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RESUMO 

 

Dengue virus (DENV) e Zika virus (ZIKV) pertencem ao gênero Flavivirus da família 

Flaviviridae. São arbovirus transmitidos por mosquitos do gênero Aedes, porém, outros modos 

de transmissão vêm sendo relatados para ZIKV, como a transmissão vertical e sexual. DENV 

possui quatro sorotipos distintos (DENV 1 - 4), cada um com vários genótipos e todos são 

capazes de causar a dengue não grave, com e sem sinais de alarme, e a dengue grave. O ZIKV 

possui duas linhagens, a asiática e a africana. Já foi comprovado que a infecção tanto por DENV 

como por ZIKV podem causar complicações neurológicas graves. E, recentemente, ZIKV vem 

sendo relacionado com microcefalia e Síndrome de Guillain-Barre. Como somos um país 

endêmico para Flavivirus, o primeiro passo do trabalho foi comprovar que as amostras de ZIKV 

recebidas por nossa instituição eram realmente este vírus, e não havia coinfecção com DENV. 

Para isto, foi feita PCR em tempo real com iniciadores específicos para ZIKV e DENV e 

também nested PCR com iniciadores para DENV, demonstrando que o ZIKV foi positivo na 

PCR em tempo real e foi negativo para DENV pelo nested PCR. O objetivo principal desta 

dissertação foi comparar a resposta imune celular desencadeada por dois isolados distintos de 

DENV 3, um neurotrópico (genótipo I) e outro não neurotrópico (genótipo III). E também 

comparar a resposta imune desencadeada por dois isolados brasileiros de ZIKV (PE243 e SPH). 

O estudo a resposta imune desencadeada pelos vírus foi feito através da quantificação da 

produção de óxido nítrico e de diferentes citocinas, avaliando a susceptibilidade à infecção e 

multiplicação viral das diferentes células utilizadas neste trabalho e avaliando a ativação de 

TLR2 e/ou TLR4. Assim, macrófagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6, células KG-

1 e THP-1 foram infectadas com DENV e ZIKV, e os sobrenadantes destas células foram 

coletados em diferentes dias após a infecção. Os sobrenadantes foram analisados por reação de 

Griess, para a quantificação do óxido nítrico produzido pelas células e por CBA para a 

quantificação das citocinas. Também foi avaliado se estas células foram susceptíveis à infecção 

dos vírus, por titulação. Nas células KG-1, foi detectado DENV 3 genótipo I até o 10° d.p.i. e 

ZIKV até o 5º d.p.i., com títulos mais altos em comparação com os macrófagos murinos. Não 

foi detectado DENV 3 genótipo III nas células KG-1. Como só foram detectados virus nos 1º e 

2º d.p.i. nos macrófagos intraperitoneais de camundongo, é possível sugerir que os vírus foram 

inibidos pela capacidade destas células de produzir uma resposta imune inata eficaz contra a 

infecção por DENV e por ZIKV. Foi demonstrado que o NO e o IFNγ são importantes no 

controle da infecção por DENV 3. E que as citocinas TNF, IL-6 e a quimiocina MCP-1 estão 

relacionadas à infecção pelo sorotipo neurovirulento. E ainda, a ativação de TLR2 também é 

maior quando as células são infectadas pelo genótipo neurovirulento. Portanto, a resposta imune 

desencadeada pelo genótipo neurovirulento foi diferente em comparação com a resposta imune 

desencadeada pelo genótipo não neurovirulento. Também foi demonstrado que os dois isolados 

de ZIKV utilizados desencadeiam respostas imunes completamente diferentes, sendo que a 

amostra ZIKV PE243 desencadeou uma resposta imune mais forte, com produção de NO, maior 

produção das citocinas e ativação de TLR2 enquanto que a resposta imune desencadeada por 

ZIKV SPH foi mais branda, sem produção de NO, com menor produção de citocinas e sem a 

ativação de TLR2. 

 

Palavras chave: Dengue virus, Zika virus, resposta imune inata celular, in vitro.  



 

 
 

ABSTRACT 

 

Dengue virus (DENV) and Zika virus (ZIKV) belong to the genus Flavivirus of the family 

Flaviviridae. They are arboviruses transmitted by mosquitoes of the genus Aedes, however, 

other routes of transmission have been reported for ZIKV, such as vertical and sexual 

transmission. DENV has four distinct serotypes (DENV 1-4), each with several genotypes and 

all can cause non-severe dengue, with and without warning signals, and severe dengue. The 

ZIKV has two lineages, the Asian and the African. It has been proven that infection by both 

DENV and ZIKV can cause severe neurological complications. And recently, ZIKV has been 

linked to microcephaly and Guillain-Barre Syndrome. As we are an endemic country for 

Flavivirus, the first step of the work was to prove that the ZIKV samples received by our 

research center were really this virus, and there was no coinfection with DENV. For this, PCR 

was done in real time with specific primers for ZIKV and DENV and nested PCR with primers 

for DENV, demonstrating that the ZIKV was positive in the PCR in real time and was negative 

for DENV by the nested PCR. The main objective of this dissertation was to compare the 

cellular immune response triggered by two distinct isolates of DENV 3, one neurotropic 

(genotype I) and one non-neurotropic (genotype III). We also compare the immune response 

triggered by two Brazilian isolates of ZIKV (PE243 and SPH). The study of the immune 

response triggered by the virus was done by quantifying the production of nitric oxide and 

different cytokines, evaluating the susceptibility to infection and viral multiplication of the 

different cells used in this study and evaluating the activation of TLR2 and / or TLR4. Thus, 

intraperitoneal macrophages of C57BL / 6 mice, KG-1 and THP-1 cells were infected with 

DENV and ZIKV, and supernatants from these cells were collected on different days after 

infection. The supernatants were analyzed by Griess reaction, for quantification of the nitric 

oxide produced by the cells and by CBA for the quantification of the cytokines. It was also 

evaluated whether these cells were susceptible to virus infection by titration. In KG-1 cells, 

DENV 3 genotype I was detected up to 10º d.p.i. and ZIKV up to the 5º d.p.i., with higher titres 

compared to murine macrophages. No DENV 3 genotype III was detected in KG-1 cells. As 

only viruses were detected in the 1st and 2nd d.p.i. in mouse intraperitoneal macrophages, it is 

possible to suggest that viruses were inhibited by the ability of these cells to produce an innate 

immune response against infection by DENV and ZIKV. It has been shown that NO and IFNγ 

are important in the control of DENV 3 infection. And that the cytokines TNF, IL-6 and 

chemokine MCP-1 are related to infection by the neurovirulent serotype. Also, TLR2 activation 

is also enhanced when cells are infected by the neurovirulent genotype. Therefore, the immune 

response triggered by the neurovirulent genotype was different compared to the immune 

response elicited by the non-neurovirulent genotype. It has also been shown that the two ZIKV 

isolates used trigger completely different immune responses, and the ZIKV PE243 sample 

elicited a stronger immune response with NO production, increased cytokine production and 

activation of TLR2 whereas the immune response triggered by ZIKV SPH was milder, without 

NO production, with less production of cytokines and without the activation of TLR2.  

 

Key words: Dengue virus, Zika virus, cellular innate immune response, in vitro. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1  Dengue virus 

 

O Dengue virus (DENV) pertence ao gênero Flavivirus da família Flaviviridae, que 

compreende vírus envelopados, de genoma de RNA de fita simples e polaridade positiva 

(SCREATON et al., 2015). O vírus possui quatro sorotipos distintos (DENV 1, DENV 2, 

DENV 3 e DENV 4), cada um com vários genótipos. Os sorotipos diferem um do outro de 25% 

a 40% no nível de aminoácidos e os genótipos variam entre si em aproximadamente 3% 

(DIAMOND; PIERSON, 2015). Todos os sorotipos são capazes de causar a doença mais branda 

e as doenças mais grave, a dengue grave (GREEN et al., 2015).  

A dengue é uma arbovirose, transmitida pelas fêmeas dos mosquitos do gênero Aedes, 

principalmente pelas espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus, cuja distribuição geográfica 

continua a se expandir, levando também à expansão da doença (SCREATON et al., 2015). 

Desde 1950 há um considerável aumento da incidência de dengue, sendo estimado que a 

incidência anual global seja de 390 milhões de casos, dos quais 96 milhões são clinicamente 

aparentes (BHATT et al., 2013), 2 milhões são casos de doença grave e ocorrem 21 mil mortes 

por ano (WHO, 2012; GUZMAN et al., 2016). A dengue evoluiu de uma doença esporádica 

para um grande problema de saúde pública com substancial efeito econômico e social devido 

ao aumento da extensão geográfica, número de casos e gravidade da doença (GUZMAN; 

HARRIS, 2015). 

A incidência da dengue ocorre nas regiões do Mediterrâneo Oriental, América, Sudeste 

Asiático, Pacífico Ocidental e África, com novos casos ocorrendo e se espalhando para as áreas 

não endêmicas nos Estados Unidos e Europa (GUZMAN et al., 2016). As principais causas 

desta pandemia são o aumento da população (GUZMAN et al., 2016), a globalização, a 

propagação dos vetores, a urbanização inadequada e a ausência de drogas terapêuticas 

(SCREATON et al., 2015). 

A dengue apresenta um grande fardo econômico tanto para o governo como para os 

indivíduos. A doença nas Américas custa em média US$2,1 bilhões por ano, excluindo o 

controle de vetores, excedendo os custos de outras doenças virais (SHEPARD et al., 2011). No 
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Sudeste Asiático foram estimados 2,9 milhões de episódios da doença com 5906 mortes, com 

um prejuízo anual de $950 milhões (SHEPARD; UNDURRAGA; HALASA, 2013).  

