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Resumo  

 

Modulação do perfil proteômico cerebral e da microbiota intestinal em camundongos 

imunocompetentes infectados pelo Zika vírus. 

O vírus Zika (ZIKV), um arbovírus da família Flaviviridae, causou recentemente um surto 

no Brasil e levou ao desenvolvimento de desordens neurológicas pós-infecção, tais como 

microcefalia e Síndrome de Guillain-Barré. Devido a esse fato, diversos modelos animais 

foram amplamente utilizados para melhor elucidar a patogênese e diferentes tropismos 

associados ao ZIKV. Dentre esses modelos, o uso de camundongos imunocompetentes 

tem um papel central devido a sua semelhança com a resposta antiviral desenvolvida em 

humanos. O ZIKV pode infectar camundongos imunocompetentes adultos e desencadear 

danos à resposta antiviral do hospedeiro. Um dos mecanismos utilizados pelo ZIKV para 

a evasão da resposta imune é através da ativação do inflamassoma NLRP3 e da caspase-

1 in vitro. O inflamassoma NLRP3 possui um papel dúbio na regulação da homeostase 

da microbiota intestinal e essa pode modular a função neuroendócrina, inflamação e 

respostas celulares e imunológicas contra diferentes patógenos, incluindo vírus. No 

entanto, não se sabe se a infecção pelo ZIKV pode impactar a microbiota intestinal e qual 

seria o papel do inflamassoma NLRP3 e das Caspases-1/11 na infecção por ZIKV em 

modelos murinos. Sendo assim, investigamos se o ZIKV induz uma modulação na 

microbiota intestinal, avaliamos os efeitos dessa modulação nos camundongos selvagens 

adultos imunocompetentes e caracterizamos a patogênese do ZIKV nesses camundongos 

e nos camundongos nocautes para as proteínas caspases-1/11 e NLRP3. Após infectar 

camundongos adultos selvagens (C57BL/6J), a microbiota intestinal das fezes foi 

caracterizada pela extração e sequenciamento do DNA 16S. Nossos dados mostraram que 

a infecção por ZIKV desencadeou diminuição significativa nas bactérias pertencentes aos 

filos Actinobacteria e Firmicutes, e induziu aumento dos componentes dos filos 

Deferribacteres e Spirochaetes em comparação com camundongos não-infectados. Essa 

modulação da microbiota induzida pela infecção pelo ZIKV pode causar dano ao epitélio 

intestinal e intenso recrutamento de leucócitos para a mucosa intestinal. Além disso, 

caracterizamos os efeitos pós infecção do ZIKV no cérebro de camundongos adultos 

imunocompetentes selvagens e nocautes e descobrimos que, embora a infecção por ZIKV 

não cause uma modulação no tamanho, peso, carga viral, secreção de citocinas e danos 

histopatológicos, há uma modulação do perfil e abundância de proteínas cerebrais em 

resposta a uma infecção tardia por ZIKV, tanto em camundongos selvagens quanto em 

camundongos nocautes. Em conclusão esta tese mostrou pela primeira vez a capacidade 

do ZIKV de modular a microbiota intestinal em camundongos adultos imunocompetentes 

e alterar o perfil e abundância de proteínas no cérebro de camundongos selvagens e 

nocautes, demonstrando o papel das proteínas NLRP3 e Caspases-1/11 nesse contexto. 

Palavras Chaves: ZIKV, camundongos imunocompetentes, microbiota intestinal, 

cérebro, NLRP3, Caspases-1/11 
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Abstract  

 

Modulation of proteomic profile brain and the gut microbiota in 

immunocompetent mice infected with the Zika virus. 

The Zika virus (ZIKV), an arbovirus of the Flaviviridae family, recently caused an 

outbreak in Brazil and led to the development of post-infection neurological disorders, 

such as microcephaly and Guillain-Barre syndrome. Due to this fact, several animal 

models have been widely used to better elucidate the pathogenesis and different tropisms 

associated with ZIKV. Among these models, the use of immunocompetent mice plays a 

central role due to their similarity to the antiviral response developed in humans. ZIKV 

can infect adult immunocompetent mice and trigger damage to the host's antiviral 

response. One of the mechanisms used by ZIKV to evade the immune response is through 

the activation of the NLRP3 inflammasome and caspase-1 in vitro. NLRP3 

inflammasome has a dubious role in the regulation of intestinal microbiota homeostasis 

and can modulate neuroendocrine function, inflammation and cellular and immunological 

responses against different pathogens, including viruses. However, whether ZIKV 

infection can affect the gut microbiota of adult immunocompetent mice is not known, and 

which would be the role of NLRP3 inflammasome and Caspases-1/11 in the pathogenesis 

of ZIKV infection in murine models. Therefore, we investigated whether ZIKV induces 

a modulation in the gut microbiota and what the effects of this modulation are in the 

immunocompetent adult wild-type mice and characterize the pathogenesis of ZIKV in 

these mice and the knockout mice for caspase-1/11 and NLRP3 proteins. After infected 

wild-type adult mice (C57BL/6J), the gut microbiota was characterized by the extraction 

and sequencing of DNA 16S by feces. Our data showed that ZIKV infection triggered 

significant decrease in bacteria belonging to the phyla Actinobacteria and Firmicutes, and 

induced increase in the components of the phyla Deferribacteres and Spirochaetes 

compared to uninfected mice. This modulation of the microbiota induced by ZIKV 

infection can cause damage to the intestinal epithelium and intense recruitment of 

leukocytes to the intestinal mucosa. Also, we characterized the post-infection effects of 

ZIKV in the brain of adult immunocompetent wild-type mice and knockout mice. 

Although ZIKV infection does not cause a modulation in size, weight, viral load, cytokine 

secretion, and histopathological damage, there is a profile modulation and abundance of 

brain proteins in response to late ZIKV infection, both in wild type and knockout mice. 

In conclusion, this thesis showed for the first time the ability of ZIKV to modulate the 

intestinal microbiota in adult immunocompetent mice and to alter the profile and 

abundance of proteins in the brain of wild and knockout mice, demonstrating the role of 

NLRP3 and Caspases-1/11 proteins in this context. 

 

 

 



13 
 

Lista de Abreviaturas 
°C – Graus Celsius  

Å – ångström 

ADE – Potencialização dependente de anticorpos  

AIM2 – Proteína ausente no melanoma 2 

Akt-mTor – Via de sinalização intracelular importante na regulação do ciclo celular 

AMP – Adenosina 3',5'-monofosfato 

APC – Aloficocianina 

APCs – Células apresentadoras de Antígenos  

ASC – Proteína associada a apoptose contendo um domínio CARD 

ATP – Adenosina trifosfato 

BIR – domínio inibidor de baculovírus 

BMDCs – Células dendríticas derivadas de medula óssea 

BMDMs – Macrófagos derivados de medula óssea  

BSA – Albumina sérica bovina  

CARDs – Domínios de ativação e recrutamento de caspases  

CASK – Proteína serina quinase dependente de cálcio/calmodulina 

CASKIN1 – Proteína 1 que interage com a CASK 

Casp1/11-/- –  Caspases1/11 nocautes 

CCL5 – Ligante 5 de quimiocina CC 

CD – Cluster de diferenciação  

CDC – Centro de controle e prevenção de Doenças  

cGAS – GMP-AMP sintase cíclica 

CHI3L1 – Proteína 1 do tipo quitinase-3  

CID – Dissociação induzida por colisão 

CL – Corpúsculos lipídicos  

CMC – Carboximetilcelulose 

CO2 – Gás carbônico  

Ct – Ciclo limiar  

CXCL10 – Ligante 10 de quimiocina CXC 

DAMPs – Padrões Moleculares Associados a Perigo 

DC-SIGN – Molécula de adesão intracelular específica de células dendríticas 

DDA – Aquisição dependente de dados 

DDT – Dopacromo Tautomerase 

DENV – Dengue vírus  

DExD/H Box – Domínio de helicase de RNA com atividade ATPase  

DMEM –  Meio Eagle Modificado por Dulbecco 

DNA – Ácido desoxirribonucleico  

dpi – dias pós infecção  

DTT – Ditiotreitol 

FITC – Isotiocianato de fluoresceína 

g – Força G 

g – Grama 

GAPDH – Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

GDP – Guanosina difosfato 

GMP – Guanosina monofosfato 

GSDMD – Gasdermina D 

GTP – Guanosina trifosfato 

h – Hora 

HAVcr-1 – Receptor celular do vírus da hepatite A 1 

HE – Hematoxilina & Eosina 



14 
 

Hsp60 – Proteína de choque térmico 60 

i.p – Intraperitoneal 

i.v – Intravenoso  

IFN – Interferon  

IFNAR – Receptor IFN-α/β 

Ig – Imunoglobulina  

IL – Interleucina  

iNOS – Óxido nítrico sintase induzida 

IRF – Fator Regulador de Interferon  

ISGs – Genes Estimulados por Interferon  

JAK1 – Janus quinase 1 

kg – Quilogramas  

LACEN-DF – Laboratório Central do Distrito Federal 

LRRs – repetições ricas em leucina 

M1 – Macrófagos ativados classicamente 

M2 – Macrófagos ativados alternativamente 

MAVS – Proteína adaptadora de sinalização antiviral mitocondrial  

MCP-1 – Proteína quimioatraente de monócitos 1 

MDA5 – Proteína 5 associada a diferenciação de melanoma  

mg – Miligramas  

MHC – Complexo principal de histocompatibilidade 

MIF-2 – Fator de inibição da migração de macrófagos 2 

min. – Minuto  

mm – Milímetros 

mol/L – Molaridade por litro  

mRNA – RNA mensageiro  

MS – Espectrometria de massas 

MTase – Domínio metiltransferase N-terminal  

mtDNA – Ácido desoxirribonucleico mitocondrial  

MyD88 – Proteínas Adaptadora de diferenciação mieloide 88  

N – Número experimental  

NF-κB – Fator nuclear kappa B 

NI – Não Infectado 

NK – Células exterminadoras naturais 

NLRP3 – Proteína 3 contendo domínios NACHT, LRR e PYD 

NLRP3-/- – NLRP3 nocaute  

NLRs – Receptores do tipo NOD 

nm – Nanômetro 

NPCs – Células precursoras neurais  

NS – Proteínas não estruturais  

NTase – Enzimas nucleotidiltransferase  

NV – Nervo vago 

OMS – Organização Mundial da Saúde 

PALS – bainhas linfoides periarteriolares 

PAMPs – Padrões Moleculares Associados a Patógenos  

PBMCs – Células mononucleares do sangue periférico 

PBS – Solução Salina  

PCA – Análise dos principais componentes 

PCs – Coordenadas principais  

PE – Ficoeritrina 

PFU – Unidades formadoras de placas 



15 
 

pg – picograma  

pH -  Potencial Hidrogeniônico 

prM – Proteína precursora de membrana  

PRRs – Receptores de Reconhecimento Padrão  

PYD – domínio pirina 

RD – Domínio repressor C-terminal  

RdRp – RNA polimerase dependente do domínio RNA C-terminal 

RegIIIγ – Proteína III-gama derivada de ilhotas em regeneração 

RER – Retículo Endoplasmático Rugoso 

RIG-1 – Gene 1 induzido por ácido retinóico  

RLRs – Receptores semelhantes ao gene I induzido por ácido retinóico  

RNASS+ – Ácido Ribonucleico de cadeia simples de sentido positivo 

ROS – Espécies Reativas de Oxigênio  

rpm – Rotações por minuto 

RT-PCR – Transcrição reversa seguida de reação em cadeia da polimerase 

SCFAs – Ácidos graxos de cadeia curta 

SCZ – Síndrome congênita do Zika vírus  

SDS – Dodecil sulfato de sódio 

seg. – Segundo 

SFB – Soro Fetal Bovino 

SGB – Síndrome de Guillain-Barré  

SNA – Sistema nervoso autônomo  

SNC – Sistema nervoso central  

SNE – Sistema nervoso entérico 

STAT – Família de proteínas transdutores de sinal e ativador da transcrição 

STING – Proteína estimuladora de genes de interferon 

TAM – TYRO-3, AXL e MER 

TBK1 – Quinase 1 de ligação a TANK 

TEA – Transtorno do espectro do autismo 

TEAB – Brometo de tetraetilamônio 

TGFβ – Fator de transformação do crescimento beta 

TGI – Trato gastrointestinal 

TGN – Rede Trans-Golgi  

TIM – Imunoglobolina de células T e proteína 1 de domínio de mucina 

TLR – Receptores do Tipo Toll  

TNFα – Fator de necrose tumoral alfa 

TRIF – Adaptador contendo o domínio TIR indutor de Interferon-β 

TYK2 – Tirosina quinase 2 

V – Volts  

VIP-Score – Pontuações de projeção de importância variável 

VPs – Pacotes de Vesículas  

WNV – Vírus do Nilo Ocidental  

WT – Selvagem  

YFV – Vírus da Febre Amarela  

ZIKV – Zika vírus  

μL – Microlitros 

μM – Micrometro 

 

 



16 
 

Lista de Figuras e Tabelas  
Figura 1 - A estrutura do ZIKA Vírus. .................................................................................................. 20 

Figura 2 - Dispersão do ZIKA Vírus. ..................................................................................................... 22 

Figura 3 - Tropismo celular e tecidual do ZIKV.. ................................................................................. 27 

Figura 4 - Receptores e ciclo celular do ZIKV.. ..................................................................................... 29 

Figura 5 - Inibição mediada pelo ZIKV das vias de sinalização que levam à indução de interferon 

tipo I (IFN-I) e genes estimulados por IFN (ISGs).. .............................................................................. 34 

Figura 6 - Mecanismo de ativação do inflamassoma NLRP3 e inibição da sinalização de IFN-I 

mediada pelo ZIKV. ................................................................................................................................. 39 

Figura 7 - Estratégias de gate e análises de citometria. ......................................................................... 53 

Figura 8 - O ZIKV induz uma modulação na β-diversidade da microbiota intestinal de camundongos 

selvagens imunocompetentes.. ................................................................................................................. 58 

Figura 9 - Análise da diversidade de filos bacterianos da microbiota intestinal induzida pela infecção 

por ZIKV em camundongos selvagens imunocompetentes.. ................................................................. 60 

Figura 10 - Análise da diversidade de filos bacterianos da microbiota intestinal induzida pela infecção 

por ZIKV em camundongos selvagens imunocompetentes. .................................................................. 62 

Figura 11 - A modulação da microbiota intestinal induzida pela infecção por ZIKV causa dano ao 

epitélio intestinal e recrutamento de leucócitos para a lâmina própria de camundongos selvagens 

imunocompetentes.. .................................................................................................................................. 65 

Figura 12 - A infecção por ZIKV não altera a carga viral, peso e glicemia em camundongos selvagens, 

Casp1/11-/- e NLRP3-/-. .............................................................................................................................. 67 

Figura 13 - Análise de citocinas séricas em camundongos selvagens Casp1/11-/- e NLRP3-/- após a 

infecção por ZIKV. ................................................................................................................................... 69 

Figura 14 - A infecção por ZIKV não induziu esplenomegalia no baço de camundongos selvagens, 

Casp1/11-/- e NLRP3-/-. .............................................................................................................................. 71 

Figura 15 - Análise da presença de  macrófagos  no baço de camundongos selvagens, Casp1/11-/- e 

NLRP3-/-  infectados por ZIKV.. ............................................................................................................. 73 

Figura 16 - Análise da presença de linfócitos T CD4+ no baço de camundongos selvagens, Casp1/11-

/- e NLRP3-/- infectados por ZIKV. .......................................................................................................... 75 

Figura 17 - Análise da presença de  linfócitos T CD8+ no baço de camundongos selvagens, Casp1/11-

/- e NLRP3-/-  infectados por ZIKV. ........................................................................................................ 77 

Figura 18 - Análise da presença de linfócitos T CD4+ IFN-γ+ no baço de camundongos selvagens, 

Casp1/11-/- e NLRP3-/-  infectados por ZIKV. ......................................................................................... 79 

Figura 19 - Diminuição da expressão de MHC-II em esplenócitos de camundongos selvagens 

infectados por ZIKV independente da presença das Caspases1/11. .................................................... 81 

Figura 20 - Análise da expressão de CD1d  em esplenócitos  de camundongos selvagens, Casp1/11-/- e 

NLRP3-/-  infectados por ZIKV. .............................................................................................................. 83 

Figura 21 - Aumento da biogênese de Corpúsculos lipídicos nos esplenócitos de camundongos 

selvagens infectados por ZIKV dependente da presença de NLRP3. .................................................. 85 

Figura 22 - A infecção por ZIKV não altera o peso e tamanho dos cérebros de camundongos 

selvagens, Casp1/11-/- e NLRP3-/-. ............................................................................................................ 86 

Figura 23 - A infecção por ZIKV não induz danos histopatológicos nos cérebros dos camundongos 

selvagens, Casp1/11-/- e NLRP3-/-. ............................................................................................................ 88 

Figura 24 - Análise de citocinas no cérebro de camundongos selvagens, Casp1/11-/- e NLRP3-/- 

infectados por ZIKV. ............................................................................................................................... 89 

Figura 25 - A infecção por ZIKV induz uma modulação do perfil e abundância de proteínas no 

cérebro de camundongos selvagens imunocompetentes. ....................................................................... 92 

Figura 26 - A infecção pelo ZIKV induz uma modulação do perfil e abundância de proteínas no 

cérebro de camundongos NLRP3-/-. ........................................................................................................ 94 

Figura 27 - A infecção pelo ZIKV induz uma modulação do perfil e abundância de proteínas no 

cérebro de camundongos Casp1/11-/-. ..................................................................................................... 99 

 



17 
 

Tabela 1 - Reagentes utilizados para a reação de RT-PCR em tempo real. ........................................ 51 

Tabela 2 - Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na síntese de cDNA para 

amplificação dos fragmentos do gene do envelope do ZIKV. ............................................................... 51 

Tabela 3 - Modulação da abundância das famílias bacterianas desencadeada pela infecção pelo 

ZIKV em camundongos selvagens imunocompetentes .......................................................................... 63 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



18 
 

1.  Introdução  

 

1.1. Zika Vírus  

O vírus Zika (ZIKV) é um arbovírus pertencente à família Flaviviridae  e ao 

gênero Flavivírus (Kuno et al., 1998). O vírus recebeu essa denominação devido ao 

local de origem de sua identificação ocorrida em macacos na floresta Zika, em 

Uganda, na África, em 1947 (Dick, 1952). O ZIKV é um vírus envelopado que possui 

um genoma de RNA de cadeia simples de sentido positivo (RNA SS+) com de cerca 

de 11 kilobases, que é traduzido em uma única poli proteína dividida em três proteínas 

estruturais (membrana, envelope e capsídeo) e sete proteínas não estruturais (NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 1) (Kuno and Chang, 2007).  

As três proteínas estruturais do ZIKV, como o próprio nome já diz, compõem a 

estrutura do vírus. A proteína do capsídeo (C) é a responsável pela formação do 

núcleocapsídeo viral (Ma et al., 2004). A proteína precursora de membrana (prM) tem 

como principais funções a formação do capsídeo viral, a fusão com células 

hospedeiras e a estabilização da estrutura viral (Lindenbach and Rice, 2003). Já a 

proteína do envelope (E) é responsável pela entrada do vírus na célula, interação com 

receptores das células do hospedeiro, fusão da bicamada lipídica do vírus com a 

membrana da vesícula endossômica e  dissociação do nucleocapsídeo no citoplasma 

(Kuhn et al., 2002; Faye et al., 2014; Hamel et al., 2015). 

Dentre as proteínas não estruturais, a proteína não estrutural 1 (NS1) é uma 

proteína extremamente preservada em Flavivírus com peso molecular de 46-55 kDa 

e cerca de 342aa de comprimento, e sua função depende do nível de glicosilação. A 

glicosilação da NS1 é importante para emissão, virulência e replicação do vírus (Pryor 

and Wright, 1994; Crabtree et al., 2005). A proteína NS1 glicosilada forma um homo 

dímero no interior das células que é necessário para a replicação e infecção viral 

(Mackenzie et al., 1996). A NS1 também pode ser secretada no espaço extracelular 

como uma partícula de lipoproteína hexamérica (sNS1), que está envolvida na evasão 

imune e na patogênese (Young et al., 2000).   

A Proteína NS1 é considerada o principal marcador antigênico de infecções pelo 

vírus da Dengue (DENV) (Young et al., 2000). Os mecanismos moleculares da 

patogênese do NS1 são relativamente bem estabelecidos para DENV, e por isso 

acredita-se que a sequência de codificação da NS1 seja um fator genético 

determinante para as diversas consequências clínicas de infecções causadas por 

Flavivírus (Akey et al., 2014; Edeling et al., 2014). Estudos com a proteína NS1 de 

ZIKV revelaram que essa exibe uma interface com potencial eletrostático divergente, 

podendo ter propriedades de ligação alteradas para fatores do hospedeiro e anticorpos 

protetores de outras proteínas NS1 virais (Song et al., 2016). As características únicas 

da superfície da proteína NS1 do ZIKV podem estar relacionadas ao neurotropismo 

do ZIKV e podem ajudar o vírus atravessar as diversas barreiras corporais (Shi and 

Gao, 2017). Além disso, a proteína NS1 do ZIKV é alvo no desenvolvimento de novas 
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ferramentas terapêuticas e de diagnóstico para a infecção pelo ZIKV (Stettler et al., 

2016). 

A proteína não estrutural 2A (NS2A) é uma proteína envolvida na replicação do 

RNA viral e na montagem do vírion (Zhang et al., 2019). Já a proteína não estrutural 

2B (NS2B), essa tem como principal função ser cofator ao se associar com a proteína 

não estrutural 3 (NS3). A NS3 possui dois domínios funcionais: um domínio de 

protease e um domínio de helicase e, ao se unir com a NS2B, formam um complexo 

protease envolvido na clivagem de poli proteínas (Phoo et al., 2016). Devido à sua 

importante função, a protease viral formada por NS2B/NS3 é um atraente alvo para a 

produção de fármacos antivirais (Lei et al., 2016).  

A proteína não estrutural 4A (NS4A), no ZIKV, serve como fator determinante da 

patogênese do vírus através da modulação de vias da resposta antiviral celular (Ma et 

al., 2018). A proteína não estrutural 4B (NS4B) é uma proteína pouco conservada, 

que constitui a membrana do complexo de replicação viral e está envolvida no 

direcionamento da proteína NS3 na membrana (Buckley and Gould, 1988). Além 

disso, já se sabe que, juntas, a NS4A e a NS4B do ZIKV suprimem cooperativamente 

a via Akt-mTOR em células-tronco fetais humanas neurais inibindo a neurogênese e 

induzindo a autofagia (Liang et al., 2016). 

A maior proteína não estrutural do ZIKV é a proteína não estrutural 5 (NS5) que 

é composta por dois domínios, ambos essenciais para replicação do genoma: o 

domínio metiltransferase N-terminal (MTase), responsável pela estrutura de 5’cap do 

genoma viral, que garante tradução e evasão estáveis e eficientes da resposta imune 

do hospedeiro; e a RNA polimerase dependente do domínio RNA C-terminal (RdRp), 

responsável pelo processo de replicação do genoma do RNA (Godoy et al., 2017; 

Wang et al., 2017a; Zhao et al., 2017). Além da sua função enzimática, a NS5 do 

ZIKV regula diferencialmente a sinalização de interferon (IFN), interagindo e 

promovendo a degradação de STAT2 em células infectadas (Chaudhary et al., 2017). 

A importância do NS5 na replicação viral e na modulação da resposta imune do 

hospedeiro a torna um alvo atraente para o desenvolvimento de inibidores antivirais 

de ampla ação (Shi and Gao, 2017).  

O primeiro estudo filogenético do ZIKV foi feito com base no sequenciamento da 

região completa do gene codificador da proteína NS5 que revelou três linhagens ou 

subclados diferentes do ZIKV: África Oriental (protótipo Uganda), África Ocidental 

(linhagens do Senegal) e Ásia (ZIKV Estirpe Yap de 2007) (Lanciotti et al., 2008). O 

genoma do ZIKV mostrou uma incrível variação de sequências nucleotídicas da NS5 

e uma nova análise filogenética revelou que as cepas de ZIKV que circulam na 

América Latina são homólogas e constituem um novo clado americano dentro da 

linhagem asiática (Ye et al., 2016). Com isso, uma série de variações de aminoácidos 

conservados entre a linhagem asiática em circulação e a linhagem africana foram 

identificadas e podem contribuir para o aprimoramento da patogenicidade e a 

eficiência da transmissão do ZIKV (Lanciotti et al., 2016). 
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Figura 1 - A estrutura do ZIKA Vírus. O Zika é um vírus composto de RNA simples de sentido positivo, 

envelope, capsídeo e proteína de membrana. A parte inferior representa a poliproteína que é clivada por 

proteases virais e celulares em três proteínas estruturais: capsídeo (C), envelope (E), e membrana (prM) e 

sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Fonte: (Almeida et al., 

2020). 

 

1.2. Histórico e Epidemiologia 

A descoberta do ZIKV e de muitos outros arbovírus foi o resultado de programas 

de pesquisa sobre o vírus da febre amarela (YFV) patrocinados pela Fundação 

Rockefeller de 1914 a 1970 (Dick, 1953). Em abril de 1947, um dos macacos Rhesus 

de um experimento na floresta Zika em Uganda apresentou uma febre de 39,7ºC. Os 

sintomas foram avaliados e o sangue coletado para a identificação do agente 

etiológico que foi isolado do macaco e referido como ZIKV. Este agente foi 

neutralizado por soro de fase convalescente retirado do macaco um mês após o 

episódio febril. Em Janeiro de 1948, o ZIKV foi isolado com sucesso de um mosquito 

chamado Aedes africanus (Dick, 1952).  

O primeiro isolado humano de ZIKV veio de uma paciente  nigeriana de 10 anos 

em 1954 (MacNamara, 1954). O ZIKV foi isolado em camundongos inoculados com 

o soro dessa paciente. O diagnóstico da apresentação clínica da 

paciente foi difícil,visto que o sangue desta também continha numerosos parasitas da 

malária. Os outros dois casos humanos de infecção por ZIKV também foram relatados 

em 1954 na Nigéria  e foram confirmados por um aumento de anticorpos 

neutralizantes séricos (MacNamara, 1954). Fora da África, o ZIKV foi isolado pela 

primeira vez de mosquitos Aedes aegypti somente em 1969 na Malásia (Marchette et 

al., 1969). Posteriormente, as primeiras infecções humanas foram relatadas no centro 



21 
 

de Java, na Indonésia, em 1977 (Olson et al., 1981). Entretanto, mais tarde, descobriu-

se que o ZIKV causou infecções esporádicas em humanos em diversas partes da 

África e da Ásia, em virtude da presença de anticorpos virais que foram detectados 

em pessoas saudáveis no Paquistão, Índia e Egito (SMITHBURN et al., 1954a, 1954b; 

Darwish et al., 1983).   

Em 2007, foi relatado um surto de ZIKV na Ilha Yap, que é um dos quatro estados 

que fazem parte dos Estados Federados da Micronésia, na qual cerca de 75% da 

população foi infectada dentro de 4 meses (Duffy et al., 2009). Essa foi a primeira 

detecção de ZIKV fora da Ásia e da África e o primeiro grande surto de ZIKV já 

registrado. Antes desse surto, apenas 14 infecções humanas haviam sido relatadas 

(Faye et al., 2014). Esse surto destacou o potencial do ZIKV como um arbovírus 

recém-emergente. 

Em 2012, um surto de ZIKV ocorreu nas Filipinas (Alera et al., 2015) e, logo em 

seguida, na Tailândia de 2012 a 2014 (Buathong et al., 2015). Em 2013, o surto de 

ZIKV foi na Polinésia Francesa e, desta vez, o ZIKV causou infecções graves, 

acompanhado de uma epidemia de dengue. Esse surto de ZIKV teve como alvo 

aproximadamente 29.000 pessoas, sendo que 72 casos mostraram sintomas graves 

(Cao-Lormeau, 2014; Oehler et al., 2014). Depois dessa epidemia, o ZIKV se 

espalhou para algumas outras ilhas do Oceano pacífico como Nova Caledônia, 

Vanuatu, Ilhas Cook e Ilhas Salomão (Derraik and Slaney, 2015). Então no início de 

2014, o primeiro surto autóctone com cinquenta e um casos foi relatado na Ilha de 

Páscoa (Tognarelli et al., 2016). 

No Brasil, desde o final de 2014, com pico em fevereiro de 2015, um surto de 

“doença exantemática” afetou milhares de pacientes no nordeste do país (Cardoso et 

al., 2015). Em março, amostras de soro obtidas de pacientes com diagnóstico 

presuntivo de doença viral aguda no Hospital Santa Helena em Camaraçi, na Bahia, 

foram analisados na Universidade Federal da Bahia e no Laboratório de Virologia 

Molecular do Instituto Carlos Chagas, Instituto Oswaldo Cruz, no Estado do Paraná. 

