismo humano
responde a infeccdo com a producao de anticorpos contra as proteinas estruturais.
J& as proteinas nao estruturais regulam a expresséo do virus (replicacéo, viruléncia
e patogenicidade) (VASCONCELOS,20083).

As Arboviroses apresentam taxas de mortalidade anualmente em mais de
700.000 casos. Os virus transmitidos por artropodes, dentre eles o virus da febre
amarela representa uma ameaca a saude publica em escala global. O impacto sobre
a saude humana desta arbovirose esta ligado as mudancgas climaticas, urbanizagéo
acelerada, desmatamento, competéncia vetorial, e a genética do hospedeiro e viral.
De acordo com organizacao mundial da saude (OMS), as doencas infeciosas sao a
segunda causa mais comum de morte no mundo e sendo colocada em primeiro em
paises subdesenvolvidos (KAETKAR et al., 2019).

Estudos tem se detido a investigar alteracdes metabdlicas hospedeiro-virus
afim de compreender as vias celulares alteradas nas mais diversas patologias
estudadas durante a infecc¢édo viral e assim, desenvolver possiveis medicamentos
antivirais eficazes, vacinas e estratégias de diagnéstico (BYERS et al., 2019;
KETKAR et al.,2019).

1.2 RNA De Interferencia

Na interacdo virus/hospedeiros os virus de RNA s&o susceptiveis a
degradacéo pela maquinaria celular do hospedeiro, esta supressao viral através de
exonucleases do hospedeiro é crucial para a patogénese viral. Varias exonucleases
e endonucleases sao produzidas para evitar o acumulo de RNAs virais no citoplasma
(DU; LIU; CAI, 2018).

Estudos demonstram que durante a infec¢cdo por Flavivirus ha o acumulo de
fragmentos de RNA citoplasmaticos, originados principalmente da regidao 3’'UTRs
sendo chamados de RNAsubgendémico de flavivirus (SfRNAs) e que exoribonucleases
eucariotas estao envolvidas na producéo de sfRNA viral e estes podem atuar como
moléculas de chamariz para Dicer e Ago2 e como uma das fontes de miRNAs virais
(BAVIA et al., 2016). A maquinaria envolvendo esses flavivirus ja foi descrito por
CASSEB et al., (2016) , onde o autor demonstra que a maquinaria envolvida na
sintese de miRNA esta diferentemente expressa durante a infec¢éo pelo VDEN 4.
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1.3 microRNAS

Os microRNAs (miRNAs) compreendem uma classe de pequenos RNAs nao
codificantes conservados evolutivamente com uma faixa de aproximadamente 19
a 24 nucleotideos de comprimento, que desempenham um papel regulador no
processo transcricional da expressao génica (FANI et al., 2018; GON et al., 2019).
Diversos organismos sao capazes de codificar os microRNAs, englobando os seres
humanos, plantas, artrébpodes e virus (MORAN et al.,, 2017; PFEFFER., 2007;
HEARNE e JOHNSON., 2018).

Esta classe de microRNAs esta envolvida em diversos processos bioldgicos
como diferenciacdo celular, proliferacédo celular, apoptose, resposta imune e
replicacdo viral. Os microRNAs (miRNAs) foram descobertos em experimentos
utilizando como organismo experimental o nematédeo da espécie Caenorhabditis
elegans. A descoberta de tais RNAs contribuiu para novos entendimentos da
maquinaria celular no que diz respeito ao processo de regulagédo transcricional
em eventos fisiolégicos normais e patogénicos. Possibilitando desta forma os
caracterizar como biomarcadores celulares, haja vista que varios destes microRNAs
estdo associados com patologias neurodegenerativas: Alzheimer, Parkinson, e
doenca de Huntington, patologia metabdlica: diabetes, e doengas cardiacas. Além
de também atuarem como oncogene ou supressor de tumor (LEE et al., 1993; FANI
etal., 2018; ESTEVES et al., 2020).

Caracteristicamente o processo de interacdo acontece por intermédio de
sequencias especificas encontradas nos mRNAs que sdo complementares aos
miRNAs, havendo assim o emparelhamento das bases. Estimulando a traducao ou
estabilizacdo da molécula de mRNA alvo (FANI et al., 2018).

1.4 Biogénese dos miRNAs

Abiogénese dos miRNAs necessita de elementos em niveis pos-transcricionais
no nucleo e citoplasma celular, como enzimas e complexos proteicos que formam a
maquinaria utilizada para a formacao de miRNAs, caracterizando a via canbnica de
biogénese (AMARAL et al, 2010).