A dengue é uma doença humana que não possui reservatórios animais conhecidos, o vírus 

evoluiu com sucesso para evadir das respostas imunes, especialmente da resposta imune inata 

antiviral (GREEN et al., 2015). Ainda não existe tratamento antiviral específico (GREEN et al., 

2015), embora existam alguns candidatos vacinais neste momento no mercado. O maior desafio 

para o desenvolvimento de vacinas e terapias é que, embora a infecção com um sorotipo 

promova imunidade contra o próprio sorotipo, a infecção subsequente com outro sorotipo pode 

levar à doença grave (SCHMID; DIAMOND; HARRIS, 2014). Os mecanismos pelos quais a 

resposta imune do hospedeiro à DENV fornece proteção ou aumento da infecção secundária 

ainda permanecem insuficientemente compreendidos (SCHMID; DIAMOND; HARRIS, 

2014). Por esses motivos, ainda são necessários estudos para uma melhor compreensão de como 

o vírus invade as células do hospedeiro e como ele é capaz de evadir da resposta imune humana, 

principalmente em relação à resposta imune inata, a qual é o alvo de estudo deste projeto.  
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1.2  Zika virus 

 

Assim como o DENV, o Zika virus (ZIKV) pertence à família Flaviviridae e ao gênero 

Flavivirus (SAIZ, 2016). Como todos os flavivírus, são vírus envelopados e possuem RNA de 

fita simples de polaridade positiva (SAIZ, 2016). O ZIKV é relacionado ao Spondweni virus, 

ambos formam um clado único, dentro do cluster dos flavivírus transmitidos por mosquitos 

(KUNO et al., 1998).  A partir de análises filogenéticas, foram definidas duas linhagens de 

ZIKV, a asiática e a africana (ALERA et al., 2015; HADDOW et al., 2012; SAIZ, 2016). A 

linhagem africana é dividida em dois grupos, um grupo do Leste da África, contendo as 

variantes genéticas do ZIKV isolado em Uganda em 1947, e o outro grupo que inclui os isolados 

de África Ocidental (OLSON et al., 1981; SAIZ, 2016).  

O ZIKV, assim como DENV, também é transmitido pelos mosquitos do gênero Aedes 

(SAVIDIS et al., 2016). Porém, outros modos de transmissão vêm sendo relatados como a 

transmissão sexual (HILLS, 2016) e vertical (BRASIL; NIELSEN-SAINES, 2016; KLEBER 

GIOVANNI, LUZ; GLAUCO IGOR VIANA DOS, SANTOS; RENATA DE MAGALHÃES 

et al., 2016; SINGH et al., 2017; ZHOU et al., 2017).  

O ZIKV foi identificado pela primeira vez em 1947, isolado de um macaco Rhesus, na 

Floresta de Zika, em Uganda (DICK, 1952). Assim, o vírus recebeu seu nome em função da 

área geográfica onde os primeiros isolamentos foram feitos (SAIZ, 2016). A primeira infecção 

humana foi relatada na Nigéria, em 1954 (MACNAMARA, 1954). Até recentemente era 

considerado que o ZIKV causava infecções de evolução benignas e esporádicas em humanos 

na África e na Ásia (ENFISSI et al., 2016). Em 2007, um surto foi relatado nos Estados 

Federados de Micronésia (YAP), marcando a primeira detecção do vírus fora da África e Ásia 

(WHO, 2015). E em 2013-2014, o ZIKV causou uma grande epidemia na Polinésia Francesa, 

antes de se espalhar pelo Pacífico (ENFISSI et al., 2016). Esta grande epidemia ocorreu 

concomitantemente com a circulação de DENV e com o aumento incomum de complicações 

neurológicas graves, como a Síndrome de Guillain-Barré (OEHLER et al., 2014) e 

malformações neurológicas congênitas (ENFISSI et al., 2016). A circulação autóctone de ZIKV 

tem sido detectada nas Américas desde 2014 (WHO, 2015). Em  maio de 2015, foi relatada a 

presença do vírus no Brasil e, posteriormente, em vários países da América Central, do Sul e 

Caribe (FARIA et al., 2016). No Brasil, o ZIKV foi relacionado com os casos de microcefalia, 

já que o surto do vírus ocorreu juntamente com o aumento da incidência de microcefalia, e 
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ainda, foi detectado ZIKV em tecidos cerebrais de fetos microcefálicos e no líquido amniótico 

de gestantes com fetos com microcefalia (CALVET et al., 2016; DRIGGERS et al., 2016; LI et 

al., 2016; MARRS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016). Os recentes surtos de infecção por 

ZIKV em diferentes regiões do mundo ressaltam o potencial de propagação do vírus nas 

Américas e outros locais, onde quer que o vetor esteja presente (WHO, 2015). Dada a 

disseminação mundial do Chikungunya e da Dengue, associada à urbanização e à globalização, 

existe um risco potencial de surtos de infecção urbana de ZIKV, em qualquer parte do mundo 

onde o mosquito vetor esteja presente ou possa se estabelecer no futuro (WHO, 2015). 

Como ocorre para a dengue, não existem tratamentos específicos para a Zika, não há 

antivirais ou vacinas, sendo que o tratamento é direcionado para o alívio dos sintomas com 

analgésicos e antitérmicos (SAIZ, 2016). A ausência de tratamento específico, a rápida 

dispersão e as diferentes maneiras de transmissão do ZIKV tornam ainda mais importante o 

conhecimento sobre o vírus, e, principalmente, da resposta imune relacionada a ele. Assim, o 

estudo da resposta imune celular contra o ZIKV é um dos alvos de estudo deste projeto. Como 

o ZIKV foi introduzido no Brasil em regiões endêmicas para DENV, resolvemos também nos 

certificar de que nossas amostras virais de ZIKV não estavam misturadas com DENV. 
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1.3 Vírus da família Flaviviridae 

 

A família Flaviviridae é uma grande família de pequenos vírus envelopados de RNA de 

cadeia positiva, com genoma de aproximadamente 9.0 a 13kb. Os vírus são esféricos, com um 

envelope lipídico e possuem uma proteína do capsídeo única e básica, e duas (para os genêros 

Flavivirus, Hepacivirus e Pegivirus) ou três (gênero Pegivirus) proteínas de envelope. O 

genoma contém uma janela aberta de leitura única (ORF), longa e flanqueada por regiões não 

codificantes de 5´-3´terminal, as quais formam estruturas secundárias específicas necessárias 

para a tradução e replicação do genoma (SIMMONDS et al., 2017).  

Segundo o 10º Relatório do Comitê Internacional de Taxonomia dos Vírus (ICTV), 

publicado em 2017, a família Flaviviridae é formada por quatro gêneros: Flavivirus (do latim 

flavus, amarelo), Pestivirus (do latim pestis, peste), Hepacivirus (do grego hepar, hepatos, 

fígado) e Pegis (de “Pe” para persistente e “G” para os nomes originais dos vírus GB e da 

hepatite G) (SIMMONDS et al., 2017). Os membros desta família compartilham semelhanças 

na morfologia do virion, na organização do genoma e na estratégia de replicação, mas exibem 

diferentes propriedades biológicas e ausência de reatividade cruzada sorológica 

(LINDENBACH; RICE, 2007).  

O gênero Flavivirus consiste em mais de 50 espécies de vírus transmitidos por artrópodes, 

com grupos distintos que infectam mosquitos ou carrapatos. Os mamíferos e as aves são os 

hospedeiros primários habituais, nos quais as infecções variam de assintomática a febre 

hemorrágica grave ou fatal ou a doença neurológica. Possui como membros patógenos humanos 

importantes, como o Yellow fever virus (YFV), Dengue virus (DENV), Japanese encephalitis 

virus (JEV), West Nile virus (WNV) e o Tick-borne encephalitis vírus (TBEV). Outros vírus 

deste gênero causam doenças economicamente importantes em animais domésticos e selvagens. 

Outros vírus que infectam somente artrópodes ou somente mamíferos, como o vírus do morcego 

de Tamana, foram descritos recentemente (SIMMONDS et al., 2017). 

 Os vírus do gênero Pestivirus infectam porcos e ruminantes, incluindo bovinos, ovinos, 

caprinos e ruminantes selvagens, e são transmitidos através do contato com secreções 

contaminadas (partículas respiratórias, urina ou fezes). As infecções podem ser subclínicas ou 

podem causar doenças entéricas ou hemorrágicas. O vírus da diarreia viral bovina e o vírus da 

peste suína clássica são exemplos de membros deste gênero.  Outros vírus cuja patogenicidade 
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não é conhecida, infectam morcegos e ratos e foram identificados recentemente (SIMMONDS 

et al., 2017). 

 O gênero Hepacivirus inclui o Vírus da Hepatite C (HCV), um importante patógeno 

humano que causa doença crônica no fígado, incluindo cirrose e câncer. Também neste gênero 

são incluídos vários outros vírus de patogenicidade desconhecida que infectam cavalos, 

roedores, morcegos, gado e primatas. As infecções são tipicamente persistentes e tem como 

alvo o fígado (SIMMONDS et al., 2017). 

 Os membros do gênero Pegivirus são amplamente distribuídos em uma variedade de 

espécies de mamíferos, nos quais eles causam infecções persistentes. Até recentemente eles 

ainda não foram claramente associados com doenças. 

 

1.4 Vírus do gênero Flavivirus 

 

Os flavivírus, são envelopados, possuem genoma de RNA de fita simples (ssRNA) senso-

positivo, alguns possuem características neuroinvasivas, sendo considerados como vírus 

neurotrópicos (NEAL, 2014). O gênero consiste em 53 espécies (ICTV, 2018), muitos dos quais 

são patógenos humanos e causam diversas doenças como febres, encefalites e febres 

hemorrágicas (LINDENBACH B., THIEL H., 2007).   

