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RESUMO

As infec¢Bes por arbovirus tém se tornado uma grande ameaca pandémica. Este
estudo teve como objetivo investigar a existéncia de marcadores epigenéticos
hospedeiros decorrentes das principais infecgcbes causadas por arbovirus, com
impacto na saude humana. Definimos revisar sistematicamente todas as evidéncias
publicadas descrevendo quaisquer modificacbes epigenéticas associadas a
infeccdes de arbovirus, incluindo, mas nao limitado a, microRNAs, metilacdo de DNA
e modificacdes de histonas.

Métodos: Uma pesquisa abrangente foi realizada utilizando as bases de dados
eletrbnicas PubMed, Science Direct e Cochrane Library. Foram pesquisadas
referéncias disponiveis desde a criacdo destas bibliotecas eletronicas até 4 de
janeiro de 2018. Foram incluidos relatérios descrevendo estudos in vivo ou in vitro
originais que investigavam alteracdes epigenéticas relacionadas a infec¢des por
arbovirus em paciente ou linhas celulares humanas. Estudos que investigam
modificacdes epigenéticas relacionadas ao virus ou ao vetor artropode foram
excluidos. Foi realizada uma sintese narrativa dos achados, contextualizando
evidéncias comparativas de estudos in vitro e in vivo.

Resultados: Um total de 1025 referéncias foram encontradas, restando 853
referéncias quando retiradas as duplicadas, sendo selecionadas por dois revisores
independentes. Trinta e dois estudos preencheram os critérios de inclusédo e foram
revisados. A evidéncia foi centrada principalmente em assinaturas de microRNA e
metilacdo do DNA implicadas na dengue secundaria. Evidéncias de ameacas
epidémicas recentes, como as infeccbes por virus Zika(ZIKV) ou
Chikungunya(CHIKV) ainda séo escassas.

Conclusfes: As principais alteracfes epigenéticas encontradas nas infeccées por
arbovirus foram miR-146, miR-30e e o complexo de Dicer.

Palavras-chave: Epigenética, Metilacdo do DNA, Modificacdes de histonas,
MicroRNAs, Arbovirus, Biomarcadores do hospedeiro.



ABSTRACT

Background: Arbovirus infections have steadily become a major pandemic threat.
This study aimed at investigating the existence of host epigenetic markers arising
from the principal arboviruses infections impacting on human health. We set to
systematically review all published evidence describing any epigenetic modifications
associated with infections from arboviruses, including, but not limited to, microRNAs,
DNA methylation, and histone modifications.

Methods: A comprehensive search was conducted using the electronic databases
PubMed, Science Direct and Cochrane Library from inception to January 4", 2018.
We included reports describing original in vivo or in vitro studies investigating
epigenetic changes related to arbovirus infections in either clinical subjects or human
cell lines. Studies investigating epigenetic modifications related to the virus or the
arthropod vector were excluded. A narrative synthesis of the findings was conducted,
contextualizing comparative evidence from in vitro and in vivo studies.

Results: A total of 853 unique references were identified and screened by two
independent reviewers. Thirty-two studies met the inclusion criteria and were
reviewed. The evidence was centered mainly on microRNA and DNA methylation
signatures implicated with secondary Dengue fever. Evidence for recent epidemic
threats, such as the infections by Zika or Chikungunya viruses is still scant.

Conclusions: Major epigenetic alterations found on arboviruses infections were miR-
146, miR-30e and the Dicer complex.

Keywords: Epigenetics, DNA Methylation, Histone Modifications, MicroRNAs,
Arbovirus, Host Biomarkers.
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1. INTRODUCAO

1.1 Definicéo, distribuicdo global e familias

Os arbovirus sdo transmitidos aos seres humanos por vetores de
artropodes(GOULD et al., 2017). Segundo a OMS sédo definidos como: “virus
mantidos na natureza através da transmissdo bioldégica entre hospedeiros
vertebrados suscetiveis por artrépodes hematdfagos, ou por transmisséo
transovariana e possivelmente venérea em artropodes”. Eles estdo agrupados em
cinco familias: Flaviviridae, Togaviridae e o0s menos comumente relatados
Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae. (VASCONCELOS E CALISHER, 2016).

Entre os Flaviviridae (Género ou grupo: Flavivirus) sdo virus tipicos: o da
Febre amarela, Dengue, Zika virus, Encefalite Japonesa, Encefalite de St. Louis, do
Nilo Ocidental e do Vale Murray, virus Rocio, Encefalite da Europa Central
(transmitida por carrapato), encefalite da primavera-verdo russa, virus Powaassan,
febre hemorragica de Omsk e da doenca causada pelo virus da Floresta
Kyasanur(VASCONCELOS E CALISHER, 2016).

Entre os Togaviridae (Género ou grupo: Alphavirus) sdo virus tipicos:
Chikungya, virus Sindbis, Mayaro, do Rio Ross, da Floresta Barmah, Encefalites
Equinas do Leste, Oeste e Venezuelana (VASCONCELOS E CALISHER, 2016).

Entre os Bunyaviridae (Género ou grupo: Bunyavirus, Flebovirus, Nairovirus,
Hantavirus) sdo virus tipicos: Virus do subgrupo Califérnia (La Crosse, Canyon
Jamestown, encefalite da Califérnia), Bunyamwer, virus Oropouche, grupo C, virus
Tahyna, virus Toscana, febre do flebétomo, virus Punta Toror, Febre da Sandfly
(mosquito pélvora), Febre do Vale Rift e virus da Crimea-Congo(VASCONCELOS E
CALISHER, 2016).

Entre os Reoviridae(Género ou grupo: Orbivirus, Coltivirus) séo virus tipicos:
virus Orungo, Kemerovo, virus da febre causada pelo carrapato do Colorado
(VASCONCELOS E CALISHER, 2016).
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Entre os Rhabidoviridae (Género: Vesiculovirus) sédo virus tipicos: virus da
estomatite vesicular (Indiana, New Jersey), virus Chandipura e Piry
(VASCONCELOS E CALISHER, 2016).

A distribuicdo dos virus transmitido por artropodes é ligada diretamente as
areas cohabitadas pelos seus reservatorios e vetores, o que fornece uma
distribuicdo global atil ao diagnéstico diferencial(CALISHER, 1994).

Na América do Norte, se destaca na Familia Bunyarividae: Encefalite de La
Crosse, do Canyon, Jamestown e Califérnia; na Familia Flaviviridae: Encefalite de St
Louis, do Nilo Ocidental, Dengue, Powasan; na Familia Rhabdoviridae: Estomatite

vesicular, Togaviridae: Encefalite equina do leste e do oeste. (CALISHER, 1994)

Na América do Sul, se destaca: Familia Bunyarividae: virus Oropouche, grupo
C, virus Punta Toror; na Familia Flaviviridae: febre amarela, dengue, zika, virus
Rocio; na Familia Rhabdoviridae: Estomatite vesicular, infeccéo pelo virus Piry; e na
Familia Togaviridae: Chikungunya, virus Mayaro, encefalite equina venezuelana
(CALISHER, 1994).

Na Europa, se destaca: Familia Bunyarividae: Tahyna, Toscana, febre do
fleb6tomo;na Familia Flaviviridae: Encefalite do Nilo Ocidental, da Europa Central
transmitido por carrapato, da primavera-verdo russa; na Familia Togaviridae:
infeccdo pelo virus Sindbis CALISHER, 1994).

No Oriente Médio, se destaca: Familia Bunyarividae: Febre do flebétomo,
febre hemorragica da Criméia-Congo; na Familia Flaviviridae: Encefalite do Nilo
Ocidental, DengueCALISHER, 1994).

Na Asia, se destaca: Familia Bunyarividae: Febre do fleb6tomo; na Familia
Flaviviridae: Dengue, encefalite japonesa, da primavera verao russa, febre
hemorragica de Omsk; na Familia Rhabdoviridae: Infeccdo pelo virus Chandipura;
Familia Togaviridae (Sudeste e Sudoeste): Chikungunya. CALISHER, 1994)

Na Africa, se destaca: Familia Bunyarividae: Infeccéo pelo virus Bunyamwera,
febre do Vale RIift; na Familia Flaviviridae: Febre Amarela, Dengue; na Familia

Togaviridae: infeccdo pelo virus Sindbis, Chikungunya (CALISHER, 1994).

12



Na Australia, se destaca: Familia Flaviviridae: Encefalite do Vale Murray,
dengue;na Familia Togaviridae: Infeccao pelos virus do Rio Ross, da Floresta
Barmah(CALISHER, 1994).

Os virus transmitidos por artopodes infectam seus vetores apOs estes se
alimentarem de sangue de um vertebrado virémico. ApOs a absorcéo intestinal e
viremia, os virus alcancam as glandulas salivares durante um periodo conhecido
como incubacdo extrinseca e que dura tipicamente 1 a 3 semanas nos mosquitos.
Nesse momento, o0 artropode continua a cadeia de transmissdo, infectando o
préximo vertebrado quando se alimenta do seu sangue. Um mecanismo alternativo
para a perpetuacao do virus no artropode € a trasmisséao transovariana, comum na
familia Bunyarividae(KRAEMER et al., 2015).

A distribuicdo global de arbovirus esta diretamente ligada as areas coabitadas
por seus vetores e a maioria delas ocorre tipicamente em regides tropicais e
subtropicais (WEAVER, REISEN, 2010; MAYER et al., 2017). Por exemplo, o Brasil
foi recentemente atormentado por epidemias consecutivas, inicialmente com
Dengue, Zika e mais recentemente Chikungunya, durante as quais mais de 300.000
casos foram registrados em todo o pais (CHARREL et al., 2007). De forma
engenhosa, a infeccdo de vetores de arbovirus ndo parece afetar a sua aptidao
fisica e séo tipicamente ndo patolégicas para estes vetores ao longo da vida. Em
contraste, as infec¢des pelo hospedeiro humano com estes virus, particularmente as
familias Flaviviridae e Togaviridae, sdo geralmente patogénicas e agudas na
natureza(MELTZER, 2012). Isso contribui em grande parte para o sucesso da
disseminacdo e persisténcia viral, representando consideravel 6énus médico e

econdmico para os sistemas de saude das nacdes endémicas.

O Boletim Epidemiolégico da Secretaria de Vigilancia em Saude do Minstério
da Saude de agosto de 2018 fez o monitoramento dos casos de dengue, febre de
chikungunya e doenca aguda pelo virus Zika até a semana epidemioldgica 28,
indicando uma tendéncia a reducdo dos casos notificados das referidas doencas no

Brasil, que teve seu auge em 2016.

Categorias clinicas
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A infeccdo humana por virus transmitidos por artrépodes tem espectro clinico
variavel, desde subclinica a apresentacdes com desfecho fatal. As sindromes
clinicas séo classicamente agrupadas em quatro categorias: Febre e Mialgia, Artrite

e Exantema, Encefalite, Febre hemorragica, Febre e Mialgia (CLETON et al., 2012).

1.1 Febre e Mialgia

Muitos dos numerosos virus citados podem cursar com a sindrome acima
caracterizada como febre e mialgia. A febre costuma ser de inicio abrupto e
associada a calafrios e mal-estar. Artralgia pode estar presente, mas sem artrite. A
cefaléia € comum, podendo ser intensa e habitualmente caracterizada como
fotofobia e dor retrorbitaria. Ao exame fisico, os achados incluem hiperemia
conjuntival, dor a palpacdo muscular e epigastrica. Os sintomas duram de dois a
cinco dias. Quadros “gripais” desacompanhados de tosse e coriza, exceto em
criancas(PATTERSON et al., 2016).