Onde foi relatado pela primeira vez uma infecção pelo ZIKV no Brasil associada a 

um surto contínuo de uma doença enxantemática (Campos et al., 2015). Em  15 de 

maio, o primeiro relato de transmissão autóctone do ZIKV no Brasil foi confirmado 

em um paciente da Bahia (Zanluca et al., 2015). Em dezembro de 2015, 18 estados já 

haviam confirmado a transmissão autóctone do ZIKV, atingindo assim todas as cinco 

regiões brasileiras, o número estimado de casos suspeitos da infecção pelo ZIKV 

variou de 440.000 a 1.300.000 casos e ficou conhecido por ser o maior surto da 

história humana de ZIKV (Hennessey et al., 2016).  

Embora tenha sido sugerido que o ZIKV foi introduzido no Brasil durante a 

competição da Copa do Mundo de futebol em 2014 (Salvador and Fujita, 2016),  a 

não participação de equipes dos países do Pacífico Sul que tinham casos de ZIKV em 

circulação serviu como base para refutar essa hipótese. No entanto, nesse mesmo ano, 

o Brasil também sediou os campeonatos mundiais de canoagem da Primavera, no Rio 
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de Janeiro, com a participação de quatro membros de Países da Oceania em que 

circulava o ZIKV (Polinésia Francesa, Nova Caledônia, Ilhas Cook e Ilha de Páscoa). 

Estudos Filogenéticos sugerem que o ZIKV pode ter sido introduzido no Brasil 

durante esse evento esportivo (Musso, 2015). 

A transmissão do ZIKV para outros países americanos foi relatada no final de 

2015 e início de 2016 e atingiu quase todos os países da América Latina (Hennessey 

et al., 2016). O Mapa abaixo mostra as áreas infectadas pelo ZIKV na Figura 02. 

Embora tenham ocorrido casos importados da América do Sul para a Europa 

(Zammarchi et al., 2015; Bachiller-Luque et al., 2016) e América do Norte (Fonseca 

et al., 2014; McCarthy, 2016) a epidemia de ZIKV não se estabeleceu nesses 

continentes.  

 

 

Figura 2 - Dispersão do ZIKA Vírus. O ZIKV foi descoberto na África em 1947, desde então casos 

esporádicos foram identificados em partes da África e no Sudeste Asiático, mas desde 2007 em diante, 

houve surtos em vários Países da Oceania, e assim o ZIKV se espalhou pelos países da América nos anos 

seguintes. Fonte:  (Javed et al., 2018).  

 

1.3. Transmissão  

As arboviroses são provenientes de vírus que são mantidos na natureza em ciclos 

envolvendo vetores artrópodes hematófagos e hospedeiros vertebrados (Karabatsos, 

1978). Para isso, é necessário que o artrópode hematófago tenha a capacidade de: (I) 

infectar hospedeiros vertebrados; (II) iniciar uma viremia em um hospedeiro 

vertebrado por tempo suficiente para permitir infecção do vetor invertebrado; e (III) 



23 
 

iniciar uma infecção produtiva  persistente da glândula salivar do invertebrado, a fim 

de fornecer vírus para infecção de outros hospedeiros vertebrados (Casseb et al., 

2013). 

O principal modo de transmissão do ZIKV em ambientes urbanos e suburbanos é 

por meio da picada do mosquito vetor Aedes aegypti, embora o vírus tenha sido 

isolado pela primeira vez de um Aedes africanus(Dick, 1952), o ZIKV também foi 

isolado de várias outras espécies do gênero Aedes, como Aedes albopictus, Aedes 

luteocephalus, Aedes hensilli, e Aedes polynesiensis (Petersen et al., 2016), bem como 

em mosquitos do gênero Culex sp. (Guedes et al., 2017). O potencial de surgimento 

do ZIKV no Brasil foi grande, porque A. aegypti e A. albopictus têm uma ampla 

distribuição territorial (Marcondes and Ximenes, 2016), sendo o A. aegypti mais 

disperso nas regiões Norte, Nordeste e Centro-Oeste do Brasil (Coelho, 2012; Vega-

Rua et al., 2014). Quanto às populações de A. albopictus, essas são maiores em áreas 

subtropicais, especialmente nas regiões Sul e Sudeste do Brasil (Carvalho et al., 

2014).  

Evidências de outras vias de transmissão do ZIKV surgiram em 2008, quando um 

cientista americano, seis dias após retornar do Senegal, desenvolveu sintomas 

compatíveis com ZIKV e hematoespermia. Quatro dias depois, logo após o seu 

retorno, sua esposa, que não viajou internacionalmente no ano anterior e com quem 

ele era sexualmente ativo, desenvolveu sintomas. Exames sorológicos de ambos 

detectaram anticorpos de fase aguda e convalescente para ZIKV, e não foram 

encontrados mosquitos vetores na região da residência do Cientista e da sua esposa 

(Foy et al., 2011). Em 2013, durante o surto da Polinésia Francesa, foi detectada uma 

alta carga viral para ZIKV no sêmen e na urina de um paciente que apresentou 

sintomas para ZIKV e, também, hematoespermia (Musso et al., 2015).  

Em 2016, no início do surto nas Américas, experiências com viajantes que 

retornam de áreas de transmissão ativa para a América do Norte e Europa 

confirmaram contato sexual como um modo de transmissão. Em 18 de abril de 2017, 

46 casos de Doença do ZIKV adquiridos sexualmente foram relatados aos Centros de 

Controle e Prevenção de Doenças (CDC) nos Estados Unidos. Enquanto a maioria 

dessas transmissões ocorreu de homens sintomáticos para mulheres (Russell et al., 

2017), casos de transmissão de homem para homem (Deckard et al., 2016), 

transmissão mulher-homem (Davidson et al., 2016) e assintomático homem-mulher 

(Brooks et al., 2016) também foram documentados. Esses achados incentivaram 

pesquisas para determinar a frequência e a duração do ZIKV em fluidos genitais, 

especialmente no sêmen. No caso mais persistente já relatado, houve detecção do 

ZIKV no sêmen 370 dias após o início de sintomas (Barzon et al., 2018). Em outro 

estudo, a presença da infecção causada pelo vírus no sêmen foi descrita até 69 dias 

após início dos sintomas (García-Bujalance et al., 2017). A confirmação da 

transmissão sexual do ZIKV sugere um modo de transmissão inter-humana que pode 

ter contribuído para sua rápida disseminação (Gregory et al., 2017). 
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A transmissão pré-natal do ZIKV foi detectada em neonatos nascidos de mães 

com histórico de infecção durante o surto da Polinésia Francesa. O RNA do ZIKV foi 

detectado em amostras de soro das mães. Uma das lactentes permaneceu 

assintomática, enquanto o outra apresentou exantema maculopapular com 

trombocitopenia. Tanto as mães quanto os bebês se recuperaram sem intercorrências 

(Besnard et al., 2014). A transmissão materno-fetal foi confirmada durante o surto de 

ZIKV no Brasil em gestantes que deram à luz a neonatos com malformações graves 

(Pan American Health Organisation, 2015). O RNA do ZIKV foi detectado em 

amostras de líquido amniótico e sangue e tecido de recém-nascidos microcefálicos 

(Calvet et al., 2016; Oliveira Melo et al., 2016). A transmissão vertical do ZIKV de 

uma mãe grávida infectada para o feto em desenvolvimento, por meio da placenta, 

pode causar danos neurológicos a esse feto, como a Microcefalia (Mlakar et al., 2016). 

Embora o RNA do ZIKV tenha sido detectado no leite materno, não foram 

confirmados casos de transmissão da mãe para o bebê via amamentação, entretanto, 

essa via ainda não foi descartada (Mann et al., 2018).  

A transfusão de sangue é outra rota potencial para a transmissão do ZIKV e foi 

suspeitada durante o surto da Polinésia Francesa em 2013-2014. O RNA do ZIKV foi 

detectado em cerca de 2,8% dos doadores de sangue que eram assintomáticos na 

região durante o surto de ZIKV (Musso et al., 2014). Em 2016, foram relatados casos 

confirmados de transmissão viral por transfusão de sangue no Brasil (Barjas-Castro 

et al., 2016). Outra possível fonte de transmissão do ZIKV, embora menos comum, é 

por meio de acidentes ou contaminações em laboratórios (Filipe et al., 1973), como o 

caso de um membro de uma equipe de um laboratório na Pensilvânia que se furou 

com uma agulha que continha ZIKV e desenvolveu a doença posteriormente (Gregory 

et al., 2017).  

 

1.4. Manifestações Clínicas  

Embora a maioria das pessoas infectadas pelo ZIKV sejam assintomáticas (Slavov 

et al., 2017), os sintomas podem aparecer entre 3 a 11 dias após a picada do mosquito 

(Foy et al., 2011). A infecção causada por ZIKV se assemelha a uma forma leve da 

dengue (Fernanda Estofolete et al., 2016), pois os sintomas geralmente começam com 

uma dor de cabeça leve seguida por machas vermelhas (pescoço, face, tronco e braços, 

palmas das mãos e plantas dos pés), febre aguda baixa (37,8 °C - 38,5 °C), mal-estar, 

artralgia, mialgia e conjuntivite. Alguns sintomas como tosse, vômito, dor de garganta 

e dor retro orbitária também já foram relatados juntamente com algumas outras 

manifestações que incluem diarreia, constipação, dor abdominal e tontura, que foram 

menos comuns durante a infecção por ZIKV (Duffy et al., 2009; Petersen et al., 2016). 

Ao contrário da Dengue, não foram notificados sinais hemorrágicos em doentes 

infectados com ZIKV. A maioria dos sintomas desapareceram espontaneamente após 

3 a 7 dias (Petersen et al., 2016).  
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Enquanto a maioria dos casos de infecção por ZIKV em humanos são de evolução 

benigna, durante a epidemia na Polinésia Francesa e no Brasil, foram relatados casos 

de complicações neurológicas, como a Síndrome de Guillain-Barré (SGB) (Oehler et 

al., 2014; Brasil et al., 2016b; Cao-Lormeau et al., 2016). Ressalte-se que durante o 

surto de ZIKV no Brasil, mostrou-se pela primeira vez uma possível ligação entre a 

infecção por ZIKV na gravidez, a microcefalia e o desenvolvimento de uma síndrome 

congênita em fetos (Brasil et al., 2016a; Mlakar et al., 2016; Oliveira Melo et al., 

2016; Schuler-Faccini et al., 2016).  

 

1.5. Tropismo celular do ZIKV 

A infecção do ZIKV em um hospedeiro vertebrado passa por um engajamento 

sequencial de diferentes tipos celulares. A pele é a primeira barreira imunológica 

encontrada pelo ZIKV quando inoculado pela picada de um mosquito infectado 

(Garcia et al., 2017). Trabalhos recentes mostraram que fibroblastos dérmicos, 

queratinócitos epidérmicos e células dendríticas residentes na pele (células de 

Langerhans) foram altamente permissivos ao ZIKV, portanto, são os primeiros sítios 

de replicação do ZIKV (Hamel et al., 2015). Entretanto, já se sabe que os responsáveis 

pela disseminação do ZIKV são os monócitos circulantes (Foo et al., 2017). A 

infecção de monócitos que são carregados pela corrente sanguínea e macrófagos que 

infiltram os nódulos linfáticos permite que o vírus alcance outros locais do corpo 

(Khaiboullina et al., 2017; Michlmayr et al., 2017; Österlund et al., 2019). 

O tropismo do ZIKV foi caracterizado graças a estudos em humanos e em modelos 

animais (camundongos e primatas) que detectaram o ZIKV em alguns tecidos e 

células específicas como é possível ver na Figura 3 (Miner and Diamond, 2017). 

Estudos com camundongos imunocomprometidos infectados com ZIKV que 

desenvolveram conjuntivite, panuveíte e infecção da córnea, íris, nervo óptico e 

células ganglionares e bipolares na retina, apresentaram RNA Viral em todos esses 

locais e nas lágrimas (Miner et al., 2016b). A replicação viral encontrada em tecidos 

ópticos foi corroborada com a descoberta de que o RNA do ZIKV e o vírus infeccioso 

podem ser recuperados de fluido conjuntival humano (Sun et al., 2016). 

Vários estudos em camundongos demonstraram a infecção do trato reprodutor 

masculino pelo ZIKV (Almeida et al., 2020). A infecção de camundongos com uma 

cepa africana de ZIKV resultou na infecção de espermatogônias e células de Sertoli, 

na destruição da arquitetura testicular e na redução da contagem de espermatozoides 

móveis (Govero et al., 2016). Várias semanas após a infecção pelo ZIKV, os 

camundongos apresentaram níveis mais baixos dos hormônios sexuais testosterona e 

inibina B em comparação com os camundongos controles não infectados de mesma 

idade, e isso foi associado à fertilidade reduzida causada pelo ZIKV (Govero et al., 

2016). Um estudo subsequente também demonstrou danos aos testículos de 

camundongos infectados com ZIKV e sugeriu que isso poderia resultar em 

infertilidade masculina (Ma et al., 2016). Embora a persistência crônica do RNA do 
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ZIKV em espermatozoides e sêmen tenha sido descrita em humanos até 6 meses 

(Barzon et al., 2016; Mansuy et al., 2016), lesões testiculares severas ainda não foram 

relatadas em humanos e, portanto, uma avaliação longitudinal em homens infectados 

deve ser realizada. 

O tropismo do ZIKV pelo sistema reprodutor feminino foi demonstrado por 

diversos estudos, dentre eles, um estudo descobriu que o RNA do ZIKV é detectável 

no muco do colo uterino humano por pelo menos 11 dias após o início dos sintomas 

(Prisant et al., 2016). Um relato de caso subsequente descreveu a persistência do RNA 

do ZIKV em secreções vaginais humanas por mais de 11 semanas (Murray et al., 

2017). Estudos in vitro demonstraram que os fibroblastos uterinos humanos são 

suscetíveis à infecção pelo ZIKV (Chen et al., 2016), o que sugere que a infecção 

uterina pode contribuir para o comprometimento do desenvolvimento fetal. 

Na busca por descobrir os mecanismos de patogênese da microcefalia, estudos em 

camundongos fêmea grávidas inoculados com um isolado clínico de ZIKV da 

Polinésia Francesa demonstraram que o ZIKV infecta trofoblastos da placenta 

materna e fetal, células endoteliais da placenta e macrófagos placentários humanos 

primários chamados células de Hofbauer (Chen et al., 2016; Miner et al., 2016a; 

Quicke et al., 2016). Essas descobertas são consistentes com uma via de infecção 

transplacentária, ou seja, o ZIKV atravessa a placenta para infectar a feto (Tabata et 

al., 2016).  

Um potencial mecanismo para a microcefalia é que o ZIKV infecta e induz 

apoptose em células progenitoras neurais (Dang et al., 2016; Onorati et al., 2016; Tang 

et al., 2016), embora o ZIKV também infecte neurônios maduros em menor grau 

(Tang et al., 2016) e astrócitos (Stefanik et al., 2018). Esta capacidade do ZIKV de 

infectar e danificar as células progenitoras neurais, pode atrapalhar o 

desenvolvimento cerebral dos fetos de mães infectadas com ZIKV. Essas descobertas 

demonstram um conjunto de células suscetíveis à infecção pelo ZIKV e, portanto, um 

robusto número de receptores celulares envolvidos no processo de entrada viral. 
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Figura 3 - Tropismo celular e tecidual do ZIKV. Estudos em modelos humanos e animais (camundongos 

e primatas) detectaram o ZIKV em células da Placenta, Útero, Vagina, Testículos, Cérebro, Olho e nos 

diversos fluídos corporais. Fonte: Adaptado de (Miner and Diamond, 2017). 

 

1.6. Receptores celulares  

A entrada do ZIKV nas células depende da presença de receptores de superfície 

celular específicos que facilitam sua permissividade. Vários receptores celulares já 

foram identificados como facilitadores da infecção por ZIKV, incluindo: DC-SIGN 

(CD209), receptores TIM-1 e TAM (TYRO-3 e AXL) (Hamel et al., 2015).  

O DC-SIGN é um receptor imune inato presente na superfície de macrófagos e 

células dendríticas. Ele reconhece uma ampla gama de ligantes derivados de 

patógenos e medeiam a captação e a sinalização de antígenos (García-Vallejo et al., 

2013). AXL e Tyro3 são parte da família de receptores tirosina quinase conhecidos 

como TAM (TYRO-3, AXL e MER). Esses receptores regulam uma série de 

atividades celulares incluindo adesão, migração, proliferação e sobrevivência celular, 

bem como a liberação de citocinas que desempenham papéis essenciais na imunidade 

inata (Lemke and Rothlin, 2008). Já o receptor TIM-1 (Imunoglobulina de células T 

e domínio de mucina 1), também conhecido como HAVcr-1 (receptor celular do vírus 

da hepatite A 1), é expresso preferencialmente em células Th2 e foi identificado como 

uma molécula estimuladora para ativação de células T (Umetsu et al., 2005), além 

disso, o TIM-1 serve como receptor e promove a infecção de vários vírus envelopados 

como a Dengue e o Ebola (Jemielity et al., 2013). 

Vários estudos em modelos experimentais de camundongos também mostraram 

que os receptores TAM, em particular AXL, são determinantes, embora não 

essenciais, para a infecção por ZIKV (Li et al., 2017; Wang et al., 2017d). O receptor 

AXL foi apontado como o receptor alvo principal para a entrada do ZIKV, por ser 
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altamente expresso na superfície de diversos tipos celulares que incluem  células 

endoteliais humanas (hECs) (Li et al., 2016), células-tronco neurais (Nowakowski et 

al., 2016), micróglia (Meertens et al., 2017), astrócitos (Chen et al., 2018) e células 

precursoras de oligodendrócitos (Retallack et al., 2016). Outros tipos de células 

humanas permissivas e não neuronais do ZIKV, que são conhecidos por expressarem 

AXL, Tyro3 e/ou TIM-1 e provavelmente mediarem a entrada do ZIKV, incluem 

células primárias da placenta humana, citotrofoblastos, células endoteliais, 

fibroblastos e células de Hofbauer em vilosidades coriônicas e células epiteliais 

amnióticas e progenitores de trofoblastos em membranas amniocoriônicas (Tabata et 

al., 2016).  

Embora a identificação e a importância desses receptores tenham sido 

demonstradas para o sucesso da infecção do ZIKV em diversos tipos celulares, pode 

haver alguns receptores ainda não identificados que estejam mediando a entrada do 

ZIKV e facilitando o processo de infecção e patogênese. Portanto, outras 

investigações ainda são necessárias para identificá-los e para que possam representar 

um potencial alvo terapêutico. 

 

1.7. Ciclo celular 

O ciclo celular do ZIKV na Célula hospedeira (Figura 04) inicia-se com a entrada 

do ZIKV nas células-alvo, que pode ser mediada pela interação de N glicanos 

conjugados à proteína E com os receptores de superfície celular DC-SIGN (Hasan et 

al., 2017; Kim et al., 2017b) e, também, pode ser mediado por lipídios carregados 

negativamente, como a fosfatidilserina, presentes na membrana viral e os receptores 

TIM e TAM (Hamel et al., 2015). A função fisiológica dos receptores TIM e TAM é 

reconhecer lipídios carregados negativamente em células apoptóticas e desencadear 

endocitose por células fagocíticas (Mercer et al., 2010; Fairn et al., 2011). Esse 

processo foi previamente identificado em um grande número de vírus e é denominado 

“mimetismo apoptótico” (Amara and Mercer, 2015), no qual o vírus induz uma 

endocitose para entrar na célula hospedeira.  

Após o reconhecimento do ZIKV pelos receptores, uma endocitose mediada por 

Clatrina é iniciada (Hackett and Cherry, 2018; Persaud et al., 2018). O complexo 

vírus-receptor inicialmente formado é transportado para um poço pré-existente 

revestido de clatrina (Smit et al., 2011). O poço revestido por clatrina evolui e a 

invaginação na membrana plasmática é fechada por excisão da membrana, mediada 

por dinamina, para formar uma vesícula revestida por clatrina. Essa vesícula é 

transportada para o interior do citoplasma e, em seguida, o revestimento de clatrina é 

liberado. A seguir, a vesícula endocítica que carrega o vírus é entregue aos 

endossomos iniciais, que amadurecem em endossomos tardios. O ambiente ácido do 

endossomo desencadeia a trimerização irreversível da proteína E do ZIKV, resultando 

na fusão da membrana viral com a membrana do endossomo (Smit et al., 2011; 

Harrison, 2015), fazendo com que o RNA viral seja liberado no citoplasma.  
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O RNA viral no citoplasma é reconhecido pelos ribossomos, e inicia-se a tradução 

na membrana do retículo endoplasmático rugoso (RER). As proteases virais e 

celulares catalisam a clivagem da poliproteína do ZIKV em três proteínas estruturais 

e sete proteínas não estruturais já descritas (Kuno and Chang, 2007). Já a replicação 

do genoma viral, esta ocorre dentro de pacotes de vesículas (VPs) formados por 

invaginações da membrana do RER. Aberturas semelhantes a poros conectam o 

interior das vesículas com o citosol para permitir a troca de metabólitos e o tráfego do 

genoma do RNA viral recém-sintetizado (Welsch et al., 2009). Os vírions se agrupam 

por meio da brotação do nucleocapsídeo dentro das cisternas do RER próximo aos 

VPs (Neufeldt et al., 2018).  

Após a montagem, os vírions imaturos transitam do RER para a rede trans-Golgi 

(TGN), e, durante este processo, passam por ação de proteases e maturação 

dependentes de pH (Hasan et al., 2018). Durante a maturação viral, o baixo pH da 

rede trans-Golgi induz uma reorganização das projeções triméricas das proteínas 

precursoras de Membrana e Envelope (prM-E)3 em dímeros (prM-E)2 (Yu et al., 

2008). Este rearranjo estrutural expõe o local de clivagem da prM a ser digerido pela 

protease hospedeira: furina (Yu et al., 2008; Heinz and Stiasny, 2012). A porção “pr” 

clivada do prM permanece associada ao vírus até que este seja exocitado para fora da 

célula hospedeira, onde finalmente se dissocia, devido ao pH neutro do meio 

extracelular (Hasan et al., 2018). 

 

Figura 4 - Receptores e ciclo celular do ZIKV. O ZIKV entra na célula hospedeira via reconhecimento e 

ligação com os receptores DC-SIGN, TIM-1 e TAM, a seguir induz uma endocitose mediada por clatrina, 

e no endossomo ocorre a fusão das membranas e liberação do RNA viral [RNA SS (+)], esse é traduzido 

pelos ribossomos e no reticulo endoplasmático ocorre a replicação do RNA viral e a montagem do vírion, 

entretanto, a maturação do vírion ocorre na Rede Trans-Golgi e, em seguida, a partícula viral madura é 

secretada por exocitose. Fonte: Adaptado de (Agrelli et al., 2019). 
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1.8. Resposta Imune Inata ao ZIKV 

A resposta imune inata antiviral começa com o reconhecimento de padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) virais, pelos receptores de 

reconhecimento de padrão (PRRs) da célula hospedeira. A ativação dos PRRs levará 

à ativação de cascatas de sinalização de proteínas que regulam a síntese de IFNs, que 

apresentam propriedades antivirais, anti-proliferativas e funções imuno moduladoras 

(Seth et al., 2006; Takeuchi and Akira, 2010).  

Pelo menos quatro classes principais de PRRs contribuem para a detecção efetiva 

do ZIKV: (1) receptores do tipo Toll (TLR), que detectam o RNA viral dentro do 

endossomo; (2) receptores semelhantes ao gene I induzido por ácido retinóico (RIG-

I) (RLRs), como o próprio RIG-I e a proteína 5 associada à diferenciação de 

melanoma (MDA5), que reconhece RNA viral no citoplasma; (3) GMP-AMP sintase 

cíclica (cGAS), um sensor que detecta DNA citosólico; e (4) receptores semelhantes 

a domínios de oligomerização de ligação a nucleotídeos ou receptores semelhantes a 

NOD (NLRs), em especial o NLRP3 e o AIM-2 (Suthar et al., 2013; Rodrigues de 

Sousa et al., 2020). A sinalização induzida por TLRs, RLRs e cGAS converge em 

uma cascata de sinalização comum que, em última etapa, dispara a transcrição de IFN 

e de outras citocinas, bem como Genes Estimulados por Interferon (ISGs) (Serman 

and Gack, 2019). 

Os TLRs endossomais, em especial o TLR3 e o TLR7, são fundamentais para o 

reconhecimento inato de diversos Flavivírus (Guo et al., 2018). O TLR3 recruta a 

proteína adaptadora TRIF (Adaptador contendo o domínio TIR indutor de Interferon-

β), já o TLR7 recruta a proteína adaptadora MyD88 (Proteína adaptadora de 

diferenciação mieloide 88). Ambas as proteínas adaptadoras, TRIF e MyD88, irão 

ativar os fatores de transcrição IRF3 (Fator Regulador de Interferon 3), IRF7 (Fator 

Regulador de Interferon 7) e NF-κB (factor nuclear kappa B) para desencadear a 

produção dos IFNs tipo I (α e β) e IFNs tipo III (λ), citocinas pró-inflamatórias, 

quimiocinas e ISGs (Lester and Li, 2014).  

Em fibroblastos humanos foi demonstrado que a infecção por ZIKV induz um 

aumento na expressão de TLR3 e TLR7 (Hamel et al., 2015), já em modelo organoide 

cerebral, a infecção por ZIKV em células progenitoras neurais mostra a ativação de 

TLR3, que desencadeia apoptose e atenua a neurogênese (Dang et al., 2016). A 

estimulação de macrófagos derivados de monócitos com um agonista de TLR7/8 

restringiu a replicação do ZIKV por meio da indução da expressão de vários ISGs 

(Vanwalscappel et al., 2018). Em resumo, esses estudos fornecem evidências do 

reconhecimento do ZIKV por TLR3 e TLR7, embora a detecção direta do ZIKV por 

esses PAMPs ainda não tenha sido totalmente demonstrada. 

Os RLRs são considerados os principais sensores intracelulares para o 

reconhecimento de PAMPs de RNA de fita dupla viral no citoplasma (Kato et al., 

2006). Entre os representantes, RIG‐I e MDA5 são compostos por domínios de 

ativação e recrutamento de caspases (CARDs) seguidos por um domínio de helicase 
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de RNA (DExD/H Box) que tem atividade ATPase e um domínio repressor C-

terminal (RD) (Yoneyama et al., 2005). Em condições de repouso, RIG-I reside no 

citoplasma em uma forma inativa que é auto inibida por seu domínio repressor. Após 

a infecção viral, RIG-I sofre uma mudança conformacional pela qual se dimeriza de 

uma forma dependente de ATP (Yoneyama et al., 2004). A forma multimérica ativada 

de RIG-I ou MDA5 então interage com a proteína adaptadora de sinalização antiviral 

mitocondrial (MAVS) (Seth et al., 2005), também conhecida como promotor 

estimulador de Interferon 1 (IPS-1), por meio de interações CARD-CARD (Kawai et 

al., 2005). O MAVS está localizado no folheto externo da membrana mitocondrial e 

em peroxissomos. Após o acoplamento de RIG-I ou MDA5 com MAVS, MAVS ativa 

as quinases relacionadas a IKK, que são responsáveis pela fosforilação de vários 

fatores de transcrição, como NFkB, IRF3 e IRF7 que levam à expressão de ISGs, IFN-

I e citocinas pró-inflamatórias (Reikine et al., 2014). 

A detecção de Flavivírus dentro da célula pelos RLRs, MDA5 e RIG-I, foi bem 

caracterizada no contexto de infecção por Vírus do Nilo Ocidental (WNV) e DENV 

(Fredericksen et al., 2008; Nasirudeen et al., 2011). O papel desses RLRs na infecção 

do ZIKV também foi demonstrado por vários estudos. Fibroblastos humanos 

infectados com ZIKV apresentaram regulação transcricional positiva de RIG-I e 

MDA5, embora o silenciamento desses sensores não tenha afetado significativamente 

a replicação do ZIKV nestas células (Hamel et al., 2015). Da mesma forma, as células 

dendríticas humanas regularam positivamente o transcrito e a expressão proteica de 

RIG-I e MDA5 após infecção por ZIKV (Bowen et al., 2017). Além disso, descobriu-

se que a replicação do ZIKV é aumentada em células trofoblásticas humanas nocautes 

para RIG-I, MDA5 e MAVS. Consequentemente, a expressão de IFN induzido por 

ZIKV foi reduzida em células trofoblásticas nocautes para RIG-I e MDA5, e 

completamente abolida em células nocautes para MAVS (Ma et al., 2018). 

Experimentos em células epiteliais de pulmão humano (A549) mostraram que o RIG-

I é o principal RLR para a detecção do ZIKV (Esser-Nobis et al., 2019). Estes estudos 

indicaram que o RNA do ZIKV é detectado por RIG-I e MDA5, em que a contribuição 

relativa dos dois sensores para indução de IFNs e a diminuição da replicação viral 

difere de acordo com o tipo celular (Serman and Gack, 2019).  