A maioria dos Flavivirus são arbovírus, ou seja, vírus transmitidos por artrópodes, sendo 

que mais da metade é transmitida por mosquitos e aproximadamente um terço é transmitido por 

carrapatos (VON GIESEN, 2016). 

Os Flavivirus foram originalmente caracterizados sorologicamente e divididos em 8 

complexos antigênicos e 12 subcomplexos, baseados em ensaios de neutralização com soro 

hiper-imune (ROEHRIG, 2003; VON GIESEN, 2016). As análises filogenéticas de seqüências 

genômicas de isolados de Flavivírus arquivadas e recentes têm, na maioria dos casos, 

confirmado os sorotipos determinados anteriormente por sorologia (LINDENBACH B., THIEL 

H., 2007; VON GIESEN, 2016).  

Em regiões onde ocorre a co-circulação de flavivírus, uma pessoa está em risco de infecção, 

uma vez que uma infecção prévia por algum flavivírus não previne a infecção por outro 

flavivírus. E ainda, os anticorpos produzidos durante a primeira infecção podem modular a 

segunda infecção, resultando em uma doença mais leve ou mais grave (VON GIESEN, 2016). 
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A importância médica dos flavivírus está associada a três síndromes clínicas: encefalite e 

meningite, febre hemorrágica, ou febre, artralgia e rash (GOULD; SOLOMON, 2008; VON 

GIESEN, 2016). 

 

1.4.1 Partícula viral e genoma 

 

Os flavivírus são esféricos, com simetria icosaédrica e possuem 50nm de diâmetro 

(LINDENBACH B., THIEL H., 2007). O vírus é composto pelo envelope viral, pela proteína 

de membrana, por uma bicamada lipídica derivada de células hospedeiras e pelo 

nucleocapsídeo. O nucleocapsídeo consiste de múltiplas cópias da proteína do capsídeo, 

arranjado de forma icosaédrica, que ancora o RNA genômico (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015; 

KUHN et al., 2002; LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON GIESEN, 2016).   

O genoma dos flavivírus é composto por RNA de fita simples senso-positivo, de 

aproximadamente 11kb, o qual funciona como um RNA mensageiro (mRNA), com uma janela 

aberta de leitura única (ORF). O genoma é flanqueado nas extremidades 5´e 3´ por regiões não 

codificantes (NCR), as quais contêm motivos de sequência de RNA que estão envolvidos na 

tradução e na replicação viral e, provavelmente, no empacotamento do RNA viral 

(SIMMONDS et al., 2017).  As proteínas virais são traduzidas em uma poliproteína que é 

clivada por proteases celulares e virais em três proteínas estruturais: envelope (E), pré-

membrana / membrana (prM / M) e capsídeo (C); e em sete proteínas não estruturais (NS): NS1, 

NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Figura 1) (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; 

ZHANG et al., 2003).  As proteínas estruturais formam a partícula viral, enquanto as proteínas 

não estruturais funcionam principalmente na replicação viral e na montagem da partícula viral, 

em conjunto com os fatores das células hospedeiras (CHAMBERS et al., 1990; LINDENBACH 

B., THIEL H., 2007). 
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Figura 1: Organização do genoma e do processamento da poliproteína dos Flavivirus. No topo está o 

genoma viral com as regiões codificadoras das proteínas estruturais (structural) e não estruturais (non-

structural) e as regiões não codificantes (5´NCR e 3´NCR). No centro está representada a poliproteína 

que é clivada por proteases hospedeiras e virais em três proteínas estruturais (C, prM / M e E) e sete 

proteínas não estruturais (NS: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). A prM é clivada após a 

liberação das partículas virais através da membrana plasmática de células. C: capsídeo; E: envelope, 

prM: pré-membrana, M: membrana; NCR: regiões não codificantes; NS: proteínas não estruturais 

(SIMMONDS et al., 2017). 

 

 A superfície da partícula viral é composta pelas proteínas E e M. A glicoproteína E, o 

principal determinante antigênico das partículas virais, é responsável pela mediação da ligação 

e fusão durante a entrada do vírus. A proteína prM, produzida durante a maturação das 

partículas virais nas vias de secreção, é um pequeno fragmento proteolítico da proteína 

precursora (M) (LINDENBACH; RICE, 2007).  Portanto, pode-se distinguir duas formas da 

partícula viral (Figura 2), o vírus maduro, que contém duas proteínas associadas à membrana 

codificadas pelo vírus, a proteína E e a proteína M, e a partícula viral intracelular imatura, que 

contém o prM e não a proteína M, o qual é clivado durante a maturação da partícula viral  

(SIMMONDS et al., 2017).  
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Figura 2: Estrutura da partícula viral de Flavivirus (Dengue virus, no caso). a. A estrutura de uma 

partícula viral imatura, mostrando o arranjo das proteínas do envelope (E) em rosa e as proteínas do 

precursor da membrana (prM) em azul claro. b.  Dengue virus maduro, mostrando o arranjo das 

proteínas do envelope (E) em uma partícula lisa (SCREATON et al., 2015). 

 

 

1.4.2 Proteínas virais 

 

A proteína E é uma molécula dimérica, em forma de bastonete, que é orientada 

paralelamente à membrana e não forma projeções na sua conformação em pH neutro (SINGH 

et al., 2017; YU et al., 2008).  É a principal proteína da superfície da partícula viral. Esta 

proteína interage com receptores específicos da célula hospedeira, durante a ligação do vírus à 

superfície celular, e está envolvida na fusão das membranas e na entrada do vírus. Portanto, ela 

é um importante determinante para o tropismo tecidual e virulência. (ROEHRIG, 2003; VON 

GIESEN, 2016). E ainda, a proteína E é o principal alvo dos anticorpos neutralizantes do 

hospedeiro e induz imunidade protetora (SIMMONDS et al., 2017).  

A proteína prM auxilia no dobramento da proteína E, como uma espécie de chaperona, e 

impede a fusão prematura das partículas antes de serem liberadas da célula infectada. E ainda, 

a clivagem de prM na proteína M também promove a maturação das partículas virais 

(DRIGGERS et al., 2016; SAIZ, 2016). A proteína M é sintetizada a partir do precursor de 

proteína (prM) e está presente nas partículas virais maduras. A maturação viral ocorre na rede 

Trans-Golgi, onde uma protease celular, provavelmente a furina, cliva prM, gerando a proteína 

M e o peptídeo pr. Após a clivagem, o peptídeo pr continua associado à partícula viral em pH 
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ácido, o qual é um mecanismo que previne a fusão do virion na rede Trans-Golgi (CRUZ-

OLIVEIRA et al., 2015). Após a exocitose do vírus a partir da célula do hospedeiro, a proteína 

pr se dissocia, deixando o vírus maduro (SCREATON et al., 2015). 

A proteína C é uma proteína extremamente básica, pequena e está incluída na família das 

proteínas supercarregadas. Estas características a tornam capaz de atuar como um peptídeo 

penetrante nas células, distribuindo macromoléculas em células, ou seja, ela possui a habilidade 

de translocar ácidos nucleicos entre membranas celulares (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). A 

principal função da proteína C é a montagem do nucleocapsídeo e sua incorporação nas 

partículas virais em formação (ROBY et al., 2015). 

As proteínas não estruturais (NS) estão envolvidas nos processos de replicação viral e 

empacotamento, os quais estão vinculados ao retículo endoplasmático (ER) do hospedeiro e à 

função da via secretora (GUZMAN et al., 2016). A proteína NS1 existe em três formas: a forma 

residente no ER, a forma ancorada à membrana e a forma secretada. A NS1 intracelular 

participa da replicação do RNA viral e é encontrada nos compartimentos vesiculares induzidos 

pelo vírus, que alojam os complexos de replicação virais. Esta proteína também é transportada 

para a superfície celular, onde ela pode ficar associada à membrana ou pode ser secretada em 

sua forma solúvel. A forma solúvel da NS1 ativa o sistema imune inato e está envolvida no 

vazamento vascular (GUZMAN et al., 2016; MACKENZIE; JONES; YOUNG, 1996; 

MULLER; YOUNG, 2013). A proteína NS2A está envolvida na replicação do RNA viral. A 

proteína NS2B é co-fator para a  proteína NS3 (GUZMAN et al., 2016; XIE et al., 2015), e 

ainda,  junto com o terço N-terminal de NS1, formam um complexo de protease viral, o qual 

está envolvido no processamento da poliproteína (SIMMONDS et al., 2017). A NS3 é uma 

proteína multifuncional que possui vários domínios catalíticos, estando envolvida nas funções 

de helicase e trifosfatase durante a síntese de RNA (GUZMAN et al., 2016; MUÑOZ-JORDÁN 

et al., 2005). A proteína NS4A é necessária para a formação das vesículas de replicação e a 

NS4B está relacionada com a supressão da sinalização de IFNβ e IFNγ (GUZMAN et al., 2016; 

MUÑOZ-JORDÁN et al., 2005). A NS5 está envolvida na síntese de RNA e no bloqueio do 

sistema de IFN (GUZMAN et al., 2016; MUNOZ-JORDAN; SANTIAGO, 2014). 
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1.4.3 Ciclo de multiplicação viral dos Flavivirus 

 

O ciclo de multiplicação dos flavivirus ocorre no citoplasma da célula hospedeira. O vírus 

se liga à superfície da célula hospedeira através de interações entre a proteína E e receptores 

celulares específicos (CHAMBERS et al., 1990; KOSCHINSKI et al., 2003; LINDENBACH 

B., THIEL H., 2007; SELIGMAN; BUCHER, 2003). Após a ligação, a fusão e a entrada do 

vírus através da membrana, o que ocorre através da endocitose mediada por receptor, a 

acidificação da vesícula endossomal desencadeia uma mudança conformacional na proteína E, 

levando à fusão das membranas viral e celular, a desmontagem da partícula viral e a liberação 

do nucleocpsídeo no citoplasma celular (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; 

MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; VON GIESEN, 2016). Uma vez liberado 

no citoplasma, o RNA é traduzido em uma única poliproteína, a qual é processada durante e 

após a tradução por proteases virais e do hospedeiro (MUKHOPADHYAY; KUHN; 

ROSSMANN, 2005). Após a tradução e o processamento das proteínas virais, um sítio de 

replicação viral é montado a partir de proteínas não estruturais virais e fatores do hospedeiro. 