Os arbovirus mais frequentes que se apresentam com febre e mialgia sao:

a. Bunyamwera: Mais comumente encontrado na Africa e transmitido por mosquitos,

esses virus sdo encontrados em todos 0s continentes, exceto Antartica e Australia;

b. Virus do grupo C: uma doenca de florestas subtropicais, em especial selvas

americanas, inclui onze agentes transmitidos por mosquitos;

c. Virus Tahyna: Um surto na RepuUblica Tcheca e Eslovaca permitiu a
caracterizacdo da doenca — proeminente quadro febril, por vezes associado a
faringite e sindrome pulmonares. Raros casos de meningite asséptica. Originario de

Califérnia, encontrado em praticamente toda a Europa,;

d. Oropuche: Transmitido pela picada de um acaro — o culoides paraensis — é
transmitidos nas Américas Central e do Sul. Meningite asséptica e exantema foram

descritos em varios casos;

e. Febre do fleb6tomo: conhecido como “febre de trés dias” pelo breve periodo
debilitante, é transmitido pelo mosquito-palha e distribuido ao redor do Mediterraneo,

leste dos Balcéas até a China, assim como para o Oriente Médio e Sudoeste asiatico;
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f. Virus Toscana: transmitida pelo mosquito-palha, como peculiaridade, apresenta
quadro frequente de meningite asséptica. Visto em todo o mediterraneo;

g. Virus Punta Toro: manifestando-se como uma enfermidade febril sem
complicacfes, essa doenca transmitida por mosquito-palha nas Floresta do Novo

Mundo ndo causou epidemias até 0 momento;

h. Febre causada pelo carrapato do Colorado: Transmitida em montanhas dessa
regido entre os meses de marco e novembro através da picada do carrapato
Dermacentor andersoni e apresentando como hospedeiros pequenos mamiferos;
para além da sindrome febril, a meningoencefalite também ndo é rara e foram

relatados casos com pericardite, orquite, miocardite e sindrome pulmonares;

i. Orbivirus: Associados a doencas febris e neurolégicas, sdo transmitidos por
mosquitos na Africa tropical e por carrapatos na RGssia e Europa Central
(PATTERSON et al., 2016).

Os quatro diferentes virus da dengue (dengue 1 ao 4) tém o Aedes aegypti
como seu principal vetor. A infeccdo secundaria por um sorotipo diferente da
primeira infeccdo pode, em raras ocasides, cursar com choque hemorragico da
dengue. ApGs um periodo de incubacdo de 2 a 7 dias, o quadro subito tem como
peculiaridade a magnitude de sua mialgia, conhecida como “febre quebra-ossos”.
Um exantema maculoso no primeiro dia € um sintoma frequente, assim como
adenopatia e vesicluas palatais. Epistaxe e petéquias dispersas sao achados da
dengue ndo complicada. A despeito dessa classificacdo, a sobreposicdo de achados
clinicos é comum. Por exemplo, a infec¢do pelo virus da dengue é classificada como
causadora de febre e mialgia, porém a evolucdo com febre hemorragica também é

frequente (PATTERSON et al., 2016)

1.2 Artrite e Exantema

A artrite € uma manifestacdo comum de varias doencas virais. Entre as
viroses transmitidas por arbovirus se destacam os virus da familia Togaviridae,
género alphavirus (LWANDE et al., 2015).
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A infeccdo pelo virus do Rio Ross é transmitida pelo A.vigilax, A.polinesie,
A.aegypti e por outros mosquitos. Acredita-se que sua persisténcia envolva a
transmissao transovariana. Varias espécies de mamiferos, como cangurus, foram
sugeridas como hospedeiros, mas nenhum hospedeiro definitivo foi identificado. O
periodo de incubacdo é de uma a duas semanas e o quadro subito de artralgia de
punhos, tornozelos, metacarpofalangianas, interfalangeanas e dos joelhos s&o as
mais comumente envolvidas. O quadro de artrite costuma ser subagudo e o uso de
anti-inflamatorios eficaz(LWANDE et al., 2015).

A Febre Mayaro € transmitida por mosquitos do género Haemagogus e tendo
como hospedeiros primatas ndo-humanos, se apresenta com artralgia de pequenas

articulacbes endémicas nas florestas das Américas(HALSEY et al., 2013).

A infeccao pelo virus Sindbis é mais comum na regido rural norte da Europa é
transmitido entre passaros por mosquitos. Com periodo de incubacao curto, menor
gue uma semana, a doenca que tem pouca manifestacdo sistémica se evidencia
com exantema macular centrifugo de inicio concomitante com a artrite poliarticular

migratoria sem tendéncia a cronificacdo (ADOUCHIEF et al., 2016).

A infeccdo pelo virus Chikungunya, provavelmente origina-se na Africa, aonde
se perpetuou entre primatas ndo-humanos pelos mosquitos Aedes do subgénero
Stegomyia, teve globalizacdo para areas urbanas de diversos continentes pelo
A.aegypti. De inicio subito, apdés um periodo de incubacdo de dois a trés dias, um
quadro exacerbado de poliartrite migratoria de pequenas articulagdes associado a
sintomas constitucionais caracteriza a doenca, O desenvolvimento de exantema
eritemato-descamativo centrifugo com frequéncia se associa com a desfervecéncia,
em torno do terceiro dia de doenca. A recuperacdo pode levar semanas,
principalmente em pacientes idosos e com positividade do HLA-B27(WEAVER E
LECUIT, 2015).

1.3 Encefalite

Na encefalite a fisiopatogenia € semelhante em todos as arboviroses. Apés a
picada de um artropode, a viremia presumidamente facilita a entrada multifocal no
Sistema Nervoso Central. Outra hipotese € a passagem dos viurs atraves da lamina

cribriforme do neuroepitélio olfatorio. Inicialmente, a doenca se apresenta com
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sindrome febril associada a adinofagia, vertigem e sintomas respiratorios. A cefaleia,
sinais meningeos, fotofobia e vomitos surgem rapidamente apds, seguidos de
letargia, sonoléncia e déficit intelectual, podendo evoluir para o coma. Convulsdes e
sinas focais podem ocorrer durante todo o decorrer da Encefalite, que pode de dura
de trés dias a trés semanas com quadro de convalescenca lento, acompanhado de
astenia, tremores, dificuldade de concentracdo e alteragcbes na personalidade
(HOLLIDGE et al., 2010).

Os arvovirus que mais frequentemente se apresentam com encefalite sdo:
Encefalite da Califérnia que € encontrado habitualmente no centro-oeste dos
Estados Unidos da América, o termo “Encefalite da Califérnia” inclui o virus La
Crosse e do Canyon Jamestown e outros 12 virus que podem estar envolvidos com
a doenca em humanos. O virus La Crosse € a principal causa de encefalite entre os
virus do subgrupo Califérnia. O mosquito vetor do La crosse é o A.triseriatus e 0s
hopedeiros incluem esquilos e pequenos mamiferos, além da transmissao
transovariana e venérea entre mosquitos. A doenga acontece principalmente em
criangas com menos de 15 anos de idade sem sinais prodromicos, iniciando
subitamente com febre, cefaleia e letargia acompanhada de nauseas, vomitos e em

50% dos casos convulsdes e em 33% dos casos coma (HOLLIDGE et al., 2010).

Infeccdo pelo virus do Oeste do Nilo apresenta como principal vetor o C.
Pipens e como hospedeiros intermediarios gaios azuis e corvos. Inicialmente
relatado nos EUA, é encontrado no Canada, México, Africa, Oriente Médio, sul da
Europa e Asia. Habitualmente se manifesta apenas com febre, mas pela a proporcdo
de acometimento de sistema nervoso central de 1:100 com alta letalidade

habitualmente € classificado no grupo dos virus causadores de encefalite
(PETERSEN et al., 2013).

S&o as principais encefalites conhecidas:

a. da Europa Central e Encefalite da primavera-verdo russa transmitida por
carrapato: constituem um espectro de flavivirus transmitidos pelos carrapatos,
principalmente o Ixodes ricinus, € identificado em todo o continente eurasiatico.
Apresenta como amplicadores vertebrados os pequenos mamiferos. Tem periodo de

incubacdo mais longo de uma a duas semanas e se caracteriza por apresentacao
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em dois tempos: febre e mialgia seguida de remissédo de varios dias para entéo ter
apresentacao neuroldgica grave. Pode haver acometimento medular com paralisia
respiratéria. A mortalidade é alta e as sequelas importantes(VALARCHER et al.,
2015).

b. Equina Venezuelana: é causada seis tipos de virus conhecidos desse coplexo e
sdo divididos em epizodticos e enzooticos. Os epizoo6ticos causam epidemias em
euqginos e seres humanos nas Américas, jA 0s enzéoticos sdo encontrados nas
florestas, tendo como Vetor mosquitos Culex e roedores como hospedeiros. A
prevencao da encefalite quina epizodtica é feita com a vacinacdo de cavalos com TC
83 (VALARCHER et al., 2015).

c. Equina do Oeste: € encontrada na costa oeste dos EUA apresenta o C.tarsalis
como vetor e pardais e tentilhdes como hospedeiros intermediarios. Homens e
cavalos sao capazes de serem infectados porém ndo sdo amplificadores do virus na
natureza. A apresentacdo clinica é especialmente grave em criancas(STEELE E
TWENHAFEL, 2010).

d. Equina do Leste: € encontrada principalmente em pantanos da costa leste dos
EUA, entre junho a outubro o ciclo passaro-mosquito Culiseta se expande com
mosquitos A.sollicitans e A.vexans, mais propensos a picar mamiferos como
cavalos. E uma das arboviroses com maior mortalidade e capacidade de lesdes

irreversiveis que terminam em sequelas(Steele e Twenhafel, 2010).

e. Powassan: apresenta-se como uma doenga grave e comumente levam a
sequelas, tem 20 casos reconhecidos transmitidos pelo carrapato l.cookei com

pequenos mamiferos como reservatorios(PIANTADOSI et al., 2016).

f. St Louis € endémica de baixo nivel nas regides centro e oeste dos EUA nos meses
de julho a outubro. O virus é transmitido entre mosquitos do género Culex e
passaros. A gravidade da doenga aumenta com a idade, estimando-se uma taxa de
mortalidade de 20% em individuos com mais de 60 anos. Os pacientes
frequentemente se queixam de disUria e nesses casos, 0 antigeno viral pode ser
encontrado na urina (PIANTADOSI et al., 2016).
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g. Encefalite Japonesa: o virus é encontrado em toda a Asia, especialmente durante
0 verdo e particularmente em campos irrigados, propicios para o encontro dos
hospedeiros vertebrados aviarios com os vetores C.tritaeniorhynchus. Os porcos e
cavalos também foram descritos como hospedeiros intermediarios. A doenca é

grave e muitas vezes fatal. Existe vacina eficaz disponivel (GRIFFITHS et al., 2014).
1.4 Febre Hemorragica

Com o nome de Febres Hemorragicas sdo descritas as arboviroses que se
manifestarem com instabilidade vascular e redugcdo da integridade vascular. Os

principais virus relacionados séo:

a. Dengue: Sao diversos os fatores associados com a inducdo da permeabilidade
vascular e choque, como a presenca de anticorpos acentuadores e nao-
neutralizantes, sexo feminino, raca branca, sorotipo 2, infeccdo secundaria e

sequéncia de infeccdo. A desnutrigdo é fator protetor. (MELTZER, 2012).

b. Vale Rift :Transmitidos por mosquitos do género aedes é também um patégeno de
ovinos, bovinos e caprinos aonde o virus é infeccioso também por aerossois e
contato com sangue. S&o encontrados na Africa Subsaariana e Peninsula da Arébia.