O DNA citosólico é um potente ativador de uma resposta via IFN-I (Stetson and 

Medzhitov, 2006). Após infecções virais, quantidades aumentadas de DNA 

intracelular são detectadas em uma via que envolve GMP-AMP sintase cíclica 

(cGAS), um membro da família de enzimas nucleotidiltransferase (NTase), que 

funciona sinergicamente com a proteína estimuladora de genes de interferon (STING) 

(Sun et al., 2013; Wu et al., 2013). O cGAS normalmente reside como uma proteína 

inativa na célula, após a ligação ao DNA, o cGAS sofre uma mudança conformacional 

para um estado ativo e produz o segundo mensageiro GMP-AMP cíclico (cGAMP) 

de ATP e GTP, que é subsequentemente detectada pelo STING (Diner et al., 2013), 

que então se transloca para o Golgi e ativa a quinase 1 de ligação, a TANK (TBK1). 

TBK1 então fosforila a si mesmo, a STING e, subsequentemente, o IRF3. O IRF3 
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dimeriza-se, entra no núcleo e desencadeia a produção de IFN-I e a expressão de ISGs 

que, juntos, orquestram os mecanismos de defesa antiviral (Hopfner and Hornung, 

2020). 

O eixo de sinalização cGAS-STING já é conhecido por detectar e restringir 

infecções por Flavivírus (Gack and Diamond, 2016). Mecanisticamente, foi 

demonstrado que o DNA mitocondrial (mtDNA) que vazou para o citosol após dano 

induzido por DENV das membranas mitocondriais leva à ativação de cGAS-STING 

e ao aumento da expressão de IFN-I (Aguirre et al., 2017; Sun et al., 2017a). Com 

relação à infecção por ZIKV, um estudo recente demonstrou que a replicação do  

ZIKV é aumentada e a indução de IFN-I reduzida em THP1 (células monocíticas 

humanas) cGAS-/- e em células mononucleares do sangue periférico (PBMC) (Zheng 

et al., 2018). Além disso, outro estudo demonstrou que a replicação do ZIKV é 

aumentada em fibroblastos humanos STING-/- e que o ZIKV antagoniza ativamente o 

STING dentro da via do cGAS (Ding et al., 2018). 

A resposta imune inata via IFN-I serve como a primeira linha de defesa para 

combater infecções virais (Schneider et al., 2014). Tanto o IFN-α e quanto o IFN-β 

usam o mesmo receptor, o IFN-α/β (IFNAR), que é expresso em uma grande 

variedade de tipos celulares (Theofilopoulos et al., 2005). Este receptor está associado 

à Janus quinase 1 (JAK1) e à Tirosina quinase 2 (TYK2). A ligação de IFN-α/IFN-β 

a IFNAR ativa JAK1 e TYK2, que consequentemente fosforilam o transdutor de sinal 

e ativador da transcrição 1 (STAT1) e STAT2 (Malmgaard, 2004), essa ligação pode 

desencadear uma regulação positiva de forma parácrina e/ou autócrina (Suthar et al., 

2013). Uma vez fosforilados, esses fatores se associam com IRF9 para formar o 

complexo de fator 3 do gene estimulado por IFN (ISGF3). No núcleo, este complexo 

se liga a sequências de DNA específicas contendo elementos de resposta estimulados 

por IFN (ISRE) que promovem a transcrição de centenas de genes estimulados por 

IFN (ISGs), incluindo IRF1, IRF7, IRF8 e IRF9, cuja função é inibir a replicação viral 

e induzir uma resposta antiviral na área da célula infectada (Taniguchi and Takaoka, 

2002; Malmgaard, 2004; Ivashkiv and Donlin, 2014).  

Diversos estudos mostram uma regulação ambígua do ZIKV na via de IFN. 

Alguns estudos relataram a capacidade dos macrófagos placentários e trofoblastos 

primários humanos de limitar a infecção pelo ZIKV, induzindo a produção de IFN 

tipo I e III (especialmente IFN-λ1), respectivamente (Bayer et al., 2016; Quicke et al., 

2016). Além disso, foi demonstrado que a exposição de fibroblastos primários 

humanos ao ZIKV desencadeia a resposta do IFN-β, acompanhada pela ativação das 

vias de sinalização do IFN tipo I e pela expressão de diversos genes antivirais (Hamel 

et al., 2015). Já um estudo com células A549 infectadas com ZIKV, demonstrou uma 

susceptibilidade muito eficiente desta célula, visto que houve uma rápida proliferação 

do ZIKV nesse modelo. Além da secreção de IFN-β seguida pela expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β, IL-6, IL-8, e a proteína 1 quimioatraente de 

monócitos (MCP-1), e o aumento da atividade transcricional de ISGs. Ao atingir o 

nível máximo de replicação nessa célula, o ZIKV desencadeou morte por apoptose 
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por meio da ativação das caspases-3 e 9, enquanto que nos primeiros tempos de 

infecção, a rápida liberação de IFN-β exerceu um efeito antiviral contra o ZIKV o que 

atrasou a apoptose nas células infectadas, favorecendo a replicação (Frumence et al., 

2016). 

Diversos grupos de pesquisa demonstraram que o ZIKV desenvolveu várias 

estratégias para combater a resposta antiviral de IFN (Grant et al., 2016; Kumar et al., 

2016; Wu et al., 2017; Xia et al., 2018). As estratégias antagônicas de IFN podem ser 

divididas principalmente em dois tipos (Fernandez-Garcia et al., 2009). A primeira 

estratégia empregada pelo ZIKV é o antagonismo direto da ativação de PRRs; e a 

segunda estratégia é reduzir e retardar a ativação e produção de IFN, inibindo as 

moléculas de sinalização da via do IFN (Figura 05) (Serman and Gack, 2019). Essas 

estratégias são mediadas pelas proteínas não estruturais do ZIKV que atenuam a 

resposta antiviral inata em diferentes níveis da via de sinalização de IFN e ajudam 

cooperativamente o ZIKV a inibir a resposta imune do hospedeiro (Bowen et al., 

2018). 

O ZIKV é capaz de neutralizar a imunidade inata mediada por RIG-I e MDA5 ao 

interromper as interações de ambos os RLRs com suas respectivas proteínas 

adaptadoras. Especificamente, a proteína 14-3-3ε promove a translocação de RIG-I 

do citoplasma para a mitocôndria, enquanto que a proteína 14-3-3η facilita a 

translocação do MDA5 do citoplasma para a mitocôndria, promovendo assim a 

indução de IFN antiviral (Liu et al., 2012; Lin et al., 2019a). A NS3 do ZIKV 

antagoniza a sinalização mediada por RIG-I e MDA5 via mimetismo molecular, se 

liga e sequestra as proteínas 14-3-3ε e 14-3-3η, o que impede a translocação desses 

RLRs para a mitocôndria e, consequentemente, a ativação da MAVS e a transcrição 

de fatores da via do IFN-I (Riedl et al., 2019). Outro exemplo é a NS4A do ZIKV, 

que se liga especificamente ao domínio CARD de MAVS e, portanto, bloqueia a 

ligação do RIG-I e MDA5 e, por conseguinte, a  ativação da via (Ma et al., 2018). 

Além do antagonismo viral de PRRs e de suas proteínas adaptadoras, as proteínas 

não estruturais do ZIKV inibem a sinalização imune inata no nível de TBK1 e IRF3. 

A NS1, NS2A, NS2B e NS4B inibem a fosforilação da TBK. A NS4A inibe a 

fosforilação do IRF3, e a NS5 interage com a TBK1 inibindo sua atividade e 

consequentemente a não fosforilação do IRF3 (Wu et al., 2017; Xia et al., 2018; Lin 

et al., 2019c). Embora, várias proteínas NS do ZIKV tenham sido relatadas como 

antagonistas da produção de IFN, muitas dessas estratégias de antagonismo ainda 

precisam ser confirmadas durante a infecção pelo ZIKV ativo, e sua relevância para 

a replicação eficaz do vírus e evasão imune devem ser testadas in vivo (Serman and 

Gack, 2019).  

Na tentativa de reduzir e retardar a ativação e a produção de IFN já foi 

demonstrado que a proteína NS5 do ZIKV é capaz de se ligar e degradar STAT2 para 

inibir a sinalização IFN tipo I em vários tipos celulares (Grant et al., 2016; Kumar et 

al., 2016). No entanto, este efeito pode ser dependente do tipo celular, pois a infecção 
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de células dendríticas derivadas de monócitos primários humanos resultaram na 

indução da expressão de STAT1 e STAT2 (Bowen et al., 2017). Além da proteína 

NS5, um estudo recente sugere que a protease NS2B/NS3 é capaz de facilitar a 

degradação da JAK1 quinase in vitro, resultando em uma redução na fosforilação de 

STAT1, inibindo assim a sinalização JAK-STAT e coincidentemente inibindo a 

expressão de ISGs (Wu et al., 2017). 

A proteína ZIKV NS5 é capaz de ativar de maneira seletiva o IFN tipo II (IFN-γ). 

Enquanto nos IFNs tipo I e III a NS5 do ZIKV suprime sua atividade por meio da 

degradação da STAT2, ocorre simultaneamente a formação de dímeros de STAT1, 

que ativam genes controlados por IFN tipo II, como o gene que codifica a citocina 

pró-inflamatória CXCL10 (Chaudhary et al., 2017). Essa ativação seletiva da 

sinalização de IFN-γ pelo ZIKV também pode ter um impacto em outras funções 

imunológicas reguladas por IFN-γ, como a ativação de macrófagos e a resposta Th1 

(Chaudhary et al., 2017).  

 

Figura 5 - Inibição mediada pelo ZIKV das vias de sinalização que levam à indução de interferon 

tipo I (IFN-I) e genes estimulados por IFN (ISGs). Durante a infecção pelo vírus Zika (ZIKV), as 

proteínas virais não estruturais (NS) estão envolvidas no antagonismo da transdução de sinal mediada por 

receptores de reconhecimento padrão (PRRs) que levam à indução de interferon tipo I (IFN-I) (painel 

esquerdo), bem como da expressão mediada por IFN-α/β e de genes estimulados por IFN (ISGs) (painel 

direito). A NS3 se liga às proteínas 14-3-3ε e 14-3-3η e impede a translocação do RIG-I e do MDA5 do 

citoplasma para a mitocôndria, para ativar a MAVS. A NS4A bloqueia a ligação do RIG-I e do MDA5 a 

MAVS. A NS1, NS2A, NS2B e NS4B inibem a fosforilação da TBK1. A NS1, NS2A, NS2B, NS4A, NS4B 

e NS5 inibem a fosforilação de IRF3. Todos esses mecanismos impedem a transcrição de ISGs e INF-I. No 

lado Direito, a NS5 inibe a fosforilação de STAT1 e STAT2 e se liga e degrada a STAT2. Já a NS2B/NS3 

degrada a JAK1 e impede a fosforilação das STATs. Fonte: Adaptado de (Serman and Gack, 2019). 
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Como uma das principais células envolvidas na imunidade inata, os macrófagos 

orquestram uma série de mecanismos reguladores para manter o equilíbrio 

homeostático e o controle da resposta do sistema imunológico, como a polarização 

em fenótipos M1 e M2 (Gordon, 2003; Murray and Wynn, 2011; Murray, 2017). As 

interações do ZIKV com macrófagos mostraram que o vírus tem uma predileção por 

infectar essas células, em especial na placenta (Quicke et al., 2016). Na placenta, as         

células de Hofbauer infectadas com ZIKV expressaram grandes quantidades de 

CD68, TNF-α, IFN-γ e CCL5, indicando que a resposta pró-inflamatória contribui 

significativamente para o dano tecidual (Rabelo et al., 2018).  

Em uma via alternativa, o fenótipo de macrófagos M2 está envolvido na contenção 

do processo inflamatório e na promoção do reparo tecidual. No entanto, essa 

polarização facilita o processo de replicação viral devido ao efeito anti-inflamatório 

induzido pela citocina IL-10 (Hirsch et al., 2018). Pesquisas em humanos demonstram 

uma ampla distribuição de células de Hofbauer com fenótipo M2 no estroma, 

marcados por CD163, um receptor scavenger que parece facilitar a entrada do ZIKV 

na célula (Schwartz, 2017). Experimentos in vitro mostraram que certas cepas 

asiáticas de ZIKV conseguem modular diretamente o fenótipo M2 durante a gravidez. 

Um estudo com monócitos sanguíneos CD14+ revelou que a exacerbação da 

imunossupressão ocorre devido à predominância de IL-10, CD163, proteína 1 do tipo 

quitinase-3 (CHI3L1), mediadas por uma resposta a IL‐12 p40 (Foo et al., 2017). 

No sistema nervoso central (SNC), as micróglias são consideradas macrófagos 

residentes de origem mesodérmica/mesenquimal, que migram para todas as regiões 

do SNC (Ginhoux et al., 2013). Como em outros órgãos e sistemas, a via de 

diferenciação da micróglia pode produzir ambos os fenótipos M1 e/ou M2 no SNC 

(Tang and Le, 2016). No SNC, o fenótipo M1 aumenta a neuroinflamação e, nos casos 

de microcefalia induzida por ZIKV, a resposta pró-inflamatória é desencadeada por 

IL‐1β, IL‐6, TNF‐α, IFN‐γ, IFN‐α, IFN‐β, MCP‐1 e iNOS. Em contraste, o fenótipo 

M2 resulta no desenvolvimento de uma resposta anti-inflamatória e imunossupressora 

que protege o parênquima neural dos efeitos deletérios causados pela 

neuroinflamação. A resposta anti-inflamatória nesta situação é mediada por citocinas, 

como IL‐4, IL‐10, IL‐33, IL‐37, TGF‐β e arginase 1. Curiosamente, no SNC de casos 

humanos de microcefalia induzida por ZIKV, ambas as micróglias M1 e M2 atuam 

em conjunto para regular o mecanismo de lesão celular. Nesse contexto, a apoptose 

induzida pelo fenótipo M1 ou M2 se correlaciona com a expressão da caspase3. Em 

áreas necróticas, as citocinas envolvidas na modulação da necroptose são altamente 

expressas no córtex cerebral, como é o caso de IL-33 e TNF-α (Azevedo et al., 2018). 

As células dendríticas, juntamente com os macrófagos, pertencem a um grupo de 

células apresentadoras de antígenos (APCs), atualmente descritos como sentinelas, 

que orquestram a iniciação das respostas imunes inatas e adaptativas (Worbs et al., 

2017). Na pele, as células dendríticas desempenham papel central no processo 
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infeccioso desencadeado pelo ZIKV, pois além delas reconhecerem, se infectarem, e 

desencadearem a resposta imune inata como descrito acima, elas também migram 

para outros tecidos e apresentam antígenos virais para os linfócitos durante a infecção 

viral (Hamel et al., 2015; Bowen et al., 2017; Sun et al., 2017b; Azevedo et al., 2018).  

As células exterminadoras naturais (NK) são linfócitos inatos especializados na 

defesa antiviral e também na resposta contra células tumorais, infecções bacterianas 

e fúngicas (Vivier et al., 2008). As células NK expressam uma variedade de receptores 

de ativação e inibição que medeiam a morte de seus alvos. Os receptores inibitórios 

das células NK reconhecem principalmente proteínas do complexo principal de 

histocompatibilidade (MHC) classe I (MHC-I) (Horowitz et al., 2012). Em células 

epiteliais retinais (ARPE-19) infectadas com ZIKV, a alta expressão de proteínas 

MHC-I foi mediada pelo feedback positivo de IFN‐β e a inibição da atividade das 

células NK. Além disso, a infecção pelo ZIKV é dificilmente detectada pelas células 

NK, uma vez que não foi observado aumento na expressão de ligantes ativadores de 

células NK após a infecção pelo ZIKV (Glasner et al., 2017a).  

 

1.9. Inflamassoma 

A citocina pró-inflamatória Interleucina-1β (IL-1β) é um componente central nas 

respostas inflamatórias, pois ela induz a expressão de genes associados à imunidade 

e facilita o recrutamento de linfócitos para a local da infecção (Dinarello, 2009). Além 

disso, desempenha um papel importante na febre, septicemia, choque e outras doenças 

inflamatórias (Shrivastava et al., 2016). A geração da IL-1β ativa e madura requer a 

clivagem do seu precursor pró-IL-1β pelos inflamassomas (Lamkanfi and Dixit, 

2012). Os inflamassomas são um grande complexo multiproteico que detecta 

estímulos de infecção ou perigo na célula e controla a maturação e secreção das 

citocinas IL-1β e IL-18 (Lamkanfi and Dixit, 2012).  

Os inflamassomas são compostos por receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs) intracelulares conhecidos por receptores do tipo Node (NLRs), e possuem a 

divisão em três subfamílias: NOD, NLRP e IPAF (NLRC). Esses são constituídos por 

três regiões funcionais, uma região NOD de regulação localizada na posição central, 

uma região N-terminal efetora envolvida na sinalização, nesse domínio pode conter 

um domínio pirina (PYD), um domínio para recrutamento de caspase (CARD), ou um 

domínio inibidor de apoptose (BIR), e a região C-terminal que é composta por 

repetições ricas em leucina (LRRs) (Schroder and Tschopp, 2010). A montagem desse 

complexo ocorre de forma que o NLR recruta uma proteína adaptadora associada a 

apoptose (ASC) , que interage com a Caspase-1 ou Caspase-11 levando à sua ativação, 

para que essa possa promover a maturação da IL-1β e IL-18 (Bauernfeind et al., 2011). 

Vários NLRs capazes de formar o complexo do inflamassoma já foram descritos, 

dentre eles: NLRP1, NLRP3 (NALP3), NLRP6, NLRC4 (IPAF) e AIM2 (Strowig et 

al., 2012). Dentre todos os inflamassomas até hoje descritos, o mais estudado e 
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caracterizado é o NLRP3, que desempenha um papel importante nas respostas 

inflamatórias e antivirais. (Lamkanfi and Dixit, 2014; Zhao and Zhao, 2020).  

A ativação do inflamassoma NLRP3 requer sinais em níveis transcricional e pós-

traducional. O primeiro sinal leva à síntese de pro-IL-1β e outros componentes do 

inflamassoma, como NLRP3, pelo reconhecimento de padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs) e a padrões moleculares associados a perigo 

(DAMPs),  por receptores do tipo Toll e receptores de IL-1 que induzem a ativação 

da via do fator nuclear κB. O segundo sinal é traduzido também por associação de 

PAMPs e DAMPs para ativar a montagem do Inflamassoma NLRP3, ativação da 

caspase1 e secreção de IL-1β (Jo et al., 2015). Vários mecanismos moleculares têm 

sido indicados para essa ativação, como a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (Tschopp and Schroder, 2010), o efluxo de potássio e ATP (Pétrilli et al., 2007) 

e o dano lissosomal devido à liberação da protease catepsina B para o citoplasma 

(Cassel et al., 2009).  

Além disso, a ativação dos inflamassomas e das caspases para a secreção de 

citocinas inflamatórias contribuem para o aumento da inflamação e o processo de 

morte celular conhecido como piroptose (Cookson and Brennan, 2001). A piroptose 

foi identificada como uma morte celular programada altamente associada à 

inflamação, caracterizada pela formação de poros na membrana plasmática, inchaço 

celular e ruptura da membrana plasmática e consequentes liberações de seus 

conteúdos citoplasmáticos, incluindo citocinas inflamatórias no ambiente extracelular 

(Bergsbaken et al., 2009). As Caspases-1-4/5 e 11 quando ativadas clivam a proteína 

formadora de poros, gasdermina D (GSDMD) (Miao et al., 2011; Kayagaki et al., 

2015; Shi et al., 2015), o domínio GSDMD N-terminal clivado (GSDMDNterm) liga-

se à fosfatidilinositol e à fosfatidilserina da membrana lipídica onde oligomeriza-se 

em fenda, arco e estruturas em forma de anel formando poros que, por sua vez, levam 

ao inchaço celular, ao extravasamento do material citoplasmático e à morte celular 

(Liu et al., 2016; Mulvihill et al., 2018). 

Os Inflamassomas estão diretamente envolvidos na resposta imune do hospedeiro 

contra o ZIKV, que foi descoberto principalmente por estudos que investigaram o 

primeiro contato do vírus com a pele, em que o ZIKV induz a ativação do NLRP3 e 

AIM2 em fibroblastos humanos (Hamel et al., 2015). Estudos in vitro usando a 

linhagem de glioblastoma humano (U-87MG) demonstraram que o ZIKV pode 

mediar o desenvolvimento da resposta inflamatória pela ativação do NLRP3 e da 

Caspase1 e, por conseguinte, a clivagem da IL-1β (Tricarico et al., 2017). 

O ZIKV estimula a secreção de IL-1β em pacientes humanos, células 

mononucleares do sangue periférico (PBMCs) humanas, em macrófagos murinos, em 

camundongos e em células dendríticas derivadas da medula óssea (BMDCs) (Wang 

et al., 2018). O reconhecimento da NS5 viral pelo receptor NLRP3 induz a ativação 

de NF ‐ kB, Caspase-1 e a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), levando 

à montagem do complexo do inflamassoma e induzindo ao aumento da secreção de 
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IL-1β; esse mecanismo potencializa a neuroinflamação em camundongos 

imunocomprometidos  (He et al., 2018; Wang et al., 2018).  

Em casos fatais de Microcefalia induzida por ZIKV, análises in situ de tecidos 

cerebrais mostraram expressões mais elevadas dos receptores NLRP1, NLRP3 e 

AIM2, das citocinas IL-1β, IL-18 e IL-33, e das enzimas caspase-1, iNOS e arginase-

1 (de Sousa et al., 2018). Um estudo recente mostrou que a infecção por ZIKV em 

camundongos neonatos imunocompetentes causa inflamação cerebral severa, com 

dano neuro-tecidual e atrofia cerebral. Além disso, foi demonstrado que o ZIKV causa 

piroptose em células neurais, incluindo células progenitoras neurais (NPCs), 

astrócitos e micróglias, mediada pela ativação da caspase-1 e GSDMD tanto in vitro 

quanto in vivo (He et al., 2020). Esses estudos sugerem que a ativação do 

inflamassoma pode agravar a resposta neuroinflamatória e consequentemente 

aumentar o dano ao SNC em neonatos com infecção por ZIKV, o que corrobora 

experimentalmente o desenvolvimento e a progressão da microcefalia induzida pelo 

ZIKV (de Sousa et al., 2018; He et al., 2020).  

Na busca por entender a razão pela qual o ZIKV induz a ativação do inflamassoma 

nas células hospedeiras, Zheng e colaboradores demonstraram um novo mecanismo 

em que o ZIKV provoca estrategicamente a ativação do inflamassoma e a inflamação 

para evitar a resposta antiviral via IFN-I (Figura 06). A NS1 do ZIKV recruta a 

peptidase específica da ubiquitina 8 (USP8) para clivar as cadeias de poli-ubiquitinas 

ligadas a resíduos de lisina K11 da Caspase-1 em lisina K134, por meio deste 

mecanismo, envolvendo a inibição do complexo ubiquitina-proteossoma, a NS1 é 

capaz de estabilizar a Caspase‐1 aumentando, assim, a ativação do Inflamassoma. A 

Caspase-1 ativa promove, por sua vez, a clivagem dos receptores GMP-AMP cíclico 

sintase (cGAS), que reconhece DNA citoplasmático e mitocondrial, e age de forma 

sinérgica com a proteína estimuladora de genes de interferon (STING) (Burdette et 

al., 2011). Com isso, a sinalização de IFN tipo I, durante a infecção pelo ZIKV, é 

atenuada, evitando a resposta antiviral do hospedeiro por essa via (Zheng et al., 2018). 
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Figura 6 - Mecanismo de ativação do inflamassoma NLRP3 e inibição da sinalização de IFN-I 

mediada pelo ZIKV. A proteína NS5 do ZIKV leva à ativação e à montagem do inflamassoma NLRP3 e 

à clivagem da Pró-IL-1β em IL-1β (p17) ativa. Já a proteína NS1 do ZIKV aumenta a ativação do 

inflamassoma, recrutando USP8 para clivar cadeias de poli-ubiquitina ligada a lisina K11 da Caspase-1 em 

lisina K134. A estabilização da Caspase-1 mediada por NS1 do ZIKV promove ainda a clivagem de cGAS, 

inibindo assim a sinalização de IFN tipo I via STING, impedindo a imunidade antiviral inata para beneficiar 

sua infecção e replicação. Fonte: Adaptado de (Zheng et al., 2018).  

 

1.10. Resposta imune adaptativa ao ZIKV 

A imunidade adaptativa, também chamada imunidade específica, é mediada por 

células conhecidas como linfócitos. Os linfócitos B medeiam a imunidade humoral, em 

que por meio da secreção de anticorpos reconhecem antígenos microbianos e eliminam 

os patógenos. Já os linfócitos T medeiam a imunidade celular, em que podem reconhecer 

antígenos e aumentar a capacidade microbicida das células apresentadoras de Antígenos 

(APCs). Os linfócitos T se dividem em linfócitos T CD4 (Auxiliares) que recrutam outros 

leucócitos por meio da secreção de citocinas e quimiocinas para destruir os 

microorganismos. E os linfócitos T CD8 (Citotóxicos) que destroem diretamente as 

células infectadas (Murphy, 2014; Abbas et al., 2015).  

Uma variedade de modelos de camundongos foi usada para investigar a resposta 

imune celular à infecção pelo ZIKV. Inicialmente, a maioria dos modelos usava 

camundongos imunocomprometidos, que normalmente envolvem a deleção genética do 

receptor de IFN-I (IFNAR-/-e/ou A129), ou de ambos os receptores IFN-I e IFN-II, 

(AG129) ou tratamento com um anticorpo bloqueador anti-IFNAR antes da infecção, no 
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qual todos os modelos acima são altamente suscetíveis à infecção por ZIKV, com viremia 

e mortalidade dependente da idade (Lazear et al., 2016; Rossi et al., 2016). 

Um estudo usando o modelo LysMCre+IFNARfl/fl, que não possui o IFNAR em um 

subconjunto de células mieloides, mas expressa níveis normais de IFNAR em células T, 

células B e a maioria das células dendríticas, mostrou que a infecção pelo ZIKV causou 

um aumento na frequência de células T CD8 ativadas no baço, que se mostraram positivas 

para granzima B. Além disso, quando as células T CD8 foram depletadas nesse modelo, 

os camundongos LysMCre+IFNARfl/fl tiveram cargas virais mais altas no soro, no SNC e 

em outros tecidos. Isso foi revertido quando os mesmos camundongos depletados de 

células T CD8 receberam uma transferência de células T CD8 de memória. Porém, 

quando foram usados camundongos CD8-/-, houve uma maior mortalidade causada pela 

infecção por ZIKV (Elong Ngono et al., 2017). Portanto, esses resultados demonstraram 

que as células T CD8 + possuem um papel fundamental na proteção contra a infecção 

pelo ZIKV.  

Outro estudo em camundongos LysMCre+IFNARfl/fl descreveu uma resposta de 

células T CD4 Th1, bem como uma resposta de células T foliculares auxiliares (Tfh) de 

7 dias após a infecção (dpi) em diante. Em adição, as células T CD4 foram necessárias 

para gerar uma resposta de anticorpos imunoglobulina G (IgG), mas sua depleção não 

teve impacto na resposta das células T CD8 e nem impactou a carga viral (Elong Ngono 

et al., 2019). Assim, as células T CD4 + podem ser mediadores e reguladores importantes 

na proteção contra a infecção por ZIKV.  

Embora camundongos IFNAR-/- sejam conhecidos por serem suscetíveis à infecção 

por ZIKV, a depleção de células T CD4 de camundongos com 10-12 semanas de idade 

IFNAR-/-causou cargas virais mais altas, paralisia mais grave e sobrevivência reduzida 

(Hassert et al., 2018), e causou infecção letal em camundongos IFNAR-/- de 3-4 semanas 

de idade (Lucas et al., 2018). Entretanto, quando esses camundongos receberam a 

transferência de células T CD4 de memória de camundongos imunes ao ZIKV, houve 

uma proteção contra a infecção e inibição da letalidade (Hassert et al., 2018; Lucas et al., 

2018). Além disso, o efeito protetor da transferência das células T CD4 é dependente da 

sinalização de IFNγ, das células T CD8 e dos linfócitos B nos camundongos receptores, 

o que sugere que as células T CD4 são importantes para a promoção das respostas de 

células B e anticorpos contra o ZIKV (Lucas et al., 2018). 

Embora tenhamos visto que estudos com modelos de camundongos deficientes em 

IFN-I e IFN-II, as células T CD4 e T CD8 desempenham um papel importante na resposta 

imune ao ZIKV, o IFN-II desempenha um papel crucial na promoção da ativação das 

células T CD4 e T CD8 (Tau et al., 2000, 2001). Portanto, modelos com camundongos 

imunocompetentes representam uma ferramenta muito útil para caracterizar e 

compreender mais fielmente as respostas das células T CD4 e T CD8 à infecção pelo 

ZIKV. 