Os miRNAs podem ser originados de genes especificos e independentes,
entretanto, restos intrébnicos também sao utilizados pela Polimerase |l para
transcricao dessas regioes em pri-miRNA, que sao miRNAs primordiais. No entanto,
os pri-miRNAs formam estruturas secundarias com sequencias complementares e
dupla ligacao de RNAs realizadas por PASHA/DGCRS8 (regido critica da Sindrome
de Di George), uma proteina de ligacdo de RNA no nudcleo, sendo necessario
a clivagem por DROSHA, uma ribonuclease do tipo Ill (RNase) que originara a
estrutura de haste-laco de pre-miRNA com aproximadamente 70nt, sendo essa um
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miRNA precursor que é exportado para o citoplasma pela exportina-5 (ASGARI,
2014).

No citoplasma a estrutura de haste-laco do pre-miRNA sofre uma nova
clivagem na cabeg¢a de gancho por uma RNase Ill, conhecida como DICER. A
clivagem resultara em um miRNA duplex podendo conter de 21nt a 28nt de tamanho,
em seguida, sera recrutada por um complexo proteico formado por Argo1 e Argo2 e
formarédo o complexo de silenciamento induzido por miRNA (miR-RISC). O miRNA
podera auxiliar o complexo RISC a interferir inibindo a traducdo de sequéncias-
alvo ou degradando mRNA, promovendo o silenciamento génico. Os miRNAs que
nédo utilizados na interferéncia ap6s a clivagem de DICER, serdo degradados no
citoplasma como mostra a figura (ASGARI, 2014; HUTVAGNER, 2005).
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FIGURA 1 — Viséo geral da via canénica da biogénese dos microRNAs.
FONTE: Do préprio autor,2019.

1.4.1 microRNAS e sua relacdo com as infeeccoées virais

Os miRNAs virais expressos durante as infeccbes podem inibir a resposta
imune do hospedeiro, inibindo o reconhecimento de linfocitos citotdxicos e através
da modulagao da produc¢éo de citocinas e quimiocinas pelo sistema imunologico do
hospedeiro (BOSS; RENNE, 2011).

Os Virus de RNA sao capazes de produzir miRNAs durante o processo
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patogénico. Este quadro pode causar mudancgas transcriptdbmicas no hospedeiro,
em decorréncia da oscilagcdo dos niveis de microRNAs especificos. Tal evento
contribui para a propagacao e sobrevivéncia das células infectadas, tendo em vista
que tanto a regulacéo de fatores apoptdticos como a modulagéo de resposta imune
do hospedeiro passam a funcionar de forma negativa (TROBAUGH e KLIMSTRA.,
2016; GIRARDI et al., 2018).

Os microRNAs da célula hospedeira também podem se ligar ao referidos virus
de RNA, causando a repressao da tradugcdo do genoma viral ou modulando o nivel
de expressao dos microRNAs constituintes da célula.

Estudos que se detiveram a analisar o processo de interacdo viral e
microRNAs celular em mamiferos durante a replicacdo e patogéneses de virus
de RNA, descreveram diversos sitios de ligacdao para microRNAs no genoma
viral em diferentes linhagens de arbovirus. Além destes estudos, outros buscam
avaliar a interagcdo dos microRNAs e o RNA gendmico arboviral no mosquito da
febre amarela, Aedes aegypti, Haemagogus e Sabethes. Durante o processo de
replicacao viral nos referidos artropodes. (TROBAUGH e KLIMSTRA., 2016; YEN
et al., 2019).

Neste capitulo vamos analisar a expressao do mRNA das proteinas chaves
da biogénese de microRNAs durante a infeccdo pelo VFA. Para isso avaliamos
esta expressao utilizamos o tecido do Rim de PNH do género Saimiri sp. infectados
experimentalmente com VFA.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Estudo experimental

No presente estudo foram utilizadas amostras do Rim de PNH do género
Saimiri sp. infectados com VFA, autorizado pelo comité de ética fornecido pelo CEUA
do Instituto Evandro Chagas (Registro n° 05/2017 e 0014/2014 e pelo Sistema de
autorizacao e informacéo em biodiversidade (SISBIO) e Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (ICMBio) sob o registro n° 38744-1.

Neste estudo foram avaliadas amostras do Rim coletadas do animal controle
negativo e dos animais infectados e coletados em periodos pré-determinados em
horas pés-infec¢ao (hpi) sendo os seguintes periodos: 24 hpi, 72 hpi, 120 hpi, 144
hpi, 168 hpi e 240 hpi.