E uma doenca incomum de apresentacéo variavel. (MELTZER, 2012).

c. Criméia-Congo: Trata-se de uma febre hemorragica grave, caracterizada por lesao
hepética extensa transmitida por carrapatos do género Hyalomma com infeccao
assintomatica de animais domeésticos, com perigo de infeccdo na hora do abate
(MELTZER, 2012).

d. Febre Amarela: E caracterizada por trés a quatro dias de viremia seguida por um
periodo de “intoxicagcéo”, caracterizado por ictericia, hemorragias, em especial
digestiva, andria e alteracdo do nivel de consciéncia. Alta mortalidade. Epidemias ja
foram registrada nas Ameéricas, Africa e Europa. Seu vetor urbano é o A. Aegypti e
no ciclo silvestre outros mosquitos Aedes e macacos como hospedeiros. Existe
vacina segura e eficaz (MELTZER, 2012).

De um modo geral, nas fases iniciais da viremia, os testes da reagcdo em
cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RCP-TR) podem estabelecer o

diagnostico. O ensaio de imunoabsor¢éo ligada a enzima (ELISA) IgM costuma ser
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atil apdés o periodo de viremia, frequentemente, apdés o 7 dia de doenca. O ELISA
IgG é util na avaliacdo de exposicao anterior (KRAEMER et al., 2015; NEGREDO
ANTON et al., 2015). Nenhum dos exames citados, no entanto, € capaz de sugerir
prognéstico. Os virus zoonoticos estdo sofrendo evolucdo genética e desenvolvendo
mecanismos de interacdo com o0 genoma humano. A identificacdo dessas interagdes
e seu possivel uso para previsdo de progndstico estdo sendo estudados pela

epigenética.

O papel dos estimulos ambientais sempre foi assumido, mas amplamente
inexplorado até recentemente devido a indisponibilidade de abordagens
experimentais (KRAEMER et al., 2015). A epigenética € um campo de pesquisa
promissora e representa uma mudanca de paradigma, uma vez que leva em conta
os estimulos ambientais que modificam a regulacdo génica, sem necessariamente

alterar as sequéncias de DNA centrais do hospedeiro.
Epigenética

O termo epigenética € usado para se referir as modificacbes da regulacéo
genética ocasionadas por estimulos ambientais. Essas mudancas nao sao
secundarias as alteracdes no sequenciamento do DNA. Essas alteracdes podem
persistir nas geracdes seguintes de células, passando de célula mée para filha
durante a replicacdo, o que é conhecido como regulacado genética transgeracional
(DEANS E MAGGERT, 2015). O DNA “funcionante” nos eucariotas se apresenta em
forma de cromatina disposta ao redor do ndcleo de histonas. Assim sendo, 0s
maiores contribuintes da regulacdo epigenética sdo o DNA e as histonas H2A, H2B,
H3 E H4(BALAKRISHNAN E MILAVETZ, 2017).

Paulatinamente esses mecanismos estdo sendo melhor entendidos. S&o
processos bem caracterizados na regulacdo epigenética: as modificacbes e
variantes de histonas, além da metilacdo do DNA, a localiza¢do no nucleossoma e
RNA regulatorio (miRNA) segundo Balakrishnan e Milavetz(2017).

O DNA pode ser epigeniticamente regulado através da introducdo de um
grupo metil para citosina da sequéncia CpG. Esse processo € conhecido como
metilagdo do DNA e mediado através de enzimas metiltransferases. A metilacdo do

DNA é usualmente associada com o silenciamento da expressdo genética ou
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repressdo da transcripcdo. Exitem trés metiltransferases reconhecidas no DNA
mamifero: Dnmtl, Dnmt3a, Dnmt3b. A Dnmtl pode ser a responsavel pela
manutencdo do estado de metilacdo durante a replicacdo. As outras duas
metiltransferases Dnmt3a e Dnmt3b, parecem atuar no silenciamento do DNA

através da metilacio dita “ de novo” da citosina(TAJIMA et al., 2016).

As histonas também séo reconhecidas pela sua regulacdo epigenética feita
através das suas variantes ou através das modificagBes pos-traducdo de seus
aminoacidos. Geralmente as alteracdes nos aminoacidos consistem na substituicdo
de valina por alanina nas regides nao-terminais. As variantes de histonas bem
descritas sdo: variantes H3: H3.1, H3.2, H3.3 e a CenH3 humana, a CENP-A e
variantes H2: H2A.Z, H2A.X e macroH2A (HUANG et al., 2014). As variantes H3.1 e
H3.2 estdo associadas com nova replicacao de cromatina. Ja a H3.3 est4 associada
com transcricdo ativa de cromatina. A interacdo entre o DNA e as histonas é
usualmente desregulada na replicacdo e transcricdo, sendo regenerada apos a
finalizacdo desse processo. A regeneragdo nucleossomal envolve histonas,
chaperona e proteinas. Por exemplo, a H3.3 interage com HIRA durante a
transcricdio e CENP-A com HJURP que reconhece a regido centromérica. As
variantes H2, a H2A.X parece estar diretamente relacionada com a reparacdo do
DNA, ja a macroH2A esta associada com regides reprimidas (BALAKRISHNAN E
MILAVETZ, 2017).

As modificacdes poés-traducdo de histonas incluem acetilacdo, metilagéo,
fosforilacao, ribolisacdo de ADP e ubiquitilacdo. A acetilacdo do H3 (lisinas 9 e 14) e
H4 (lisinas 5, 8, 12, 16 e 20) sdo associadas a ativacdo de cromatina pos-traducéo
(LIU E XU, 2015).

A patogenicidade e a gravidade das manifestacfes clinicas causadas por
arbovirus provavelmente envolvem mecanismos de regulacdo epigenética,
presentes na interface hospedeiro-patdogeno. Um exemplo € o RNA de interferéncia
(RNAI) como um mecanismo hospedeiro que age como uma resposta imune contra
moléculas exodgenas, incluindo virus. Em resposta, 0os virus sdo capazes de
neutralizar as defesas das células do hospedeiro produzindo fatores conhecidos
como supressores de RNAi (OLSON; BLAIR, 2015). Além disso, foram propostos
outros eventos epigenéticos que incluem a neutralizacdo seletiva dos RNAs
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mensageiros (MRNASs) utilizados na traducéo de proteinas pelo RNA de interferéncia
(RNAi), como micro RNA (miRNA) e pequeno RNA de interferéncia
(SiRNA)(MILAVETZ E BALAKRISHNAN, 2015).

Alteracbes epigenéticas podem ser desencadeadas por varios fatores
extrinsecos e sao relevantes para a homeostase do hospedeiro e func¢des corporais.
Assim, a identificacdo de alteracbes epigenéticas decorrentes de infecgbes por
arbovirus e conectadas a ativacdo imunoldgica é importante para compreender 0s
mecanismos fisiopatologicos que determinam o curso e a gravidade das doencas
causadas por arbovirus e para apontar novas perspectivas diagndsticas,
progndsticas e alvos terapéuticos.

Até onde sabemos, nenhuma revisdo anterior sintetizou as alteracfes
epigenéticas do hospedeiro de infecgbes por arbovirus. Assim, torna-se importante
uma revisdo sistematica de estudos originais in vivo e in vitro, que investigue
marcadores epigenéticos humanos decorrentes de infec¢cdes por arbovirus em

pacientes e em linhas celulares humanas.

2. OBJETIVO

Fazer uma revisdo sistematica dos marcadores epigenéticos decorrentes de
infec¢Bes por arbovirus em pacientes e em linhas celulares humanas para detectar

as principais alteracdes epigenéticas.
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3.METODOS
3.1 Estratégias de busca

As bases de dados eletronicas PubMed / MEDLINE, Science Direct e
Cochrane Library foram pesquisadas desde o inicio das bases até 4 de janeiro de
2018. Foram definidas como palavras-chaves de busca: epigenetic* or dna
methylation or micro-RNA or histone AND arbovirus* or flavivirus* or dengue or zika
or chikungunya, além da intercessao dos termos. Seguimos a declaracdo Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews e Meta-Analyzes (PRISMA) segundo Moher
et al( 2009).

3.2 Critérios de elegibilidade

Critérios de inclusdo: estudos originais, in vitro ou in vivo, referentes a

marcadores epigenéticos relacionados a infeccdo humana por arbovirus. Estudos in
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vitro ou in vivo compreendiam linhagem de células humanas ou pacientes. Os
marcadores epigenéticos consistiam, mas ndo se limitavam a, alteracdes na
metilacdo do DNA, modificagcdes pos-transcripcionais de histonas que afetavam a
expressao génica, os mecanismos de supressdo de iIRNA. Nenhuma restricdo de
idioma foi aplicada e relatérios de qualquer pais foram incluidos para evitar viés de
publicacdo. Publicacdes nao originais, como revisfes, cartas ou comentarios, foram
excluidas. Estudos utilizando linhas celulares animais, estudos pré-clinicos em
animais, pesquisas in silico, bem como investigacdes limitadas a modificacbes

epigenéticas no arbovirus ou no vetor artropode foram também excluidos.
3.3 Selecao de estudos

Dois investigadores (GA e BD) selecionaram de forma independente os titulos
e resumos das referéncias. ApOs essa triagem primaria, os textos completos dos
relatorios selecionados foram obtidos, e o0s mesmos autores revisaram
independentemente cada artigo para determinar sua inclusdo final na reviséo.
Sempre gue ndo se chegou a um consenso, um terceiro autor (CL ou FM) tomou a

decisao final sobre a inclusao.

3.4 Extracdo de dados

Dois autores (GA e BD) extrairam independentemente os dados das
referéncias incluidas usando um formulério padronizado. As discrepancias foram
resolvidas por consenso. As seguintes informacdes foram registradas para cada
estudo: autor, ano, virus, sorotipo, doenca, marcador epigenético e principais
resultados. Para estudos in vitro, também notamos a linhagem celular investigada.

Para estudos in vivo, as caracteristicas clinicas da amostra foram registradas.
3.5 Sintese de evidéncias

Devido a heterogeneidade do desenho do estudo, participantes e desfechos,
realizamos uma sintese narrativa dos estudos incluidos, resumindo os achados em

relacdo a cada arbovirus.
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4. RESULTADOS

A busca nas referidas bases de dados eletrbnicas gerou 1.025 referéncias.
Nenhuma referéncia adicional foi encontrada na busca manual das listas de
referéncia dos artigos incluidos. Apds a exclusdo de duplicatas, 853 referéncias
foram selecionadas para triagem de titulo / resumo, das quais 43 eram elegiveis

para revisao de texto completo. Onze artigos de
Figura 1: Fluxograma PRISMA
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textos completos foram excluidos e os motivos justificados no anexo 1. Por fim, 32
artigos foram incluidos nesta revisédo sistematica (Colpitts et al., 2011; Pham et al.,
2012; Kakumani et al., 2013; Qi et al., 2013; Saxena et al., 2013; Bogerd et al., 2014,
Chen et al., 2014; Selvamani et al., 2014; Wu et al., 2014; Zhu et al., 2014; Escalera-
Cueto et al., 2015; Kakumani et al., 2015; Sharma et al., 2015; Slonchak et al., 2015;
Zhu et al., 2015; Casseb et al., 2016; Gomes et al., 2016; Kakumani et al., 2016;
Kumari et al., 2016; Lichinchi et al., 2016; Liu et al., 2016; Ouyang et al., 2016;
Tambyah et al., 2016; Demir et al., 2017; Devhare et al., 2017; Diosa-Toro et al.,
2017; Kanokudom et al., 2017; Kozak et al., 2017; Pu et al., 2017; Rastogi et al.,
2017; Bayer et al., 2018). O fluxograma PRISMA de selecdo do estudo para esta

revisdo sistematica encontra-se sintetizado na figura 1.