Em camundongos imunocompetentes, o ZIKV estabelece uma infecção autolimitada 

e assintomática (Pardy et al., 2017). No entanto, a infecção induz uma resposta robusta 
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das células T CD4 de perfil Th1, que apresenta a expressão do fator de transcrição T-bet 

e a produção das citocinas IFN-γ, TNF-α e IL-2 (Winkler et al., 2017; Hassert et al., 

2018). Ao mesmo tempo, as células T CD8 regulam positivamente a expressão de IFN-γ 

e TNF-α, produzem a granzima B e apresentam um fenótipo altamente ativado após 

infecção por ZIKV (Huang et al., 2017; Pardy et al., 2017). Além disso, esses modelos 

foram usados para a identificação e produção de epítopos de células T CD8 e T CD4 do 

ZIKV (Huang et al., 2017; Pardy et al., 2017; Hassert et al., 2018). 

Dada a capacidade das células T CD8 de matar diretamente as células infectadas e a 

capacidade das células T CD4 e T CD8 de produzirem citocinas efetoras e moléculas 

citolíticas, é relevante observar se a resposta das células T induzida pelo ZIKV pode 

contribuir para a sua patogênese. Nesse contexto, os primeiros estudos com infecções de 

ZIKV em camundongos C57/BL06 WT neonatos (um dia de idade) mostraram que as 

lesões coriorretinianas e a degeneração neuronal estão correlacionadas com um infiltrado 

de células T CD8 nesses tecidos, sugerindo um papel potencial das células T CD8 na 

mediação do dano tecidual (Manangeeswaran et al., 2016, 2018). Embora esses achados 

possam fornecer algumas ideias sobre a patogênese do ZIKV em fetos, os camundongos 

neonatais não possuem um sistema imunológico totalmente maduro e são altamente 

suscetíveis à infecção por vírus neurotrópicos (Couderc et al., 2008). Um estudo com 

camundongos fêmea grávidas, mostrou que as respostas das células T CD4 e T CD8 frente 

à infecção por ZIKV foram diminuídas em comparação com camundongos fêmea não 

grávidas. É possível que a diminuição da imunidade mediada por estas células durante a 

gravidez possa aumentar a disseminação do vírus para o feto, levando à SCZ (Winkler et 

al., 2017).  

Um estudo com camundongos IFNAR-/- demonstrou um papel mais claro para as 

células T CD8 em causar danos no cérebro e paralisia durante a infecção por ZIKV. A 

infecção de astrócitos por ZIKV resulta na quebra da barreira hematoencefálica e um 

grande influxo de células T CD8 efetoras. A atividade antiviral das células T CD 8 dentro 

do cérebro limita a infecção de neurônios por ZIKV, mas, como consequência, induz uma 

paralisia associada ao ZIKV, que causa a morte dos camundongos. Após a depleção das 

células T CD8, eles observaram uma diminuição na paralisia e uma melhora na sobrevida. 

Quando ambas as células, T CD4 e T CD8, estavam depletadas, os camundongos tinham 

um fenótipo intermediário com uma diminuição significativa na sobrevivência, sugerindo 

um papel regulador para as células T CD4 no cérebro. Esse papel regulador foi 

confirmado quando somente as células T CD4 foram depletadas, o que fez com que todos 

os camundongos desenvolvessem paralisia e sucumbissem à infecção (Jurado et al., 

2018). Outro estudo observou que a depleção das células T CD4 não teve impacto na 

resposta das células T CD8, mas causou cargas virais significativamente maiores no SNC, 

o que piorou a doença e diminuiu a sobrevida dos camundongos (Hassert et al., 2018). 

Esses estudos demonstraram um papel ativo das células T CD8 na patogênese do ZIKV, 

enquanto eles descrevem um papel regulador para células T CD4 na infecção. 
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1.11. Microbiota  

O termo microbiota tem sido usado para definir a comunidade de micróbios 

simbióticos, que incluem bactérias, arqueias, vírus, fungos e protozoários que 

estabeleceram seus próprios nichos dentro de um hospedeiro, que fornecem funções de 

apoio a imunidade e ao metabolismo do hospedeiro (Round and Mazmanian, 2009; 

Kamada et al., 2013). O trato intestinal é o maior reservatório da microbiota no corpo 

humano (Sender et al., 2016). A microbiota intestinal normalmente consiste em mais de 

1000 espécies bacterianas cuja composição permanece relativamente estável em cada 

indivíduo ao longo da idade adulta, mas é extremamente diversa entre os indivíduos 

(Kamada and Núñez, 2014). No entanto, várias mudanças como o uso de antibióticos, 

probióticos, infecções, gravidez e alterações em estilos de vida a longo prazo, podem 

alterar a composição e a diversidade do microbiota intestinal (Rodríguez et al., 2015). 

Recentemente, o interesse pelo papel da microbiota intestinal na saúde humana e nas 

doenças está crescendo graças às novas tecnologias de meta-análise de genomas 

microbianos, bem como seus metabólitos produzidos, que estão se tornando cada vez 

mais viáveis e acessíveis (Qin et al., 2010; Smith et al., 2013). Atualmente, já sabemos 

que a microbiota intestinal tem papéis essenciais no metabolismo, no desenvolvimento e 

na regulação do sistema imunológico, bem como na resistência à colonização de 

patógenos entéricos no intestino do hospedeiro (Kamada et al., 2013). Em adição, 

perturbações na composição microbiana, denominadas disbiose, podem ter um impacto 

negativo no sistema imunológico e na proteção do intestino contra infecções oportunistas, 

contribuindo para o surgimento de várias doenças crônicas e distúrbios inflamatórios no 

hospedeiro (Kim et al., 2017a). 

A microbiota intestinal auxilia na degradação de carboidratos não digeríveis no 

intestino humano por meio de algumas enzimas digestivas derivadas de bactérias. Para 

fazer isso, por exemplo, os Bacteroides possuem um grande número de genes que 

codificam enzimas essenciais para degradar diversos carboidratos complexos, e membros 

dos filos Firmicutes, Actinobacteria e Verrucomicrobium produzem enzimas 

nutricionalmente especializadas que têm um papel fundamental na degradação de 

substratos específicos, tais como paredes celulares vegetais, partículas de amido e 

mucinas (Flint et al., 2012). Além disso, as bactérias intestinais agem como um 

importante fornecedor de vitaminas juntamente com os alimentos (LeBlanc et al., 2013). 

Espécies de Bifidobactérias e Lactobacilli são reconhecidas como probióticos capazes de 

converter compostos dietéticos em vitamina K e a maior parte da vitamina B solúvel em 

água (Kleerebezem and Vaughan, 2009). Ao mesmo tempo, as bactérias intestinais 

anaeróbicas produzem ácidos graxos de cadeia curta (SCFAs) como produtos finais da 

fermentação de fibras, entre as quais, acetato, propionato e butirato são os mais 

abundantes (den Besten et al., 2013). SCFAs são transportados do lúmen intestinal nos 

vários tecidos onde são usados como fonte de energia, substratos ou moléculas de sinal, 

para auxiliar no metabolismo de lipídios, glicose e colesterol (Ríos-Covián et al., 2016). 

A microbiota intestinal estabelece uma relação de mutualismo com o hospedeiro, essa 

relação entre o trato gastrointestinal (TGI) e a microbiota intestinal é favorecida pela 



43 
 

temperatura corporal e a disponibilidade de nutrientes do hospedeiro (Nuding et al., 

2013). Pois os microrganismos comensais auxiliam na quebra de carboidratos, na síntese 

de vitaminas e SCFAs. Desse modo, há benefício tanto para o hospedeiro quanto para os 

microrganismos, e essa relação só é possível graças ao papel regulador do sistema imune 

no intestino (Jarchum and Pamer, 2011). Uma função importante do sistema imunológico 

intestinal é controlar a exposição das bactérias aos tecidos do hospedeiro. Isso ocorre em 

dois níveis distintos: primeiro, minimizando o contato direto entre as bactérias intestinais 

e a superfície das células epiteliais (estratificação) e, em segundo lugar, confinando 

bactérias penetrantes aos locais intestinais e limitando sua exposição ao compartimento 

imune sistêmico (compartimentalização) (Hooper et al., 2012). 

Vários efetores imunológicos funcionam juntos para estratificar os micróbios 

luminais e minimizar o contato epitelial bacteriano. As células caliciformes intestinais 

secretam mucinas, glicoproteínas, que se agrupam em uma camada viscosa de 

aproximadamente 150 μm de espessura na superfície da célula epitelial intestinal 

(Johansson et al., 2008). Já a compartimentalização depende em parte de proteínas 

antimicrobianas secretadas pelo epitélio intestinal como as α-defensinas (Salzman et al., 

2003) e RegIIIγ (Cash et al., 2006), IgA secretada pelos plasmócitos da lâmina própria 

(Macpherson and Uhr, 2004b) e da ação de células apresentadoras de antígeno, linfócitos 

B e T (Macpherson and Uhr, 2004a).  

A microbiota intestinal é uma importante fonte de antígenos bacterianos. Esses 

antígenos, que podem ser tanto de bactérias comensais quanto de bactérias patogênicas, 

são reconhecidos por PRRs das células epiteliais ou das APCs, e podem desencadear dois 

tipos de resposta imune, uma resposta ativa protetora contra bactérias patogênicas ou uma 

resposta passiva de tolerância imunológica e controle da inflamação (Rescigno, 2011). 

Dessa maneira, a microbiota intestinal possui a capacidade de modular a imunidade de 

mucosa para manter a homeostase no hospedeiro (Belkaid and Hand, 2014).  

Outra função importante recém descoberta da microbiota intestinal é sua capacidade 

de regular o funcionamento normal do cérebro, o eixo microbiota-intestino-cérebro tem 

sido cada vez mais estudado para entender a patogênese, a prevenção e o tratamento de 

doenças mentais, incluindo ansiedade e depressão (Foster and McVey Neufeld, 2013), 

doença de Parkinson (Mulak and Bonaz, 2015), doença de Alzheimer (Kowalski and 

Mulak, 2019), transtorno do espectro do autismo (TEA) (Srikantha and Mohajeri, 2019), 

esclerose múltipla (Camara-Lemarroy et al., 2018),entre outras desordens neurológicas.  

O intestino pode interagir com o cérebro por meio do sistema nervoso entérico (SNE), 

que é composto por complexas redes neurais e gliais. O SNE está situado entre as camadas 

musculares circulares internas e longitudinais externas do intestino e controla 

principalmente a motilidade intestinal (Furness, 2012).O intestino pode interagir com o 

cérebro por meio de duas vias neuroanatômicas. A primeira é a troca mútua de 

informações diretamente entre o intestino e o cérebro pelo sistema nervoso autônomo 

(SNA) e o nervo vago (NV) na medula espinhal,  A outra via é uma comunicação 
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bidirecional entre intestino e cérebro por meio da comunicação entre o SNE no intestino 

e SNA-NV na medula espinhal (Rao and Gershon, 2016; Wang and Wang, 2016). 

Entre os vários tipos de infecções patogênicas do hospedeiro, as infecções virais 

constituem um dos mais graves problemas de saúde pública em todo o mundo. Durante o 

processo de infecção, os vírus podem ter interações substanciais e íntimas com a 

microbiota intestinal do hospedeiro (Karst, 2016). Uma infinidade de evidências sugere 

que a microbiota intestinal regula, e por sua vez, é regulada por infecções virais, por meio 

de diversos mecanismos (Li et al., 2019). Sendo assim, a microbiota intestinal pode ter 

papel dúbio nas infecções virais, ora sendo estimulador, ora sendo inibidor (Berger and 

Mainou, 2018). Além disso, a integridade da microbiota intestinal pode ser modulada por 

infecções virais, causando disbiose no hospedeiro e influenciando ainda mais a 

infectividade viral.  
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2. Justificativa 

A infecção pelo ZIKV é considerada uma doença emergente e endêmica devido ao 

grande número de casos notificados e à sua rápida dispersão por diversos locais no 

mundo. Graças a sua capacidade de provocar danos neurológicos, como a SCZ e/ou 

desenvolvimento da SGB, pesquisadores do mundo todo correm contra o tempo a fim de 

entender a patogênese do ZIKV e, concomitantemente, buscar um tratamento viável e 

acessível para produzir uma vacina eficaz contra o ZIKV.  

Diversos estudos como modelos de camundongos imunocomprometidos foram 

importantes para descobrir a patogênese do ZIKV (Winkler and Peterson, 2018), 

entretanto, sabemos que modelos imunocompetentes são mais fidedignos ao que 

realmente acontece em infecções humanas (Bradley and Nagamine, 2017). Embora o 

ZIKV nesses modelos não cause uma infecção aguda, estudos com análises mais 

posteriores mostraram que o ZIKV pode se replicar em cérebros de camundongos adultos, 

podendo levar a morte celular, prejudicar as sinapses e a memória (Figueiredo et al., 

2019). Entretanto, a necessidade de avaliar os déficits cognitivos como uma comorbidade 

potencial em camundongos adultos infectados pelo ZIKV ainda se faz necessária, assim 

como os mecanismos e o tropismo do ZIKV no cérebro in vivo.  

Em razão desse tropismo do ZIKV pelo cérebro e das consequências que a infecção 

pelo ZIKV pode levar ao indivíduo, decidimos analisar o cérebro de camundongos 

adultos imunocompetentes infectados pelos ZIKV, por meio da análise de proteômica, a 

hipótese é de que a infecção pelo ZIKV pode levar a modulação do perfil de proteínas 

cerebrais, e essas, por sua vez, podem causar futuras comorbidades ou danos a esses 

camundongos. 

Outro fator interessante a ser investigado é o eixo microbiota-intestino-cérebro, 

nenhum estudo demonstrou ainda a relação da infecção do ZIKV com a microbiota 

intestinal. Alguns poucos estudos demonstraram que, em camundongos 

imunocomprometidos, a rota anal pode ser uma porta de entrada para a infecção, a 

proliferação e a disseminação do ZIKV e que esse também pode ser eliminado pelas fezes 

(Li et al., 2018a; Martínez et al., 2020). Outro estudo com diversos Flavivírus demonstrou 

que a infecção pelo ZIKV induz uma dismotilidade gastrointestinal e um dilatamento 

intestinal em camundongos imunocomprometidos (White et al., 2018).  

Um único estudo que embora não tenha focado especificamente em ZIKV, mas sim 

em WNV, mostrou que o tratamento com antibióticos orais aumentou o risco de doença 

grave durante a infecção por Flavivírus em camundongos e demonstrou um papel 

potencial para as comunidades microbianas hospedeiras na promoção de respostas de 

células T antivirais durante a infecção sistêmica por WNV (Thackray et al., 2018). 

Portanto, sabendo que o ZIKV tem tropismo pelo cérebro e SNC, consegue infectar, 

proliferar e causar uma infecção colón-anal e que a depleção da microbiota intestinal pelo 

uso de antibióticos orais pode levar a infecções mais graves causadas por Flavivírus em 

camundongos, fomos investigar se a infecção por ZIKV pode modular a microbiota 
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intestinal de camundongos imunocompetentes e, em caso positivo, quais os efeitos que 

essa modulação pode causar no camundongo.  

Dentre as descobertas de mecanismos de escape imunológico do ZIKV, a super 

expressão da caspase1 e a ativação do inflamassoma NLRP3 inibindo a ação da resposta 

antiviral mediada pelo IFN-I (Zheng et al., 2018)  chamou a atenção. Vários estudos já 

deixaram claro que o ZIKV induz a ativação do inflamassoma NLRP3, e induz 

inflamação em diversos modelos in vitro (Tricarico et al., 2017; He et al., 2018; Wang et 

al., 2018). Em adição, um dos mecanismos pelo qual o ZIKV pode induzir a microcefalia, 

veio de um estudo recente, que demonstrou que o ZIKV leva à morte por piroptose de 

NPCs in vitro e in vivo, mediados pela ação da Caspase-1 e da Gasdermina-D, o que levou 

à atrofia cerebral em camundongos neonatos (He et al., 2020).  

Sabendo da importância da Caspase-1 e do inflamassoma NLRP3 na inflamação e no 

escape imunológico induzido pelo ZIKV. Decidimos investigar como seria a infecção do 

ZIKV em modelos de camundongos nocautes para essas duas proteínas. A hipótese, seria 

de que as ausências dessas duas proteínas pudessem tornar os camundongos mais 

imunocompetentes, atenuando a inflamação e danos causados pela infecção.  
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3. Objetivos  

 

3.1. Geral: 

 

 Analisar se a infecção pelo ZIKV induz modulação na microbiota intestinal de 

camundongos selvagens imunocompetentes e caracterizar a patogênese da 

infecção causada pelo ZIKV nestes camundongos, investigando o papel das 

proteínas NLRP3 e Caspases-1/11 neste processo  

 

3.2. Específicos: 

 

 Averiguar se a infecção pelo ZIKV modula a α- e β-diversidade da microbiota 

intestinal de camundongos selvagens imunocompetentes;  

 Caracterizar a abundância relativa dos filos e famílias da microbiota intestinal 

que foram modulados pela infecção por ZIKV;  

 Avaliar os efeitos da modulação da microbiota induzida pela infecção do 

ZIKV no cólon dos camundongos, através da detecção de citocinas e de 

análises histopatológicas;  

 Avaliar o efeito da infecção por ZIKV na carga viral, peso e glicemia dos 

camundongos selvagens imunocompetentes e o papel da ausência das 

proteínas NLRP3 e Caspases-1/11; 

 Caracterizar o perfil de citocinas séricas em camundongos selvagens 

infectados por ZIKV, bem como o papel da ausência das proteínas NLRP3 e 

Caspases-1/11;  

 Investigar se a infecção por ZIKV induz esplenomegalia e recrutamento de 

macrófagos e linfócitos para o baço dos camundongos selvagens 

imunocompetentes, bem como o papel da ausência das proteínas NLRP3 e 

Caspases-1/11 nesse contexto; 

 Averiguar se a infecção por ZIKV induz dano e inflamação no cérebro de 

camundongos selvagens através da detecção de citocinas e análises 

histopatológicas dos cérebros, bem como investigar o papel da ausência das 

proteínas NLRP3 e Caspases-1/11 nesse contexto;  

 Analisar se camundongos selvagens imunocompetentes infectados por ZIKV 

apresentam modulação no perfil proteômico cerebral, assim como o papel da 

ausência das proteínas NLRP3 e Caspases-1/11 nesse contexto.  
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4. Metodologia  

 

4.1. Animais e Comitê de Ética 

Foram usados camundongos C57BL/6J e os derivados de C57BL/6J, Caspases-

1/11-/- e NLRP3-/- entre oito e dez semanas de vida. Todos os camundongos foram 

criados e mantidos sob condições específicas, em ambiente livre de patógenos, em 

micro isoladores ventilados, com água e alimento ad libitum, sob ciclo de luz e 

escuridão de 12/12h, mantidos no biotério do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade de Brasília. O cuidado com os camundongos estava em conformidade 

com as diretrizes institucionais sobre ética em experimentos com animais aprovadas 

pelo Comitê de Ética no Uso Animal do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade de Brasília, UnBDoc n° 12/2017 (Anexo I).  

 

4.2. Linhagens celulares utilizadas 

 VERO: Linhagem de células derivadas de tecido epitelial do rim de 

macaco (Cercopithecusaethiops). Foram cultivadas com meio Eagle 

Modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com 10% de Soro fetal 

bovino (SFB) e 1% de solução antibiótico-antimicótico em estufa úmida 

a 37 °C a 5% CO2. 

 BHK-21: Células derivadas de fibroblastos do rim de hamster 

(Mesocricetusauratus). Foram cultivadas com meio DMEM 

suplementado com 10% de SFB e 1% de solução antibiótico-antimicótico 

em estufa úmida a 37 °C a 5% CO2. 

 C6/36: Células da larva de mosquito (Aedes albopictus). Foram 

cultivadas em meio TC100 suplementado com 10% SFB e incubados em 

uma estufa a 37 °C sem a presença de CO2. 

 

4.3. Expansão do Zika Vírus 

A cepa viral do Zika Vírus, ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015 (GenBank: 

KX197192.1), utilizada nesse trabalho é de origem brasileira, isolada do soro de um 

paciente em fase aguda no estado do Pernambuco durante o período do surto em que 

ocorreu na região Nordeste, cedida pelo Dr. Rafael Freitas de Oliveira França 

(FIOCRUZ, PE, Brasil). Inicialmente o vírus foi propagado uma vez em células C6/36 

e mais duas vezes em células VERO. Para a propagação viral a confluência das células 

a serem infectadas estava em cerca de 70%. Um dia antes da infecção, a concentração 

de SFB no meio de cultura foi reduzida para 2%. Uma alíquota de ZIKV-PE243 foi 

utilizada para infectar as células e, seis dias após a infecção ou a percepção do efeito, 

o meio de cultura foi coletado e centrifugado a 4°C a 300g (1800rpm) durante 5 

minutos e o sobrenadante foi filtrado em seringas com filtros de 22 μM e 

posteriormente congelado gerando o estoque viral. 

 



49 
 

4.4. Titulação do Zika Vírus 

Para a titulação viral foram utilizadas as células BHK-21, essas foram plaqueadas, 

105 células por poço em placas de 24 poços com meio de cultura com 2% SFB. Para 

realizar a infecção das placas, foram feitas 10 diluições virais. Após o período de 2 

horas de infecção, o sobrenadante foi descartado e o meio semi-sólido [DMEM + SFB 

2% + 2,9 % Carboximetilcelulose (CMC)] foi adicionado nos poços e a placa 

incubadas a 37°C durante o período de 6 dias, em seguida o meio semi-sólido foi 

retirado e adicionado o fixador formalina 3,7% para a fixação das células que foram 

incubadas overnight na geladeira a 4°C. Após a fixação, foi adicionado o corante 

Cristal violeta pelo período de 3h para fazer a coloração das células, então a placa foi 

lavada em água destilada, após a secagem foi realizada a contagem dos spots. Para o 

cálculo da titulação viral é feita a contagem dos spots resultantes dos poços em 

triplicata e feita à média aritmética entre eles, depois de a média ser feita essa é 

inserida na fórmula: PxFx10x PFU/mL em que P é a média do número de placas, F é 

o fator de correção para expressar o título de PFU/mL (1000μL/volume do inóculo) e 

10x diluições que as unidades de placas foram formadas. 

 

4.5. Infecções In vivo 

Para as infecções in vivo, os camundongos foram anestesiados com cetamina e 

xilazina (50 e 10 mg/kg, respectivamente) por injeção intramuscular na pata dianteira, 

seguida por inoculação intraperitoneal (i.p) ou intravenoso (i.v) de 1.105 PFU/ml de 

ZIKV e como controles não infectados foi inoculado meio DMEM no mesmo volume 

que a inoculação de ZIKV, 100 μL intravenoso (i.v) e 500 μL intraperitoneal (i.p). 

Dentro do período de infecção, coletas de sangue foram realizadas nos dias 1, 3, 5, 7 

e 14, para isso, os animais foram devidamente anestesiados e o sangue coletado pela 

veia facial. Após 14 dias de infecção, os animais foram sacrificados em câmara de 

CO2, os órgãos de interesse foram coletados e em seguida as seguintes análises foram 

realizadas.  

 

4.6. Carga viral por RT-PCR 

4.6.1. Extração de RNA  

O cérebro foi retirado dos camundongos após 14 dias de infecção, separado cerca 

de 20mg de tecido, que foi macerado a seco com auxílio de almofariz e pistilo em 

nitrogênio líquido. Quando o conteúdo macerado apresentou consistência de um pó 

fino, esse foi transferido para um eppendorf, onde foi adicionado 1mL de trizol e 

homogeneizado em vórtex por 30seg. Após incubação por 5 minutos em temperatura 

ambiente, foram adicionados 200 µL de clorofórmio e o tubo foi agitado 

vagarosamente por 15 seg. Incubou-se em temperatura ambiente por mais 5min e 

centrifugou-se a 14000g/4 °C durante 15 min. A fase aquosa, que contém o RNA, foi 

então coletada e, em seguida, passou pelo processo de extração e purificação de RNA 

viral com o kit Manual RNeasy Mini (QIAGEN) seguindo-se as instruções do 
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fabricante. Brevemente, a fase aquosa foi retirada e direcionada para a etapa de lise 

com o tampão RLT proveniente do kit de extração. Após centrifugação a 14000g/4ºC 

por 3 minutos o conteúdo foi transferido para um novo tubo contendo 1mL de etanol 

70% diluído em água livre de RNAse e, após a homogeneização, o lisado passou para 

etapa de isolamento usando as colunas de spin RNeasy. Depois que todo o volume de 

lisado foi passado pelas colunas, iniciou-se o processo de lavagem com tampão RW1 

e RPE. Com a efetivação das etapas de lavagem, o RNA foi eluído das colunas de 

sílica com 30µL de água livre de RNAse e armazenado em freezer -70ºC. 

A extração do RNA viral de células e soro foi feita utilizando o kit de extração 

QIAampR Viral RNA (QIAGEN) seguindo-se as instruções do fabricante. 

Resumidamente, 140 μL dos sobrenadantes de célula ou do soro foram adicionados a 

560 μL do tampão AVL, incubados à temperatura ambiente por 10 min. e, então, 

foram adicionados 560 μL de etanol absoluto. A mistura foi homogeneizada e o 

volume total da amostra foi aplicado na coluna de sílica (em duas vezes de 630 μL), 

que foi centrifugada. Foram feitas duas lavagens da coluna com os tampões AW1 e 

AW2 para retirada de outros componentes celulares e possíveis resíduos. O RNA viral 

foi eluído com 30 μL de tampão AVE e armazenado a -70ºC.  

 

4.6.2. RT-PCR 

Esta etapa foi realizada no Laboratório Central do Distrito Federal (LACEN-DF) 

seguindo protocolo previamente publicado (Lanciotti et al., 2008). Numa microplaca 

óptica (PE AppliedBiosystems – Foster City, California, EUA), de 96 micropoços, 

foram adicionados 20µL da mistura e reagentes, conforme a Tabela 1, em cada poço. 

Logo após, foram acrescentados 5µL do RNA extraído, obtendo, assim, um volume 

final de 25µL/reação. Cada amostra e controles foram aplicados em duplicatas. Após 

a montagem da placa, colocou-se um filme, do inglês “OpticalAdhesive Cover”, (PE 

AppliedBiosystems - Foster City, California, EUA), na parte superior para selagem. 

Logo em seguida, a placa selada foi levada para uma centrífuga, e colocada na opção 

de “spin”, as amostras foram amplificadas utilizando o StepOne Real Time PCR 

Systems (AppliedBiosystems), seguindo as condições de amplificação do aparelho.  

Como controle positivo, foram usados antígenos virais retirados de cérebro de 

camundongos imunossuprimidos; o housekeeping gene foi para RNAse P; e o 

controle negativo foi soro previamente diagnosticado negativo para ZIKV. Para a 

interpretação dos resultados, o ciclo limiar (Ct) de cada reação foi considerado como 

positivo para valores de Cts entre 01 e 37, e negativo acima de 38. A carga viral foi 

definida com base em uma diluição seriada do ZIKV que expandimos e fizemos como 

estoque que foi previamente titulado por PFU. 
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Tabela 1 - Reagentes utilizados para a reação de RT-PCR. 

Item Concentração Volume 

Master Mix 2x 12,5µL 

Água - 1µL 

Primer F 10 µM 1 µL 

Primer R 10 µM 1 µL 

Sonda 2 µM 1 µL 

Primer RP1 10 µM 1 µL 

Primer RP2 10 µM 1 µL 

Sonda RP 2 µM 1 µL 

Enzima 50x 0,5 µL 

Amostra - 5 µL 

Total - 25 µL 
 

Tabela 2 - Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na síntese de 

cDNA para amplificação dos fragmentos do gene do envelope do ZIKV. 

Primer Posição no 

Genoma 

Sequência 

ZIKV 1086 1086-1102  CCGCTGCCCAACACAAG 

ZIKV 1162c 1162-1139  CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 

ZIKV 1107-FAM 1107-1137  AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACATCAA 

 

4.7. Extração de Proteínas  

As proteínas do cérebro e intestino foram extraídas utilizando tampão de lise 

celular (Tris 50 mM, NaCl 150 mM e 1 % de Triton X -100 – pH 7,4) contendo 

inibidor de protease, com o auxílio de Almofariz e Pistilo. Para manter a integridade 

das proteínas contidas no lisado, este foi mantido em gelo e intensamente 

homogeneizado por 30 minutos em intervalos de 5 minutos entre cada agitação. Ao 

fim do processo de extração de proteínas totais, as amostras foram submetidas à 

centrifugação a 14000g por 15 minutos em um processo de clarificação. O 

sobrenadante resultante da centrifugação foi coletado e distribuído em três tubos de 

eppendorfs por condição experimental. 