2.2 Extracao do RNA

O RNA total do VFA foi extraido do Rim do animal controle e dos animais
infectados em 24 hpi, 72 hpi, 120 hpi, 144 hpi, 168 hpi, 240 hpi usando o kit comercial
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maxwell® 16 lev Viral total (Promega®/ EUA)., seguindo o protocolo do fabricante.

Os mRNAs foram extraidos com o kit Maxwell® 16 Tissue LEV RNA Purification
(Promega®/EUA) a partir da suspensao de um macerado do Rim do animal controle
e dos animais infectados em 24 hpi, 72 hpi, 120 hpi, 144 hpi,168 hpi e 240 hpi,
seguindo as recomendacdes do fabricante.

2.3 Quantificacao da carga viral

A quantificacdo da carga viral nas amostras foram realizadas com o Kkit
GoTagProbe 1-Step RT- gPCR System (Promega, EUA) em conjunto com o método
descrito o por Domingo et al. (2012) de quantificacéo por curva absoluta através de
um plasmideo clonado em vetor pGEMeasy (Promega, EUA) utilizando o genoma
do VFA.

2.4 Analise da transcricao de mRNAS

Os RNAs totais do Rim dos PNH infectados em 24 hpi, 72 hpi, 120 hpi, 144
hpi, 168 hpi,240 hpi e do animal controle negativo foram utilizados para a detecg¢ao
de mRNA das proteinas Dicer, Drosha, DGCR8 e Ago de 1 a4, e TNRC6A,Be C
da via do microRNA pela técnica de qRT-PCR.

ApOs a extracao foi realizada uma RT-PCR para a obtencdo de moléculas de
cDNA com diluicdo de 1:10, que foram guardadas como estoque para o futuro uso
nas gPCRs.

Os cDNAs foram submetidos a gPCR usando o kit GoTag® qPCR Master Mix
(Promega, EUA). As amostras foram submetidas a uma primeira etapa de 42°C
por 5 minutos, 95°C por 3 minutos e 40 ciclos de amplificacdo consistindo em
desnaturacao de DNA por 3 segundos a 95°C e anelamento dos iniciadores por 20
segundos a 60°C. Os iniciadores que foram utilizados estéo apresentados na tabela
1.

Nome Sequéncia
Drosha-F 5" CAAAGGCAAGACGACAG 3
Drosha-R 5’ CATAGGACGACAGGGCTTG 3

Dicer-F 5" TGGAGACAGTCTGGCAGGTGTA 3’

Dicer-R 5" TCCCGTCGTAAGTTCTCTCAGC 3’
DGCRS8-F 5’-GCAAGATGCACCCACAAAGA-3’
DGCRS8-R 5-TTGAGGACACGCTGCATGTAC-3’
Argo 1-F 5" GACCTCCGCACGGGTATATG3 3’
Argo 1-R 5" GGTTTCCCCACAGTGCCAAT 3’
Argo 2-F 5 TGGTTTGGCTTCCATCAGTCC 3’
Argo 2-R 5" CCTTGTAAAACGCTGTTGCTGACS3 3’
Argo 3-F 5’ ACCTGTGGGGCGTTCATTT 3’
Argo 3-R 5" GCCGAACAGACTGATGGAAT 3’
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Argo 4-F 5" CTCACCTCAAACCCTTTCCAATCTT 3’
Argo 4-R 5" AGGCTGCTGGAACACCGAG 3
18S-F 5 GAGCCCGCAGCCTCCCGCTT 3’
18S-R 5 CCCGCGGCCATCACGCCACAG ¥
TNRC6-A-F 5" AGCAAGCACAGGTACATCAG 3’
TNRC6-A-R 5" CAGTTGTGGCTGGAGTAGAAG 3’
TNRC6-B-F 5" TGACCCTGAATCTGACCCCTATG 3’
TNRC6-B-R 5" TGCTGAAGTGCTATGAACGTTGG 3’
TNRC6-C-F 5" CTGGAGGTCTAAGCATTGGGC 3
TNRC6-C-R 5" TCAGGGTCATTCTCAGGGTCAA 3’

Tabela 1. Iniciadores da gPCR

Fonte: Do proprio autor

As amplificagdes foram realizadas no equipamento Rotor Gene Q (QIAGEN,
ALE). Utilizou-se como controle enddgeno da qPCR a expressédo Do 18S e todos
os testes foram replicados no minimo trés vezes independentes, para confirmacéao

dos resultados.