4.1 Caracteristicas dos estudos incluidos

Esta reviséo sistematica incluiu sete estudos in vivo:(Qi et al., 2013; Chen et
al., 2014; Gomes et al., 2016; Liu et al., 2016; Ouyang et al., 2016; Tambyah et al.,
2016; Demir et al., 2017) e 25 estudos in vitro:(Colpitts et al., 2011; Pham et al.,
2012; Kakumani et al., 2013; Saxena et al., 2013; Wu et al., 2013; Bogerd et al.,
2014; Selvamani et al., 2014; Wu et al., 2014; Zhu et al., 2014; Escalera-Cueto et al.,
2015; Kakumani et al., 2015; Sharma et al., 2015; Slonchak et al., 2015; Zhu et al.,
2015; Casseb et al., 2016; Kakumani et al., 2016; Kumari et al., 2016; Lichinchi et al.,
2016; Devhare et al., 2017; Diosa-Toro et al., 2017; Kanokudom et al., 2017; Kozak
et al., 2017; Pu et al., 2017; Rastogi et al., 2017; Bayer et al., 2018). Os estudos in
vitro usaram diferentes linhas celulares humanas, incluindo trés com linhas celulares
de mondcitos humanos:(Wu et al., 2014; Zhu et al., 2014; Pu et al., 2017); seis com
linhas celulares de figado humano:(Colpitts et al., 2011; Kakumani et al., 2013;
Bogerd et al., 2014; Escalera-Cueto et al., 2015; Kakumani et al., 2016; Kanokudom
et al., 2017); seis estudaram células neuronais:(Sharma et al., 2015; Zhu et al.,
2015; Kumari et al., 2016; Devhare et al., 2017; Kozak et al., 2017; Rastogi et al.,
2017); cinco utilizaram linhas celulares renais derivadas de humanos:(Kakumani et
al., 2013; Saxena et al., 2013; Kakumani et al., 2015; Slonchak et al., 2015; Lichinchi
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et al., 2016). Dois estudos foram baseados em fibroblastos humanos:(Pham et al.,
2012; Selvamani et al., 2014); estudos isolados foram realizados com células natural
killer(Liu et al., 2016), células epiteliais(Casseb et al.,, 2016), trofoblastos
humanos(Bayer et al., 2018) e células endoteliais vasculares humanas (Wu et al.,
2014).

Os estudos in vivo incluiram um total de 171 casos e 102 controles. Os
tamanhos das amostras variaram de 6 a 89 participantes. Todos esses estudos
foram publicados em inglés. A descri¢cdo e as caracteristicas dos estudos incluidos

nesta revisao sistematica sdo fornecidas no anexo 2.

Marcadores epigenéticos associados a respostas do hospedeiro a infec¢des
arbovirais foram relatados principalmente para dengue perfazendo no total 20
estudos:(Colpitts et al., 2011; Pham et al., 2012; Kakumani et al., 2013; Qi et al.,
2013; Wu et al., 2013; Bogerd et al., 2014; Chen et al., 2014; Wu et al., 2014; Zhu et
al., 2014; Escalera-Cueto et al., 2015; Kakumani et al., 2015; Casseb et al., 2016;
Gomes et al., 2016; Kakumani et al., 2016; Liu et al., 2016; Ouyang et al., 2016;
Tambyah et al., 2016; Diosa-Toro et al., 2017; Kanokudom et al., 2017; Kozak et al.,
2017; Pu et al., 2017). Em seguida temos Zika com quatro estudos: (Lichinchi et al.,
2016; Devhare et al., 2017; Kozak et al., 2017; Bayer et al., 2018) e encefalite
japonesa com quatro trabalhos: (Sharma et al., 2015; Zhu et al., 2015; Kumari et al.,
2016; Rastogi et al., 2017). Chikungunya apresentou dois estudos: (Saxena et al.,
2013; Selvamani et al., 2014). A doenca do Oeste do Nilo apresentou um estudo
Bogerd et al(2014) e a febre hemorragica da Criméia-Congo um outro de Demir et
al(2017).

No geral, os estudos investigaram uma série de modificagdes epigenéticas,
principalmente miRNAs / siRNAs sendo o total de 25 estudos: (Colpitts et al., 2011;
Pham et al., 2012; Qi et al., 2013; Wu et al., 2013; Bogerd et al., 2014; Chen et al.,
2014; Wu et al., 2014; Zhu et al., 2014; Escalera-Cueto et al., 2015; Kakumani et al.,
2015; Casseb et al., 2016; Gomes et al., 2016; Kakumani et al., 2016; Liu et al.,
2016; Ouyang et al.,, 2016; Tambyah et al., 2016; Diosa-Toro et al., 2017,
Kanokudom et al.,, 2017; Pu et al.,, 2017); supressdao de RNAI em 3 estudos
(Kakumani et al., 2013; Kakumani et al., 2015; Kumatri et al., 2016). As modificacdes
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de reguladores de RNAI apresentaram dois estudos :(Bogerd et al., 2014; Bayer et
al., 2018); um estudo sobre ametilacdo do DNA (Colpitts et al., 2011). Apenas o
estudo de Colpitts et al.(2011) descreveu as interacdes de proteinas virais com

histonas.
4.2 Virus da dengue(DENV)

A maioria dos estudos incluidos nesta revisdo investigou o DENV, no entanto,
esses estudos analisaram diferentes sorotipos e tipos de células. No total, 20
estudos investigaram marcadores epigenéticos associados a infeccdo por DENV:
(Colpitts et al., 2011; Pham et al., 2012; Kakumani et al., 2013; Qi et al., 2013; Wu et
al., 2013; Bogerd et al., 2014; Chen et al., 2014; Wu et al., 2014; Zhu et al., 2014;
Escalera-Cueto et al., 2015; Kakumani et al., 2015; Casseb et al., 2016; Gomes et
al., 2016; Kakumani et al., 2016; Liu et al., 2016; Ouyang et al., 2016; Tambyah et
al., 2016; Diosa-Toro et al., 2017; Kanokudom et al., 2017; Kozak et al., 2017; Pu et
al., 2017). Catorze deles conduziram estudos in vitro, utilizando uma variedade de
linhas celulares humanas (incluindo macrofagos / mondcitos, células
hematopoiéticas, células de hepatocarcinoma Huh7, células endoteliais EAhy926,
células de cancer de figado HepG2 e células de cancer de pulméo A-549). Seis
estudos investigaram marcadores no sangue de amostras clinicas. A maioria dos
estudos se concentrou em um sorotipo especifico para DENV, ou seja, DENV-2 (10
estudos), DENV-4 (2 estudos), DENV-1 (1 estudo). Os outros sete estudos nao
informaram o sorotipo do DENV. Uma descricdo dos estudos in vitro e in vivo

incluidos é resumida separadamente nas secdes abaixo.

4.3 Mecanismos epigenéticos associados a infeccdo por DENV investigados

por estudos in vitro.

A maioria dos estudos in vitro de DENV se concentrava em investigar a
interacdo de sorotipos especificos de DENV com linhagens de células humanas e as
alteracOes epigenéticas desencadeadas associadas a replicacdo viral ou a resposta
imune do hospedeiro. Estes estudos concentraram-se principalmente em
mecanismos baseados em RNAIi, com oito deles investigando a expressdo de

MIiRNA / siRNA. Destes, dois usaram ferramentas de alto rendimento para
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determinar os perfis de expressao epigénica, enquanto os seis outros miRNAsS
examinados eram associados a infeccdo por DENV a priori. (DIOSA-TORO et al.,
2017) utilizaram small RNA-Seq analysis para investigar o miRNAome e seu papel
na infeccdo de macrofagos humanos por DENV. Eles descobriram que apenas o
miR-3614-5p foi regulado positivamente em células DENV negativas e sua
superexpressao reduziu a infectividade do DENV. Em contraste, o miR-3614-5p
modificou a expressdo de adenosina desaminase que atuam no RNA (ADAR1), uma
enzima de edicdo de RNA que se esperava ter um papel antiviral, mas que, ao
contrario, foi relatada como facilitadora da replicacdo viral. Suas descobertas
confirmam o papel do miR-3614 como regulador da infeccdo pelo DENV. O outro
estudo (ESCALERA-CUETO et al., 2015) utilizaram microarrays e PCR gquantitativo
para estudar a expressdo de miRNAs em células de hepatoma humano (Huh-7)
infectadas com DENV-2. Ao investigar os perfis de expressdo longitudinal de
MIiRNASs, 0s autores observaram que apenas Let-7c foi superexpresso em diferentes
momentos apdés a infeccdo com DENV-2, com um pico as 12h pos-infeccdo. A
superexpressdao de Let-7c aparentemente correlacionou-se com a reducdo da
replicacdo de DENV através do direcionamento do fator de transcricdo BACH-1, cujo
principal alvo infra regulado € a enzima HO-1, um marcador associado ao estresse
oxidativo celular. Como tal, a regulacdo negativa de BACH-1 esta implicada na
regulacdo positiva de HO-1 e estes resultados corraboram com o fato de Let-7c ter
um efeito antiviral através da modulacdo de BACH-1 e HO-1, aumentando o stress
oxidativo celular. No geral, os dois estudos acima fornecem evidéncias de
parametros epigenéticos associados a replicacdo viral, seja por a alvos infra-
regulados ou supra-regulacdo de miRNA, embora isto possa ser devido a eventos
especificos decorrentes da utilizacdo de linhas celulares distintas e / ou serétipos de
DENV.

O papel do miR-223 na regulacao da replicacdo do DENV-2 foi estudado por (WU et
al., 2014) que usaram trés pacotes de software (miRanda, PicTar e Target Scan)
para prever 0s genes-alvo do miR-223. A analise sugeriu que o miR-223 tinha como
alvo o gene desestabilizador dos microtubulos STMN1, e experimentos
subsequentes demonstraram altos niveis de STMN1 durante a replicagédo viral. O
estudo sugere que o miR-223 controla a replicacdo do DENV-2, regulando

negativamente o STMN1. O mesmo grupo também analisou o papel do miR-146a na
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replicacdo de DENV usando células monociticas humanas infectadas com os
sorotipos DENV-1, 2 ou 3 (WU et al., 2013). Os niveis de expressdo de miR-146a
medidos por PCR quantitativa foram significativamente aumentados apés a infec¢cao
por qualquer um dos sorotipos de DENV. Essas alteracdes se correlacionam com
niveis diminuidos da proteina do fator 6 associado ao TNFR (TRAF6) e do interferon
secretado (IFN) -B. O estudo sugere que o miR-146a facilita a replicagcédo do DENV,

visando o TRAF6 e consequentemente reduzindo os niveis de IFN-f.

O estudo do papel das células hematopoiéticas na modulagdo da replicacdo de
DENV, visando o miR-142, um dos miRNAs especificos mais hematopoiéticos, foi
feito por (PHAM et al., 2012). Apés a infecgdo com DENV-2, eles mostraram que a
incorporagdo de miR-142 nos 3'UTR dos locais alvos dos genes induziu uma
atenuacao enddgena do virus em células hematopoiéticas, mas nao em células ndo

hematopoiéticas.