 

4.8. Dosagem de Citocinas ELISA 

As citocinas provenientes do soro e dos extratos proteicos do cérebro e intestino 

dos camundongos infectados foram analisadas pelo método de ELISA, utilizando-se 

kits comerciais (eBioscience e R&D System). No ensaio de Elisa, uma placa de 96 

poços foi revestida com anticorpos monoclonais específicos de captura, incubada 

overnight em 4ºC. Após esse período, a placa foi lavada 3x com PBS/Tween 0,05% e 

bloqueada com 100μl de PBS/BSA 1% durante 1h. Após esse período, 50 μl das 

amostras e a curva padrão foram adicionadas à placa e incubadas overnight em 4ºC. 

Em seguida, a placa foi lavada 3x com PBS/Tween 0,05%, o anticorpo de detecção 
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específico de cada citocina foi adicionado e a placa foi incubada em temperatura 

ambiente por 1h. A placa foi então lavada mais 3x e a enzima Estreptavidina-HRP foi  

adicionada e incubada por 30 min a temperatura ambiente, a placa foi lavada mais 5x 

e o substrato (avidina-peroxidase) foi adicionado e incubado em temperatura  

ambiente por 10 min. O reagente de revelação foi adicionado e a leitura da placa foi 

realizada em leitora de Elisa a 450 nm. Os dados foram analisados por meio do 

programa SoftMaxPro, com os cálculos baseados na curva padrão e os níveis de 

citocinas foram demonstrados em valores absolutos (pg/mL). 

 

4.9. Histologia 

Os baços, cólons e os cérebros dos camundongos foram coletados, lavados 

cuidadosamente com tampão PBS e fixados em 10% de formalina. Depois disso, os 

tecidos foram desidratados e embebidos em parafina. As lâminas foram coradas com 

hematoxilina e eosina (HE) (Sigma) seguindo procedimento padrão (Feldman and 

Wolfe, 2014). As seções foram examinadas por microscópio óptico Zeiss Lab. As 

fotomicrografias e cores A1 Axiocam 105 foram digitalizadas utilizando o programa 

ZEN da Zeiss. As amostras de intestino foram bem orientadas com criptas cortadas 

longitudinalmente para avaliar com precisão as alterações na arquitetura geral do 

tecido intestinal. 

 

4.10. Citometria 

 O baço dos camundongos foi lavado com PBS e dissociado utilizando uma rede 

porosa. Os esplenócitos foram coletados em tubos eppendorfs, lavados 1x com PBS, 

e submetidos por 1min à solução de lise de hemácias, logo depois, foram lavados com 

PBS + 5% de SFB. Para a marcação intracelular, foi usado um inibidor do transporte 

intracelular, 10 µg/mL de Brefeldina A (Invitrogen), por 3h, a 37ºC na estufa a 5% de 

CO2. Após esse período as células foram lavadas 1x com solução de lavagem e em 

seguidas permeabilizadas com saponina 0,1% e marcadas por 30 min a 4ºC para 

detecção de IFN-γ (APC).  Para as marcações de superfície os esplenócitos foram 

incubados com as soluções dos seguintes anticorpos: anti-CD3 (PE), anti-CD4 

(FITC), anti-CD8 (APC), F4/80 (FITC), MHC-II (PE-Cy5), CD1d (PE) e a sonda 

Bodipy (FITC) por 30 min a 4ºC. Em seguida, as células foram lavadas 3x com 

solução de lavagem e ressuspensas em 500μL de solução fixadora (1% de 

paraformaldeído em PBS). Os esplenócitos foram analisados por citometria de fluxo 

(FACS Calibur) e adquiridos 50000 eventos por amostra. O gate foi plotado na 

população de células viáveis, excluindo-se os debris celulares da análise, como 

mostrado na Figura 07. Os histogramas e as análises de porcentagem de células 

positivos foram feitos no software FlowJo V10 (Tree Star Inc). 
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Figura 7 - Estratégias de gate e análises de citometria. Histogramas representando os 

controles não marcados das marcações de CD3, CD4 e CD8.  

 

4.11. Análise da microbiota intestinal 

4.11.1. Isolamento de DNA de amostras fecais 

 As amostras de fezes foram coletadas no 14º dia após a infecção, para o 

isolamento do DNA foi usado o kit de isolamento de DNA MoBioPowerSoil. O 

ensaio foi realizado seguindo-se as instruções do fabricante. Brevemente, 250mg de 

amostra e 60μL da solução C1 foram adicionados em tubo próprio contendo beads, 

aquecidos por 10 min a 65ºC e agitadas horizontalmente durante 10 minutos com o 

uso de vórtex. Após a agitação, as amostras foram centrifugadas a 10000g por 30 

segundos ao sobrenadante, foram adicionados 250μL da solução C2. Em seguida, as 

amostras foram agitadas por 5 segundos com a utilização de vórtex e incubadas a 4°C 

por 5 minutos. 200μL da solução C3 foram adicionados em um volume máximo de 

600μL de sobrenadante e brevemente agitado. As amostras foram novamente 

incubadas a 4°C por 5 minutos e centrifugadas a 10000g por 2 minutos. A 750μL de 

sobrenadante obtido durante a centrifugação foram adicionados 1200μL da solução 

C4 e agitados em vórtex por 5 minutos. A amostra foi adicionada a tubo próprio 

contendo um filtro, o qual foi centrifugado a 10000g por 1 minuto e o liquido 

descartado. 500μL da solução C5 foram adicionados ao filtro, o qual foi centrifugado 

a 10000g por 30 segundos e o líquido novamente descartado. Ao centro do filtro foram 
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adicionados 50μL da solução C6. As amostras foram então centrifugadas a 10000g 

por 30 segundos e o produto de filtragem foi quantificado em NanoDrop, comparando 

o valor de absorbância a 260nm com os valores encontrados em 230 e 280nm. Após 

quantificação, as amostras foram estocadas a -20°C. 

 

4.11.2. Amplificação do DNAr 16s por PCR 

 A PCR foi realizada em placa de 96 poços em ambiente estéril a fim de se evitar 

que moléculas de DNA e RNA livres no ambiente pudessem interferir no 

procedimento. O Mastermix, o DNA a ser amplificado e os primers foram 

centrifugados a 500g por 1 minuto. 88μL de Mastermix foram transferidos para as 

colunas 1, 5 e 9 da placa. 8μL de primers foram adicionados às mesmas colunas. 

Colunas 4, 8 e 12 foram usadas como controle negativo do experimento e não 

continham o DNA molde a ser amplificado. A cada poço das colunas 1, 5 e 9 foram 

adicionados 3μL do DNA molde. Em seguida, a placa foi selada e posta no 

termociclador. O programa ‘‘PTPCR’’ foi utilizado para obtenção de amplicon. 

Tendo em vista avaliar a eficiência do processo da PCR e a qualidade das amostras, 

os produtos de PCR foram analisados utilizando eletroforese em gel de agarose. As 

réplicas das amostras foram aplicadas na placa, assim como as réplicas de controles 

negativos. 5μL do pool dos produtos de PCR foram transferidos para outra placa 

contendo 1,5μL de tampão de amostra. As amostras foram aplicadas em um gel de 

agarose 1,5%, contendo 3 μL de Sybrgreen, juntamente com 5μL de marcador de 

massa molecular (100 pb) e foram corridas a 120 V por 40 minutos. 

 

4.11.3. Sequenciamento por Illumina (V4) 

 Uma vez comprovada a qualidade das amostras e o seu potencial de 

amplificação, as amostras foram enviadas para a facilite GenomeQuébec em um 

volume de 10-25 μL, a depender da concentração de DNA, para realização do 

sequenciamento dos primers ILR1SEQ, ILR2SEQ, ILIDXSEQ. 

 

4.11.4. Análise filogenética 

 Uma vez realizado o sequenciamento, os dados foram enviados pela empresa e 

processados no Software Qiime para análise de diversidade e abundância filogenética 

nas amostras. 

 

4.12. Análise de Proteômica  

4.12.1. Preparo da amostra 

 Cada amostra foi submetida ao processo de lise celular por aquecimento 

(80ºC/10 min) e sonicação (5 ciclos de 15s a 60% da potência) em tampão composto 



55 
 

por SDS 2%, DTT 0,1 mol/L, TEAB 0,02mol/L. Os extratos proteicos foram 

submetidos à substituição de tampão (por ureia 8 mol/L, TEAB 0,02 mol/L pH 8,5), 

redução (DTT 0,1 mol/L), alquilação (iodoacetamida 0,05 mol/L) e digestão (tripsina 

1:100 em TEAB 0,02 mol/L, pH 7,9 por 9h). Os peptídeos obtidos foram 

dessalinizados em micro colunas C-18 e quantificados usando-se o sistema Qubit. 

 

4.12.2. Cromatografia e espectrometria de massa 

 Os peptídios obtidos foram injetados em sistema cromatográfico 

(DionexUltimate 3000 RSLCnano UPLC, Thermo, USA), configurado com coluna 

de aprisionamento (trapcolumn) de 3 cm x 100 µm, contendo partículas de C18 5 µm, 

120 Å (ReprosilPur, Dr. MaichGmbH), conectada em série à coluna analítica de 24 

cm x 75 µm, contendo partículas de C18 3 µm, 120 Å (ReprosilPur, Dr. 

MaichGmbH). As amostras foram injetadas de forma a se obter 1µg na coluna, 

submetidas a gradiente linear de eluição entre solventes A (ácido fórmico 0,1% em 

água) e B (ácido fórmico 0,1% em acetonitrila) de 2% B a 35% B durante 155 min. 

 As frações separadas no sistema cromatográfico foram eluídas diretamente na 

fonte de ionização de um espectrômetro de massas Orbitrap Elite (Thermo, USA), 

configurado para operar em modo DDA (aquisição dependente de dados), sendo que 

os espectros de MS1 foram adquiridos no analisador orbitrap, com resolução de 

120000 e faixa de m/z entre 300 e 1650. Os 20 íons mais intensos, acima do limite de 

intensidade de 3000, foram fragmentados, gerando espectros de MS2, no analisador 

íon trap por dissociação induzida por colisão (CID). A reanálise de íons já 

fragmentados foi inibida por exclusão dinâmica, favorecendo a identificação de 

peptídeos menos abundantes. 

 

4.12.3. Análise de dados 

 Os espectros obtidos foram analisados de forma qualitativa e quantitativa, de 

forma a permitir a identificação do conjunto total de proteínas detectáveis nas 

amostras, bem como avaliar quantitativamente as proteínas que apresentaram 

abundância relativa significativamente diferente entre as condições. Estas proteínas 

foram analisadas em maior detalhe, fornecendo informações sobre os componentes 

que melhor distinguem entre as condições e agrupadas quanto a vias e a interações. 

 Os espectros foram analisados com auxílio do programa Progenesis QI for 

Proteomics (Waters, USA), com o qual foi realizado o alinhamento dos 

cromatogramas, a quantificação por área dos picos extraídos (XIC – 

extractedionchromatogram), normalização e análise estatística (ANOVA) dos 

eventos de MS1. Os eventos significativamente diferentes (p-valor <0,05) tiveram 

seus espectros de MS2 submetidos à identificação utilizando-se o programa Peaks 

versão 7.0 (BSI, USA), para busca no banco de dados obtido do repositório Uniprot 

em maio de 2017, filtrado para a espécie Mus musculus, tax. ID 10090, submetido à 
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remoção de sequências redundantes utilizando-se o software FASTAtools. A busca 

foi realizada com base em sequenciamento de novo e em PSM, considerando FDR < 

1%, pelo menos 1 peptídeo exclusivo, com tolerância para a massa do precursor de 

10 ppm, e dos fragmentos de 0,5Da tolerância de até 2 clivagens perdidas, 

carbamidometilação de cisteínas como modificação fixa e oxidação de metionina 

como modificação variável. Além disso, foram ativados os módulos de busca por 

modificações do banco Unimod com base em padrões de fragmentação, bem como 

busca de mutações pontuais. Após a inferência de proteínas, a quantificação foi 

refinada considerando a média dos peptídios atribuídos a cada proteína e foram 

realizadas as análises estatísticas em nível de proteínas, sendo consideradas reguladas 

as proteínas que apresentaram ANOVA p-valor <0.05. Tais proteínas foram 

submetidas à análise multivariada de PCA e agrupamento em clusters de acordo com 

os perfis de abundância relativa.  

 Como critério adicional de estringência, foram consideradas apenas as proteínas 

identificadas com dois ou mais peptídeos, utilizando-se na segunda etapa de análise 

estatística a plataforma MetaboAnalyst (Chong et al., 2018). As interações foram 

analisadas pelo programa String (Szklarczyk et al., 2017), e as vias moleculares pelo 

Reactoma e Panther (Mi et al. 2013; Mi et al. 2017). Para essas etapas o mapeamento 

dos códigos de acesso das proteínas para códigos de genes, foram utilizadas as 

plataformas de mapeamento do próprio Uniprot e DB2DB em BioDBnet (Mudunuri 

et al., 2009). 

 

4.13. Análise Estatística  

 Para determinar as diferenças entre as condições não infectado (NI) e ZIKV foi 

utilizado o teste Mann-Whitney para as comparações dos grupos experimentais, WT, 

Casp1/11-/- e NLRP3-/-  foi utilizada a análise da variância 2 - Away - ANOVA, 

seguida pelo método Turkey (pós-teste), realizado no programa estatístico 

GraphPadPrism, versão 7.0 (GraphPad Software, EUA, 2018). Os dados foram 

considerados significativos quando p < 0,05. Os gráficos e tabelas mostram os valores 

das replicatas±desvio padrão da média (SEM). 
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5. Resultados  
 

5.1. A infecção pelo ZIKV alterou a β-diversidade da microbiota intestinal de 

camundongos selvagens imunocompetentes 

O nosso primeiro objetivo foi verificar se a infecção pelo ZIKV induziria a uma 

modulação da microbiota intestinal em camundongos imunocompetentes. Sendo 

assim, ao final da infecção, coletamos as fezes dos camundongos, extraímos o DNA, 

amplificamos o DNA16S e enviamos esse material para a facility Genome Québec, 

para o sequenciamento e análises filogenéticas. 

A α-diversidade se refere à diversidade de comunidades microbianas dentro de 

uma única condição particular (infectado ou não infectado), enquanto a β-diversidade 

descreve a diferença em comunidades microbianas entre as condições (comparação 

entre os grupos) (Goodrich et al., 2014). Usando o Qiime, um software de análise de 

sequenciamento da diversidade microbiana (Caporaso et al., 2010), quantificamos a  

diversidade microbiana intestinal dentro de cada grupo de camundongos 

imunocompetentes não infectados (NI) e infectados com ZIKV (ZIKV) (α-

diversidade), onde o grupo infectado por ZIKV apresentou uma menor diversidade 

(Figura 8A). 

A análise da variação da composição das espécies bacterianas entre os diferentes 

grupos de camundongos (β-diversidade) forneceu uma medida de distância e 

dissimilaridade entre as amostras. A β-diversidade pode ser classificada em índices 

quantitativos (UniFrac ponderado) ou qualitativos (UniFrac não ponderado) 

(Goodrich et al., 2014). Constatamos que a infecção pelo ZIKV induziu um 

agrupamento das amostras, mostrando que, após a infecção, ocorre uma diminuição 

na distância entre as amostras, ou seja, as amostras são mais semelhantes. 

Caracterizamos também, a proximidade filogenética entre a microbiota intestinal das 

amostras na análise quantitativa, UniFrac ponderada (Figura 8B), e na análise 

qualitativa, demonstrada pelos dados UniFrac não ponderados (Figura 8C). 

As coordenadas principais (PCs) explicam uma certa fração da variabilidade, 

observada no conjunto de dados, e são plotadas para criar uma representação visual 

das diferenças de composição da comunidade microbiana entre as amostras (Goodrich 

et al., 2014). Os valores de PCs do Unifrac ponderado (Figura 8D) foram maiores em 

comparação com os valores de PC do Unifrac não ponderado (Figura 8E), o que 

sugere que a abundância relativa é mais importante do que a riqueza taxonômica. 

Considerando no Unifrac ponderado, que leva em consideração a abundância relativa 

da taxa bacteriana, limitando assim o impacto de bactérias de baixa abundância, 

observamos que o agrupamento de amostras de comunidades microbianas intestinais 

é mais evidente nos camundongos infectados com ZIKV, com um valor de distância 

menor (Figura 8B) e maiores valores de coordenadas principais (Figura 8D). 
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Figura 8 - O ZIKV induz uma modulação na β-diversidade da microbiota intestinal de camundongos 

selvagens imunocompetentes. Camundongos C57BL/6J (WT) de oito semanas foram infectados i.v com 

105 PFU/mL de ZIKV. Os camundongos foram sacrificados 14 dpi. As fezes foram coletadas e enviadas 

para a análise da microbiota intestinal.  (A) Análise da α-diversidade prevista pelo estimador Chao1 nas 

condições não infectado (NI) vs. ZIKV, p = 0,222. Análise da β-diversidade da microbiota intestinal. 

Boxplots de distância de Unifrac (B) ponderado (C) e não ponderado: I — Todos dentro da descrição, II — 

Todos entre a descrição, III — Não infectado vs. Não infectado, IV — ZIKV vs. ZIKV e V — Não infectado 

vs. ZIKV. (D) Unifrac ponderado do gráfico PCoA e (E) Unifrac não ponderado do gráfico PCoA. A 

condição NI está representada pelas bolas azuis e as bolas vermelhas representam a condição ZIKV. Análise 

realizada com o N = 5 por condição. A significância foi testada usando um teste t de duas amostras de 

Student bilateral; os valores de p não paramétricos foram calculados com correção de Bonferroni. Valores 

de p para comparações de boxplots de distância (B): I vs. II p = 0,010, I vs. III p = 1, I vs. VI p = 1, I vs. V 

p = 0,010, II vs. III p = 0,010, II vs. IV p = 0,010, II vs. V p = 1, III vs. IV p = 0,420, III vs. V p = 0,010, e 

IV vs. V p = 0,010; (C): I vs. II p = 0,010, I vs. III p = 1, I vs. VI p = 1, I vs. V p = 0,010, II vs. III p = 

0,010, II vs. IV p = 0,010, II vs. V p = 1, III vs. IV p = 0,080, III vs. V p = 0,030 e IV vs. V p = 0,010. 
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5.2. A infecção pelo ZIKV diminuiu a abundância dos filos Actinobacteria e 

Firmicutes da microbiota intestinal de camundongos selvagens 

imunocompetentes 

Ao constatarmos que a infecção pelo ZIKV leva a uma modulação da β-

diversidade, e que a abundância relativa das bactérias é mais relevante do que a 

riqueza taxonômica entre as condições analisadas, fomos então analisar a abundância 

relativa dos níveis taxonômicos. Iniciamos a análise por filos bacterianos.  

A análise taxonômica identificou Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, 

Proteobacteria e Spirochaetes como os filos mais abundantes em camundongos 

infectados com ZIKV e NI (Figura 9A). No grupo infectado com ZIKV, a abundância 

de Actinobacteria diminuiu significativamente de 1,8% para 0,3%, (Figura 9B), assim 

como o filo Firmicutes diminuiu significativamente de 41,8% para 18,2% (Figura 9C) 

em relação ao grupo controle NI. Em contraste, a infecção por ZIKV aumentou a 

abundância relativa de Deferribacteres de não detectado para 0,5% (Figura 9F) e 

Spirochaetes de 4,2% para 42,9% (Figura 9G) quando comparados com camundongos 

NI. As abundâncias relativas de Bacteroidetes (Figura 9E) e Proteobacteria (Figura 

9D) não foram moduladas significativamente pela infecção por ZIKV. Assim, a 

infecção pelo ZIKV desencadeou uma mudança significativa na composição da 

comunidade bacteriana nos camundongos imunocompetentes no nível do filo. 
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Figura 9 - Análise da diversidade de filos bacterianos da microbiota intestinal induzida pela infecção 

por ZIKV em camundongos selvagens imunocompetentes. Camundongos C57BL/6J (WT) de oito 

semanas foram infectados i.v com 105 PFU/mL de ZIKV. Os camundongos foram sacrificados 14 dpi. As 

fezes foram coletadas e enviadas para a análise da microbiota intestinal. Os gráficos de barras representam 

a abundância relativa de: (A) Filos, (B) Actinobacteria, (C) Firmicutes, (D) Proteobacteria, (E) 

Bacteroidetes, (F) Deferribacteres e (G) Spirochaetes. Análise realizada com o N = 5 para cada condição. 

As análises estatísticas foram realizadas usando um teste t de Student de duas amostras, os valores de p não 

paramétricos foram calculados com o teste de Mann Whitney, as barras representam um intervalo de 

confiança de 95% (* p <0,05; ** p <0,01).  
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5.3. A infecção pelo ZIKV aumentou a abundância das famílias 

Deferribacteraceae e Spirochaetaceae na microbiota intestinal de 

camundongos selvagens imunocompetentes  

As famílias bacterianas foram escolhidas como próximo nível taxonômico a ser 

analisado, em que observamos uma modulação causada pela infecção por ZIKV na 

microbiota intestinal de camundongos imunocompetentes (Figura 10A).  

Os níveis de Coriobacteriaceae, uma família do filo Actinobacteria, diminuíram 

significativamente para 0,3% após a infecção por ZIKV em comparação com o grupo 

não infectado 1,8% (Figura 10B). Da mesma forma, a família Enterobacteriaceae, 

dentro do filo Proteobacteria, diminuiu significativamente em abundância 

aproximadamente cem vezes em camundongos infectados com ZIKV 0,1% quando 

comparados aos não infectados 10,6% (Figura 10C). A família Peptostreptococcaceae 

também diminuiu sua abundância nos camundongos infectados com ZIKV 0% 

(indetectável) em comparação com o grupo NI 2,6% (Figura 10D). A família 

Helicobacteraceae, também dentro do filo Proteobacteria (Figura 10F) e outras 

famílias dentro do filo Firmicutes, como Clostridiaceae (Figura 10E) e 

Lactobacillaceae (Figura 10G), parecem ter sua abundância impactada negativamente 

no grupo infectado por ZIKV. No entanto, nenhuma diferença significativa em 

relação aos controles não infectados foi encontrada. 

Em contraste, as Deferribacteraceae, uma família dentro do filo Deferribacteres, 

aumentou no grupo infectado com ZIKV 0,5% em comparação com o grupo de 

controle NI 0% (indetectável) (Figura 10H). Curiosamente, o impacto mais drástico 

da infecção por ZIKV na microbiota intestinal de camundongos imunocompetentes 

testados foi nos componentes de Spirochaetaceae, uma família do filo Spirochaetes, 

que aumentou cerca de dez vezes, 42,9%, em relação ao grupo de controle NI 4,2% 

(Figura 10I). Nossos dados não mostraram qualquer modulação significativa da 

família Bacteroidaceae na microbiota intestinal do grupo de camundongos infectados 

com ZIKV (Figura 10J). Outras famílias foram analisadas, mas não foram moduladas 

significativamente pela infecção pelo ZIKV (Tabela 3). 
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Figura 10 - Análise da diversidade de filos bacterianos da microbiota intestinal induzida pela infecção 

por ZIKV em camundongos selvagens imunocompetentes. Camundongos C57BL/6J (WT) de oito 

semanas foram infectados i.v com 105 PFU/mL de ZIKV. Os camundongos foram sacrificados 14 dpi. As 

fezes foram coletadas e enviadas para a análise da microbiota intestinal. Os gráficos de barras representam 

a abundância relativa de: (A) Família, (B) Coriobacteriaceae, (C) Enterobacteriaceae, (D) 

Peptostreptococcaceae, (E) Clostridiaceae, (F) Helicobacteraceae, (G) Lactobacillaceae, (H) 

Deferribacteraceae, (I) Spirochaetaceae, (K) Bacteroidaceae. Análise realizada com o N = 5 para cada 

condição. As análises estatísticas foram realizadas usando um teste t de Student de duas amostras, os valores 

de p não paramétricos foram calculados com o teste de Mann Whitney, as barras representam um intervalo 

de confiança de 95% (* p <0,05; ** p <0,01). 
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Tabela 3 - Modulação da abundância das famílias bacterianas desencadeada pela infecção 

pelo ZIKV em camundongos selvagens imunocompetentes 
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5.4. A modulação da microbiota intestinal induzida pela infecção por ZIKV leva 

a um recrutamento de leucócitos para o cólon dos camundongos selvagens 

imunocompetentes  

Ao verificarmos que a infecção pelo ZIKV modula a microbiota intestinal nos 

camundongos selvagens imunocompetentes, nos perguntamos se o ZIKV poderia 

ainda estar presente neste tecido. Para responder a esta questão, realizamos a extração 

de RNA do tecido do cólon e realizamos rt-PCR para a detecção do material genético 

viral. Entretanto, não observamos a presença de ZIKV no cólon 14 dias após a 

infecção (Figura 11A).  

Além disso, fomos investigar se a modulação da microbiota induzida pela 

infecção por ZIKV foi capaz de induzir inflamação local no intestino desses 

camundongos. Para isso, coletamos partes do cólon dos camundongos, extraímos as 

proteínas e detectamos a presença de citocinas pró e anti-inflamatórias no cólon. 

Entretanto, nenhuma diferença significativa no nível de produção das citocinas IL-12, 

TNF-α, IFN-γ, IL-1β, IL-10 e IL-33 foi detectado no colón, quando comparamos os 

grupos ZIKV e NI (Figura 11B). 

Embora a infecção pelo ZIKV e a modulação da microbiota intestinal não tenham 

induzido nenhuma modificação significativa na produção de citocinas no cólon, 

detectamos que a modulação da microbiota intestinal induzida pela infecção por 

ZIKV desencadeou um infiltração leucocitária e dano ao epitélio intestinal (Figura 

11C) em camundongos do grupo ZIKV, quando comparado aos camundongos do 

grupo NI. As seções do cólon coradas com HE exibiram uma infiltração moderada de 

células inflamatórias que pode ser vista na mucosa e submucosa do cólon intestinal e 

mudanças epiteliais leves, como perda de células caliciformes, hiperplasia e perda de 

erosão no epitélio superficial em camundongos que foram infectados com ZIKV 

(Figura 11C c - f) em comparação com camundongos NI (Figura 11C a - b). 
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Figura 11 - A modulação da microbiota intestinal induzida pela infecção por ZIKV causa dano ao 

epitélio intestinal e recrutamento de leucócitos para a lâmina própria de camundongos selvagens 

imunocompetentes. Camundongos C57BL/6J (WT) de oito semanas foram infectados i.v com 105 

PFU/mL de ZIKV. Os camundongos foram sacrificados 14 dpi. Os cólons intestinais foram coletados, 

foram extraídas proteínas e RNA viral. (A) O título viral foi avaliado por rt-PCR. (B) Os níveis das citocinas 

IL-12, TNF-α, IFN-γ, IL-1β,  IL-10 e IL- 33 foram quantificados pela técnica de ELISA. A morfologia 

histológica do cólon foi analisada por coloração HE e adquirida em microscópio Zeiss (C). Ca-b representa 

seção de camundongos não infectados e Cc-f representa seções de camundongos infectados com ZIKV. Cb, 

Cd e Cf apresentam área ampliada de Ca, Cc e Ce, respectivamente. A infiltração de leucócitos e o epitélio 

danificado são indicados por setas pretas. Análise realizada com o N = 5 para cada condição.  As análises 

estatísticas foram realizadas usando um teste t de duas amostras de Student, os valores p não paramétricos 

foram calculados com o teste de Mann Whitney. As barras gráficas representam um intervalo de confiança 

de 95% (* p <0,05; ** p <0,01). 
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5.5. A infecção por ZIKV não alterou o peso e a glicemia de camundongos 

selvagens imunocompetentes, independente da presença de NLRP3 e 

Caspases-1/11  

Sabe-se que o ZIKV ativa o inflamassoma NLRP3 e induz a secreção de IL-1β e 

a inflamação in vitro e em camundongos imunocomprometidos (He et al., 2018; Wang 

et al., 2018). Entretanto, em modelos murinos em que as proteínas do inflamassoma 

NLRP3 e as proteínas Caspases-1/11 estão ausentes, ainda não se sabe o efeito que a 

infecção por ZIKV pode causar nesses modelos. Portanto, infectamos camundongos 

selvagens imunocompetentes (C57BL/6J) e nocautes para as proteínas Caspases1/11 

(Casp1/11-/-) e NLRP3 (NLRP3-/-) com oito semanas de idade e avaliamos a 

sobrevivência por 28 dias após a infecção (dpi) e nenhum camundongo veio a óbito 

nesse período. Ao analisarmos a carga viral durante 14 dpi, observamos que, assim 

como os camundongos selvagens, os camundongos Casp1/11-/- e NLRP3-/- zeraram a 

carga viral já no terceiro dia de infecção (Figura 12A). 