A replicação viral se inicia com a síntese de um RNA intermediário, o qual serve como molde 

para a síntese do RNA genômico (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON GIESEN, 2016). 

A replicação do genoma ocorre nas membranas intracelulares (MUKHOPADHYAY; KUHN; 

ROSSMANN, 2005). A morfogênese do vírus ocorre em associação com as membranas 

intracelulares (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON GIESEN, 2016), a montagem do 

vírus ocorre na superfície do retículo endoplasmático, quando as proteínas estruturais e o recém-

sintetizado RNA brotam do lúmen do retículo endoplasmático (MUKHOPADHYAY; KUHN; 

ROSSMANN, 2005). As partículas virais montadas nas vesículas possuem uma conformação 

de heterodímeros composta pela proteína de envelope e pela pré-membrana, o que impede a 

atividade de fusão da proteína do envelope (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON 

GIESEN, 2016). As partículas subvirais, virais imaturas e não infecciosas resultantes são 

transportadas para o complexo de Golgi através da rede trans-Golgi (TNG)  

(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005), nas quais a acidificação induz mudanças 

conformacionais no vírus, expondo os sítios de clivagem da furina (SCREATON et al., 2015). 

Então, as partículas virais imaturas são clivadas pela protease furina do hospedeiro, dando 

origem às partículas maduras infecciosas. As partículas subvirais também são clivadas pela 

furina. (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). Após a clivagem da pré-

membrana no complexo de Golgi, ocorre a ativação da proteína de envelope e a fusão do vírus 
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com a membrana plasmática (LINDENBACH B., THIEL H., 2007; VON GIESEN, 2016). 

Assim, as partículas virais maduras e as subvirais são então liberadas por exocitose 

(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). 

 

Figura 3: Ciclo de multiplicação dos Flavivirus. O vírus se liga à superfície de uma célula hospedeira 

e entra na célula através de endocitose mediada pelo receptor.  Ocorre a fusão das membranas viral e 

celular. A partícula viral é desmontada, o RNA viral é liberado no citoplasma e traduzido nas membranas 

intracelulares. A montagem do vírus ocorre no retículo endoplasmático (ER) e as partículas virais 

imaturas são transportadas pela rede Trans-Golgi para o complexo de Golgi, onde são clivadas pela 

protease furina, originando as partículas virais maduras, que são liberadas da célula por exocitose 

(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005).    
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1.5  Manifestações clínicas 

 

1.5.1 Manifestações clínicas – Dengue virus 

 

A dengue tem um amplo espectro de apresentações clínicas, muitas vezes com evoluções 

clínicas imprevisíveis. Enquanto a maioria dos pacientes se recuperam após um curso clínico 

não-grave, uma pequena proporção progride para a doença grave, caracterizada principalmente 

por extravasamento de plasma com ou sem hemorragia. O tratamento indicado é a reidratação 

intravenosa, a qual pode reduzir a taxa de letalidade para menos de 1% dos casos graves. É 

complicado definir o grupo que progride da doença não-grave para a doença grave, mas isto é 

muito importante pois o tratamento apropriado pode prevenir que estes pacientes desenvolvam 

condições clínicas mais graves. Segundo recomendações da Organização Mundial da Saúde 

(WHO), os pacientes com dengue não grave são divididos em dois grupos: dengue sem sinais 

de alarme e dengue com sinais de alarme. Os pacientes que apresentam dengue sem sinais de 

alarme possuem os seguintes sintomas: náuseas, vômitos, erupções cutâneas, dores, leucopenia. 

É importante enfatizar que mesmo estes pacientes sem sinais de alarme podem evoluir para a 

doença grave. Os sinais de alarme são: sensibilidade ou dores abdominais, vômitos persistentes, 

acúmulo de fluidos, sangramento das mucosas, letargia ou agitação, alargamento >2cm do 

fígado, e exame laboratorial com aumento no hematócrito concomitante com rápido decréscimo 

na contagem de plaquetas. Na dengue grave, os pacientes apresentam extravasamento grave de 

plasma, hemorragia grave e comprometimento grave dos órgãos. O extravasamento do plasma 

pode levar ao choque e ao acúmulo de líquido com desconforto respiratório. Os órgãos 

acometidos pela dengue grave são o fígado, com aumento de transaminases, o Sistema Nervoso 

Central (CNS), com consciência prejudicada, o coração e outros órgãos (Figura 4) (WHO, 

2009a). 
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Figura 4: Sugestão de classificação de casos de dengue e níveis de gravidade (WHO, 2009a). 

  

Após um período de incubação de 4 a 8 dias, as infecções por qualquer DENV podem 

produzir um amplo espectro de sintomas, com a maioria das infecções sendo assintomáticas ou 

subclínicas. A maioria dos pacientes se recupera após uma doença auto-limitada (embora 

debilitante), enquanto uma pequena proporção progride para doença grave, principalmente 

caracterizada por vazamento de plasma com ou sem sangramento. A doença começa 

abruptamente, seguida por três fases: febril, crítica e de recuperação. O período crítico ocorre 

em torno da defervescência, quando pode ocorrer um aumento da permeabilidade vascular 

acompanhado do aumento do hematócrito, levando ao choque hemorrágico, que pode resultar 

em prejuízo de órgãos, acidose metabólica, coagulação intravascular disseminada e hemorragia 

grave. A doença grave também inclui pacientes com hepatite, desordens neurológicas, 

miocardites e hemorragia grave sem vazamento de plasma ou choque (GUZMAN; HARRIS, 

2015).  

A gravidade da doença depende de vários fatores e os principais são a idade, a predisposição 

genética, a imunidade do hospedeiro e, naturalmente, o tipo de vírus que infectou a pessoa. É 

suposto que a patogênese da doença grave esteja relacionada aos mecanismos da imunidade nos 

quais o aumento dos anticorpos não heterotípicos e células T possuem papeis principais. Essa 

teoria é capaz de explicar por que o desenvolvimento da doença grave está associado a infecções 
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seriadas com diferentes sorotipos (SCREATON et al., 2015). Os diferentes genótipos dentro 

dos diferentes sorotipos também podem influenciar na virulência do isolado viral. 

 

1.5.1.1 ADE (antibody dependent enhancement) 
 

A infecção por qualquer sorotipo de DENV resulta em uma imunidade a longo prazo contra 

o sorotipo que causou a infecção (monotípica). A maioria dos anticorpos circulantes após a 

infecção são não-neutralizantes e são direcionados contra vários antígenos nas proteínas E e 

prM. Na ausência de bloqueio por anticorpos neutralizantes específicos para o sorotipo, 

anticorpos não-neutralizantes normalmente aumentam a entrada de qualquer sorotipo de DENV 

em células portadoras do receptor Fc. Este fenômeno é conhecido como ADE (do inglês, 

antibody dependent enhancement) e pode causar o aumento na gravidade da doença. Portanto, 

a dengue grave ocorre mais frequentemente em indivíduos com imunidade monotípica durante 

uma segunda infecção heterotípica de DENV. Casos graves podem ocorrer em infecções 

primárias, mas isto é pouco frequente. Em contraste, a terceira e quarta infecções por DENV 

são tipicamente brandas e assintomáticas (GUZMAN et al., 2016; WAHALA; DE SILVA, 

2011). 

Em países endêmicos, a doença grave também ocorre durante a infecção primária de 

crianças cujas mães são imunes contra DENV. Estas mães possuem dois ou mais anticorpos 

provenientes de infecções que ocorreram antes da gravidez.  Dados epidemiológicos de muitos 

países indicam que esses anticorpos protegem crianças de dengue durante vários meses após o 

nascimento. Então, a concentração destes anticorpos neutralizantes maternos cai, para abaixo 

do limiar protetor. Assim, por um curto período, se a criança for infectada por DENV, pode 

ocorrer a doença grave mediada por ADE devido à presença dos anticorpos não neutralizantes 

maternos (GUZMAN et al., 2016). 
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1.5.2 Manifestações clínicas – Zika virus 

 

A maioria das infecções por ZIKV são assintomáticas, apenas 18% das infecções são 

sintomáticas (KOOL et al., 2009), nas quais ocorre uma doença leve, auto-limitante com um 

período de incubação de até 10 dias, muitas vezes confundida com outras infecções por 

arbovírus como Dengue e Chikungunya. Os principais sintomas são febre, rash, artralgia e 

conjuntivite. Também podem ocorrer dor de cabeça, vômitos, edema e icterícia, sendo estes 

sintomas menos frequentes (ZAMMARCHI et al., 2015). Complicações digestivas como dor 

abdominal, diarreia e constipação, úlceras e prurido são raramente observados. A maioria dos 

sintomas são resolvidos espontaneamente depois de 3 a 7 dias, mas a artralgia pode persistir 

por um mês (FOY et al., 2011). Uma astenia pós-infecção parece ser frequente. Em qualquer 

caso, a doença grave que requer hospitalização tem sido incomum até agora (SAIZ, 2016). 