Um trabalho recente de (KANOKUDOM et al., 2017) examinou a expressao de 7
mMiRNAs escolhidos a partir do miRbase. Apés a infec¢ao da linha celular HepG2 de
cancer do figado humano com DENV-2, apenas o miR-21 foi expresso de forma
diferente, em que se verificou que a sua regulacéo positiva promove a replicacao do
DENV.

O possivel papel do miR-30e na modulacdo da imunidade inata associada a
infeccdo por DENV foi analisado por (ZHU et al., 2014). As linhas celulares de
mondcitos humanos foram infectadas com os sorotipos DENV-1, DENV-2 ou DENV-
3, e a expressao do miR-30e foi medida por PCR quantitativa. Os resultados
mostraram que a infeccdo com os trés sorotipos induziu significativamente a
expressao de miR-30e. Além disso, o silenciamento do miR-30e foi associado a um
aumento na replicagdo do DENV, independentemente do sorotipo testado. Uma
investigagdo adicional em alvos infra regulados mostrou que o miR-30e induziu
significativamente a expressdo da proteina IFN-B. Finalmente, a superexpressao
simultédnea da proteina IkBa ORF (sem 3’-UTR) em células superexpressas com

miR-30e restaurou os niveis de proteina celular IkBa. Em conjunto, isso sugere que
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o0 miR-30e ataca diretamente as sequéncias 3'-UTR de IkBa, aumentando assim a

producgédo de IFN-B e consequentemente suprimindo a replicagéo de DENV.

Trabalho recente de Pu et al.(2017) sobre o papel do miR-146a na via da
autofagia induzida pela infeccdo pelo DENV-2 em células epiteliais de carcinoma de
pulmdo humano (A-549) confirmaram que a superexpressido de miR-146a estava
associada a niveis reduzidos de TRAF6. Essa proteina suprime a formacdo do
autofagossoma e reduz a cadeia leve da proteina 3 associada ao microtubulo (LC3),
constituindo-se em um marcador para autofagia. Estes resultados sugerem que o
miR-146a é um regulador negativo da autofagia induzida por DENV, e o TRAF6 é
um dos principais alvos deste microRNA mediando este processo. Em conjunto, a
modulagdo dos alvos associados a DENV pode potencialmente suprimir a
inflamacéo excessiva nas células hospedeiras, diminuindo assim o dano patologico

causado pela infeccdo por DENV.

A resposta do RNAi do hospedeiro é regulada por ribonucleases que
controlam o processamento de miRNAs e siRNAs, como os complexos Dicer,
Drosha, Agol e Ago2 (AGRAWAL et al., 2003). Estas enzimas podem ser alvo de
componentes virais para regular mecanismos de iRNA do hospedeiro. No geral,
cinco estudos investigaram a associacao da infeccdo por DENV e a funcdo dessas

enzimas criticas.

Ha cinco anos Kakumani et al.(2013) demonstraram que a infec¢do das
células Huh7 do hepatoma humano pelo DENV reduz a expressao dos reguladores
de resposta do RNAI, incluindo Dicer, Drosha, Agol e Ago2. Além disso, eles
mostraram que a replicacdo de DENV aumentou ap6s a supressdo desses
reguladores de RNAI. Os autores demonstraram que a proteina viral ndo-estrutural
4B (dvNS4B) age como um supressor de iRNA. De fato, a NS4B medeia a
supressao de RNAI através dos dominios transmembranares 3 e 5 (TMD3 e TMD5),
independentemente das suas propriedades antagonistas do interferon, uma vez que
0 NS4B pode inibir diretamente o processo de corte. Um estudo de
acompanhamento do mesmo grupo (KAKUMANI et al.,, 2015) mostrou que a
proteina nao-estrutural 3 do DENV (dvNS3) é outro componente do DENV que
potencialmente atua como um supressor de iIRNA em linhas celulares humanos.

Esses achados déo suporte ao papel da dvNS3 em favorecer a replicagao viral, seja
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protegendo o genoma viral da degradacgédo, seja operando os niveis de transcricdo
do hospedeiro através da regulacdo do miRNA. Em resumo, ambos os estudos
sugerem que o DENV codifica proteinas supressoras para regular sua replicagdo em
linhas celulares de mamiferos. Finalmente, outro estudo de acompanhamento
identificou que a proteina de choque térmico mitocondrial GRP75 (que também faz
parte do complexo Dicer humano) esta envolvida no processamento da hsa-miR-
126, que restringe a replicacdo DENV em linhas celulares humanos(KAKUMANI et
al., 2016).

Os niveis de expressao dos genes que codificam Drosha, DGCR8 e Dicer
apos a infeccdo de células humanas A-549 com DENV-4 foi o objeto de estudo de
(CASSEB et al., 2016). DGCR8 é uma proteina de ligacdo de RNA de cadeia dupla
que interage com Drosha e facilita a maturagcdo de miRNA. Os niveis de mRNA de
Dicer, Drosha e DGCRS8 foram todos significativamente regulados negativamente
apos a infeccao, atingindo o menor nivel aos trés dias apos a infec¢do e coincidindo
com um aumento na replicao viral. Dadas que estas alteragbes mediadas por DENV-
4, espelham os eventos descritos in vivo e em em tempo real e que implicam nas
vias de sinalizacdo de receptores Toll-like (TLR) e interleucina (IL-1), os autores
concluiram que as mudancas no padrdo de expressao génica dos reguladores de

RNAI estavam influenciando diretamente o sistema imune inato do hospedeiro.

Em 2014 Bogerd et al.(2014) empregaram linhas de células humanas que
ndo possuiam a fungéo Dicer para fornecer melhores informacdes sobre os efeitos
dos miRNAs na replicacdo de DENV. O estudo teve dois principios racionais.
Primeiro, se um virus é dependente de um miRNA especifico, as células deficientes
em Dicer devem ser parcial ou totalmente n&o-permissivas com a replicagcdo do
virus. Da mesma forma, se um miRNA enddgeno ou siRNA prejudicasse a
replicacdo viral, o processo de replicacdo seria acelerado em células deficientes em
Dicer. Por outro lado, suas descobertas parecem sugerir que, em geral, a replicacao
viral em humanos néo € inibida nem aumentada pela perda completa de miRNAs
humanos enddgenos, o que, por sua vez, sustenta o fato de que virus do tipo
selvagem desenvolveram mecanismos para escapar da supressdao mediada do
MIiRNA hospedeiro da expressdo do gene viral durante os ciclos de replicagéo.

Como a replicacdo do DENV pode nao depender necessariamente da presenca /
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auséncia de miRNAs endogenos, seu estudo inferiu que a manipulacéo dos niveis
de miRNA pode néo ser tao eficaz para lidar com a replicacdo do DENV como se

pensava anteriormente.

Por fim, um Unico estudo investigou a associacao da funcdo das histonas com
a infeccdo por DENV e a resposta do hospedeiro. Utilizando a linha celular de figado
humano Huh7 infectada com o sorotipo DENV-2, (COLPITTS et al., 2011) usaram
um ensaio de purificagdo por afinidade em tandem (TAP) para avaliar quais
proteinas nucleares da célula hospedeira estavam ligadas a proteina DENV-
capsideo (C). Eles descobriram que as proteinas histonas nucleares H2A, H2B, H3 e
H4 eram de fato alvos especificos do DENV C. A colocalizacdo de proteinas virais
com todas as quatro histonas no citoplasma de células infectadas demonstrou a
formacao de dimeros, que curiosamente eram resistentes a calor e desnaturacao.
Portanto, o DENV C pode se ligar as histonas antes de entrar no nucleo, ou puxa-las

para o citoplasma depois de ser translocado para o ndcleo e se ligar as histonas.

Além disso, o DENV C liga-se ao DNA celular, diretamente ou formando um
complexo com histonas centrais. I1sso leva a ruptura da dimerizacdo das histonas e a
formacdo de nucleossomos, resultando em alteragbes na expressdo génica,
comprometimento da transcricio do DNA, aumento do dano ao DNA e,
supostamente, uma mudanca que favorece a traducdo do mRNA viral sobre o
celular. Os autores também relataram que os niveis das quatro proteinas histonas
examinadas aumentaram apoés a infeccdo e que a presenca do virus DENV-2 foi
associada a mudancas na fosforilacdo da H2A ao longo do tempo. As 24 h apés a
infeccdo, a fosforilacdo da H2A foi significativamente maior do que nas células néao
infectadas. Em contraste os dados revelaram diminuicao da fosforilagdo em 48 horas
apos a infecgcdo, enquanto os niveis aumentaram novamente tanto em 72 he 96 h
apos a infeccdo. Em concluséo, este estudo sugere que a proteina capsidial do virus
DENV-2 pode ter como alvo as histonas para interromper o0 mecanismo genético da

célula hospedeira em favor da replicagéo viral e a perpetuacéo de seu ciclo de vida.

4.4 Mecanismos epigenéticos associados a infeccdo por DENV investigados

por estudos in vivo
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Varios estudos investigaram amostras de sangue de pacientes infectados
com DENV para prospectar indicadores epigenéticos com potencial diagndstico e /
ou terapéutico. (OUYANG et al., 2016) coletaram um total de 72 amostras de soro
(ou seja, 40 pacientes com replicacdo ativa de DENV-1 e 32 controles saudaveis).
Inicialmente, foram feitos perfis seis amostras de soro (3 pacientes e 3 controles)
usando arranjos de PCR miRNA no sangue. Em comparagdo com controles
saudaveis, 41 miRNAs foram encontrados aumentados e mais 12 miRNAs foram
reprimidos no soro de pacientes com DENV-1. A analise de validacao foi realizada
com as amostras restantes usando PCR quantitativo e confirmou que apenas miR-
21-5p, miR-590-5p, mMiR-188-5p e mIiR-152-3p foram suprarregulado, enquanto
apenas miR-146- 5p foi infraregulado em pacientes infectados com DENV-1. Curvas
de caracteristicas de operacdo do receptor (ROC) e analise de correlacdo foram
realizadas para avaliar o potencial desses miRNAs para o diagnostico de infeccao
por DENV. A curva ROC sugeriu que apenas o miR-21-5p e o miR-146a-5p séricos
poderiam razoavelmente discriminar pacientes infectados com DENV de controles

saudaveis.

Amostras de sangue de pacientes infectados com DENV foram investigadas
para selecionar miIRNAs que poderiam estar associados aos mecanismos
fisiopatologicos. Os pacientes infectados pelo virus influenza foram usados como um
grupo controle para determinar a especificidade dos miRNAs diferencialmente
expressos para a infeccdo por DENV.Os resultados mostraram que 12 miRNAs
(miR-450b-5p, mMiR-491-5p, miR-499a-3p, mMiR-512-5p, MiR-615-5p, mMIiR-624-5p,
miR-892b, miR-1204, miR-1225-5p, miR-3121-3p, miR-4259 e miR-4327) foram

especificamente relacionados com casos de dengue aguda(TAMBYAH et al., 2016).