2.5 Analise estatistica

Os resultados de titulagdo, incluindo a curva virémica, estdo expressos em
copias/uL, descritos como médias aritméticas dos experimentos realizados e barras
de erro apresentando o desvio padrédo. A curva virémica esta expressa em escala
logaritmica (log).

Em adicao, testes ANOVA para amostras independentes foram utilizados para
verificar a significancia da diferenca de expressdo dos mRNAs entre as amostras
infectadas e ndo infectadas. Para apresentacéo grafica foi realizada a normalizagao
dos resultados.

As analises estatisticas foram realizadas no software PrismGraph 7.0
(GraphPad Prism®, EUA).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise da expressdao do mRNA das proteinas nucleares da biogénese de
microRNAs durante a infeccao pelo gendtipo | do virus da febre amarela em PNH em
comparacao com a carga viral, foi observado que ha uma diminuicdo na expresséo
do mRNA de Drosha nas 24, 72 e 120 hpi e a partir das 144 inicia — se uma regulacao
negativa destas proteinas alcangando o pico maximo em 168 hpi, e em 240 hpi esta
regulacdo negativa diminui, todos com diferenga estatistica em relagdo ao controle
negativo(p <0,0001). O mRNA de DGCR8 seguiu 0 mesmo padréao de expressao de
Drosha, entretanto, em 240 hpi a expressdo do mRNA desta proteina passa a ser
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regulada positivamente, com diferenga estatistica em relagdo ao controle negativo
em 144 e 168 hpi (p<0,02 e p<0,0008 respectivamente).

>
W

DROSHA vs Carga Viral DGCRS vs Carga Viral

——
! P
i,

[ L2
M
-
[5)]

Expressao de mRNA
(1/Controle Negativo)
-y
i
I.|;:

(=T
o o

(1/Controle Negativo)
L &5 o
n o

N A
it
iH
Expressao de mRNA

-
o
L

-
o

]
L]
-

" &

N N -~ 5 Y "y Y Y N >
8 & K o R 8 8 8 R L K
S I SO S K R R R R
P W@ P A CAIN SI
- CargaViral

FIGURA 2 — Quantificagdo do mRNA de Drosha e DGCR8 e Carga Viral durante a infecgao
com gendtipo | do Virus da Febre Amarela em Primatas Nao Humanos.

Dados experimentais da analise dos mecanismo fisiolégicos de interagcédo do
RNA hospedeiro e resposta celular ao processo de infec¢éo viral feita por Shapiro et
al., (2014), descrevem DROSHA como um fator antiviral independente de interferon
em mamiferos, sendo capaz de reger uma resposta imunoldgica de maneira que
venha a cessar a infeccao decorrente de virus de RNA. Corroborando com 0s n0ssos
resultados visto que esta sendo expresso 0 mMRNA desta proteina nas primeiras hpi,
e quando a replicagdo viral comecga a diminuir a expressao de Drosha torna — se
reprimida. No mesmo estudo foi descrito que a supresséo de DICER néo é capaz
de comprometer a resposta celular a infeccao viral, mas quando comparado com a
auséncia de DROSHA os niveis de infecgao viral foram significativamente elevados.
Propondo desta forma que DROSHA atue no mecanismo conservado de defesa
celular desde artrépodes até cordados contra infecgdo causada por virus.

A expressdo do mRNA de Dicer foi semelhante a expressdo do mRNA de
DGCRS8, apresentando uma regulacéo positiva e a diminuicdo na expressédo nas
24 e 72 hpi apesar de ndo haver diferenca estatistica, nas 120, 144, e 168 hpi esta
regulacdo apresenta — se regulada negativamente (p < 0,0049, 0,0006 e 0,0010
respectivamente) e em 240 hpi esta expressao volta a ser regulada positivamente
(p < 0,00833).
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FIGURA 3 — Quantificagdo do mRNA de Dicer e Carga Viral durante a infecgdo com gen6tipo |
do Virus da Febre Amarela em Primatas Nao Humanos.

Em relacdo a Dicer SHOU et al. (2018) descreveram que durante a infeccéo
viral ha o acumulo de siRNAs virais e estes sdo processados pela Dicer numa etapa
de supressao de iRNA codificados por virus, levando a um estado antiviral na célula
infectada. Nossos dados corroboram com estes achados uma vez que nas primeiras
hpi pelo VFA em PNH h& a expressao do mRNA de Dicer, entretanto quando em 120
hpi este estado antiviral diminui significativamente coincidindo com o pico da carga
viral demonstrando assim a possivel relacdo da supressao da expresséo de Dicer
estar intimimanente ligada ao aumento da carga viral.