Enquanto a maioria dos casos de infecção por ZIKV em humanos são de evolução benigna, 

durante a epidemia na Polinésia Francesa, foram relatados casos de complicações neurológicas, 

como a Síndrome de Guillain-Barré. Esta síndrome é uma doença auto-imune, na qual ocorrem 

danos ao sistema nervoso periférico com perda do isolamento de mielina resultando em mialgia, 

paralisia facial e disfunção muscular (HAMEL et al., 2016) e podendo provocar paralisia aguda 

ou subaguda, causando a morte (SAIZ, 2016). Durante este surto na Polinésia Francesa, a 

incidência de Guillain-Barre aumentou vinte vezes (OEHLER et al., 2014). Da mesma maneira, 

durante o surto na Colômbia, 86 casos de Guillain-Barre foram associados à infecção por ZIKV 

(SAIZ, 2016).  

Recentemente, o surto de ZIKV no Brasil mostrou pela primeira vez uma possível ligação 

entre a infecção por ZIKV na gravidez e a microcefalia no feto (OLIVEIRA MELO et al., 

2016). A microcefalia congênita é caracterizada por uma circunferência da cabeça fetal abaixo 

da média para a idade gestacional, resultando em retardo intelectual e deficiência física. A 

incidência da microcefalia congênita no Brasil aumentou drasticamente, de aproximadamente 

150 casos entre 2010 e 2015, para quase o dobro durante os primeiros 9 meses de 2015. Desde 

então, os casos atingiram mais de 2000 em apenas alguns meses (HAMEL et al., 2016). A 

capacidade do ZIKV de atravessar a placenta foi demonstrada através da presença do RNA viral 

no líquido amniótico de uma grávida de um feto com microcefalia (OLIVEIRA MELO et al., 

2016). E ainda, pesquisadores da Polinésia Francesa revisaram amostras armazenadas de 

líquido amniótico de casos com anomalia fetal cerebral e microcefalia, descobrindo que quatro 
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de cada cinco eram positivos para ZIKV (BESNARD et al., 2016). Adicionalmente, estudos 

mostraram a presenta de ZIKV diretamente no tecido cerebral de fetos microcefálicos 

(DRIGGERS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; SINGH et al., 2017). A Colômbia relatou 

mais de 5000 casos de ZIKV em mulheres grávidas e, até 2016, com um caso documentado de 

microcefalia em recém-nascido, e outros dois com anormalidades congênitas de cérebro 

(BUTLER, 2016).  E também, muitos modelos murinos forneceram evidências cruciais que 

confirmam a relação entre ZIKV e microcefalia fetal. Todos estes estudos concluíram que o 

ZIKV é um agente causador de microcefalia (SINGH et al., 2017). 

Além da microcefalia, a possível relação entre infecção por ZIKV e hidropsia fetal e morte 

fetal tem sido relatado recentemente no Brasil (GOURINAT et al., 2015). Essas infecções 

congênitas relacionadas com a infecção por ZIKV, também foram associadas a um aumento 

nos achados que ameaçam a visão, que incluem lesões maculares e perimaculares bilaterais, 

bem como anormalidades do nervo ótico (DE PAULA FREITAS et al., 2016; VENTURA et 

al., 2016). 

 

1.6  Transmissão e Epidemiologia 

 

1.6.1 Transmissão e Epidemiologia – Dengue virus 

 

Os DENVs são mantidos em um ciclo endêmico-epidêmico envolvendo seres humanos e 

mosquitos em centros urbanos tropicais superpopulosos. Estes vírus são totalmente adaptados 

aos seres humanos e o principal vetor, o mosquito Aedes aegypti, altamente urbanizado, 

emergiu há muito tempo dos ciclos silvestres, envolvendo os primatas não humanos e os 

mosquitos Aedes nas florestas tropicais da Ásia e da África. Embora estes ciclos ainda existam, 

sua importância para a saúde pública é incerta (GUZMAN et al., 2016).  

Os vírus da dengue são mantidos principalmente em um ciclo humano-mosquito-humano 

(Figura 5). O principal vetor, o mosquito Ae. aegypti, é altamente adaptado às habitações 

humanas. O Aedes albopictus também pode sustentar a transmissão do DENV em humanos. 

Outras espécies mantêm um ciclo macaco-mosquito no sudeste asiático e na África Ocidental. 

A transmissão do vírus de primatas não humanos para humanos parece ser rara 

(LIMKITTIKUL; BRETT; L’AZOU, 2014; WHO, 2016). 
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O Ae. Aegypti foi introduzido nas Américas durante o tráfico de escravos no século XVII e 

se espalhou para o mundo inteiro à medida que a indústria de navegação se expandia. Esta 

espécie vive em íntima associação com os humanos e se alimenta do sangue deles, repousa em 

suas casas e coloca seus ovos em recipientes de água feitos pelos humanos. A média de vida da 

fêmea deste mosquito é de aproximadamente uma semana, mas algumas podem viver 

aproximadamente duas semanas (GUZMAN et al., 2016). 

A fêmea do mosquito é infectada quando ela se alimenta do sangue de uma pessoa que está 

na fase virêmica e febril aguda da Dengue. Durante o período de incubação extrínseco, o vírus 

infecta primeiramente as células do intestino médio e, depois, se dissemina para se replicar em 

numerosos tecidos de mosquito, infectando finalmente as glândulas salivares de 5 a 12 dias 

após a infecção. Este processo é influenciado pela temperatura, pelo próprio vírus e pela 

competência do mosquito. Quando as glândulas salivares estão infectadas, o mosquito está 

infeccioso e capaz de transmitir o vírus para outra pessoa durante o repasto sanguíneo (Figura 

5). O mosquito permanece infeccioso por toda sua vida e pode infectar qualquer pessoa na qual 

ele se alimenta. Também pode ocorrer a transmissão vertical da fêmea dos mosquitos para seus 

ovos  (GUZMAN et al., 2016).  
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Figura 5: Ciclo de transmissão da Dengue. O mosquito se torna infectado quando se alimenta do sangue 

de uma pessoa na fase virêmica da doença. Durante a fase extrínseca do ciclo, os vírus infectam as 

células do intestino do mosquito e outros tecidos e só depois são disseminados para as glândulas 

salivares. Um mosquito infectado pode transmitir o vírus para várias pessoas enquanto se alimenta. Após 

a infecção da pessoa, demora aproximadamente 4 a 7 dias para os sintomas aparecerem e para a pessoa 

se tornar capaz de transmitir o vírus para outros mosquitos (GUZMAN et al., 2016 - adaptado).  

 

Embora os DENVs tenham alcançado a distribuição ao longo dos trópicos nos séculos 

XVIII e XIX, durante os séculos XX e XXI, a globalização permitiu a sua disseminação mais 

rápida e a introdução dos vários sorotipos virais em áreas permissivas, tornando a maioria das 

áreas tropicais hiper-endêmicas, ou seja, com a co-circulação dos vários sorotipos virais. Esta 

rápida propagação começou com uma pandemia de dengue no Sudeste Asiático, na década de 

1950, a qual foi associada com a economia regional e o crescimento urbano após a Segunda 

Guerra Mundial. A epidemia acelerou ainda mais nos anos 1970 e 1980, levando a uma 

expansão geográfica global do vírus e dos mosquitos vetores, e, consequentemente, na difusão 

da transmissão de DENV nas regiões tropicais e subtropicais (GUZMAN et al., 2016; 
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HALSTEAD, 1992). Os quatro sorotipos do DENV e os mosquitos vetores estão agora 

presentes em todo o trópico e sub-trópico em todo o mundo (KRAEMER et al., 2015; 

MESSINA et al., 2014; SHARP et al., 2017). 

Dados de vigilância do Sudeste Asiático (OOI; GUBLER, 2009) e na América (SAN 

MARTÍN et al., 2010) demonstram epidemias de dengue mais longas e mais frequentes, com 

aumento também da morbidade e mortalidade relacionados à doença (SHARP et al., 2017). A 

incidência recente de dengue aumentou muito, tendo praticamente dobrado a cada década desde 

1990. A maior incidência da dengue ocorre na Ásia (GUZMAN et al., 2016). A dengue 

aumentou substancialmente na África, embora a falta de suporte clínico e de teste de 

diagnóstico provavelmente subestimaram a prevalência de dengue no passado (STANDISH et 

al., 2010). Também houve aumento no surto de dengue na Índia e em regiões do Mediterrâneo 

Oriental, com recentes relatos de casos no Paquistão, Arábia Saudita, Sudão, Iêmen e 

Madagascar. Também foram relatados casos de febre hemorrágica da dengue/síndrome do 

choque da dengue e a circulação de vários sorotipos (STANDISH et al., 2010). E ainda, foram 

relatados casos de dengue no Havaí, nas ilhas Galápagos, na Ilha de Páscoa, em Hong Kong e 

em Buenos Aires. Além de relatos da introdução da doença na Flórida, no sudeste da França e 

na Ilha da Madeira (WHO, 2009; ALVES et al., 2013). A presença dos mosquitos vetores A. 

albopictus e A. aegypti na Europa, em conjunto com o aumento de viagens e da introdução de 

patógenos, representam risco para a transmissão (JENSENIUS et al., 2013). Esta expansão 

geográfica resultou no aumento da frequência e da magnitude das epidemias e no aumento da 

frequência da doença grave (GUZMAN et al., 2016). Os viajantes desempenham um papel 

importante na epidemiologia global da dengue, transportando vírus de uma região para outra 

(WHO, 2009; JENSENIUS et al., 2013). 