O perfil de expressédo de citocinas e miRNA foi objeto de estudo de (Qi et al.,
2013) que relataram resultados de miRNA e perfis de citocinas inflamatérias das
células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de 24 pacientes infectados
com DENV-2. As mudancas na expressao de citocinas foram investigadas usando
matrizes multiplex com niveis do ligante 5 da quimiocina (motivo CC) (CCL5), IL-6 e
IL-8 aumentados em PBMCs infectados com DENV-2 em comparacdo com PMBCs
nao infectados, enquanto os niveis de TNF-a, IL-10, MCP-1 e CCL4 estavam

diminuidos em comparacdo com as PBMC ndo infectadas. A analise inicial dos
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arranjos miRNA identificou 11 miRNAs supra-regulados e 4 infra-regulados com
andlise de replicagdo usando analises quantitativas de PCR, confirmando que miR-
106b, miR-20a e miR-30b estavam regulados negativamente em PMBCs infectados
com DENV-2, enquanto miR-4290, miR- let-7e, miR-1290 e miR-33a foram
encontrados para ser sobreregulado. Enquanto andlises de acompanhamento in
silico sugeriram que o miR-106b pode ter como alvo MRNA de CCL5, o miR-let-7e
inibiu a expressdo de mRNA de CCL3 e IL-6. Em conjunto, isso apoia o papel dos
mMiRNAs na modulacéo da ativacdo imunologica de PMBCs infectados com DENV-2,

destacando que os miRNAs especificos visam mediadores inflamatérios especificos.

O papel dos miRNAs na regulacédo do supressor da sinalizacdo de citocinas 1
(SOCSL1) e sua associacdo com a febre hemorragica da dengue (FHD) foi estudado
por Chen et al.(2014).0 SOCS1 € um regulador negativo da sinalizacéo de citocinas
e pode estar envolvido no desenvolvimento de DH durante a infeccdo por DENV.
Utilizou-se PCR quantitativo para medir o mRNA de SOCS1 e sua influéncia
reguladora nos niveis de miRNA em PBMCs obtidos de sangue de pacientes com
dengue ndo-hemorragica (DF) versus FHD. Pacientes com DF, mas ndo com FHD,
apresentaram niveis mais altos de SOCS1, assim como aumento da producdo de
IFN-y. Por outro lado, pacientes com FHD tiveram aumento da produgéo de IL-10.
Os niveis de miR-221 e miR-572 foram maiores em pacientes com DF quando
comparados a ICD. Por outro lado, os pacientes com DF apresentaram niveis
reduzidos de miR-150 em comparacdo com a FHD. No que diz respeito a expressao
de mRNA de SOCS], isto foi inversamente correlacionado com a expressao de miR-
150 nos PMBCs de pacientes com FHD, com uma experiéncia in vitro replicando
esta associacdo usando PMBC infectados com DENV-2. Em conjunto, estes
resultados confirmam que a expressdo de SOCSL1 é reduzida em PBMC derivadas
de pacientes com FHD, que por sua vez foi significativamente associada com a

regulacdo positiva dos niveis de miR-150 de uma maneira dependente da dose.

O papel dos miRNAs na regulagcdo da granzima B (GrzB), uma serina
protease encontrada nos granulos de linfécitos citotoxicos (CTLs), células natural
killer (células NK) e células T citotoxicas foi estudado por Liu et al.(2016). Os
pacotes de software miRanda e TargetScan foram usados para prever sequéncias

de miRNAs que potencialmente se ligam as regibes 3-UTR das sequéncias de
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RNAmM de perforina (PRF1) e GrzB e, como resultado, regulam a expressao dessas
moléculas citotoxicas em humanos. Eles mediram os niveis de expressdo dos
MiRNAs selecionados por analise in silico (ou seja, miR-27a *, miR-30e e miR-378)
usando ensaios quantitativos de PCR. Todos os trés miRNAs foram relatados como
infra regulados, mas miR-378 exibiram potencial de ligagdo notavelmente maior para
a 3UTR de GrzB em comparacdo com a seqiéncia andloga de mRNA PRFL1.
Portanto, este estudo sugere que o miR-378 € um elemento chave na resposta
imune do hospedeiro, modulando a producdo de GrzB de células NK durante a

infeccdo aguda por DENV.

Um dnico estudo examinou o status de metilacdo de genes que codificam
proteinas que modulam a resposta imune inata (GOMES et al., 2016). Estes autores
utilizaram ensaios de PCR especificos para metilacdo para identificar o status de
metilacdo dos promotores dos genes IFN-y e TNF-a no DNA extraido do sangue
periférico de individuos infectados com DENV. Sua analise comparativa mostrou que
esses pacientes apresentavam desmetilacdo significativa no TNF-a, mas nao nas

regides promotoras do IFN-y.
4.5 Virus Zika (ZIKV)

No total, quatro estudos in vitro investigaram modificacbes epigenéticas
associadas a infeccao por ZIKV: Bayer et al.(2018) investigaram a hipétese de que o
cluster de miRNA do cromossomo 19 trofoblastico (C19MC) expresso em
trofoblastos humanos priméarios (PHTs) poderia reduzir a infeccdo pelo ZIKV em
células nédo trofoblasticas. Os PHTs sao relativamente resistentes a infeccao por
varios virus. O fato de que a resisténcia ao ZIKV é perdida em células-tronco
embrionarias quando elas sdo diferenciadas em uma linhagem de trofoblasto
precoce sugere que os trofoblastos de termo utilizam um conjunto diversificado de
vias antivirais para proteger a placenta e, consequentemente, o feto, da infeccao
pelo ZIKV. No entanto, nos estagios iniciais da gravidez, quando as linhagens
embrionarias estdo sendo diferenciadas, ha um provavel periodo de vulnerabilidade
de trofoblasto que aparentemente termina quando a placenta vilosa subsequente
emerge e comeca a amadurecer. Portanto, o C19MC pode regular a suscetibilidade
de células ndo trofoblasticas ao ZIKV. Em seu trabalho, células de osteossarcoma

humano U20S foram transfectadas com os membros mais expressos de C19MC
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(miR-512-3p, miR-516b, miR-517a e miR-525-5p) e infectados com ZIKV. O miRNA
C19MC reduziu a infeccdo por ZIKV, como denotado por uma queda de 50% na
producdo de RNA viral. Como as células PHT também podem regular IFNs tipo IlI
COmo uma via secundaria para alcancar resisténcia a infec¢ao, foi demonstrado que
C19MC nao exerce nenhum efeito sobre genes estimulados por interferon, e que
IFNs tipo Il ndo afetam os niveis de expressdo de miRNAs em U20S células.
Juntos, esses achados fornecem evidéncias de que os mMIRNAs estimulam a

resisténcia a doenca por meio de uma via independente do IFN tipo Ill.

Os mecanismos associados ao comprometimento mediado pelo ZIKV da
diferenciacdo de células-tronco neurais humanas (hNSC) e do crescimento de
células progenitoras, e sua relacdo com diferentes conjuntos de cepas de ZIKV foi
investigado por Devhare et al.(2017). Os hNSCs foram infectados com as cepas
africanas, asiaticas do ZIKV ou ambas. As células infectadas com ambas as estirpes
exibiram uma localizacdo distinta da glicoproteina E e um padrdo de crescimento.
Seus resultados mostraram uma regulacdo positiva de varios genes apos a infec¢ao
viral e um crescimento mais efetivo do ZIKV africano em hNSCs (embora os autores
tenham mencionado que isso pode ser em parte devido a essa variante ser utilizada
para varias passagens em cultura celular), mas ndo do ZIKV asiatico. Para o qual
menos estudos também foram documentados. Além disso, a expressao de genes
associados a parada do ciclo celular foi aumentada em hNSCs infectados por virus,
consequentemente induzindo respostas de danos ao DNA, embora isso possa ser
dependente de mecanismos especificos da cepa do virus. Eles também
demonstraram um aumento modesto na fosforilagdo do p53 Serl5, um marcador de
ativacdo funcional do p53, em hNSCs asiaticos infectados pelo virus Zika. No
entanto, as células infectadas pelo virus zika africano exibiram reduzida fosforilacao
da p53. Por fim, foram analisados os niveis de expressdo dos alvos p53 p2l1 e
PUMA e, curiosamente, a p21 foi detectada apenas em hNSCs asiaticos infectados
pelo ZIKV, potencialmente promovendo a parada do ciclo celular e a capacidade de
limitar o dano ao DNA. Por outro lado, a cepa africana levou a um aspecto de morte

celular mais apoptético.

O perfil e as alteracoes temporais dos mMIRNAs hospedeiros e do

transcriptoma associado ao ZIKV foi estudado (KOZAK et al.,, 2017).Segundo os
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autores, 0s astrocitos embrionarios humanos foram infectados com a estirpe
PRVABC59 do ZIKV, e as alteracbes na expressdo dos miRNAs foram medidas 24,
48 ou 72 horas apdés a infeccdo, utilizando varias técnicas, incluindo
imunofluorescéncia, PCR quantitativo e microarrays. Seus achados sugerem que
houve uma tendéncia a uma diminuicdo geral na expressdo de miRNA nas células
durante o curso da infecgao pelo ZIKV. Um subconjunto de miRNAs foi encontrado

para ser regulada durante a infeccéo, incluindo miR-30e-3p, miR-30e-5p € miR-17-

5p.

Alteracbes no perfil de expressdo de genes alvos sugerem que a via de
resposta proteica é um alvo importante para a regulacdo mediada por ZIKV, uma vez
que observaram, as 48 h apds a infeccdo, uma inducdo de vias genéticas
relacionadas a autofagia, incluindo CHOP e GADD34.

O estado de metilacdo de ZIKV RNA e o papel dessas alteracoes
epigenéticas no hospedeiro foi investigado (LICHINCHI et al., 2016). Os autores
relataram que a metiltransferases e desmetilases do hospedeiro controlam a
modificacdo N6-metiladenosina (m°A) no RNA ZIKV. A anélise metagenética do
hospedeiro mostrou que a infeccdo ZIKV aumentou os niveis de m°A em o 5 ' UTR
mas comparativamente diminuiu em 3"UTR posic¢des alvo do transcriptoma humano.
A analise genética ontolégica mostrou que esses genes estavam correlacionados

com o pico de mediadores imunes no hospedeiro.
4.6 Virus da encefalite japonesa (JEV)

Dois estudos in vitro usaram ferramentas de triagem de alto rendimento (high-
throughput screening tools) para avaliar os perfis de expressdao de miRNA em
células microgliais humanas infectadas com JEV.

Kumari et al. (2016) empregaram microarrays para investigar niveis de miRNAs as
6, 24 ou 48 horas po6s - infecgcdo, com o objetivo de identificar padrbes de
sobreposicdo de marcadores diferencialmente expressos associado com JEV.
Inicialmente, s6 36% de miARNs foram supra-regulados as 6 h pos-infecgcdo, com
pico em 24 h com uma propor¢cdo de 71% dos mIRNAS investigados e
permaneceram com niveis altos em 48 h pos-infeccdo (64%). Uma supra

regularizacdo consistente ao longo do tempo foi observada para um grupo especifico
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de miRNAs, incluindo miR-3648, miR-129-5p, miR-3687 e miR-572. O mesmo
estudo também encontrou infra-regulacdo de miRNAs apoés infecgdo de células
microgliais com JEV. As 48h pés-infec¢do miR-128, miR-132, O miR-222 e o miR-

130b foram considerados negativamente regulados.

Os autores também investigaram o papel dos miRNAs na regulacdo da expressao
genética associada a resposta imune do hospedeiro. Uma vez que a ativagdo da via
Notch durante a infec¢éo por JEV é modulada por miR-34c-5p que provavelmente se
liga 3'UTR do gene Notch, na supra expressdo de miR-34c-5p é esperada uma
atenuacdo na producdo de TNF e IL-6 JEV -induzida. Eles ndo observaram o
impacto sobre a replicacéo viral uma vez que ndo houveram mudancas significativas

na expressao da proteina JEVNSL1.