O mRNA dos argonautas 1,2,3 e 4 foram expressos semelhante ao mRNA
de todas as proteinas envolvidas na biogénese de microRNAs, Argo 1 apresentou
expressao positiva em 24, 72 e 120 hpi, e nas 144 e 168 hpi esta expressao passa
a ser regulada negativamente e em 240 hpi esta expressao volta a ser regulada
positivamente (p <0,0001). Argo 2 e 3 seguiram 0 mesmo padrdao de expressao (p
<0,05).

O mRNA da Argonauta 4 apresentou uma regulacéo negativa nas 120,144 e
168 hpi, entretanto, segue 0 mesmo padrao de expressao sendo regulacao positiva
nas primeiras horas p6s-infeccéo que vai diminuindo a expressao de acordo com o
passar das hpi e quanto mais alta a carga viral mais esta regulacdo apresenta-se
regulada negativamente e somente nas ultimas 240 hpi esta expressdo comeca a
ser aumentada (p <0,0001).
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FIGURA 4 — Quantificacdo do mRNA dos Argonautas 1,2,3 e 4 e Carga Viral durante a infeccao
com genotipo | do Virus da Febre Amarela em Primatas Nao Humanos.

Os resultados desse estudos demonstram que as proteinas Argonautas
podem estar diretamente envolvidas na defesa da célula do hospedeiro, uma vez
qgue sua principal fungcado segundo AMADO et al. (2015) s&o a atividade silenciadora
e catalisadora de miRNAs mediado por iRNA, Ferreira et al., (2018), ao analisarem
o perfil de expressao dos genes que expressam proteinas relacionadas maquinaria
dos miRNA (Ago 1; Ago2; Ago3; Drosha, e Dicer) em linhagens celulares continuas
de figado, pulmao e rim infectadas pelo virus zika, constataram que o referido virus
€ capaz de modular significativamente a expresséo durante o periodo de infeccéao,
inferindo ainda que tal mecanismo designa uma instabilidade fisiol6gica nas células
hospedeira. Neste estudo observamos que o virus da febre amarela pode também
modular a expressao destas proteinas para o estabelecimento da infecgao.

O mRNAda proteina TNRC6 A e B apresentaram expressao positiva semelhante
durante a infeccao pelo VFA quando comparado com o controle negativo sendo
mais expressas nas 24, 72 hpi, e em 120 e 144 hpi onde também ha a maior carga
viral esta expressédo decai significativamente, em 240 hpi ocorre um aumento
significativo nesta expressao quando ha o decaimento da carga viral. Ja a TNRC6
C também apresenta a expressao positiva nas 24 e 72 hpi e em 144 e 168 hpi esta
expressao se inverte ficando negativa e nas 240 hpi esta expressao volta a ser
expressa positivamente (p< 0,05).
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FIGURA 5 — Quantificagdo do mRNA das TNRC6 A,B E C e Carga Viral durante a infecgdo com
gendtipo | do Virus da Febre Amarela em Primatas Nao Humanos.

Com a utilizacao da técnica de quantificagcao proteémica realizada por Li et al.,
(2019), os permitiu identificar a proteina TNRC6 como um componente chave na
montagem do complexo miR-122/Ago2. A diminui¢do nos niveis proteicos da TNRC6
foi capaz de reduzir a replicacao do virus da hepatite c em linhagens celulares de
hepatdcito humano.

Em nosso estudo é demonstrado que had uma diminuicdo na expressao
do RNA mensageiro das proteinas da familia da TNRC6 entre as 24 e 168 hpi,
retornando a um aumento na expressao destas proteinas com a queda da carga
viral, em desacordo com o estudo acima, nossos dados demonstram uma queda na
expressao destas proteinas, entretanto ao invés de ocorrer uma queda na carga viral
esta aumenta, demonstrando que o VFA em primatas ndo humanos possivelmente
modula a expressdo de proteinas da biogénese dos miRNAs, escapando das
respostas antivirais do hospedeiro pela via candnica dos microRNAs.

REFERENCIAS
ASGARI, S. Role of microRNAs in Arbovirus/Vector Intations. Viruses. 6: 3514-3534.2014.