No Brasil, em 2015, foram registrados 1.688.688 casos prováveis de dengue, 1.714 casos 

de dengue grave, 21.693 casos de dengue com sinais de alarme e 986 óbitos. Em 2016, foram 

registrados 1.500.535 casos prováveis de dengue, 861 casos de dengue grave, 8.402 casos de 

dengue com sinais de alarme e 642 óbitos. Em 2017, até 28/01/2017, foram registrados 21.174 

casos prováveis de dengue no país, e outros 5.595 casos suspeitos foram descartados, sendo que 

a região Sudeste registrou o maior número de casos prováveis (9.021 casos) em relação ao total 

do país, seguida das regiões Nordeste (3.796 casos), CentroOeste (3.577 casos), Sul (2.407 

casos) e Norte (2.373 casos). A análise da taxa de incidência de casos prováveis de dengue 

(número de casos/100 mil hab.), segundo regiões geográficas, demonstra que as regiões Centro-

Oeste e Norte apresentam as maiores taxas de incidência: 23,2 casos/100 mil hab. e 13,6 
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casos/100 mil hab., respectivamente. E ainda, até esta mesma data de 2017, foram confirmados 

4 casos de dengue grave, 77 casos de dengue com sinais de alarme e 2 óbitos, um no estado do 

Mato Grosso e o outro em Goiás, e 12 óbitos estão em investigação (SECRETARIA DE 

VIGILÂNCIA, 2017a, 2017b) 

No final dos anos 80, o número de relatos de sorotipos diferentes em uma única área 

começou a aumentar, à medida que foram desenvolvidos testes de diagnóstico sorotipo 

específicos mais acessíveis. O que pode explicar os aumentos nos relatórios globais dos 

sorotipos específicos de DENV neste momento, embora o número de sorotipos de DENV 

relatados tenha desde então, continuado a aumentar em muitas áreas em toda a América Latina 

e Caribe, assim como no Sudeste Asiático, no subcontinente indiano, Indonésia e Austrália. Isto 

é notável no mapa da figura 6, nos anos 2000-2013, no qual a maioria dos estados brasileiros 

assim como o México, Índia e Indonésia reportaram a presença de todos os sorotipos de DENV. 

Embora algumas áreas da África tenham relatado a presença dos quatro sorotipos, muitas áreas 

reportarem a presença de três sorotipos (SHARP et al., 2017). 
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Figura 6: Co-circulação mundial dos quatro sorotipos de DENV. Número acumulado de sorotipos de 

DENV relatados por década desde 1943 a 2013 (SHARP et al., 2017). 

 

A disseminação de vetores seguida da urbanização e do declínio nos esforços de controle de vetores 

contribuem para o aumento da incidência das infecções por dengue. No entanto, a dengue não se limita 

aos ambientes urbanos e é cada vez mais relatada nas áreas rurais. Além disso, fatores como crescimento 

populacional, globalização e viagens, e mudanças climáticas facilitam a transmissão de vírus da dengue. 

A dengue exibe variabilidade temporal e geográfica substancial (LIMKITTIKUL; BRETT; L’AZOU, 

2014; WHO, 2016). 

 

 

1.6.2 Transmissão e Epidemiologia – Zika virus 

 

A transmissão do ZIKV também ocorre durante o repasto sanguíneo de mosquitos do gênero 

Aedes. Mesmo que a picada de mosquito seja o principal modo de transmissão, alguns casos de 

infecção não-vetorial também foram relatados, como a transmissão perinatal (BESNARD et al., 

2014), provavelmente através do cruzamento da placenta pelo vírus ou durante o parto de mães 

virêmicas. Embora o vírus tenha sido detectado no leite materno, ainda não existem evidências 

sobre a possibilidade de transmissão por esta rota (HAMEL et al., 2016). A transmissão por 

transfusão sanguínea ainda não foi demonstrada, mas o potencial risco desta transmissão não 
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pode ser excluído (MUSSO et al., 2014). O genoma viral foi detectado na saliva (MUSSO et 

al., 2015a) e na urina (GOURINAT et al., 2015). E ainda, um caso de transmissão sexual foi 

relatado nos Estados Unidos (FOY et al., 2011) e foi demonstrada presença do vírus no sêmen 

de um paciente infectado na Polinésia Francesa (MUSSO et al., 2015b). 

Desde o primeiro isolamento de ZIKV em 1954 de um nativo da Nigéria (MACNAMARA, 

1954), muitos estudos sorológicos e entomológicos reportaram a circulação de ZIKV em uma 

ampla área da África, incluindo Quênia, Nigéria, Serra Leoa, Uganda, República Africana 

Central, Senegal e Costa do Marfim, com prevalência variando entre 1,3 a 52% (SAIZ, 2016). 

Na Ásia, nos anos de 1950, a soroprevalência de ZIKV em humanos foi reportada em vários 

países: Índia, Malásia, Vietnã, Filipinas e Tailândia, com prevalência variando entre 8 a 75%. 

Com o passar do tempo, outros países foram reportando casos de soroprevalência em humanos, 

como a Indonésia, em 1977 e 1978, e o Paquistão, em 1980. Mais recentemente, alguns casos 

humanos esporádicos foram relatados como um caso confirmado em Camboja, em 2010 

(HEANG et al., 2012), um viajante infectado que retornou da Indonésia, em 2013 (KWONG; 

DRUCE; LEDER, 2013), e alguns muitos casos positivos de viajantes que retornaram da 

Tailândia, durante 2012 a 2014 (BUATHONG et al., 2015). Mais recentemente em janeiro de 

2016, a WHO notificou um caso de infecção por ZIKV em um viajante que retornava para 

Finlândia após passar alguns meses nas Maldivas (SAIZ, 2016). Na Oceania, em abril de 2007, 

um surto de ZIKV foi relatado nas Ilhas Yap, Micronésia. Ainda não é conhecido como o vírus 

foi introduzido, mas foi proposto que isto ocorreu através de um mosquito infectado ou de uma 

pessoa assintomática com infecção não detectada (KOOL et al., 2009).  

Após a detecção do primeiro caso de ZIKV na Polinésia Francesa em outubro de 2013, 

durante o surto, até 11% da população foi afetada. A maioria dos casos clínicos apresentou 

febre baixa, astenia, artralgia no pulso e dedos, cefaléia, erupção cutânea, e apenas um paciente 

apresentou Síndrome de Guillain-Barré, 7 dias após o diagnóstico laboratorial de ZIKV. Vale 

ressaltar que, após este surto, a incidência da Síndrome de Guillain-Barre na Polinésia Francesa 

aumentou 20 vezes (OEHLER et al., 2014). As razões para este aumento ainda não são 

conhecidas. Análises deste ZIKV circulante mostraram que ele é relacionado geneticamente 

com os ZIKV das Ilhas Yap em 2007 e com o ZIKV de Camboja, os quais não foram associados 

a um número considerável de casos de Guillain-Barre. Após o surto da Polinésia Francesa no 

final de 2013, surtos subsequentes ocorreram em Nova Caledônia, Ilha Oriental e nas Ilhas 

Cook. Na Austrália, o primeiro caso de infecção por ZIKV foi notificado em 2012 em um 

viajante retornando da Indonésia. Desde então, todos os casos foram importados de países 
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afetados pelo vírus. Mas a presença do vetor Ae. aegypti neste país, evidencia o risco de 

transmissão local (SAIZ, 2016).  

No início de 2015, foi relatada a primeira transmissão autóctone de ZIKV no Brasil e, desde 

então, o vírus tem se espalhado pela América (ZANLUCA et al., 2015). A partir desta data, 29 

países ou territórios da América também relataram casos autóctones de infecção por ZIKV: 

Aruba, Barbados, Bolívia, Bonaire, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Equador, Curaçao, República 

Dominicana, El Salvador, Guiana Francesa, Guiana, Guadeloupe, Guatemala, Haiti, Honduras, 

Jamaica, Martinica, México, Nicarágua, Panamá, Paraguai, Porto Rico, São Martinho, 

Suriname, Trinidad e Tobago, Venezuela e Ilhas Virgens. E ainda, estão aparecendo casos de 

infecção por ZIKV nos Estados Unidos e Canadá. Já na Europa, não há evidência de infecção 

autóctone por ZIKV. Todos os casos relatados foram importados de pessoas retornando de 

países endêmicos (SAIZ, 2016). 

Segundo o relatório com a atual situação do ZIKV no mundo, publicado pela WHO, em 

janeiro de 2017, 76 países ou territórios notificaram evidências de transmissão de ZIKV desde 

2007, no qual: 59 países com surtos notificados a partir de 2015; 7 com a possibilidade de 

transmissão endêmica ou com a evidência de infecções locais transmitidas por mosquito em 

2016 ou 2017; 10 com evidência de infecções locais de ZIKV transmitidas por mosquitos em 

ou antes de 2015; 13 países notificaram evidência de transmissão de pessoa para pessoa; 29 

países ou territórios relataram microcefalia e outras malformações do SNC potencialmente 

associadas à infecção pelo ZIKV ou sugestivas de infecção congênita; 21 países ou territórios 

relataram um aumento da incidência de Guillain-Barre e/ou confirmação laboratorial de uma 

infecção por ZIKV entre os casos de Guillain-Barre. 
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Figura 7: Países onde foi detectada infecções por ZIKV transmitidas por mosquito (WHO, 

2017). 
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1.7 Patogênese e Resposta imune 

 

1.7.1 Patogênese e Resposta imune – Dengue virus 

 

O Dengue virus infecta principalmente células imunes de linhagem mielóide, incluindo 

monócitos, macrófagos e células dendríticas, e possivelmente hepatócitos e células endoteliais 

(GREEN et al., 2014). Ainda não há um único receptor definido necessário para a entrada do 

vírus, mas foram propostos diversos receptores do hospedeiro que possuem papel importante 

na ligação do vírus à célula alvo, incluindo glicosaminoglicanos como heparan sulfato e 

lectinas, molécula de adesão das células dendríticas (DC-SIGN), receptor de manose de 

macrófagos, o receptor lipopolissacarídeo (LPS) CD14, proteínas induzidas por estresse como 

heat shock 70kDa (HSP70) e 90kDa (HSP90) (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015), domínio 

mucina e imunoglobulina de células T (TIMs), receptor proteína tirosina quinase TAM e 

laminina (SCREATON et al., 2015). E ainda, durante uma segunda infecção com um sorotipo 

diferente da primeira, células que expressam o receptor Fc podem promover a entrada do vírus 

através do ADE. Como já explicado, durante esse processo, anticorpos reativos derivados da 

primeira infecção se ligam ao sorotipo diferente da segunda infecção, formando um complexo 

imune que é reconhecido pelo receptor Fc, o qual possibilita a entrada do vírus (GREEN et al., 

2014).   