Em 2017 Rastogi et al. usararm microarrays para investigar mudancas na
expressdo de 526 miRNA em células microgliais humanas infectadas por JEV. Eles
descobriram que 48 mIARNs se expressaram diferentemente: 34 foram regulados
positivamente, enquanto 14 que foram regulados negativamente. Ferramentas de
bioinforméatica foram utilizadas para identificar os alvos do mMIRNA expressos
diferentemente. Os MiRNAs supra-regulados foram envolvidos em vias associadas
com varios processos, incluindo a manutencdo da barreira endotelial e juncbes de
adesdo, sinalizacdo mediada por ubiquitina e processamento de proteina no reticulo
endoplasmatico e apoptose. Os miRNAs regulados negativamente foram associados
a vias mediadoras das respostas pro- inflamatérias, citocinas e quimiocinas
expressao e via de sinalizacdo neuropeptidica. Embora os alvos de interacdo dos
MIARNs ndo tenham sido especificamente investigados, os autores especulam
sobre quatro mecanismos possiveis associados com a susceptibilidade das células
microgliais para infecgdo por JEV que seriam relacionadas com as alteragdes nos
perfis de miIARN. O miR-32-5p pareceu ser regulado positivamente e o0 gene
Kruppel-like-factor 4 (KLF4 ) foi predito como um dos seus alvos . Este gene tem
sido relatado como encarregado de regular a funcdo de barreira do endotélio em
células de glioma, atraveés da supressao da atividade do promotor de proteinas de
juncdes. Assim, a regulacdo da barreira hematoencefalica pode ser um mecanismo
patologico associado a infec¢do por JEV. Além disso, 0 miR-29b-3p foi encontrado

para ser regulado positivamente, e o fator 4 associado ao receptor do fator de
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necrose tumoral (TRAF4) foi identificado como seu alvo suprimido. Uma vez que as
células microgliais sdo ativadas, mas nunca sofrem apoptose durante a infeccao
JEV, especula-se que este pode ser o resultado da supressdo TRAF4, que inibem
apoptose e promove a sobrevivéncia celular. A expressdo de miR-205-5p foi
suprimida apés infeccdo por JEV, e seu alvo previsto foi o gene NFAT5 , que esta
associado a neuroinflamacédo. Por isso, a regulacdo deste caminho depois da
encefalite japonesa pode resultar em inflamacéo e alteracdes de barreira encefalica.
Finalmente, o0 miR-432-5p foi regulado negativamente, e o seu potencial alvo
genético, chamado Neural precursor cell expressed developmentally downregulated gene 4-
like (NEDDA4L), esta envolvido na via de protedlise mediada por ubiquitina e tem sido
relatado como supressor da liberacdo de virus de células infectadas. Portanto, o
miR-432-5p pode desempenhar um papel critico na regulacédo da liberacédo de virus

das células da microglia durante a infeccao por JEV.

Outros dois estudos in vitro investigaram miRNAs especificos associados a
infecgcdo por JEV. No primeiro teve seu foco na linhagem celular de astrocitoma
humano U251 para avaliar o papel do miR-15b como um regulador da inflamagé&o
induzida por JEV através de direcionamento da proteina de dedo de anel 125
(RNF125), que pode regular a via de sinalizacdo do receptor de células T. Este
estudo mostrou que a inducdo de miR-15b mediada por virus aumenta a expressao
de RIG-I por supresséao direta do gene alvo RNF125, resultando no agravamento da
producdo de mediadores inflamatorios induzida por JEV. miR-15b estd também
envolvido na regulacdo precursores inflamatérios, incluindo o TNF- a, IL-1 b, IL-6,
CCL5, IL-12p70 e CCL2. Por conseguinte, os autores demonstraram que esses
mediadores inflamatérios foram significativamente supra regulados durante infeccao
por JEV e a inibicdo de miR-15b enddgeno reduziu significativamente a producéo de
citocinas induzida pela infeccdo por JEV(ZHU et al., 2015). O segundo estudo
abordou o papel anti-inflamatério do miR-146a durante a infecgdo com a cepa JEV
JaOArS982. Eles usaram PCR quantitativa e ensaios de luciferase para determinar a
influéncia de miR-146a sobre a expressdo in vitro de genes estimulaveis pelo
interferon em células microgliais humanas. A infeccdo por JEV supraregulou 0 miR-
146a, o que foi associado com a infra regulacdo da expressédo génica de TRAF6,
IRAK1, IRAK2 e STAT1. A supra expressdo do miR-146 associada a infecgéo por
JEV suprimiu a ativacdo da via NF- KB e reduziu a atividade da via Jak-STAT o que
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leva a uma reducdo da expressdo dos genes estimulaveis por interferon (IFIT-1 e
IFIT-2) facilitando a replicacao viral(SHARMA et al., 2015).

4.7 Virus do Nilo Ocidental (WNV)

Dois estudos in vitro investigaram o papel das modificacées epigenéticas na
resposta humana a infeccdo pelo WNV. Ambos os estudos usaram técnicas de alto

rendimento para investigar mecanismos baseados em RNA- i.

O papel do miRNA hospedeiro durante a infeccdo humana pelo WNV foi
estudado por Slonchak et al.(2015). Os autores empregaram analise RNA-Seq para
determinar as alteracdes na expressao de miARNs em células renais embrionéarias
humanas 293 (HEK293E). Em comparacdo com o0s controles n&o-infectados,
multiplos miIARNSs foram diferentemente expressos no grupo de células infectadas ao
fim de 24 e 48 horas pos - infecgdo. Apenas trés miRNAs foram significativamente
supra regulados: miR-1271-5p, miR-532-5p, e miR-1307-3p. Para compreender as
suas funcéos, as células HEK293 foram transfectadas com miRNA-especificos ou
com mimetizadores de miRNA nao especificos ou inibitérios, e, em seguida,
infectadas com o WNV. Os niveis de WNV pareciam similares aos controles nas
células foram transfectadas com mimetizacbes de miR-1271-5p e miR-1307-3p ou
inibidores deles, assim indicando que estes miRNAs nao influenciaram a replicacao
viral. Em contraste, os niveis de WNV reduziram significativamente em células
transfectadas com a mimetizacdo de miR-532-5p e aumentaram em células
transfectadas com o inibidor de miR-532-5p. Um programa computacional preditor
de genoma listou 10 alvos potenciais de miR-532-5p. Na investigacdo de
acompanhamento, apenas o para Tab3 e SESTD1 mRNAs foram relatados como
reduzidos apoés infeccdo WNV. Portanto a supra regulacdo de miR-532-5p e
subsequente supressdo de genes SESTD1 e Tab3 representam uma resposta

antiviral hospedeiro durante Infecgéo por WNV.
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O papel do miRNA hospedeiro durante a infeccdo humana pelo WNV foi
estudado por Bogerd et al.(2014). Em um primeiro experimento, células Huh7
humanas foram infectadas com WNV e a expressdao de miRNAs / siRNAs foi
examinada usando sequenciamento genético. Células infectadas ndo expressavam
niveis detectaveis de miRNAs e / ou siRNAs. Em um segundo experimento, 0s
autores usaram uma linhagem de células humanas que ndo expressaram Dicer e,
portanto, ndo foram capazes de produzir miRNAs ou siRNAs . N&ao foram
observadas diferencas significativas na replicacao viral em células infectadas com
NV em relagdo aos controles com atividade de Dicer inalterada. Em conjunto, os
resultados mostram que a expressdo do gene em células infectadas por WNV,
similarmente aos achados descritos acima para o DENV, ndo é suprimida pelos
mMiRNAs enddgenos, o que aponta para o fato de que os virus podem ter evoluido

mecanismos em uma tentativa contornar as defesas baseadas em miRNA humano .
4.8 Virus Chikungunya (CHIKV)

Apenas dois estudos in vitro investigaram modificacbes epigenéticas
associados com a infec¢cdo por CHIKV. Um utilizou ferramentas de alto rendimento
para triagem de potenciais marcadores de diagnostico ou alvos terapéuticos
(SAXENA et al.,, 2013) enquanto o outro investigou expecificamente o miR-146a
(SELVAMANI et al., 2014).

O primeiro estudo descreveu assinaturas de mMIARN associadas com a
infeccdo por CHIKV de linhas celulares T humanas diferentes: linhagem celular de
rim embrionario humano HEK293T, linhagem celular de rim embrionario de macaco
VERO-76 e linhagem células humanas de fibroblastos dérmicos. Um total de 59
mMIiARNs foram encontrados supra regulados, enquanto um 33 foram infra regulados
em 12 e 24 horas apds a infeccdo CHIKV. Aproximadamente 53% e 45% dos
MiRNAs regulados e sub- regulados, respectivamente, foram implicados com outras
infecgbes virais, particularmente HCV, HBV, HPV e HIV1. Estes autores também
investigaram alteracbes na expressdo RNAs (snoRNA), um mecanismo epigenico
que guia modificacdes quimicas de outros RNAs, principalmente RNAs ribossomais
(BACHELLERIE et al.,, 2002). Os resultados mostraram que 48 snoRNAs foram
supra regulados. Destes, 16 eram do tipo C / D, conhecidos por estarem

relacionados a acetilacdo de RNA ribossomal. Por outro lado, o segundo estudo
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investigou o papel do miR-146a na regulacé@o de respostas inflamatorias associadas
com infeccdo CHIKV em fibroblastos sinoviais humanos. A infecgao pelo CHIKV foi
associada ao aumento da expresséao celular do miR- 146a e subsequente regulacao
negativa da expressao génica de TRAF6 , IRAK1 , e IRAK , bem como aumento da
replicacdo viral . Eles concluiram que CHIKV reduziu a resposta imune anti - viral em

fibroblastos humanos através da supra expressédo de mi R-146a.
4.9 Virus do Congo da Crimeia (CCV)

Um Unico estudo in vivo investigou fatores epigenéticos associados ao
CCV. (DEMIR et al., 2017) fizeram um perfil de expressdo miRNA de amostras de
plasma de oito individuos com diagnéstico confirmado de febre hemorragica da
Criméia-Congo (CCHF). Seus resultados identificaram 106 miRNA expressos
diferencialmente em células mononucleares do sangue periférico de individuos com
diagnostico de CCV. As principais assinaturas epigenéticas encontradas como supra
reguladas foram miR-144, miR-451, miR-486-5p, miR-608, miR-363, miR-31, miR-
32, miR-575, miR-632 e -miR-541 em pacientes com CCHF. Entre esses, Vvarios
estdo implicados na ativacdo de células imunes, na aderéncia de sinais e na
transducdo de sinais. Os autores ressaltam que um desequilibrio de citocinas
semelhante ocorre durante as febres hemorragicas virais, independentemente do
agente etiologico patoldgico, e que poderia ser o resultado de processos de doenca
mediados por alteracdes epigenéticas compartilhadas. Além disso, 0s principais
mMiRNA supra-regulados reguladas foram miR-493, miR-889, miR-655, miR-656,
miR-26a-1, miR-154, miR-335, miR-1197 e miR-146a . Eles propuseram que pelo
menos alguns desses candidatos estavam relacionados a alteracdes induzidas por
citocinas pro- inflamatérias no endotélio, levando a disfun¢des vasculares e ao
desenvolvimento de danos hemorragicos observados em pacientes com CCHF. Em
conjunto, suas descobertas sugerem um papel fundamental para os miRNAs na
regulacdo da resposta imune humana ao CCV e na modulacdo do progresso da

doenca e das manifestacdes clinicas da CCHF.
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5. DISCUSSAO

Em termos gerais sdo cinco os processos bem caracterizados que parecem
mediar a regulacdo epigenética: a metilacio do DNA, o posicionamento do
nucleossoma, variantes de histona, modificagcbes de histona, e RNA reguladores.
Embora exista uma grande evidéncia sugerindo que os fatores epigenéticos
desempenham um papel critico na regulacdo das infec¢bes por virus, em muitos
casos os mecanismos detalhados ndo foram elucidados. No entanto varios fatores
limitantes contribem para nossa relativa falta de compreensdo da regulacdo
epigenética viral, a complexidade inerente da regulacdo epigenética constitui o
obstaculo principal. Para nosso conhecimento, esta € a primeira revisdo que
objetivou sintetizar mudancas epigenéticas associadas a infeccdes por arbovirus no

hospedeiro humano.