Ao avaliarmos se a infecção por ZIKV induz alteração no peso dos camundongos 

selvagens após 14 dias de infecção, nossos resultados não mostraram alterações 

significativas no peso desses camundongos, independente da ausência das proteínas 

NLRP3 e Caspases-1/11 (Figura 12B). Em seguida, analisamos se a infecção por 

ZIKV induz a alteração na glicemia dos camundongos selvagens, e observamos 

também que a infecção por ZIKV não modifica a glicemia dos camundongos em 

jejum, independente da ausência das proteínas NLRP3 e Caspases-1/11 (Figura 12C). 
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Figura 12 - A infecção por ZIKV não altera a carga viral, peso e glicemia em camundongos selvagens, 

Casp1/11-/- e NLRP3-/-. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e NLRP3-/- de 

oito semanas foram infectados intraperitonealmente (i.p) com 105 PFU/mL de ZIKV. O sangue foi coletado 

nos dias 1, 3, 7 e 14 após a infecção e no dia 0. O RNA viral foi extraído e a rt-PCR foi realizada para 

determinar a carga viral presente no soro desses camundongos (A). No final do 14º dia pós infecção (dpi), 

após realização do jejum, anestesiamos os camundongos, pesamos em balança (B) e dosamos a glicose 

presente no sangue com o auxílio de um medidor de glicose (C). Os experimentos foram realizados duas 

vezes com um N=6 animais por grupo. A estatística foi realizada usando o teste 2 way-ANOVA não 

paramétrico com múltiplas comparações, com significância de p>0,05. 
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5.6. A infecção por ZIKV induziu uma diminuição da presença de TNF-α e IL-

10 no soro dos camundongos selvagens e nocautes para a proteína NLRP3 

 

Ao analisarmos o perfil de citocinas séricas após a infecção por ZIKV nos 

camundongos, observamos que o ZIKV não modulou a secreção de IL-1β (Figura 

13A) e IL-12 (Figura 13B) nos camundongos selvagens quando comparados com seus 

grupos controles NI, porém, quando comparamos os grupos ZIKV selvagem com os 

grupos ZIKV Casp1/11-/- e ZIKV NLRP3-/- observamos uma diminuição significativa 

na secreção de IL-1β e IL-12.  

Entretanto, quando analisamos a secreção da citocina IL-6 não observamos 

diferenças significativas entre os camundongos selvagens e nocautes infectados 

quando comparados aos camundongos não infectados (Figura 13C). Já os níveis da 

citocina TNF-α (Figura 13D) no soro dos camundongos, vimos que o ZIKV induz 

uma diminuição significativa dessa citocina, quando comparados com os grupos NI 

nos camundongos selvagens. Além disso, essa diminuição de TNF-α induzida pelo 

ZIKV é ainda mais intensa na ausência da proteína NLRP3 (Figura 13D).  

Ao avaliarmos a secreção das citocinas IFN-γ (Figura 13E) e TGF-β (Figura 13F) 

não observamos alterações significativas mediadas pela infecção por ZIKV nos 

camundongos imunocompetentes, nem quando comparamos aos camundongos 

Casp1/11-/- e NLRP3-/-. Já a citocina IL-10, houve uma diminuição significativa da 

secreção desta citocina no soro dos camundongos selvagens infectados por ZIKV, e 

essa diminuição foi ainda mais intensa nos camundongos nocautes paras as proteínas 

Caspases-1/11 e NLRP3 (Figura 13G).  
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Figura 13 - Análise de citocinas séricas em camundongos selvagens Casp1/11-/- e NLRP3-/- após a 

infecção por ZIKV. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e NLRP3-/- de 

oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. O sangue foi coletado 14 dpi. O Soro foi 

extraído por centrifugação e os níveis das seguintes citocinas foram dosados por ELISA (A) IL-1β, (B) IL-

12, (C) IL-6, (D) TNF-α, (E) IFN-γ, (F) TGF-β e (G) IL-10. Os experimentos foram realizados duas vezes 

com um N=6 animais por grupo. Os valores atípicos (outlier) foram retirados com o auxílio da calculadora 

de outlier do GraphPad Prisma. A estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA não paramétrico 

com múltiplas comparações, com significância de p>0,05. As diferenças estatísticas entre os grupos foram 

representados por asteriscos em que * p>0,05, ** p>0,01, *** p>0,001 e **** p>0,0001. 
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5.7. Não foi detectado aumento de tamanho e peso do baço em camundongos 

selvagens e nocautes após a infecção por ZIKV 

Analisamos se a infecção por ZIKV estaria induzindo uma esplenomegalia, que 

consiste em aumento do volume do baço. Para isso, após 14 dias de infecção e a 

eutanásia dos animais, coletamos, pesamos e fotografamos o baço de cada animal. 

Embora, tivéssemos um leve aumento no peso dos baços dos camundongos selvagens 

infectados com ZIKV, esse aumento não foi significativo quando comparado com o 

grupo NI (Figura 14A). Porém, quando comparamos os baços dos camundongos 

selvagens infectados com ZIKV e os baços dos camundongos nocautes para as 

proteínas NLRP3 e Caspases-1/11 infectados por ZIKV, observamos uma diminuição 

significativa de peso (Figura 14A) e tamanho (Figura 14B) dos baços infectados nos 

camundongos nocautes quando comparados aos baços dos camundongos selvagens 

infectados com ZIKV. 

Ao analisar os baços dos camundongos por histologia, verificamos a expansão da 

polpa vermelha e organização da polpa branca em folículos linfoides marcados nos 

grupos infectados por ZIKV, quando comparados com os grupos NI (Figura 14C). 

Em camundongos infectados e/ou nocauteados, há ocorrência de hiperplasia nodular 

e linfocitária, com agregação extensa de linfócitos, e aumento na quantidade e 

tamanho dos elementos da polpa branca, como bainhas linfoides periarteriolares 

(PALS) e folículos. Hiperplasia nodular compreende a proliferação de componentes 

da polpa branca, enquanto a hiperplasia de linfócitos é descrita como um aumento na 

celularidade dos linfócitos. É esperado um aumento do número de linfócitos normais 

maduros em resposta à infecção por ZIKV. Em todos os grupos há manutenção da 

arquitetura esplênica (compartimentos da polpa branca e polpa vermelha), mesmo 

naqueles apresentando hiperplasia linfocitária. 
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Figura 14 - A infecção por ZIKV não induziu esplenomegalia no baço de camundongos selvagens, 

Casp1/11-/- e NLRP3-/-. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e NLRP3-/- de 

oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 14 dpi. O 

baço foi coletado, pesado em balança e fotografado com câmera de celular. (A) O gráfico de barras contém 

um N=4-6. (B) E a foto é representativa de um único animal de cada grupo. (C) Histologia representativa 

do Baço dos camundongos marcados com coloração de hematoxilina e eosina. Barra de escala: 100μm, os 

macrófagos são indicados com um *branco. A estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA não 

paramétrico com múltiplas comparações, com significância de p>0,05. As diferenças estatísticas entre os 

grupos foram representados por asteriscos onde * p>0,05 e ** p>0,01. 
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5.8. Não foi detectado aumento da presença de macrófagos no baço de 

camundongos selvagens e nocautes após a infecção por ZIKV 

Estudos in vitro mostraram que o ZIKV é capaz de infectar e se reproduzir em 

macrófagos derivados de monócitos e macrófagos placentários humanos e induzir a 

secreção de citocinas pró-inflamatórias (Quicke et al., 2016; Magoro et al., 2019; 

Österlund et al., 2019), entretanto, o papel dos macrófagos em infecções de modelo 

murino ainda não está claro. Portanto, avaliamos se o ZIKV modularia o recrutamento 

de macrófagos no baço de camundongos selvagens imunocompetentes após a 

infecção e o papel da ausência das proteínas Caspases-1/11 e NLRP3. 

Ao analisar a porcentagem de células F4/80+ (Marcador de Macrófagos) nos 

histogramas representativos (Figura 15A), observamos um aumento na porcentagem 

de células F4/80+ no baço de camundongos selvagens infectados por ZIKV, quando 

comparados com os baços de camundongos selvagens NI. Porém, nos camundongos 

Casp1/11-/- foi observado o efeito oposto aos camundongos selvagens, ou seja, uma 

diminuição de células F4/80+ no grupo ZIKV Casp1/11-/- quando comparado ao 

grupo NI Casp1/11-/-. Enquanto, observamos que os camundongos NLRP3-/- não 

apresentaram diferenças na porcentagem de células F4/80+ quando comparamos os 

grupos NI e ZIKV (Figura 15A). 

Entretanto, quando avaliamos o papel da ausência das proteínas caspases1/11 no 

recrutamento de macrófagos para o baço induzido pela infecção por ZIKV, 

verificamos uma diminuição significativa no grupo ZIKV Casp1/11-/- quando 

comparado ao grupo ZIKV selvagem (Figura 15B). Em suma, assim como vimos a 

presença de macrófagos na histologia do baço (Figura 14C), confirmamos que o 

ZIKV, mesmo 14 dpi, induz uma diminuição no recrutamento de macrófagos no baço 

de camundongos Casp1/11-/-.  
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Figura 15 - Análise da presença de  macrófagos  no baço de camundongos selvagens, Casp1/11-/- e 

NLRP3-/-  infectados por ZIKV. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e 

NLRP3-/- de oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 

14 dpi. Os baços foram coletados e dissociados em esplenócitos. Estes foram marcados com anticorpo anti-

F4/80-FITC e analisados por citometria de fluxo. Os histogramas (A) são representativos de um animal por 

grupo e o gráfico de barras (B) contém um N=4. A estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA 

não paramétrico com múltiplas comparações, com significância de p>0,05. As diferenças estatísticas entre 

os grupos foram representados por asteriscos em que * p>0,05. 
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5.9. A infecção por ZIKV não induziu aumento da presença de linfócitos T CD4+ 

no baço de camundongos selvagens imunocompetentes e nem nos 

camundongos nocautes 

Vários estudos demonstraram uma resposta de células T de curta duração, mas 

forte, cerca de sete dias após a infecção em camundongos selvagens 

imunocompetentes infectados com ZIKV (Huang et al., 2017; Pardy et al., 2017; 

Winkler et al., 2017). Sendo assim, fomos analisar se o ZIKV induz o recrutamento 

de células T para o Baço, mesmo após 14 dias de infecção e o papel da ausência das 

proteínas NLRP3 e Caspases-1/11. 

Ao analisarmos a porcentagem de células CD3+ e CD4+ (Marcadores de 

linfócitos T CD4) no quadrante dos histogramas representativos (Figura 16A); temos 

em camundongos selvagens não infectados 18% de células CD3+CD4+ contra 18,9% 

do grupo infectado com ZIKV. Já nos camundongos Casp1/11-/- temos 22,5% no 

grupo ZIKV contra 13,5% no grupo não infectado de células CD3+CD4+. Enquanto 

nos camundongos NLRP3-/- temos 17,5% de células CD3+CD4+ no grupo não 

infectado contra 18,2% do grupo infectado com ZIKV.  

Entretanto, quando fomos analisar se ausência das proteínas NLRP3 e 

Caspases1/11 modulam a presença de linfócitos T CD4 no baço após a infecção por 

ZIKV, não observamos diferenças significativas entre os grupos ZIKV selvagem, 

ZIKV Casp1/11-/-  e ZIKV NLRP3-/- (Figura 16B).  
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Figura 16 - Análise da presença de linfócitos T CD4+ no baço de camundongos selvagens, Casp1/11-

/- e NLRP3-/- infectados por ZIKV. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e 

NLRP3-/- de oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 

14 dpi. Os baços foram coletados e dissociados em esplenócitos. Estes foram marcados com anticorpos 

anti-CD3-FITC e anti-CD4-PE e analisados por citometria de fluxo. Os histogramas (A) são representativos 

de um animal por grupo e o gráfico de barras (B) contém um N=4. A estatística foi realizada usando o teste 

2 way ANOVA não paramétrico com múltiplas comparações, com significância de p>0,05. 
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5.10. A infecção por ZIKV não induziu aumento da presença de linfócitos 

T CD8+ no baço de camundongos selvagens imunocompetentes, mas induziu 

em animais nocautes para as proteínas NLRP3 e Caspases-1/11  

As células T CD8 são importantes componentes da imunidade adaptativa para o 

controle de infecções virais (Hashimoto et al., 2019). Já se sabe que o ZIKV induz 

uma resposta efetora via células T CD8 em curto prazo em camundongos selvagens 

imunocompetentes (Huang et al., 2017). Por isso analisamos se a infecção por ZIKV 

ainda aumentava a porcentagem de linfócitos TCD8 no baço.  

Nos histogramas representativos, encontramos em camundongos selvagens não 

infectados 7,52% de células CD3+CD8+ contra 7,58% de células CD3+CD8+ do 

grupo infectado com ZIKV. Já nos camundongos Casp1/11-/-, temos 16,5% no grupo 

ZIKV contra 6,74% no grupo não infectado de células CD3+CD8+. Enquanto nos 

camundongos NLRP3-/- temos 8,45% de células CD3+CD8+ no grupo não infectado 

contra 10,7% do grupo infectado com ZIKV (Figura 17A).  

Entretanto, quando -examinamos se ausência das proteínas NLRP3 e Caspases-

1/11 modulam a presença de células CD3+CD8+ no baço após a infecção por ZIKV, 

observamos um aumento significativo da presença dessas células no baço de 

camundongos Casp1/11-/-e NLRP3-/- infectados com ZIKV, quando comparamos aos 

camundongos selvagens infectados com ZIKV (Figura 17B). 
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Figura 17 - Análise da presença de  linfócitos T CD8+ no baço de camundongos selvagens, Casp1/11-

/- e NLRP3-/-  infectados por ZIKV. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) 

e NLRP3-/- de oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 

14 dpi. Os baços foram coletados e dissociados em esplenócitos. Estes foram marcados com anticorpos 

anti-CD3-FITC e anti-CD8-APC e analisados por citometria de fluxo. Os histogramas (A) são 

representativos de um animal por grupo e o gráfico de barras (B) contém um N=4. A estatística foi realizada 

usando o teste 2 way ANOVA não paramétrico com múltiplas comparações, com significância de p>0,05. 

As diferenças estatísticas entre os grupos foram representados por asteriscos em que * p>0,05, ** p>0,01 e 

*** p>0,001. 
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5.11. A infecção por ZIKV não modulou a presença de linfócitos T CD4+ 

que secretam IFN-γ no baço de camundongos selvagens imunocompetentes 

e nem nos camundongos nocautes  

A infecção por ZIKV em camundongos imunocompetentes induz uma resposta 

robusta das células Th1 CD4, que apresenta expressão do fator de transcrição T-bet e 

produção de citocinas efetoras IFN-γ, TNF-α e IL-2 (Pardy et al., 2017). Sendo assim, 

verificamos se a infecção por ZIKV em camundongos selvagens recruta linfócitos 

TCD4 que secretam IFN-γ para o baço, e o papel da ausência das proteínas NLRP3 e 

Caspases1/11 nesse contexto. 

Ao avaliarmos a porcentagem de células CD4+IFNγ+ no quadrante dos 

histogramas representativos (Figura 18A), observamos cerca de 2,87% de células 

positivas no grupo NI e 1,37% de células positivas no grupo ZIKV nos camundongos 

selvagens. Já nos camundongos Casp1/11-/-, foram encontrados 2,01% de células 

CD4+IFN-γ+ no grupo NI, enquanto que, no grupo ZIKV, foram encontrados 1,87% 

de células CD4+IFN-γ+. Por fim, nos camundongos NLRP3-/- observamos 1,49% de 

células positivas no grupo NI contra 1,57% de células positivas no grupo ZIKV. 

Verificamos que a infecção por ZIKV não induziu uma modulação significativa 

na porcentagem de linfócitos TCD4+ que secretam IFN-γ nos camundongos 

selvagens e ao analisarmos o papel da ausência das proteínas NLRP3 e 

Caspaseses1/11, também não observamos modulações significativas na presença 

desses linfócitos no baço durante a infecção por ZIKV nesses camundongos (Figura 

18B).  
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Figura 18 - Análise da presença de linfócitos T CD4+ IFN-γ+ no baço de camundongos selvagens, 

Casp1/11-/- e NLRP3-/-  infectados por ZIKV. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- 

(Casp1/11-/-) e NLRP3-/- de oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os animais foram 

sacrificados 14 dpi. Os baços foram coletados e dissociados em esplenócitos. Estes foram marcados com 

anticorpos anti-CD3-FITC, anti-CD4-PE e anti-IFN-γ-APC, e analisados por citometria de fluxo. Os 

histogramas (A) são representativos de um animal por grupo e o gráfico de barras (B) contém um N=4. A 

estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA não paramétrico com múltiplas comparações, com 

significância de p>0,05. 
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5.12. A infecção por ZIKV induziu uma diminuição na expressão de MHC-

II em esplenócitos de camundongos selvagens imunocompetentes 

A apresentação clássica de antígenos na resposta imune adaptativa celular ocorre 

por meio do reconhecimento de peptídeos apresentados pelas moléculas do complexo 

principal de histocompatibilidade (MHC) de classe I ou II dos linfócitos T 

convencionais (Wearsch and Cresswell, 2008; Roche and Furuta, 2015). Sabendo que 

o ZIKV induz uma resposta de linfócitos TCD4 e TCD8 em tempos iniciais da 

infecção em camundongos selvagens imunocompetentes, investigamos se a 

apresentação de antígenos estava sendo modulada, por meio da análise da expressão 

de MHC-II nos esplenócitos dos camundongos selvagens e nocautes infectados.  

Nos histogramas representativos mostrados na Figura 19A, observamos uma 

diminuição da expressão de MHC-II no grupo infectado por ZIKV (32,9%) quando 

comparado ao grupo NI (45.7%) dos camundongos selvagens. Ao analisarmos os 

camundongos nocautes para as caspases1/11, foi observado um efeito oposto aos 

camundongos selvagens, ou seja, um aumento da expressão de MHC-II nas células 

do grupo ZIKV (50,1%) quando comparado ao grupo controle NI (30%). Já nos 

camundongos NLRP3-/-, observamos efeito semelhante aos camundongos selvagens. 

Houve diminuição na expressão de MHC-II nas células do grupo ZIKV (36.9%) 

quando comparados ao grupo controle NI (52.2%). 

Ao analisarmos o gráfico de barras com um aumento do N amostral, verificamos 

que a infecção por ZIKV diminui significativamente a expressão de MHC-II nos 

esplenócitos de camundongos selvagens quando comparados aos camundongos 

controles (NI), e essa redução não ocorre no baço dos camundongos infectados por 

ZIKV nocautes para as Caspases-1/11. Já que, na ausência dessas proteínas, a infecção 

por ZIKV aumenta a expressão de MHC-II nos esplenócitos (Figura 19B).   
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Figura 19 - Diminuição da expressão de MHC-II em esplenócitos de camundongos selvagens 

infectados por ZIKV independente da presença das Caspases1/11. Camundongos C57BL/6J 

(Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e NLRP3-/- de oito semanas foram infectados i.p com 105 

PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 14 dpi. Os baços foram coletados e dissociados em 

esplenócitos. Estes foram marcados com anticorpos anti-MHC-II-PE-Cy5, e analisados por citometria de 

fluxo. Os histogramas (A) são representativos de um animal por grupo e o gráfico de barras (B) contém um 

N=4. A estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA não paramétrico com múltiplas comparações, 

com significância de p>0,05. As diferenças estatísticas entre os grupos foram representados por asteriscos 

em que * p>0,05 e ** p>0,01. 
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5.13. A infecção por ZIKV não modulou a expressão de CD1d em 

esplenócitos de camundongos selvagens imunocompetentes e nocautes  

Ao contrário das células T convencionais, que reconhecem antígenos peptídicos 

apresentados nas moléculas de MHC, as células exterminadoras naturais (NK) 

reconhecem antígenos lipídicos apresentados pela molécula CD1d (Brutkiewicz et al., 

2018). Um membro da família CD1, o CD1d é uma molécula do tipo MHC não 

polimórfica classe I, expressa em células apresentadoras de antígeno (APCs) (Brigl 

and Brenner, 2004). Vários vírus, como o dengue, induzem a regulação positiva de 

CD1d, que se correlaciona com a ativação de células NK (Renneson et al., 2011; 

Matangkasombut et al., 2014). Baseados nessas informações, verificamos se a 

infecção pelo ZIKV modularia a expressão de CD1d em esplenócitos de 

camundongos selvagens e nocautes.  

Ao analisar os histogramas representativos (Figura 20A), observamos uma 

diminuição da expressão de MHC-II no grupo infectado por ZIKV (32,9%) quando 

comparado ao grupo controle NI (45.7%) nos camundongos selvagens. Ao 

analisarmos os camundongos nocautes para as caspases-1/11, foi observado um efeito 

oposto aos camundongos selvagens, ou seja, um aumento da expressão de MHC-II 

nas células do grupo ZIKV (50,1%) quando comparado ao grupo controle NI (30%). 

Já nos camundongos NLRP3-/-, observamos um efeito semelhante aos camundongos 

selvagens. Houve uma diminuição na expressão de MHC-II nas células do grupo 

ZIKV (36.9%) quando comparados ao grupo NI (52.2%). 

Ao analisarmos o gráfico de barras com um aumento do N amostral, verificamos 

que a infecção por ZIKV não induz aumento significativo na expressão de CD1d nos 

esplenócitos de camundongos selvagens infectados, quando comparados aos 

camundongos NI, e esse resultado foi independente da presença das proteínas 

caspases-1/11 e NLRP3 (Figura 20B). 
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Figura 20 - Análise da expressão de CD1d  em esplenócitos  de camundongos selvagens, Casp1/11-/- e 

NLRP3-/-  infectados por ZIKV. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e 

NLRP3-/- de oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 

14 dpi. Os baços foram coletados e dissociados em esplenócitos. Estes foram marcados com anticorpo anti-

CD1d-PE, e analisados por citometria de fluxo. Os histogramas (A) são representativos de um animal por 

grupo e o gráfico de barras (B) contém um N=4. A estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA 

não paramétrico com múltiplas comparações, com significância de p>0,05. 
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5.14. A infecção por ZIKV induz um aumento na biogênese de Corpúsculos 

lipídicos em esplenócitos de camundongos selvagens imunocompetentes  

Os corpúsculos lipídicos (CL) são organelas intracelulares responsáveis pelo 

armazenamento de lipídeos neutros e desempenham um papel fundamental no 

metabolismo lipídico e celular (Walther and Farese, 2012; Hashemi and Goodman, 

2015). No contexto de interação patógeno-hospedeiro, os CL são amplamente 

estudados e já se sabe que no contexto de infecções virais eles servem como sítios de 

replicação e montagem viral (Martins et al., 2018). Sabendo da importância da 

biogênese de CL nesse contexto, avaliamos se o ZIKV estaria modulando essa 

biogênese de CL nos esplenócitos de camundongos selvagens, bem como o papel da 

ausência das proteínas NLRP3 e Caspases-1/11.  

Ao analisar os histogramas representativos (Figura 21A), observamos aumento da 

biogênese de CL nos esplenócitos dos camundongos selvagens, Casp1/11-/- e NLRP3-

/- infectados pelo ZIKV em comparação com os camundongos controles NI. Além 

disso, o aumento da biogênese de CL nos esplenócitos dos camundongos selvagens 

infectados por ZIKV foi estatisticamente maior quando comparado aos camundongos 

NLRP3-/- infectados por ZIKV (Figura 21B). Mostrando que esse aumento na 

biogênese de CL induzida pela infecção por ZIKV é dependente da presença da 

proteína NLRP3.  
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Figura 21 - Aumento da biogênese de Corpúsculos lipídicos nos esplenócitos de camundongos 

selvagens infectados por ZIKV dependente da presença de NLRP3. Camundongos C57BL/6J 

(Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e NLRP3-/- de oito semanas foram infectados i.p com 105 

PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 14 dpi. Os baços foram coletados e dissociados em 

esplenócitos. Estes foram marcados com a sonda Bodipy e analisados por citometria de fluxo. Os 

histogramas (A) são representativos de um animal por grupo e o gráfico de barras (B) contém um N=4. A 

estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA não paramétrico com múltiplas comparações, com 

significância de p>0,05. As diferenças estatísticas entre os grupos foram representados por asteriscos em 

que * p>0,05 e ** p>0,01. 
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5.15. Não foi detectado alteração no peso e no tamanho do cérebro em 

camundongos selvagens imunocompetentes e nocautes após a infecção por 

ZIKV  

O tropismo pelo cérebro e a indução de apoptose em células progenitoras neurais 

causados pelo ZIKV (Miner and Diamond, 2017) servem de base para explicar sua 

capacidade de prejudicar o desenvolvimento do cérebro fetal, causando microcefalia 

e outras lesões no desenvolvimento neurológico (Li et al., 2016; Tang et al., 2016). 

Sendo assim, avaliamos os possíveis efeitos da infecção por ZIKV a longo prazo em 

camundongos adultos selvagens imunocompetentes e o papel da ausência das 

proteínas NLRP3 e Caspases-1/11 na infecção. Após 14 dias de infecção, 

sacrificamos os camundongos e coletamos os cérebros, pesamos e fotografamos. 

Entretanto, não observamos diferenças significativas no peso (Figura 22A) e tamanho 

dos cérebros (Figura 22B) de camundongos selvagens e nocautes infectados por 

ZIKV, quando comparados aos camundongos NI. 

 

 

Figura 22 - A infecção por ZIKV não altera o peso e tamanho dos cérebros de camundongos 

selvagens, Casp1/11-/- e NLRP3-/-. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e 

NLRP3-/- de oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 

14 dpi. Os cérebros foram coletados, pesados em balança e fotografados com câmera de celular. (A) O 

gráfico de barras de peso contém um N=6 e a escala é em gramas (g). (B) A foto é representativa de um 

único animal de cada grupo. A estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA não paramétrico com 

múltiplas comparações, com significância de p>0,05. 
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5.16. A infecção por ZIKV não induz danos histopatológicos no cérebro em 

camundongos selvagens imunocompetentes e nocautes  

Embora sabendo que nossos camundongos selvagens e nocautes não apresentam 

mais carga viral no soro após 3 dias de infecção, examinamos a presença de carga 

viral no cérebro desses camundongos, e como esperado não detectamos a presença de 

carga viral no cérebro dos camundongos selvagens e nocautes após a infecção por 

ZIKV (Figura 23A). Na busca por encontrar possíveis efeitos da infecção do ZIKV 

no cérebro dos camundongos analisados, fizemos análise histológica dos cérebros por 

marcação de hematoxilina e eosina e não encontramos achados histopatológicos 

significativos nos cérebros dos camundongos selvagens, Casp1/11-/- e NLRP3-/- 

infectados por ZIKV, quando comparado aos grupos NI (Figura 23B). 
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Figura 23 - A infecção por ZIKV não induz danos histopatológicos nos cérebros dos camundongos 

selvagens, Casp1/11-/- e NLRP3-/-. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) 

e NLRP3-/- de oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 

14 dpi. Os cérebros foram coletados e em seguida submetidos à extração de RNA viral para detecção de 

carga viral por meio de rt-PCR. (A) O gráfico de barras que representa a carga viral detectada por rt-PCR 

contém um N=5 e como controle positivo foram usados antígenos virais retirados de cérebro de 

camundongos imunodeficientes. A estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA não paramétrico 

com múltiplas comparações, com significância de p>0,05. (B) Prancha histológica, os cérebros foram 

coletados, lavados cuidadosamente com tampão PBS e fixados em 10% de formalina. Depois disso, os 

tecidos foram desidratados e embebidos em parafina. As lâminas foram coradas com hematoxilina e eosina 

(HE). As imagens das lâminas foram analisadas usando o software AperioImageScope 12.4.0, da 

LeicaBiosystems (CEP). As imagens foram editadas no Adobe Photoshop CC 2019, da Adobe (CEP), sem 

modificações de cor, níveis ou histogramas. Barra de escala: 200μm. 
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5.17. A infecção por ZIKV não induz modulação na secreção de citocinas 

no cérebro em camundongos selvagens imunocompetentes e nocautes 

Parte do cérebro dos camundongos, em que foram extraídas proteínas, foi usada 

para quantificar e caracterizar a presença de citocinas e avaliar uma possível 

inflamação no cérebro causada pela infecção por ZIKV. Todavia, não foram 

observadas diferenças significativas na presença das citocinas IL-1β, IL-12, TNF-α, 

MCP-, IFN-γ e IL-33 entre o grupo infectado por ZIKV e o grupo NI nos 

camundongos selvagens, nem entre os camundongos infectados selvagens e nocautes 

(Figura 24A-F). 