ALSHARAFI W. A.; XIAO B.; ABUHAMED M. M.; LUO Z.; miRNAs: Biological and Clinical
Determinants in Epilepsy. Frontiers in Molecular Neuroscience. 8:59. 2015

AMARAL, B. A.; NONAKA, C. F. W,; FREITAS, R. A.; SOUZA, L. B.; PINTO, L. P.; MicroRNAs —
Biogénese, fungbes e seu papel potencial na carcinogénese oral. Odontologia Clinico-cientifica. v.
9, p.105-109, 2010.

BAVIA, L.; MOSIMANN, A.L.P.; AOKI, M.N.; SANTOS, C.N.D.A glance at subgenomic flavivirus RNAs and
microRNAs in flavivirus infections. Rev. Virology Journal, v.13, p. 84,13:84. DOI 10.1186/s12985-016-
0541-3, 2016.

BYERS, M. N., Metabolomic Insights into Human Arboviral Infections: Dengue, Chikungunya, and Zika
Viruses. Viruses, 11, 225, 2019.

BOSS, I. W.; RENNE, R. Viral miRNAs and immune evasion. Biochimica et Biophysica Acta - Gene
Regulatory Mechanisms, v. 1809, n. 11-12, p. 708-714, 2011.




CASSEB, S. M. M.; Simith, D.B.; Melo, K.F.L; Mendonga, M.H.; Santos, A.C.M.; Carvalho, V.L.; Cruz,
A.C.R.; Vasconcelos, P.F.C. Drosha, DGCR8, and Dicer mRNAs are down-regulated in human cells
infected with dengue virus 4, and play a role in viral pathogenesis. Genetic and Molecular Research,
s.l.,v.15,n. 2, 2016.

DING SW, HAN Q, WANG J, LI WX. Interferéncia de RNA antiviral em mamiferos. Curr Opin
Immunol . 54: 109-114. doi: 10.1016 /j.c0i.2018.06.010. 2018.

DOMINGO, C.; PATEL, P.; YILLAH, J.; WEIDMANN, M.; MENDEZ, J. A.; NAKOUNE, E. R.; NIEDRIG,
M. Advanced Yellow Fever Virus Genome Detection in Poin-of-Care Facilities and Reference
Laboratories. Rev. Journal of Clinical Microbiology, v. 50, n. 12, p. 4054-4060, 2012.

DU, S.; LIU, X.; CAI, Q. Viral-mediated mRNA degradation for pathogenesis. Rev. Biomedicines, v. 6
p.111, 2018.

ESTEVES, M. et al. New insights into the regulatory roles of microRNAs in
adult neurogenesis. Current Opinion in Pharmacology. Volume 50 ,38—45, 2020.

FANI, M. et al. The Role of microRNAs in the Viral Infections. Current Pharmaceutical Design,
Volume 24 , Issue 39, 2018.

GON, Y. et al. Molecular techniques for respiratory diseases: MicroRNA
and extracellular vesicles . Asian Pacific Society of Respirology, 2019.

GIRARADI, E. et al. On the Importance of Host
MicroRNAs During Viral Infection. Volume 9, Frontiers in Genetics, 2018.

HEARNE, M. V., AND JOHNSON, N. K. miRNAs in Insects Infected by Animal and Plant Viruses.
Viruses. Volume 10, 354, 2018.

KETKAR, H., et al. Genetic Determinants of the Re-Emergence of Arboviral Diseases. Viruses.
Volume 11, 150, 2019.

LEE, R.C., et al. The C. elegans Heterochronic Gene lin-4 Encodes Small RNAs with Antisense
Complementarity to &ll-14. Cell, Vol. 75, 843-854, 1993.

MONATH, T. P. Yellow fever: an update. Lancet Infectious Diseases, v. 1, n. 1, p. 11-20, 2001.

MORAN, Y., AGRON, M., PRAHER, D. et al. The evolutionary origin of plant and animal
microRNAs. Nat Ecol Evol 1, 0027 , 2017.

PFEFFER, S. ET AL. Micro RNA e infecgdes virais em mamiferos. Journal de la Société de Biologie.
Volume 4, 2007.

TROBAUGH D. W., KLIMSTRA W.B. Trends in molecular medicine. Volume 23, 80-93, 2016.

YEN, P., Assessing the Potential Interactions between Cellular miRNA and Arboviral Genomic RNA in
the Yellow Fever Mosquito, Aedes aegypti. Viruses. Volume 11, 2019.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Yellow fever: Fact sheet n° 100. Mar 2014. Disponivel em http://
www.searo.who.int/thailand/factsheets/fs0010/en/. Acesso em: 27 dez.2019.