A existência de vários receptores sugere que o vírus não utiliza um único receptor específico 

para entrar na célula, ao contrário, ele reconhece e se liga a diversas moléculas, de acordo com 

a variedade de tipos celulares que são susceptíveis à infecção, tanto no hospedeiro humano 

como no mosquito. Realmente, o DENV precisa ser competente para infectar organismos 

completamente distintos como os hospedeiros já citados. E ainda, dentro do hospedeiro, o vírus 

é capaz de infectar uma grande variedade de tipos celulares completamente diferentes. Todos 

esses fatos sugerem que o DENV pode ter evoluído para não ter uma célula alvo ou órgãos 

específicos, mas para ser não-específico, aumentando a variedade de alvos. Isto reflete, in vivo, 

em uma vasta disseminação do vírus no organismo hospedeiro, levando a uma ampla variedade 

de manifestações da doença, que são vistas em pacientes infectados com DENV (CRUZ-

OLIVEIRA et al., 2015).  

Os receptores de reconhecimento padrão (PRRs), como receptores do tipo Toll (TLRs), 

particularmente TLR3, TLR7 e TLR8, e sensores intracelulares, como RNA helicases, são a 
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primeira linha de defesa da resposta imune inata para o reconhecimento de RNA de fita dupla 

(dsRNA), RNA de fita simples (ssRNA) ou RNA modificado. O principal TLR envolvido no 

reconhecimento do DENV é o TLR3, que reconhece o RNA viral após a acidificação 

endossomal (Figura 8– Etapa A), e já foi demonstrado que este reconhecimento induz a 

produção de IL-8 e de Interferon α/β (IFN-α/β) in vitro. O reconhecimento do RNA de DENV 

resulta na fosforilação da molécula adaptadora TRIF (do inglês TIR-domain-containing 

adapter-inducing Interferon β), a qual interage com os fatores associados ao receptor de TNF 

TRAF3 e TRAF6. TRAF3 interage com TBK1 e Ik kinase 1 (Ikk1), resultando na fosforilação 

do IRF3. TRAF6, através da associação com TAK1, ativa AP-1 e inicia a fosforilação de IkB, 

levando à translocação nuclear de NFkB. A translocação de IRF 3, AP-1 e NFkB para o núcleo 

induz a produção de IFN-α/β, de genes estimulados por IFN (ISGs) e de quimiocinas. 

Experimentos em primatas não humanos infectados com dengue demonstraram que a 

administração de agonistas de TLR3 e TLR7/TLR8 resultaram na redução significativa de 

replicação viral e no aumento de quimiocinas pro-inflamatórias, assim como nos títulos de 

anticorpos anti-DENV no soro, o que indica o papel protetor dos TLRs durante a infecção pelo 

DENV (GREEN et al., 2014). 

Em conjunto com os TLRs, helicaces citoplasmáticas percebem o RNA no citoplasma. 

Tanto o gene I indutor de ácido retinóico (RIG-I) quanto o gene 5 associado à diferenciação de 

melanoma (MDA5), os quais reconhecem dsRNA, são induzidos durante a infecção por DENV 

e estão envolvidos na indução de IFN-β (Figura 8 – Etapa B). Um importante papel desses 

sensores citoplasmáticos de dsRNA é a distinção entre o RNA viral e o RNA da célula 

hospedeira. RIG-1 e MAD5 sinalizam através da proteína de sinalização antiviral mitocondrial 

(MAVS), a qual interage com a proteína do retículo endoplasmático rugoso, estimulatória de 

genes de IFNs (STING). Uma vez ativada, MAVS oligomeriza e atrai múltiplas ubiquitinas 

ligases E3 como TRAF3 e TRAF6, para ativar a cascata de sinalização. A ativação de TRAF3 

resulta na translocação para o núcleo de IRF3 e IRF7, os quais induzem a transcrição de IFN-

α/β, como já descrito. Além disso, a ativação de TRAF6 resulta na translocação do NFkB para 

o núcleo e na produção de IFN-α/β. Foi mostrado que ambos RIG-1 e MDA5 sinergizam com 

TLR3 para limitar a replicação de DENV in vitro (GREEN et al., 2014). 

A secreção de IFN-α/β pelas células infectadas pelo vírus dispara sinais de alerta para as 

células adjacentes, sinalizando que está ocorrendo uma infecção, e também induz uma resposta 

antiviral celular autócrina. IFN-α/β são poderosos inibidores da infecção por DENV. Estes 

interferons sinalizam através dos receptores de IFN-α/β (IFNAR) e ativam a via JAK/STAT 
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através da fosforilação das moléculas adaptadoras TYK2 e JAK1. A ativação dessas moléculas 

adaptadoras resulta na fosforilação e dimerização de vários transdutores de sinal e na ativação 

de moléculas de transcrição (STAT), incluindo STAT1, STAT2, STAT3 e STAT5. Um 

importante complexo de sinalização formado por STAT1 e STAT2 junto com IRF9 em resposta 

à ativação pelo IFNAR, é o gene do complexo do fator 3 estimulador de interferon. Este 

complexo se transloca para o núcleo e se liga a elementos de resposta estimulados por IFN, 

localizados na região promotora dos genes estimulados por IFN, induzindo a produção de 

numerosas proteínas antivirais e citocinas pro-inflamatórias. A sinalização do IFNAR também 

induz cascatas de sinalização alternativas, incluindo a cascata da proteína quinase p38 e a 

cascata da quinase fosfatidilinositol 3, as quais resultam na produção de citocinas pro-

inflamatórias e quimiocinas (GREEN et al., 2014). 

Além da produção de IFN-α/β, a translocação do NFkB para o núcleo induz a produção de 

pro-interleucina 1 e a ativação do inflamassomo, o que resulta na produção de Interleucina 1 e 

18. Estas citocinas são importantes na resposta antiviral e resultam no recrutamento de células 

imunes para o local da infecção (GREEN et al., 2014). 

Adicionalmente, pequenos RNAs como micro RNAs (miRNAs) são utilizados pelas células 

hospedeiras para controlar a expressão gênica em resposta à infecção viral (Figura 8 – Etapa 

C). Os miRNAs são processados e interagem com proteínas na via de RNA de interferência 

(iRNA), como Dicer, Drosha, Argo 1 e Argo 2. Interessantemente, nocautes dessas proteínas 

em células de mamífero durante infecção com DENV, resultam no aumento da replicação viral, 

indicando que a via de iRNA pode desempenhar um papel importante na resposta celular anti-

DENV. Os miRNAs regulam a sinalização de TLR e IL-1 e também são induzidos em resposta 

a esses sinais durante a infecção viral, promovendo o controle da resposta imune inata do 

hospedeiro (GREEN et al., 2014).   

De maneira geral, o RNA do DENV é reconhecido pelos receptores de reconhecimento 

padrão TLR3 (Figura 8 – Etapa A), MDA-5 e RIG-1 (Figura 8 – Etapa B), resultando em uma 

cascata de sinalização que induz a produção de IFN-α/β. A infecção viral também induz a via 

de iRNA do hospedeiro (Figura 8 – Etapa C) para controlar a replicação viral, causar a 

hipertrofia do ER (onde a tradução e replicação viral ocorrem) (Figura 8 – Etapa D)  e estimular 

a autofagia (Figura 8 – Etapa E), a fim de balancear o estresse celular e prevenir a apoptose 

(GREEN et al., 2014).   
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Um subconjunto da proteína NS1 de DENV adquire glicosilfosfatidilinositol (GPI) da 

célula hospedeira, utilizando a via de ligação de GPI das células. Esta NS1 ancorada por GPI é 

então transportada para a membrana celular (GUZMAN et al., 2016; JACOBS et al., 2000). O 

TLR (TLR2 ou TLR4) é capaz de reconhecer GPI e, portanto, poderia reconhecer as células 

infectadas por DENV que expressam em sua membrana a forma da proteína NS1 ancorada por 

GPI.  

 

 

Figura 8: Resposta imune inata do hospedeiro contra a infecção por Dengue virus.  O RNA de DENV 

é reconhecido por TLR 3 (A) e por MDA5 e RIG-1 (B), resultando em uma cascata de sinalização que 

induz a produção de IFN α/β. A infecção viral induz a via de iRNA do hospedeiro (C), para controlar a 

replicação do RNA viral; Hipertrofia do ER (D), onde ocorre a tradução e a replicação viral, e autofagia 

(E) para balancear o estresse celular e prevenir a apoptose (GREEN et al., 2014).   
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1.7.1.1 Evasão da resposta imune pelo Dengue virus 

 

Existem várias observações importantes que sugerem o papel da resposta imune na 

patogênese da dengue: primeiro, a dengue grave normalmente, mas não exclusivamente, ocorre 

durante uma segunda infecção. Segundo, o auge dos sintomas ocorre quando as cargas virais 

estão diminuindo rapidamente, o que implica que a imunopatologia pode ser conduzida como 

uma consequência do controle viral. Terceiro, os altos níveis de carga viral ou de NS1 solúvel 

em paciente com dengue hemorrágica predispõem a aumentar a gravidade da doença, que se 

manifesta quando o vírus é controlado e a carga viral cai. E por último, o pico dos sintomas, o 

extravazamento vascular e o controle viral coincidem com a tempestade de citocinas, a qual é 

caracterizada por altos níveis circulantes de muitos mediadores pro-inflamatórios como fator 

de necrose tumoral (TNF), receptor 1 do TNF solúvel (sTNFR1), sTNFR2, Interferon γ (IFNγ), 

ligante 8 da quimiocina CXC (CXCL8), CXCL9, CXCL10, CXCL11, ligante 5 da quimiocina 

CC (CCL5) e o fator A de crescimento endotelial vascular (VEGFA), assim como da citocina 

anti-inflamatória Interleucina 10 (IL-10) (SCREATON et al., 2015).  