 

 

Figura 24 - Análise de citocinas no cérebro de camundongos selvagens, Casp1/11-/- e NLRP3-/- 

infectados por ZIKV. Camundongos C57BL/6J (Selvagem), Caspases-1/11-/- (Casp1/11-/-) e NLRP3-/- de 

oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os animais foram sacrificados 14 dpi. Os 

cérebros foram coletados para a extração das proteínas para a quantificação das seguintes citocinas (A) IL-

1β, (B) IL-12, (C) TNF-α, (D) MCP-1, (E) IFN-γ e (F) IL-33 pela técnica de ELISA. O experimento foi 

realizado uma vez com um N=4-5. Os valores atípicos (outlier) foram retirados com o auxílio da calculadora 

de outlier do GraphPad Prisma. A estatística foi realizada usando o teste 2 way ANOVA não paramétrico 

com múltiplas comparações, com significância de p>0,05. 
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5.18. A infecção pelo ZIKV induz uma modulação do perfil e abundância 

de proteínas no cérebro de camundongos selvagens imunocompetentes  

O Proteoma designa o conjunto de proteínas que estão sendo expressas por uma 

célula, tecido ou organismo em um determinado momento (Hein et al., 2013). As 

proteínas são moléculas com as mais distintas funções celulares, sendo capazes de 

orquestrar a expressão de genes, catalisar reações metabólicas, além de compor a parte 

estrutural das células (Alberts et al., 2017). Importantes informações podem ser 

geradas com a análise por proteômica, como: I) Quais proteínas são expressas; II) 

Níveis de expressão destas proteínas; III) Modificações pós-traducionais; IV) Vias 

metabólicas que estão sendo moduladas; e V) A resposta das células a diferentes 

situações/tratamentos (Gooley, A. & Packer, 1997).  

Embora a técnica de proteômica tenha sido utilizada em diversos estudos in vitro 

com ZIKV (Jiang et al., 2018; Scaturro et al., 2018, 2019), estudos utilizando 

infecções em modelos murinos utilizando essa técnica ainda são escassos na literatura 

até o presente momento. Portanto, no fim do período de infecção, coletamos os 

cérebros infectados e não infectados, extraímos as proteínas, e o extrato proteico foi 

analisado por cromatografia líquida e espectrometria de massas.  

A primeira condição analisada foi entre os camundongos selvagens infectados 

com ZIKV e os NI. Foram identificadas 49 proteínas reguladas entre as condições, 

que permitiram o agrupamento das replicatas e a distinção entre as condições, 

conforme ilustrado na análise dos principais componentes (PCA) (Figura 25A). 

Usando o critério adicional de exclusão, foram consideradas apenas as proteínas 

identificadas com dois ou mais peptídeos, reduzindo para 9 proteínas com abundância 

diferencial significativa. Dessa forma foi realizada uma segunda etapa de análise 

estatística utilizando a plataforma MetaboAnalyst e pelo programa Progenesis. Que 

geraram um mapa de calor (Heat Map) da correlação entre as condições (NI e ZIKV) 

por perfis de abundância para as 9 principais proteínas (Figura 25B) e os Variable 

Importance Projection scores (VIP-scores), indicando as proteínas que melhor 

discriminam entre as condições (Figura 25C). 

Ao analisarmos o perfil de abundância das 9 proteínas que melhor discriminaram 

entre as condições ZIKV e NI, vimos que, no cérebro dos camundongos selvagens, a 

infecção por ZIKV aumenta a abundância relativa das proteínas:  

 Queratina tipo I citoesquelética 42: que é uma proteína do citoesqueleto 

celular e está envolvida na organização do citoplasma celular (Randell et al., 

2006).  
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 Timosina β: proteína que desempenha um papel importante na organização do 

citoesqueleto. Liga-se e sequestra monômeros de actina e, portanto, inibe a 

polimerização de actina (Sanders et al., 1992).  

 Transportador de aminoácidos: transportador simporte de glutamato de alta 

afinidade glial (Reichenbach et al., 2018). 

 Subunidade 7A2 do Citocromo C oxidase mitocondrial: esta proteína está 

envolvida na via de fosforilação oxidativa, que faz parte do metabolismo 

energético (Pérez-Pérez et al., 2016).  

Averiguamos também que, no cérebro dos camundongos selvagens, a infecção 

por ZIKV diminui a abundância relativa das proteínas:  

 Proteína básica da mielina: é uma proteína considerada importante no processo 

de mielinização dos nervos do sistema nervoso (Boggs, 2006). 

 Albumina: é uma proteína que se liga à água, Ca2+, Na+, K+, ácidos graxos, 

hormônios, bilirrubina e drogas. Sua principal função é a regulação da pressão 

osmótica do sangue (M et al., 1997).  

 Proteína tipo 3 fator de alongamento da transcrição A: está envolvida na 

regulação da transcrição (Wind and Reines, 2000). 

 Proteína 80k: é uma proteína ligante de actina e calmudolina e é um substrato 

para a proteína quinase C (Sakai et al., 1992). 

 Proteína associada aos microtúbulos 1A: é uma proteína estrutural envolvida 

na ponte cruzada filamentosa entre os microtúbulos e outros elementos do 

citoesqueleto (Halpain and Dehmelt, 2006). 
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Figura 25 - A infecção por ZIKV induz uma modulação do perfil e abundância de proteínas no 

cérebro de camundongos selvagens imunocompetentes. Camundongos C57BL/6J (Selvagem) de oito 

semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os camundongos foram sacrificados 14 dpi. Os 

cérebros foram coletados e extraídas as proteínas. O extrato proteico foi analisado por cromatografia líquida 

seguida de espectrometria de massas. (A) Análise de principais componentes (PCA), em cinza indicando 

cada proteína, pontos coloridos indicam o posicionamento de cada amostra, sendo que as cores indicam as 

condições e os pontos da mesma cor indicam replicatas. Os pontos roxos representam o grupo ZIKV e os 

pontos azuis o grupo não infectado (NI). (B) Mapa de correlações (heatmap) entre padrões de abundância 

normalizada e o agrupamento de condições. (C) VIP scores das proteínas que melhor discriminam entre as 

condições. Análise realizada com o N = 4. As proteínas quantificadas foram avaliadas estatisticamente 

quanto à diferença entre as condições (ANOVA) e agrupadas por análise multivariada (PCA e agrupamento 

de acordo com perfis de abundância). 
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5.19. A infecção pelo ZIKV induz uma modulação do perfil e abundância 

de proteínas no cérebro dependente do NLRP3 

Após verificar que a infecção pelo ZIKV modula a expressão e abundância de 

proteínas no cérebro de camundongos selvagens (WT), analisamos se a ausência da 

proteína NLRP3 altera o perfil de proteínas cerebrais moduladas pela infecção por 

ZIKV. Ao compararmos as condições ZIKV WT e ZIKV NLRP3-/-foram 

identificadas 68 proteínas reguladas, que permitiram o agrupamento de replicatas e 

distinção entre as condições, conforme ilustrado na análise dos principais 

componentes (PCA) (Figura 26A). Usando o critério adicional de exclusão, foram 

consideradas apenas as proteínas identificadas com dois ou mais peptídeos, reduzindo 

para 27 proteínas com abundância diferencial significativa. Dessa forma foi realizada 

uma segunda etapa de análise estatística utilizando a plataforma MetaboAnalyst e 

pelo programa Progenesis que geraram um mapa de calor (Heat Map) da correlação 

entre as condições (ZIKV WT e ZIKV NLRP3-/-) por perfis de abundância para o 

conjunto das 15 proteínas com menor p-valor (Figura 26B) e os VIP-scores, indicando 

as 5 proteínas que melhor discriminaram entre as condições (Figura 26C). 

Ao analisar o perfil de abundancia das 5 proteínas que melhor discriminaram 

entre as condições ZIKV WT e ZIKV NLRP3-/-, vimos que, no cérebro dos 

camundongos NLRP3-/- quando comparados aos cérebros de camundongos selvagens, 

o ZIKV aumenta a abundância relativa das proteínas: 

 Granulina: proteína secretada que atua como um regulador chave da função 

lisossomal e como um fator de crescimento envolvido na inflamação, 

cicatrização de feridas e proliferação celular (Bateman and Bennett, 1998).  

 Proteína básica de mielina: proteína que contribui para a integridade estrutural 

da bainha de mielina de um nervo (Boggs, 2006). 

 Actina citoplasmática 1: uma proteína membro da família de proteínas da 

actina, tem como função a motilidade e contração celular (Drazic et al., 2018).   

Investigamos também que no cérebro dos camundongos NLRP3-/- quando 

comparados aos cérebros de camundongos selvagens, o ZIKV diminui a abundância 

relativa das proteínas:  

 Cromogranina B: é uma proteína presente nos grânulos secretórios de uma 

grande variedade de células endócrinas e neuroendócrinas. Há evidências de que 

funcionam como pró-hormônios, liberando inúmeros fragmentos de peptídeos, 

para os quais atividades autócrinas, parácrinas e endócrinas têm sido 

demonstradas in vitro e in vivo. A bioquímica intracelular das graninas inclui 

ligação com Ca2+, ATP e catecolaminas (epinefrina e norepinefrina) no interior 

das vesículas de armazenamento dos hormônios (Huh et al., 2003; Bartolomucci 

et al., 2011). 

 Proteína de diferenciação neuronal e saída do ciclo celular 1: é um 

modulador específico da linhagem neuronal envolvido na sincronização da saída 

do ciclo celular e na diferenciação de precursores neuronais e possui um papel 

crítico durante a neurogênese (Gaitanou et al., 2019).  
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Figura 26 - A infecção pelo ZIKV induz uma modulação do perfil e abundância de proteínas no 

cérebro de camundongos NLRP3-/-. Camundongos C57BL/6J (WT) e NLRP3-/- de oito semanas foram 

infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os camundongos foram sacrificados 14 dpi. Os cérebros foram 

coletados e extraídas as proteínas. O extrato proteico foi analisado por cromatografia líquida seguida de 

espectrometria de massas. (A) Análise de principais componentes (PCA), em cinza indicando cada proteína, 

pontos coloridos indicam o posicionamento de cada amostra, sendo que as cores indicam as condições e os 

pontos da mesma cor indicam replicatas. Os pontos roxos representam o grupo WT ZIKV e os pontos azuis, 

o grupo NLRP3-/- ZIKV. (B) Mapa de correlações (heatmap) entre padrões de abundância normalizada e o 

agrupamento de condições. (C) VIP scores das proteínas que melhor discriminam entre as condições. 

Análise realizada com o N = 4-5. As proteínas quantificadas foram avaliadas estatisticamente quanto à 

diferença entre as condições (ANOVA) e agrupadas por análise multivariada (PCA e agrupamento de 

acordo com perfis de abundância).  
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5.20. A infecção pelo ZIKV induz uma modulação do perfil e abundância 

de proteínas no cérebro dependente das Caspases-1/11  

Ao verificar que a infecção pelo ZIKV modula a expressão e abundância de 

proteínas no cérebro de camundongos Selvagens e NLRP3-/-, fomos analisar se a 

ausência das Caspases-1/11 altera o perfil de proteínas cerebrais moduladas pela 

infecção por ZIKV. Ao compararmos as condições ZIKV WT e ZIKV Casp1/11-/- 

foram identificadas 206 proteínas reguladas, que permitiram o agrupamento de 

replicatas e distinção entre as condições, conforme ilustrado na análise dos principais 

componentes (PCA) (Figura 27A). Usando o critério adicional de exclusão, foram 

consideradas apenas as proteínas identificadas com dois ou mais peptídeos, reduzindo 

para 90 proteínas com abundância diferencial significativa. Dessa forma foi realizada 

uma segunda etapa de análise estatística utilizando a plataforma MetaboAnalyst e 

pelo programa Progenesis, que geraram um mapa de calor (Heat Map) da correlação 

entre as condições (ZIKV WT e ZIKV Casp1/11-/-) por perfis de abundancia para o 

conjunto das 40 proteínas com menor p-valor (Figura 27B) e os VIP-scores, indicando 

as 20 proteínas que melhor discriminaram entre as condições (Figura 27C). 

Ao analisarmos o perfil de abundância das 20 proteínas que melhor 

discriminaram entre as condições ZIKV WT e ZIKV Casp1/11-/-, vimos que, no 

cérebro dos camundongos Casp1/11-/- quando comparados aos cérebros de 

camundongos selvagens, o ZIKV aumenta a abundância relativa das proteínas: 

 Aspartato aminotransferase: catalisa a transaminação irreversível do 

metabólito L-triptofano em L-quinurenina para formar ácido quinurênico (KA). 

Tem um papel fundamental no equilíbrio redox NAD (H) intracelular. É 

importante para a troca de metabólitos entre a mitocôndria e o citosol e para o 

metabolismo de aminoácidos. Facilita a absorção celular de ácidos graxos livres 

de cadeia longa (Zhou et al., 1995; Han et al., 2011).  

 Cromogranina B: além das funções já descritas acima. A cromogranina B está 

associada a algumas doenças humanas, como esquizofrenia, doença de 

Alzheimer e a esclerose lateral amiotrófica (ELA) (Lechner et al., 2004).  

 Reticulon-1: também conhecido como proteína neuroendócrina-específica 

(NSP), estão associados ao retículo endoplasmático e estão envolvidos na 

secreção neuroendócrina ou no tráfego de membrana nas células 

neuroendócrinas (Steiner et al., 2004).  

 Citocromo B5 tipo B: é uma hemoproteína ligada à membrana mitocondrial de 

146 aminoácidos que atua como um transportador de elétrons para várias 

oxigenases ligadas à membrana (Schenkman and Jansson, 2003). 

 Proteína 1 que interage com a - proteína serina quinase dependente de 

cálcio/calmodulina (CASK) - (Caskin1): Caskin1 contribui para um amplo 

espectro de fenótipos comportamentais, incluindo marcha, nocicepção, memória 

e resposta ao estresse, em amplas regiões do sistema nervoso central (Katano et 

al., 2018). 

 Dineína citoplasmática 1, cadeia intermediária 1: a dineína citoplasmática 1 

é importante para os neurônios porque transporta sinais e organelas essenciais 

de locais distais ao corpo celular (Schiavo et al., 2013). 

 Parvalbumina: é uma proteína de albumina de ligação ao cálcio, presente em 

neurônios GABAérgicos no sistema nervoso e desempenha importante papel em 
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muitos processos fisiológicos, como na regulação do ciclo celular, produção de 

segundos mensageiros, contração muscular, organização dos microtúbulos e 

fototransdução (Caillard et al., 2000).  

 Clatrina de Cadeia leve A: a clatrina forma revestimentos em vesículas que 

controlam a endocitose do receptor, influenciando assim a sinalização celular 

(Wu et al., 2016).  

 Transportador de aminoácido excitatório 2: transportador de aminoácidos de 

alta afinidade, dependente de sódio, que medeia a absorção de L-glutamato, L-

aspartato e D-aspartato (Kirschner et al., 1994; Sutherland et al., 1995; 

Utsunomiya-Tate et al., 1997). É essencial para a rápida remoção do glutamato 

liberado da fenda sináptica e para encerrar a ação pós-sináptica do glutamato 

(Tanaka et al., 1997). 

 Fator de troca de nucleotídeo de guanina Rho (GEF) 26: ativa Rho G GTPase 

promovendo a troca de GDP por GTP. Necessário para a formação de rugas na 

membrana durante a macropinocitose (Ellerbroek et al., 2004) e para a formação 

de estruturas em forma de copo durante a migração transendotelial de leucócitos 

(Van Buul et al., 2007). 

 

Verificamos também que no cérebro dos camundongos Casp1/11-/- quando 

comparados aos cérebros de camundongos selvagens, o ZIKV diminui a abundância 

relativa das proteínas:  

 Proteoglicano de sulfato de condroitina 5: é um componente importante da 

matriz extracelular do cérebro, pois está envolvido no desenvolvimento neural, 

localização e orientação dos axônios, plasticidade e também regeneração após 

lesão no sistema nervoso (Kwok et al., 2012). 

 Descarboxilase de D-dopacromo: é uma enzima que catalisa a reação química 

D-dopacromo em 5,6-dihidroxindol + CO2. Também é conhecida como 

DopacromoTautomerase (DDT) ou MIF-2 (Fator de inibição da migração de 

macrófagos 2). O DDT tem uma homologia com o MIF e ambos apresentaram 

características biológicas comuns (Sugimoto et al., 1997, 1999).  

 Glicoproteína oligodendrócito-mielina: é um potente inibidor do crescimento 

de neuritos em neurônios e contribui significativamente para a atividade 

inibitória associada à mielina do SNC (Wang et al., 2002).  

 Obliterador indutor de morte 1: proteína necessária para o desenvolvimento 

inicial de células-tronco embrionárias (Liu et al., 2014) e fator de transcrição 

pró-apoptótico (García-Domingo et al., 2003). 

 Subunidade 6C do citocromo C oxidase: componente da citocromo c oxidase, 

a última enzima da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial que impulsiona 

a fosforilação oxidativa (Lenka et al., 1998). 

 Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH): é uma enzima glicolítica 

que catalisa a conversão de gliceraldeído 3-fosfato em 1,3-difosfoglicerato, é a 

6ª etapa na quebra glicolítica da glicose. O GAPDH é um mediador geral da 

morte celular e usa a sua translocação nuclear como um mecanismo de 

sinalização (Sawa et al., 1997). 

 Histona H1.3: A proteína histona H1 se liga ao DNA ligante entre os 

nucleossomos, formando a estrutura macromolecular conhecida como fibra de 

cromatina (Fan et al., 2003).  

 Glutationa hidrolase 7: esta proteína está envolvida na via metabólica da 

glutationa, clivando conjugados de glutationa e faz parte do metabolismo do 

enxofre (Deponte, 2013). 
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 Proteína de ligação de elemento 2 distante a montante: é uma proteína 

importante no tráfego de mRNA. Medeia a inclusão de exon em transcritos que 

estão sujeitos a splicing alternativo específico de tecidos. Pode interagir com o 

DNA de fita simples e ativar a expressão gênica. Também está envolvido na 

degradação de mRNAs inerentemente instáveis que contêm elementos ricos em 

Adenina-Uracila (AREs) em sua 3'-UTR, possivelmente recrutando maquinaria 

de degradação para mRNAs contendo ARE (Briata et al., 2011). 

 Proteína de choque térmico de 10 kDa: Chaperona mitocondrial responsável 

pela importação de proteínas mitocondriais e montagem macromolecular. Junto 

com Hsp60 (Proteína de choque térmico 60), facilita o dobramento correto de 

proteínas importadas. Pode também prevenir o dobramento incorreto e 

promover o redobramento e a montagem adequada de polipeptídeos não 

dobrados gerados sob condições de estresse na matriz mitocondrial (Jia et al., 

2011). 
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Figura 27 - A infecção pelo ZIKV induz uma modulação do perfil e abundância de proteínas no 

cérebro de camundongos Casp1/11-/-. Camundongos C57BL/6J (WT) e nocautes para as Caspases-1/11 

(Casp1/11-/-) de oito semanas foram infectados i.p com 105 PFU/mL de ZIKV. Os camundongos foram 

sacrificados 14 dpi. Os cérebros foram coletados e extraído as proteínas. O extrato proteico foi analisado 

por cromatografia líquida seguida de espectrometria de massas. (A) Análise de principais componentes 

(PCA), em cinza indicando cada proteína, pontos coloridos indicam o posicionamento de cada amostra, 

sendo que as cores indicam as condições e os pontos da mesma cor indicam replicatas. Os pontos roxos 

representam o grupo Casp1/11-/- ZIKV e os pontos azuis o grupo WT ZIKV. (B) Mapa de correlações 

(heatmap) entre padrões de abundância normalizada e o agrupamento de condições. (C) VIP scores das 

proteínas que melhor discriminam entre as condições. Analise realizada com o N = 4. As proteínas 

quantificadas foram avaliadas estatisticamente quanto à diferença entre as condições (ANOVA) e 

agrupadas por análise multivariada (PCA e agrupamento de acordo com perfis de abundância). 
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6. Discussão 

No presente trabalho, mostramos que camundongos imunocompetentes do tipo 

selvagem apresentaram alteração da composição da microbiota intestinal, infiltração de 

leucócitos no cólon e dano epitelial intestinal 14 dias após a infecção pelo ZIKV.  

Embora Thackray e colegas tenham sugerido que a depleção bacteriana intestinal 

esteja relacionada à gravidade das infecções por Flavivírus (Thackray et al., 2018), 

nenhum estudo anterior explorou os efeitos da infecção por Flavivírus na abundância 

relativa de taxas bacterianas específicas no intestino de camundongos. Do mesmo modo, 

a disbiose induzida por vírus pode estar ligada a uma melhoria de sua patogenicidade, 

demonstrando que tanto a infecção viral como a composição bacteriana intestinal têm 

potencial para modular um ao outro (Kane et al., 2011; Kuss et al., 2011; Erickson et al., 

2018). Apesar da relevância que essa intercomunicação tem recebido, o papel de 

infecções por Flavivírus, em especial o ZIKV, na microbiota intestinal nunca foi 

investigado até esse momento, portanto, esta tese mostrou pela primeira vez a 

caracterização de como o ZIKV poderia alterar a microbiota intestinal de camundongos 

imunocompetentes. 

A maioria das bactérias residentes no intestino são classificadas como 

pertencentes aos filos Firmicutes e Bacteroidetes (Abenavoli et al., 2019; Lin et al., 

2019b), seguidos pelas Proteobactérias e Actinobactérias (Rinninella et al., 2019). Nessa 

tese mostramos que a microbiota intestinal de camundongos imunocompetentes 

infectados com ZIKV apresentaram uma diminuição na abundância dos filos Firmicutes 

e Actinobactérias em relação aos camundongos selvagens imunocompetentes não 

infectados.  

Firmicutes são bactérias gram-positivas anaeróbicas compostas de três classes: 

Clostridia, Bacilli e Mollicutes (Abenavoli et al., 2019). Esses procariontes são 

importantes contribuintes para a produção de ácidos graxos de cadeia curta (SCFAs), 

como acetato, propianato e butirato (Miller and Wolin, 1996), dentre esses, o butirato é o 

SCFAs que mais possui propriedades anti-inflamatórias, pois prejudica a migração de 

leucócitos (Vinolo et al., 2011), diapedeses (Böhmig et al., 1997) e aumenta a integridade 

da barreira intestinal, facilitando a montagem de junções estreitas (Peng et al., 2009) e 

influenciando a produção de muco (Gaudier et al., 2004). Os outros SCFAs derivados da 

microbiota estão associados à manutenção da barreira intestinal (Bäumler and Sperandio, 

2016) por meio de um aumento da expressão de proteínas de junção em células epiteliais 

do cólon, que reduzem a permeabilidade da mucosa e, consequentemente, inibem a 

produção de citocinas inflamatórias (Parada Venegas et al., 2019).  

Outro táxon que diminuiu drasticamente em animais infectados com ZIKV é o filo 

Actinobacteria. Ele também desempenha papéis importantes na manutenção da 

homeostase intestinal por meio da secreção de SCFAs que protegem contra infecção 

enteropatogênica (Fukuda et al., 2012) e contribuem na integridade da barreira intestinal 

(Scott et al., 2014). O fato dos membros desse filo serem usados atualmente como 

probióticos destaca seus papéis benéficos para a manutenção da saúde intestinal (Binda 
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et al., 2018). Wang et al. mostraram que pacientes com vírus da Hepatite B apresentaram 

níveis mais baixos de Actinobacteria no intestino, especificamente da família 

Coriobacteriaceae, indicando que infecções virais também podem afetar a abundância de 

Actinobactérias no intestino (Wang et al., 2017c). Da mesma forma que Wang, 

mostramos uma diminuição na abundância de componentes do filo Actinobactérias, como 

membros da família Coriobacteriaceae, no grupo de camundongos infectados com ZIKV. 

Em contraste, os filos Deferribacteres e Spirochaetes, significativamente 

aumentados em animais infectados, estão associados à patologia prejudicial em animais 

(Berry et al., 2015; Brüssow, 2020). Deferribacteres são bastonetes Gram-negativos que 

formam endósporos ou bactérias em forma de vibrio que produzem energia por meio de 

respiração anaeróbica usando ferro, manganês ou nitrato, e também podem produzir 

energia por fermentação (Greene et al., 1997). Os membros desse filo são organizados 

em uma única classe, ordem e família (Alauzet and Jumas-Bilak, 2014). Embora nenhum 

membro desse filo tenha sido associado a doenças em humanos, em roedores, um gênero 

conhecido como Mucispirillum sp. está associado ao muco intestinal (Robertson et al., 

2005) e possui sistemas especializados para lidar com o estresse oxidativo durante a 

inflamação (Berry et al., 2012; Smith et al., 2012). Mucispirillum sp. expressa proteínas 

efetoras dos sistemas de secreção e pode modificar a expressão de genes relacionados à 

mucosa do hospedeiro (Loy et al., 2017).  

Experimentos usando camundongos tratados com sulfato de sódio dextrano 

(DSS), um modelo animal de colite, mostraram que esses animais apresentam maior 

abundância de Deferribacteres no intestino em comparação com animais não tratados, 

associando fortemente este filo com a inflamação intestinal (Berry et al., 2012). O DSS é 

amplamente utilizado devido à sua simplicidade e semelhança com a colite ulcerativa 

humana (CUH) (Okayasu et al., 1990). Embora os mecanismos pelos quais o DSS afeta 

a homeostase intestinal ainda não estejam totalmente descritos, acredita-se que esse 

colitogênio químico induza a colite após danificar a monocamada epitelial no intestino 

grosso (Eichele and Kharbanda, 2017). 

O filo Spirochaetes foi o que apresentou maior abundância no grupo infectado 

com ZIKV quando comparado com outros filos e em relação ao grupo não infectado. Esta 

foi uma descoberta surpreendente, uma vez que muitas espécies de espiroquetas são 

patógenos importantes para animais e humanos, causando sífilis, doença de Lyme e 

leptospirose (Cullen et al., 2004). As espiroquetas são bactérias Gram-negativas em 

formato de hélice que tendem a se mover em um movimento ondulado em forma de 

hélice. A maioria das espiroquetas é de vida livre e anaeróbica, mas há exceções. Seu 

metabolismo é quimiorganotrófico, usando carboidratos ou aminoácidos como fontes de 

carbono e energia (Brenner et al., 2005). A principal característica que diferencia esse filo 

de outros é a presença da endoflagelo, que se acredita ser responsável pelas patologias e 

diversidade desse filo (Ren et al., 2003).  

Além disso, a infecção pelo ZIKV em camundongos imunocompetentes levou ao 

aumento da abundância do gênero Treponema, que é o gênero de bactérias causador de 
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doenças pertencentes à família Spirochaetaceae (Giacani and Lukehart, 2014), ressalte-

se que um aumento da presença de Treponema nas fezes é geralmente classificado como 

não saudável (Brüssow, 2020), logo, acreditamos que esse aumento pode ser relevante 

para efeitos gastrointestinais deletérios durante a infecção por ZIKV. Embora não existam 

estudos relacionados ao aparecimento de doenças oportunistas decorrentes da infecção 

pelo ZIKV, já é conhecido que a infecção crônica por espiroquetas e a coinfecção com 

outras bactérias e vírus estão diretamente relacionadas ao aparecimento e à manifestação 

da doença de Alzheimer (Miklossy, 2015). 

Estudos em humanos mostraram que a infecção por ZIKV pode afetar a função 

gastrointestinal (GI), uma vez que alguns pacientes relataram sintomas como dor 

abdominal, náuseas, diarréia e vômitos (Barrera-Cruz et al., 2016; Murray et al., 2017; 

Slavov et al., 2018). Análises proteômicas de células do cólon humano infectadas com 

ZIKV relacionaram este vírus com anormalidades inflamatórias intestinais e colite 

(Glover and Coombs, 2020), possivelmente explicando o envolvimento GI relatado em 

alguns pacientes com ZIKV. Em contraste, o ZIKV só é capaz de se replicar efetivamente 

em camundongos que apresentam resposta imune antiviral prejudicada (Nazerai et al., 

2018). Esta imunidade interrompida favorece a sobrevivência do ZIKV, o que resulta em 

uma patologia que mostra envolvimentos intestinais, incluindo inflamação do intestino 

(Li et al., 2018a) e dilatação intestinal (White et al., 2018), alterações que indicam o ZIKV 

como capaz de induzir processos inflamatórios em camundongos no trato GI. 

Embora animais imunocompetentes não apresentem complicações intestinais 

macroscópicas, neste estudo detectamos evidências de respostas inflamatórias no tecido 

do cólon, pois descobrimos a ocorrência de dano epitelial e infiltração leucocitária no 

cólon de camundongos 14 dpi. A atividade inflamatória já foi associada a alterações 

microbianas intestinais, uma vez que Lupp e colegas indicaram que a inflamação mediada 

pelo hospedeiro desencadeada por agentes de infecção pode alterar a comunidade 

microbiana do cólon (Lupp et al., 2007). À medida que bactérias pró-inflamatórias e 

patogênicas aumentam sua abundância no intestino (Zeng et al., 2017), um aumento da 

permeabilidade intestinal, da disfunção imunológica e danos às células epiteliais 

intestinais são observados (Shen et al., 2018). Conforme detalhado nesta tese, as 

comunidades que descobrimos aumentaram em camundongos infectados com ZIKV e 

estão relacionadas a fenótipos prejudiciais à saúde. Além disso, os táxons bacterianos 

comumente associados à homeostase do trato GI parecem ser impactados negativamente 

pela infecção por ZIKV. 