VASCONCELOS, P. F. DA C. Yellow fever. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v.
36, n. 2, p. 275-293, 2003.

Dinamica das Doencgas Infecciosas 2 Capitulo 16



https://www.researchgate.net/journal/1295-0661_Journal_de_la_Societe_de_Biologie
https://www.researchgate.net/journal/1295-0661_Journal_de_la_Societe_de_Biologie

VASCONCELOS, P. F. C. Yellow fever in Brazil: thoughts and hypotheses on the emergence in
previously free areas. Revista de Saude Publica, v. 44, n. 6, p. 1144-1149, 2010.

Dinamica das Doencgas Infecciosas 2 Capitulo 16




INDICE REMISSIVO

A

Acai 180, 181, 182

Acidente de trabalho 86

Anopheles 36, 37, 38, 40, 44, 46, 47, 48

Antibiético 132, 133, 157, 159, 162, 169, 170, 171, 172, 173, 174, 175, 242

Apoptose 11, 16, 17, 22, 23, 140

Artrite Infecciosa 225

Avaliacdo 28, 56, 58, 76, 83, 84, 85, 102, 112, 117, 137, 153, 205, 207, 210, 221, 223, 242,
247

B

Biogénese 136, 137, 140, 141, 142, 144, 146, 148

Bioinformatica 49, 50, 58, 248

Biotecnologia 36, 48, 50, 57, 202, 248

Brasil 1,3,4,5,6,7,8,9, 13, 25, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 38, 39, 46, 47, 48, 51, 57, 58,
59, 63, 64, 68, 70, 71, 73, 81, 87, 88, 103, 105, 106, 110, 112, 113, 116, 120, 121, 126, 138,
151, 152, 153, 154, 155, 163, 170, 180, 181, 182, 183, 192, 194, 195, 198, 200, 201, 204,
221, 227, 236, 237, 239, 241, 243

C

Centros de Traumatologia 125

Choque séptico 114, 116, 118, 175, 198, 201, 202, 203
Cirrose hepética 239, 240, 244, 246

Cirurgia 32, 223

D

Dengue 3, 10, 11, 12, 13, 14, 21, 23, 24, 25, 36, 37, 40, 41, 46, 62, 95, 96, 97, 99, 100,
101, 102, 148, 149, 215
Doenca de Chagas 51, 57, 180, 182, 183, 215

E

Enterobacteriaceae 156, 157, 158, 159, 160, 162, 164, 165, 167

Epidemiologia 2, 8, 13, 25, 31, 63, 72, 103, 104, 106, 114, 123, 151, 152, 157, 158, 165,
167, 169, 176, 177, 178, 183, 246

Epidemiolégico 9, 23, 27, 29, 58, 69, 72, 73, 74, 81, 103, 107, 114, 120, 121, 122, 134, 151,
152, 153, 154, 164, 180, 181, 182, 184, 185, 187, 188, 190, 193, 194, 195, 196, 197, 199,

Dinamica das Doencgas Infecciosas 2 indice Remissivo




224, 225, 227, 228, 229, 235, 247
Estudantes de Medicina 86, 87, 88, 90, 92, 93

Estudos Transversais 207, 221

F

Febre Amarela 13, 96, 136, 137, 138, 139, 142, 144, 145, 146, 147, 148

G

Gene 17, 24, 25, 53, 81, 132, 137, 144, 148, 149, 157, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 165,
166, 172,173, 174, 178

H

Hanseniase 71,72, 73, 74, 75,76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 207, 215, 217, 221,
222

Hepatite B 35, 86, 87, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 151, 152, 153

Hepatite C 32, 33, 87, 239, 240, 241, 242, 243, 244, 245, 246, 247

hepatite C crénica 239, 240, 244, 247

ldosos 83, 192, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202, 203, 217

Infeccdo 6, 2, 10, 11, 13, 15, 19, 20, 21, 22, 23, 27, 32, 33, 34, 35, 37, 39, 57, 59, 60, 61,
62, 63, 64, 65, 66, 67, 79, 87, 88, 91, 93, 94, 95, 96, 99, 100, 101, 102, 103, 105, 106, 115,
116, 118, 119, 120, 121, 124, 125, 126, 128, 129, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 142, 144,
145, 146, 147, 148, 151, 152, 153, 154, 157, 158, 159, 161, 164, 167, 170, 175, 177, 180,
181, 182, 191, 192, 194, 205, 228, 240, 244, 245, 246