Nossos resultados revelaram uma significativa heterogeneidade destes
estudos, com hipéteses variadas e conjuntos de marcadores distintos, o que, sem
davida, restringe nossa capacidade de desenhar comparacdes diretas e realizar uma
meta-analise fundamentada. Nossa revisdo mostrou que eventos epigenéticos mais
frequentemente expressos durante infeccdes por arbovirus foram relacionados a
modificagdes nos perfis de miRNA. Além disso, alteragbes no complexo de Dicer e
enzimas Dicer-like foram também relatadas por dois independentes estudos
(BOGERD et al., 2014; CASSEB et al., 2016). Apenas um Unico estudo encontrou
associacdo com modificacdes de histona (COLPITTS et al., 2011) , e outro fez
investigacdo descrevendo alteracdes na metilacdo de DNA (GOMES et al., 2016) .
Outro estudo relatou alteragdes na fosforilacdo da p53 utilizando um modelo de
infecgéo do ZIKV (DEVHARE et al., 2017).

A alteragdo mais frequente de miRNA implicada com infec¢des por arbovirus
foi o miR - 146. Este miARN foi supra-regulado durante infec¢cdes com JEV, CHKV e
DENV (WU et al., 2013; SELVAMANI et al., 2014; SHARMA et al., 2015) e,
surpreendentemente , infra-regulado na Febre do Congo da Crimeia (DEMIR et al.,

2017). Nem todos os achados foram concordantes jA que num estudo recente 0 miR
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- 146 foi infra-regulado durante a infeccdo por DENV (OUYANG et al.,, 2016).
Acredita-se que o miR - 146 é um mediador inflamatorio que estimula a liberacdo de
citocinas durante a resposta imune inata (CORRIDONI et al., 2018). Tem também
sido proposta a hipbtese de ser um marcador de septicemia, assim como um alvo
para reduzir a hiperativacdo imune durante a infeccdo (SABA et al., 2014). No
entanto, dois dos estudos revisados encontraram nivies de miR - 146 no sentido
oposto com perceptivel infra-regulacdo apés a infeccéo por arbovirus, sugerindo que
a sua reducdo apos a infeccdo CCF levou a secrecdo de marcadores pro-
inflamatorios. (DEMIR et al., 2017)

Em menor grau, outros marcadores de mIiRNA foram implicados pela
literatura. Por exemplo, o miR - 30e tem geralmente sido correlacionado com a
ativacao da via NF- kB , e, por conseguinte, possivelmente ativa a imunidade inata
(JIANGET al., 2012) . Enquanto Kozak et al.(2017) mostraram que o miR-30e esta
envolvido na via da autofagia em pacientes infectados com ZIKV, outro trabalho
propds que o real papel do miR-30e é na regulacdo da expressao de granzima B em
células NK durante a infeccdo DENV (LIU et al., 2016), uma importante molécula
citotoxica para controlar a replicacéo viral. Apesar de niveis alterados relatados para
miR- 30e, um consenso sobre o que estd realmente modulando o sistema
imunolégico humano apos a infeccéo viral ainda nédo foi atingido. Da mesma forma,
Dicer, uma endoribonuclease, cliva dsRNA em siRNA e miRNA que facilitam a
ativacdo do complexo de silenciamento (RISC) induzido por RNA (BALAKRISHNAN
E MILAVETZ, 2017).

Ao todo, nossa avaliacdo sugere que mecanismos epigenéticos que
acompanham infeccbes por arbovirus podem ser bastante especificos e distintos
dos que estdo associados a outras doencgas virais comuns, tais como virus tumorais
de DNA. Nesses as alteracbes na mIARN padrbes de expressdo nao sao téo
frequentes. Estes virus foram predominantemente associados a eventos de
metilacdo do DNA nas posi¢cdes dos promotores de genes-chaves associados a
doencas. Do mesmo modo, a metilacdo do DNA faz parte do silenciamento genético
tipico do processo que ocorre durante a infeccdo latente pelo virus do herpes
simplex(HSV).Por outro lado, o polyomavirus e o adenovirus frequentemente tém

seu genoma integrado no genoma do hospedeiro com alguns estudos mostrando
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que estes virus podem também empregar mecanismos de metilacgdo do DNA
durante o curso da infeccdo. Uma modificagdo epigenética mediada por virus
amplamente descrita € a associada ao papilomavirus que implica modificacbes nas
histonas (MILAVETZ E BALAKRISHNAN, 2015). Comparativamente na Hepatite B o
virus possui um mini-cromossoma com modificagdes de nucleossomas e histonas,
gue aparece para desregular vias celulares, em parte por ligacdo a DNA gendmico,
por alteracdo dos padrbes de expressdo miARNs , ou por ligar-se ao gene da
sirtuina 1 ( SIRT1 ), uma proteina reguladora intracelular conhecida por regular e
suprimir a recombinacéo de DNAr . Em geral, isso confirma que os virus podem usar
mecanismos epigenéticos diferentes e que o miRNA pode ser funcionalmente mais
relevante para infec¢des por arbovirus em humanos. Apesar disso, o significado dos
mMiRNAs para o desenvolvimento e progressdo de infeccdes arbovirais e para a

resposta da doencga hospedeira permanecem em grande parte incertos.

Encontramos um Udnico estudo de alteracdes epigenética especificos
associados com diferentes gravidade de uma mesma arbovirose, mostrando
padroes diferentes de assinatura de miRNA para dengue leve comparado ao da
febre hemorragica do dengue (TAMBYAH et al.,, 2016). Uma limitacdo para a
producdo de afirmacBes baseada na literatura existente é o reduzido niamero de
estudos in vivo disponiveis. Apenas seis estudos foram encontrados nesta revisao, e
cinco deles a pesquisa se restringia a DENV com infec¢éo Unica. Nesses estudos 0s
autores estavam interessados em definir padroes de assinatura de miRNA(QI et al.,
2013; OUYANG et al., 2016), ou procuravam evidéncias para a da ativacéo
epigenética de genes que regulam e o sistema imune inato , como o TNF- alfa
(GOMES et al., 2016) . Tem sido especulado que os miIARNs associados com a
ativacdo de citocina predispdem a doenca mais grave, porém novas investigacées

sdo necessarias.

Uma questdo clinicamente relevante que nossa revisdo foi incapaz de
responder diz respeito a persisténcia de marcadores de resposta precoce, tais como
IgM anti - Chikungunya anticorpos, em pacientes cronicos. Estes foram
documentados, mesmo apos varios meses desde o inicio da doenca , sugerindo que
infec¢des por arbovirus de RNA sdo raramente auto-resolvidas e certamente nédo

sdo de curta duracdo como era anteriormente especulado(SCHILTE et al., 2013;
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PIERRO et al., 2015). Outra limitacdo importante de nossa revisdo € a falta de
literatura significativa em relacdo a eventos epigenéticos especificos e
biomarcadores com potencial para discriminar a miriade de infec¢cdes causadas por
arbovirus circulantes no mundo. No Brasil, por exemplo, mais de 210 espécies de
arbovirus ja foram isoladas , a grande maioria da floresta amazb6nica , com pelo
menos 110 novos para comunidade cientifica e 34 destes com comprovagdo de
capacidade de causar infecgcbes humanas(STAPLEFORD et al., 2014). Ademais,
arbovirus sdo entidades compostas de RNA, muito mutagénicos e capazes de
causar ameacas a saude publica na forma de surtos e pandemias. Além do
surgimento altamente divulgado de ZIKV e CHKYV, a ultima década é testemunha da
expansdo de arbovirus com localizagcdo previa endémica, tais como Oropouche
(VORO), Mayaro (MAYV), Rocio (VN), Encefalite de Saint Louis (SLEV), Ross River
(RRV), e Encefalite Equinaoriental e ocidental (EEEV e WEEV) de virus es dos
Flaviviridae ,Togaviridae e familias Bunyaviridae.

Para agravar estes fatos, a saliva de mosquitos que se alimentam de sangue
€ enriguecida com moléculas ativas que exibem uma variedade de func¢des que
levam a modulacdo do sistema imune do hospedeiro , facilitando a evasédo de

arbovirus e o estabelecimento da doenca (ANDRADE et al., 2005).

Dependendo do vetor em questdo e dos fatores humanos intrinsecos, isso por
si s pode resultar em respostas imunes e epigenéticas especificas mediadas pelo
hospedeiro , adicionando maior complexidade para a efetiva integracdo de analises

moleculares in vitro e in vivo .

Claramente, as infec¢bes por arbovirus sao responsaveis por uma enorme
carga de doencas nos sistemas de saude e na produtividade do trabalho,
especialmente em paises tropicais e em desenvolvimento (CAVALCANTI et al.,
2018). Estudos que se encaixaram nos nossos criterios de inclusdo foram de
natureza altamente heterogénea, apresentando variados desenhos metodolégicos e
testes para conjuntos distintos de hipéteses. Mais pesquisas sdo certamente
necessarias para aprimorar o modo como as descobertas epigenéticas poderiam ser
utilizadas como ferramentas para o diagnéstico, estadiamento e progndéstico das

arbovirose em seres humanos. Trabalhos focados nos mecanismos de regulamentos
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epigenéticos especificos provavelmente ajudaria a desenvolver estratégias de
prevencgao e terapéutica.

Estudos epigenéticos mais detalhados sobre as interacdes de infec¢des arbovirais
com doencas cronicas comuns em humanos, bem como o papel das coinfecc¢odes,
seriam extremamente oportunos para um progresso significativo nesse campo. Por
exemplo, um grande surto impulsionado por variantes emergentes de CHKV no
Brasil entre 2016 e 2017, lembrou os cientistas e autoridades de saude publica dos
impactos devastadores de infeccbes arbovirais e cronificacdo de doencas sobre a
produtividade do trabalho e os resultados de doencas subjacentes, especialmente
Diabetes tipo Il (CAVALCANTI et al., 2018).

Esta revisdo sistematica mostra que as principais alteracdes epigenéticas
associadas com arbovirus infeccées foram microRNAs , particularmente miR - 146 e
miR - 30e , e o complexo dicer. Devido a heterogeidade dos estudos, os achados
nao sao definitivos e mais estudos focados na regulacdo epigenética do sistema
imune sdo necessarios. Desta forma o potencial inexplorado dos marcadores
epigenéticos pode constituir o elo perdido para reforcar a compreensdao da
patogénese e dos mecanismos de respostas compartilhados entre as espécies

causadoras de arbovirose.
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6.CONCLUSAO

As principais alteracbes epigenéticas encontradas nas infec¢cdes por

arbovirus foram miR-146, miR-30e e o complexo de Dicer.
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