Nossa hipótese é que a infecção por ZIKV de camundongos selvagens 

imunocompetentes desencadeia inflamação intestinal durante uma fase inicial da infecção 

que leva à disbiose intestinal, que é caracterizada pelo crescimento de patobiontes e 

interrupção de comunidades bacterianas benéficas (Chow and Mazmanian, 2010). Como 

mostramos dados que indicam que a infecção por ZIKV favorece o crescimento de filos 

bacterianos associados a patologia deletéria e reduz drasticamente os filos bacterianos 

implicados na integridade da barreira intestinal e homeostase intestinal, sugerimos que 
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essas alterações possam ter influenciado a ocorrência de infiltração de cólon de leucócitos 

e danos nos tecidos detectada pelo nosso grupo. 

Neste estudo, não detectamos qualquer modulação das citocinas secretadas pelo 

cólon, no entanto, as comunidades microbianas podem influenciar a secreção de outros 

mediadores, como IL-8 e MCP-1 (Louis and Flint, 2009, 2017). Além disso, a 

quantificação de um conjunto mais amplo de citocinas, quimiocinas ou mediadores 

lipídicos durante a fase aguda da infecção pelo ZIKV tende a confirmar a relevância da 

disbiose microbiana intestinal nessa infecção. Uma vez que camundongos 

imunocomprometidos desenvolvam complicações intestinais macroscópicas, as análises 

microbianas intestinais desses animais devem corroborar a relevância dos dados da 

microbiota intestinal. 

Um estudo recém-publicado forneceu uma caracterização imunopatológica 

detalhada da rota de transmissão anal do ZIKV em camundongos IFNAR-/-, em que o 

ZIKV infecta células dendríticas da mucosa e submucosa do epitélio intestinal, induzindo 

infiltração de células imunes e inflamatórias. Logo no primeiro dia após a infecção, já é 

possível observar um aumento de monócitos (CD11b+) e macrófagos (F4/80+) na mucosa 

retal de camundongos infectados, em seguida, com cerca de 3 dpi, há o aumento 

significativo de MCP-1 nos grupos infectados e há um aumento de células dendríticas 

(CD11c+) e leucócitos (CD45+) na mucosa retal em 7 dpi. Esses resultados sugerem que 

há respostas imunológicas aumentadas na mucosa retal logo após a infecção. No geral, 

células epiteliais intestinais e células dendríticas ajudam na infecção por ZIKV na mucosa 

retal (Martínez et al., 2020). Embora nosso estudo não tenha caracterizado os tipos 

celulares que foram recrutados no nosso modelo, o trabalho de Martínez reforça nosso 

dado em que mostramos que a infecção por ZIKV e a modulação da microbiota induz um 

recrutamento de leucócitos para o colón.  

Uma vez que a composição e a função da microbiota impactam em uma infinidade 

de outras patologias (Wang et al., 2017b), pesquisas futuras devem determinar mais 

detalhadamente a influência da infecção pelo ZIKV nesta comunidade, como por meio 

do uso de camundongos fêmeas ou imunodeficientes, vias de infecção alternativas como 

subcutâneas ou intraperitoneal, outras cepas de ZIKV e outros momentos de infecção. 

Além disso, esforços experimentais adicionais devem avaliar a função GI como um meio 

de vincular as alterações da microbiota a motilidade intestinal, uma vez que White e 

outros implicaram a infecção por flavivírus com síndromes de dismotilidade intestinal 

(White et al., 2018).  

Além disso, como a administração oral de antibióticos demonstrou aumentar a 

suscetibilidade dos camundongos à infecção grave de flavivírus, embora interferindo nas 

respostas das células T antivirais (Thackray et al., 2018) e possivelmente exacerbando os 

processos inflamatórios (Knoop et al., 2016; Bhaskaran et al., 2018), o emprego de 

tratamentos com antibióticos específicos deve ser útil para entender o papel da ausência 

da microbiota intestinal na infecção pelo ZIKV. Desse modo, descobrir a influência da 

infecção pelo ZIKV nas comunidades microbianas intestinais pode ser valioso para 
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determinar alvos terapêuticos para a infecção pelo ZIKV, além de prevenir e compreender 

melhor a patologia intimamente relacionada às condições de risco de vida como a SCZ 

(Siddique et al., 2019) e a SGB (de Siqueira et al., 2016). 

Nessa tese, caracterizamos também a infecção por ZIKV em camundongos 

selvagens adultos imunocompetentes e camundongos nocautes para as proteínas NLRP3 

e Caspases-1/11 em um tempo de 14 dias após a infecção. Nossos dados mostraram que 

a infecção por ZIKV modulou citocinas séricas em camundongos selvagens e induziu 

uma modulação a nível proteico no cérebro de ambos os camundongos infectados.  

Ao analisar a carga viral em diferentes dias, verificamos que nossos resultados 

estão de acordo com os achados de Li e colaboradores que demonstraram que, após uma 

infecção pela rota intraperitoneal de camundongos selvagens com ZIKV, há diminuição 

da carga viral após o terceiro dia de infecção (Li et al., 2018a). Embora, nenhum outro 

estudo tenha analisado a carga viral nos modelos de camundongos nocautes para as 

proteínas NLRP3 e Caspases-1/11, já esperávamos que esses camundongos 

apresentassem um perfil de carga viral no soro semelhante aos camundongos selvagens, 

visto que eles não são camundongos imunocomprometidos para a infecção por ZIKV.  

Nossos resultados não mostraram modulação do peso dos camundongos após a 

infecção por ZIKV, esses resultados estão de acordo com os resultados encontrados por 

Huang e colaboradores, que avaliaram a variação do peso de camundongos selvagens 

imunocompetentes por 5 dias após a infecção e não observaram modulação significativa 

no peso dos camundongos (Huang et al., 2017). Já para as análises de variação de peso 

corporal nos camundongos nocautes, um estudo feito por He e colaboradores mostrou que 

em camundongos neonatos nocautes para a proteína Caspase1 não há variação no peso 

desses camundongos após a infecção, em contrapartida, nos camundongos selvagens 

neonatos há uma diminuição no ganho de peso após a infecção (He et al., 2020). Porém, 

nosso estudo analisou camundongos adultos e trouxe essas primeiras análises em 

camundongos nocautes para as caspase1/11 e o inflamassoma NLRP3.  

Após a análise de variação de peso, fomos averiguar por meio da dosagem de 

glicose, se a infecção por ZIKV poderia levar a uma condição de resistência à insulina. 

Porém não observamos modulação nos níveis de glicose dos camundongos selvagens e 

nocautes infectados com ZIKV quando comparados aos camundongos não infectados. 

Sabe-se que infecções virais, via indução de IFN-γ, podem levar à resistência à insulina 

no músculo esquelético de camundongos, diminuindo a expressão de receptores de 

insulina e provocando uma hiperinsulinemia, o que leva a uma maior resposta antiviral 

via linfócitos TCD8. Além disso, em camundongos pré-diabéticos com resistência à 

insulina hepática causada por obesidade induzida por dieta, a infecção viral resultou na 

perda do controle glicêmico, fazendo com que esses camundongos pré-diabéticos 

desenvolvessem diabetes mellitus tipo 2 (Šestan et al., 2018). 

Sintomas como febre, dor e mialgia, podem ser induzidos por citocinas 

inflamatórias (IL-1β, IL-2 e IL-6) e anti-inflamatórias (IL-4, IL-10 e IL-13), conforme a 

expressão de seus níveis plasmáticos (Wallace et al., 2001; Macedo et al., 2007; 
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Hernandez et al., 2010). Estudos relacionando diretamente citocinas e a infecção pelo 

ZIKV demonstraram aumento significativo da IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-

12, IL-13, IL-17 e TNF-α na fase aguda da doença, quando os resultados foram 

relacionados ao grupo controle (Tappe et al., 2016; Terzian et al., 2017; Naveca et al., 

2018), e quando analisaram a fase convalescente (a partir de 10 dias de infecção), Tappe 

e colaboradores viram que as citocinas IL-6, IL-1β e IL-10 continuaram com níveis 

elevados no soro de pacientes, enquanto que as citocinas TNF-α e INF-γ não tiveram 

variação dos seus níveis durante a fase convalescente (Tappe et al., 2016).  

Assim como estudos com pacientes humanos, análises do perfil de citocinas 

secretadas no soro de camundongos infectados por ZIKV foram realizadas por Dowall e 

colaboradores, que usando camundongos imunocomprometidos A129, infectados com 

baixa e alta carga viral, das linhagens africana e asiática do ZIKV, analisou a cinética da 

presença de diversas citocinas e quimiocinas no soro desses camundongos durante 14 dias 

(Dowall et al., 2020).  Só foi visto variação nos níveis das citocinas IFN-γ, IL-1β, IL-6, 

IL-12, IL-17, TNF-α e IL-10, entre o terceiro e sétimo dia de infecção. As variações nos 

níveis de citocinas encontradas foram dependentes da carga viral e de linhagem 

específica.  

Embora nossos resultados tenham demonstrado tanto uma diminuição da citocina 

pró inflamatória TNF-α quanto da citocina anti-inflamatória IL-10 no soro de 

camundongos selvagens imunocompetentes infectados por ZIKV, após 14 dias de 

infecção. Não analisamos e comparamos com o perfil dessas citocinas no soro em tempos 

iniciais, mas hipotetizamos que seja um reflexo do desbalanço que a infecção por ZIKV 

pode ter induzido nesses camundongos. Porém, tanto Wang e colaboradores, quanto He 

e colaboradores mostraram que a infecção por ZIKV em tempos precoces, em 

camundongos imunocompetentes adultos e neonatos, induz um aumento da secreção de 

IL-1β no soro dos camundongos, quando comparados aos grupos não infectados, e essa 

indução é dependente da ativação da Caspase-1 (Wang et al., 2018; He et al., 2020). O 

que sugere que outras citocinas pró inflamatórias possam estar sendo moduladas 

positivamente no início da infecção nesses modelos.  

A seguir avaliamos se a infecção por ZIKV estaria induzindo uma esplenomegalia 

nos camundongos selvagens e nocautes, o que está de acordo com os achados por Huang 

e colaboradores que mostraram que o ZIKV induz uma esplenomegalia no baço de 

camundongos selvagens imunocompetentes após 7 dias de infecção (Huang et al., 2017), 

embora nossos dados sejam com 14 dias, ainda é possível perceber que os baços dos 

camundongos infectados estavam maiores que os baços dos camundongos não infectados. 

Já para a diminuição do tamanho e peso dos baços nos camundongos nocautes, Wang e 

colaboradores usando camundongos selvagens tratados com Y-VAD (Inibidor de 

Caspase-1), demonstraram que na ausência da ativação da Capspase-1, há uma 

diminuição do tamanho e peso do baço dos camundongos infectados por ZIKV quando 

comparados aos camundongos selvagens sem tratamento infectados por ZIKV (Wang et 

al., 2018), embora a análise dele seja apenas de 2 dias após a infecção, esse resultado 
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corrobora com o nosso resultado, onde observamos o mesmo fenômeno analisando após 

14 dias de infecção e utilizando camundongos nocautes para as caspases-1/11. 

Diversos trabalhos caracterizaram a resposta adaptativa de linfócitos T contra a 

infecção por ZIKV em camundongos selvagens imunocompetentes (Huang et al., 2017; 

Pardy et al., 2017; Winkler et al., 2017). Todos eles demonstraram uma cinética da 

resposta de linfócitos T CD4 e T CD8, em que o pico da resposta destas células ocorre 

por volta do sétimo dia de infecção, e o fenótipo da ativação dos linfócitos TCD4 é TH1, 

por meio da secreção de IFN-γ, TNF-α, IL-2 e do fator de transcrição T-bet (Pardy et al., 

2017). Enquanto que a resposta dos linfócitos T CD8 é mediada pela expressão de INF-γ 

e granzima B (Huang et al., 2017), as respostas imunológicas adaptativas ao ZIKV foram 

importantes para o controle da infecção e prevenção de infecções e danos no cérebro e 

testículos dos camundongos selvagens imunocompetentes (Winkler et al., 2017). A 

cinética da presença desses linfócitos no baço dos camundongos corrobora nossos 

resultados, pois todos eles mostram que, com 14 dias após a infecção, há uma 

normalização na quantidade dessas células no baço. 

Ao analisar o recrutamento de macrófagos e linfócitos no baço dos camundongos 

nocautes infectados por ZIKV, nos deparamos com uma diminuição da presença de 

macrófagos no baço de camundongos Casp1/11-/- infectados com ZIKV quando 

comparados aos camundongos selvagens infectados.  Estudos com o vírus da influenza 

demonstraram que o recrutamento de monócitos e neutrófilos é diminuído em 

camundongos Casp1-/- e NLRP3-/-  infectados, além das citocinas IL-1β, IL-6 e TNF-α 

quando comparados aos camundongos selvagens infectados (Thomas et al., 2009), além 

disso, a resposta de linfócitos T CD4 e T CD8 específicos para influenza dependem de 

ASC e Caspase-1, mas não de NLRP3 (Ichinohe et al., 2009). Esses estudos mostram 

como infecções virais podem modular o recrutamento de células da reposta imune inata 

e adaptativa pela ativação do inflamassoma e de seus produtos.  

Curiosamente, a ausência das caspases-1/11 e do NLRP3 promoveu um aumento 

no recrutamento de linfócitos TCD8 no baço dos camundongos infectados por ZIKV. 

Hipotetizamos que, nesses camundongos, o ZIKV não pode induzir a ativação do 

inflamassoma NLRP3 e promover um escape da resposta mediada por IFNs, sendo assim, 

a reposta por IFNs nesses camundongos pode ser maior que nos camundongos selvagens, 

e um dos principais efeitos dos IFNs é o recrutamento de linfócitos TCD8. Além disso, a 

citocina IL-33, que é inibida pela clivagem da caspase-1, pode promover uma resposta 

robusta antiviral mediada por linfócitos TCD8 (Bonilla et al., 2012; Y. et al., 2019). Para 

confirmar essa hipótese, teríamos que ter dosado os níveis de IL-33 e IFN-α/β no soro e 

no baço desses camundongos.  

Estratégias de evasão imunológica contribuem para a persistência bem-sucedida 

de vírus em modelos imunocompetentes, o que pode atrasar a eliminação da célula 

infectada por tempo suficiente para permitir que o vírus se replique. Como exemplo de 

vírus, que como mecanismo de escape imunológico se utilizam de regular negativamente 

a expressão de moléculas MHC-II na superfície de APCs, temos os herpes vírus. Essa 
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estratégia ajuda na fuga dos herpes vírus do reconhecimento direto de células T CD4 e 

também para atenuar a imunidade das células T CD8 antivirais e as respostas de 

anticorpos, evitando a estimulação do subconjunto de células T auxiliares restritas ao 

MHC-II (Wiertz et al., 2007). Nossos resultados demonstraram que o ZIKV diminuí a 

expressão de MHC-II em esplenócitos de camundongos selvagens infectados, embora não 

tenha estudos relacionando a expressão de MHC-II e a infecção por ZIKV na literatura, 

estudos mais aprofundados e em tempos iniciais de infecção são necessários para 

comprovar que esse efeito seria um novo mecanismo de escape da resposta imune 

induzido pelo ZIKV.  

Em contrapartida, Glasner e colaboradores demonstraram que o ZIKV induz uma 

supra ativação das moléculas MHC-I como mecanismo de escape da detecção de células 

NK (Glasner et al., 2017b). As células NK são linfócitos inatos que reconhecem e 

eliminam vários patógenos e são conhecidas principalmente por seu papel no controle de 

infecções virais (Lam and Lanier, 2017). As células NK expressam receptores inibitórios 

e ativadores e matam ou poupam seus alvos com base na integração de sinais inibitórios 

e ativadores. Um desses sinais é a apresentação de antígenos via molécula CD1d, que 

ativam a resposta de células NK (Brigl and Brenner, 2004). Embora nossos dados não 

tenham mostrado diferenças nos níveis de expressão de CD1d nos esplenócitos dos 

camundongos imunocompetentes, mais estudos são necessários para confirmar se a 

apresentação de antígenos via CD1d não poderia ser mais um mecanismo de escape da 

resposta imune induzida pelo ZIKV.  

O ZIKV também exerce um papel fundamental na regulação do metabolismo 

lipídico como foi demonstrado por Chen e colaboradores, a infecção por ZIKV 

reprograma o perfil lipídico da placenta prejudicando as vias de lipogênese. Essas 

alterações metabólicas induzidas por ZIKV favorecem a biogênese de corpúsculos 

lipídicos e rearranjos da membrana intracelular para apoiar replicação viral. Além disso, 

a reprogramação de lipídio pelo ZIKV é paralela à disfunção mitocondrial e à produção 

de mediadores lipídicos inflamatórios que promovem um desequilíbrio imunológico 

inflamatório, que contribuem para os danos na placenta causados pela infecção por ZIKV 

(Chen et al., 2020), assim como Cheng, nossos resultados demonstraram que a infecção 

por ZIKV induz um aumento na biogênese de corpúsculos lipídicos nos esplenócitos dos 

camundongos selvagens infectados por ZIKV. Sabemos que os corpúsculos lipídicos 

(CL) são organelas altamente dinâmicas que regulam o metabolismo lipídico (Olzmann 

and Carvalho, 2019) e muitos vírus de RNA, inclusive membros da família Flaviviridae, 

HCV e DENV, manipulam a biogênese de CL para favorecer a replicação do genoma 

viral e a produção de vírions (Miyanari et al., 2007; Samsa et al., 2009). 

O tropismo do ZIKV pelo cérebro, nos levou a investigar se, mesmo em 

camundongos adultos e imunocompetentes, a infecção por ZIKV levaria a algum dano 

nesse tecido. Embora diversos estudos tenham demonstrado que o ZIKV infecta células 

progenitoras neurais, causando a morte dessas células e consequentemente um 

atrofiamento do cérebro, levando a microcefalia em camundongos (Cugola et al., 2016; 

Dang et al., 2016; Tang et al., 2016), nessa tese, trouxemos uma avaliação do cérebro de 
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camundongos adultos selvagens imunocompetentes e nocautes para as proteínas NLRP3 

e Caspases-1/11. Apesar de não termos encontrado alterações no peso, tamanho, carga 

viral, modulação de citocinas e danos histopatológicos no cérebro após 14 dias de 

infecção, alguns estudos com esses modelos trouxeram descobertas relevantes para a 

patogênese do ZIKV. 

Figueiredo e colaboradores demonstraram que o ZIKV infecta cérebros de 

camundongos adultos. Os camundongos infectados exibiam acentuado comprometimento 

da memória que persistia mesmo após a infecção ter sido combatida pelo organismo. 

Além disso, isso era consistente com o fato de que as regiões do cérebro responsáveis 

pelo aprendizado e processamento da memória eram os principais locais de replicação 

viral em seus cérebros. O trabalho mostrou ainda que a infecção pelo ZIKV causa uma 

forte resposta inflamatória no cérebro do camundongo, e isso inclui ativação aberrante de 

TNF-α, microglias e proteínas do sistema complemento. As micróglias ativadas engolfam 

as sinapses e isso prejudica a comunicação entre os neurônios e, portanto, a formação de 

novas memórias. Essas descobertas estabelecem um mecanismo pelo qual o ZIKV afeta 

o cérebro adulto e apontam para a necessidade de avaliar déficits cognitivos como uma 

comorbidade potencial em pessoas infectadas por ZIKV adultos (Figueiredo et al., 2019). 

Outro estudo com camundongos selvagens imunocompetentes demonstrou que 

uma infecção intracranial por ZIKV levou ao desenvolvimento de uma encefalite letal, na 

qual o SNC é suscetível à infecção e responde ao ZIKV iniciando uma resposta imune 

antiviral mediada pelo aumento da expressão de IFN-β, TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-6, e IFN-

γ. Esta resposta é dominada por microglias residentes e monócitos emacrófagos 

infiltrantes e células NK  (Hayashida et al., 2019). Os estudos de Hayashida e Figueiredo 

reforçam a importância de se estudar os efeitos da infecção do ZIKV em camundongos 

adultos imunocompetentes.  

Embora He e colaboradores tenham usado modelos neonatos, eles demonstraram 

que a infecção por ZIKV nos camundongos selvagens imunocompetentes neonatos leva 

ao atrofiamento cerebral, com infiltração neutrofílica maciça, necrose e interrupção da 

citoarquitetura normal predominantemente no hipocampo, tálamo e áreas do córtex, 

indicando inflamação focal grave no cérebro. Além disso, foi identificado que o ZIKV 

induz piroptose em células progenitoras neurais, e aumento de IL-1β no cérebro, isso tudo 

dependente da Caspase-1 (He et al., 2020). Ainda que, nossos dados com camundongos 

adultos selvagens e nocautes para as capases-1/11 e NLRP3 não tenham trazido 

diferenças significativas durante essas mesmas análises no cérebro, não descartamos a 

possibilidade de que a infecção por ZIKV poderia estar modificando algo nesse órgão tão 

privilegiado pelo ZIKV.  

A análise de proteômica do cérebro dos camundongos selvagens infectados ou não 

por ZIKV nos trouxe resultados interessantes. Proteínas com diversas funções, como 

transporte de aminoácidos, composição do citoesqueleto celular, componentes da cadeia 

transportadora de elétrons e fatores de transcrição foram moduladas pela infecção por 
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ZIKV no cérebro. Dentre as proteínas moduladas, a proteína básica de mielina foi a que 

mais nos chamou atenção.  

A proteína básica de mielina (MBP) é a segunda proteína mais abundante na 

mielina do sistema nervoso central, é responsável pela adesão das superfícies citosólicas 

de multicamadas compactas de mielina. Pode interagir com uma série de proteínas 

polianiônicas, incluindo actina, tubulina, Ca2+-calmodulina, clatrina, e lipídios 

carregados negativamente. Pode atuar como uma proteína de ligação à actina de 

membrana, o que pode permitir que ela participe da transmissão de sinais extracelulares 

para o citoesqueleto em oligodendrócitos e junções estreitas na mielina. Algumas 

isoformas de tamanho de MBP são transportadas para o núcleo e, portanto, também 

podem se ligar apolinucleotídeos. Sinais extracelulares recebidos por mielina ou 

oligodendrócitos cultivados causam mudanças na fosforilação de MBP, sugerindo que 

MBP também está envolvida na sinalização. Como podemos perceber, essa proteína é 

utilizada por oligodendrócitos e células de Schwann para diferentes fins (Boggs, 2006). 

Nos nossos resultados encontramos que a MBP está com abundância diminuída 

no cérebro dos camundongos selvagens infectados por ZIKV, quando comparados aos 

não infectados, já no cérebro dos camundongos NLRP3-/- infectados por ZIKV, a MBP 

está com a abundância aumentada, quando comparada com a abundância nos 

camundongos não infectados. Um estudo, que analisou o tropismo do ZIKV e interações 

em culturas de células neurais mielinizantes, demonstrou que as células do SNC, axônios 

e oligodendrócitos são consideravelmente mais suscetíveis à infecção pelo ZIKV do que 

as células do SNP (Cumberworth et al., 2017). Já um outro estudo que investigou se o 

ZIKV afeta o desenvolvimento de células da glia em camundongos neonatos utilizou um 

anticorpo de MBP como marcador para oligodendrócitos, e demonstrou que o sinal para 

MBP foi quase imperceptível nas regiões do corpo caloso e do córtex nos cérebros dos 

camundongos infectados, indicando que a infecção por ZIKV levou a uma perda de 

oligodendrócitos (Li et al., 2018b).  

Assim como a MBP, a granulina também está com abundância diminuída no 

cérebro dos camundongos selvagens e aumentada no cérebro de camundongos NLRP3 

nocautes infectados com ZIKV quando comparados aos não infectados. A progranulina é 

um fator secretado e expresso por micróglias e neurônios, que é proteoliticamente 

processado em peptídeos de granulina. A granulina regula processos relacionados ao 

envelhecimento no córtex cerebral, como inflamação e sobrevivência neuronal (Zambusi 

et al., 2020). Um estudo que analisou o transcriptoma de astrócitos infectados por ZIKV 

identificou que a granulina estava sendo regulada negativa nessas células após a infecção 

por ZIKV (Sher et al., 2019).   

A proteína para saída do ciclo celular e diferenciação neuronal 1 (Cend1) é um 

modulador específico da linhagem neuronal envolvido na sincronização da saída do ciclo 

celular e na diferenciação de precursores neuronais. É expresso ao longo de toda a 

linhagem neuronal, desde as células-tronco neurais progenitoras até os neurônios 

maduros, e está associado à dinâmica das divisões geradoras de neurônios. Estudos 
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funcionais mostraram que Cend1 tem um papel crítico durante a neurogênese, 

promovendo a saída do ciclo celular e a diferenciação neuronal (Gaitanou et al., 2019). 

Em um importante estudo recente com o objetivo de compreender como o ZIKV afeta as 

células neuronais, Scaturro e colegas aplicaram uma abordagem integrada em NPCs 

humanos e a linha celular neuronal SK-N-BE2 para caracterizar as respostas celulares à 

níveis de proteoma e fosfoproteoma após a infecção viral (Scaturro et al., 2018) e 

descobriu-se que Cend1 interage especificamente com a NS4B do ZIKV, que foi 

previamente implicada na inibição do desenvolvimento neuronal (Liang et al., 2016). 

Curiosamente, o knockdown do Cend1 resultou na inibição da replicação do ZIKV, 

sugerindo que o Cend1 é um novo alvo terapêutico promissor na infecção pelo vírus Zika 

(Scaturro et al., 2018), assim como, nossos resultados mostraram que a Cend1 está menos 

abundante nos camundongos infectados NLRP3-/- e mais abundante nos camundongos 

selvagens.  

Nesse trabalho demonstramos que, mesmo após 14 dias de infecção pelo ZIKV, 

camundongos imunocompetentes selvagens e nocautes para as proteínas NLRP3 e 

Caspases-1/11 apresentaram modulações de abundância de proteínas cerebrais de 

diversas vias e com diferentes funções. Sendo assim, precisamos analisar mais 

profundamente como essas proteínas estão se relacionando umas com as outras e qual o 

papel dessas proteínas durante a infecção tanto in vitro quanto in vivo, bem como os 

efeitos dessa modulação nos camundongos infectados. 
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7. Conclusão 

Nesta tese concluímos que a infecção por ZIKV em camundongos adultos 

imunocompetentes induz:  

 Uma modulação na β-diversidade da microbiota intestinal;  

 Diminuição da abundância relativa dos filos bacterianos Firmicutes e 

Actinobacterias;  

 Aumento da abundância relativa dos filos bacterianos Deferribacteres e 

Spirochaetes;  

 Carga viral abaixo do limite de detecção e modulação de citocinas no colón; 

 Um infiltrado de leucócitos na mucosa e submucosa do cólon. 

Analisamos também a patogênese do ZIKV em camundongos adultos 

selvagens e nocautes para as proteínas NLRP3 e Caspases-1/11 e concluímos que:  

 Não foi detectada alteração na carga viral, no peso e na glicemia dos 

camundongos selvagens e nocautes após a infecção por ZIKV;  

 A infecção por ZIKV induz uma diminuição da citocina TNF-α no soro dos 

camundongos selvagens, e uma diminuição de TNF-α ainda menor no soro 

dos camundongos NLRP3-/-; 

 A infecção por ZIKV induz a diminuição da citocina IL-10 no soro dos 

camundongos selvagens, e a diminuição ainda menor no soro dos 

camundongos NLRP3-/- e Casp1/11-/-;  

 No baço dos camundongos selvagens infectados há o aumento de peso e 

tamanho quando comparado com o baço dos camundongos NLRP3-/- e 

Casp1/11-/-infectados; 

 Não foi detectado modulação de forma diferencial na presença de macrófagos 

e linfócitos no baço dos camundongos selvagens, porém, houve uma 

diminuição na quantidade de macrófagos no baço dos camundongos Casp1/11-

/- e aumento de Linfócitos TCD8 no baço dos camundongos nocautes após a 

infecção por ZIKV;  

 A infecção por ZIKV induziu a redução na expressão de MHC-II nos 

esplenócitos dos camundongos selvagens infectados, enquanto que nos 

esplenócitos dos camundongos Casp1/11-/- houve aumento;  

 Houve aumento na biogênese de CL nos esplenócitos dos camundongos 

selvagens, que foi menor nos camundongos NLRP3-/-;  

 No cérebro dos camundongos selvagens e nocautes infectados, o ZIKV não 

modulou diferencialmente o peso, tamanho, danos histopatológicos e secreção 

de citocinas; 

 Ocorreu uma modulação do perfil proteico cerebral induzida pela infecção por 

ZIKV nos camundongos selvagens e nocautes. 
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9. Anexos 

I. Comitê de ética para uso de animais:  
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II. Publicações relacionadas a tese de Doutorado: 
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