Infecgcao congénita 60

Infeccao Gestacional 60

Infec¢des Relacionadas a Cateter 125

Infec¢des Urinarias 125, 163, 176

Internacdes 3, 5, 6, 122, 123

IRAS 114, 115, 117, 118, 121, 126, 127, 128, 134, 135, 177

L

Leishmania 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 103, 104, 105, 106, 113
Leishmaniose visceral 58, 103, 104, 105, 106, 107, 108, 109, 112, 113
Leptospirose 1,2,3,4,5,6,7,8,9

Letalidade 1, 2, 4,6, 7,8, 112, 116, 193, 201

Dinamica das Doencgas Infecciosas 2 indice Remissivo




M

Malaria 3, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 46, 47, 48, 215

Mecanismo de defesa 37, 39

Medicina do Trabalho 86

Meningite 26, 27, 28, 29, 30, 31, 184, 185, 186, 187, 188, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195
Metodologia 4, 52, 83, 88, 107, 116, 128, 153, 199, 207, 221, 227, 239, 244

Microbiologia 25, 59, 125, 167, 248

MicroRNAs 25, 137, 148, 149

miRNA 10, 11, 18, 20, 21, 22, 23, 24, 137, 138, 139, 140, 141, 147, 149

Mortalidade 1, 4, 21, 26, 27, 28, 29, 31, 115, 116, 121, 122, 139, 176, 186, 187, 197, 200,
201, 202, 203

Mycobacterium avium 230, 231, 234, 235, 236, 237, 238

Mycobacterium leprae 72, 73, 74, 78

N

Nordeste 1, 2,3, 4,5,6,7,8,9,51,73,81, 103, 106, 110, 154, 181, 198, 200
Nutricdo 180, 218

(o)

Obitos 1, 5, 6, 13, 29, 31, 95, 101, 122, 186, 193, 196, 197, 198, 199, 200, 201, 202

P

Pediatria 100, 101, 102, 224, 225, 226, 227, 229

Perfil de Saude 185, 188

Perfil Epidemiologico 69, 74, 81, 103, 120, 122, 151, 152, 180, 184, 185, 187, 188, 193,
196, 197, 199, 224, 225, 227, 228

Plasmideo 11, 18, 143, 159, 169, 171,172,173, 174, 175, 176, 178

Pneumopatias 231

Proteinas de Choque Térmico 50, 57

R

Recém-nascido 95, 96, 97, 100, 101

Resisténcia 81, 117, 118, 125, 127, 129, 130, 131, 132, 134, 135, 156, 157, 158, 159, 160,
161, 162, 163, 164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172,173, 174,175, 176, 177, 178,
179, 215, 231, 232, 233, 234, 235, 236, 242, 243

S
Saude do Trabalhador 86

Dinamica das Doencgas Infecciosas 2 indice Remissivo




Saude Publica 8, 13, 31, 32, 33, 38, 48, 51, 60, 63, 68, 79, 81, 88, 94, 103, 106, 110, 112,
115, 116, 121, 134, 139, 150, 151, 152, 161, 163, 164, 165, 169, 170, 175, 176, 180, 181,
183, 185, 186, 195, 201, 202, 204, 205, 222, 239, 246, 248

Sepse 96, 98, 100, 114, 115, 116, 118, 119, 121, 122, 123, 163, 176, 196, 197, 198, 199,
200, 201, 202, 203, 215, 217, 225, 226, 228

Sepse neonatal 96, 98

Sudeste 1,2, 3, 4,5, 6,7, 32, 34, 152, 154, 200, 241

T

Taxa de resposta viroldgica 239, 240, 246

Testes de sensibilidade microbiana 231

Titulos de assuntos médicos 207

Toxoplasmose 59, 60, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 99, 215
Trypanosoma cruzi 55, 58, 180

U

UTl 114, 115, 116, 118, 119, 120, 124, 125, 126, 127, 128, 129, 130, 131, 132, 133, 178,
200, 201

\'}

Vacina 28, 86, 88, 90, 91, 92, 93, 94, 153, 192
Vigilancia Epidemiolégica 80, 94, 101, 104, 113, 118, 167, 181, 185, 187, 195, 216
Virus Dengue 10, 11, 12

z

Zika virus 204

Dinamica das Doencgas Infecciosas 2 indice Remissivo