A resposta imune inata possui papel importante na patogênese da dengue. Estudos mostram 

que  o DENV evoluiu para evadir da resposta imune do hospedeiro de duas formas distintas: 

sequestro e subversão da resposta imune inata (Figura 9). A infecção por DENV nas células 

hospedeiras causa amplo rearranjo das membranas celulares, no entanto, o vírus precisa 

controlar os mecanismos imunes inatos como o estresse, que leva à morte celular.  O vírus 

manipula a célula para manter o metabolismo do hospedeiro e a produção de proteínas, 

enquanto as sequestra em vesículas que não são degradadas pelos lisossomos do hospedeiro. 

Este processo complexo envolve um equilíbrio delicado entre a ativação das vias celulares para 

a expansão do ER e a indução do metabolismo lipídico, e a prevenção da morte induzida por 

estresse do ER. O aumento do ER ocorre devido a ação das proteínas não estruturais 

NS2B/NS3, que induzem a proteína 1 ligada ao X-box, levando à expansão do ER para a 

replicação viral. A indução desta proteína também resulta na redução da resposta da proteína 

desdobrada (do inglês UPR) e dos efeitos citopáticos induzidos por DENV, indicando que a 

redução da UPR pode prevenir ou retardar a morte celular durante a infecção (GREEN et al., 

2014). 

DENV também usa as vias de regulação da própria célula, como a autofagia, para facilitar 

a replicação. A autofagia é uma degradação lisossomal dos conteúdos citoplasmáticos, e é parte 
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da reciclagem celular habitual das macromoléculas e da resposta do hospedeiro a estresse. Este 

mecanismo também está envolvido na resposta imune inata, causando a morte de células 

infectadas por patógenos. Um aspecto crucial da via de autofagia é a formação de vesículas 

citossólicas de membrana dupla, os autofagossomos, os quais engolfam porções de materiais 

citoplasmáticos e facilitam a fusão com os lisossomos. Dengue virus é capaz de ativar a 

maquinaria de autofagia, aumentando a formação dos autofagossomos juntamente com o 

aumento da replicação viral. O vírus também inibe a fusão dos autofagossomos com os 

lisossomos, evitando a degradação lisossomal (GREEN et al., 2014). 

Além disso, as proteínas não estruturais do Dengue virus atuam diretamente nos 

componentes das cascatas de sinalização da resposta imune inata, inibindo a via iRNA. Isto 

ocorre através de dois mecanismos distintos, envolvendo NS4B e o RNA subgenômico de 

flavivirus (sfRNA). A proteína não estrutural NS4B interfere diretamente na habilidade da 

proteína Dicer de processar RNAs pequenos. E o sfRNA inibe a clivagem de dsRNA pela 

proteína Dicer, através da ligação e saturação da RNase. De uma maneira dose-dependente, o 

aumento na concentração de sfRNA inibe a clivagem de dsRNAs longos em siRNAs. 

Adicionalmente, sfRNA interage diretamente com a exonuclease do hospedeiro XRN1, 

aumentando a estabilidade do RNA mensageiro dentro da célula hospedeira, o que pode 

beneficiar o RNA viral (GREEN et al., 2014). 

Durante uma segunda infecção por DENV, o vírus pode infectar células que possuem o 

receptor Fc via ADE. Vários experimentos in vitro mostraram que monócitos humanos 

infectados por DENV em condições de ADE, possuem seu estado antiviral inato comprometido. 

Especificamente, a absorção do DENV em complexo com anticorpos anti-DENV, através dos 

receptores FcyRI e FcγRIIa em células THP-1 monocíticas, resultou no aumento da infecção, 

através da sub-regulação da expressão de genes de TLRs, de reguladores negativos da via de 

NFkB, e da perturbação das cascatas de sinalização de RIG-I e MDA5, conduzindo a uma 

diminuição da resposta imune inata e aumento da replicação viral. Além disso, a infecção por 

DENV através de ADE aumenta a produção de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10, nas 

células dendríticas (GREEN et al., 2014). 

Adicionalmente, as proteínas não estruturais de DENV bloqueiam a indução e a sinalização 

de IFNα/β através de várias vias distintas. O vírus inibe a produção dos IFNs tipo I através do 

complexo proteico NS2B/NS3, que marca a molécula adaptadora STING para degradação. Esta 

molécula normalmente promove a fosforilação do fator de transcrição IRF3, o qual ativa o 
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promotor de IFN-β. É importante ressaltar que o complexo NS2B/NS3 cliva a STING humana 

e não a de camundongo. DENV também inibe a via de sinalização de IFNs tipo I, que reduz a 

expressão direta de inibidores ISGs, mas o exato mecanismo pelo qual o vírus é capaz disto 

permanece incerto. A expressão de NS4B impede a fosforilação de STAT1, possivelmente pela 

inibição da fosforilação de Tyk2, uma molécula upstream à ativação do STAT1. A expressão 

de NS5 está relacionada a uma perda na expressão de STAT2, a qual também é necessária para 

a sinalização de IFN tipo I. Novamente, é importante ressaltar que a degradação de STAT2 é 

hospedeiro-específica, já que NS5 promove a degradação da STAT2 humana mas não da 

STAT2 murina (DIAMOND; PIERSON, 2015). 

 

Figura 9: Mecanismos de evasão e subversão da resposta imune utilizados por DENV. DENV interage 

com as células alvo através de um ou mais fatores do hospedeiro.  (DIAMOND; PIERSON, 2015). 

Então, o vírus é internalizado por endocitose e fusiona com as membranas do endossomo. A ligação do 

vírus e a fusão da membrana são orquestradas pela proteína do envelope (E), a qual é composta por três 

domínios (no topo e centro da figura; DI, em vermelho; DII, em amarelo; DIII, em azul). A tradução e 

replicação do RNA viral ocorrem em associação com as membranas do retículo endoplasmático (ER). 

Durante a liberação, o vírus entra em estágio de maturação, definido pela clivagem da proteína prM pela 

protease furina (esferas laranjas). A infecção é detectada por receptores de reconhecimento padrão do 

hospedeiro que se ligam às moléculas de RNA viral, incluindo TLRs e receptores do tipo RIG-1 (RLRs). 

Adicionalmente, DENV ativa os sensores de RNA cGAS e a via de STING através de mecanismos 

desconhecidos. Este sistema de defesa estimula a produção de IFNs e promove a expressão de ISGs. 

DENV desenvolveu mecanismos, incluindo a clivagem de STING mediada por NS2B/3 e a degradação 

de STAT2 mediada por NS5, para antagonizar a resposta antiviral. 
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Resumidamente, DENV subverte a resposta imune antiviral, sequestrando-a e manipulando 

a maquinaria celular e as vias de sinalização. O vírus controla os processos celulares para atrasar 

a morte celular, inibir a via iRNA, e fornecer um nicho escondido dos sensores de RNA inatos 

intracelulares. E ainda, as proteínas não estruturais de DENV inibem a indução e a cascata de 

sinalização de IFN-α/β, impedindo as vias celulares que levam à expressão dos genes de 

resposta a interferon e mecanismos antivirais (GREEN et al., 2014). 

 

 

1.7.2 Patogênese e Resposta imune – Zika virus 

 

Embora exista uma associação definida entre a infecção por ZIKV e a microcefalia, nem 

todos os bebês nascidos de mães infectadas têm essas complicações, indicando que respostas 

imunes maternas robustas podem ser capazes de proteger o feto de efeitos prejudiciais da 

infecção por ZIKV em alguns casos (SINGH et al., 2017). Porém, O conhecimento sobre a 

resposta celular à infecção por ZIKV ainda é escasso (SAIZ, 2016). No entanto, já foi descrito 

que o ZIKV entra na célula usando fatores de adesão como o DC-SIGN e diferentes membros 

da família de receptores de fosfatidilserina. Dentro das células, as partículas virais liberam o 

genoma viral no citoplasma, para o início da tradução e replicação. A replicação do ZIKV 

provoca uma resposta imune antiviral, induzindo a transcrição de TLR3, RIG-I e MDA5, assim 

como de outros genes estimulados por interferon, como OAS2, ISG15 e MX1, caracterizados 

por uma expressão do gene de IFNβ fortemente reforçada. E ainda, a infecção por ZIKV é 

sensível ao IFN, já que um pré-tratamento de fibroblastos primários com IFN α, β e γ reduz a 

infecção por ZIKV. Também foi demonstrado que ZIKV regula a via autofágica nos 

fibroblastos primários, o que é consistente com o que ocorre com outros flavivírus. Além disso, 

o aumento na expressão de IRF7, corrobora com a forte indução de IFNα e β nos fibroblastos 

infectados por ZIKV. E ainda, a expressão de quimiocinas inflamatórias, como CCL5, também 

são induzidas durante a infecção por ZIKV. E, a via do inflamassomo também parece ser 

ativada após a infecção por ZIKV (HAMEL et al., 2015, 2016; SAIZ, 2016).  

Modelos murinos também foram utilizados para demonstrar os tipos de células imunes 

importantes na defesa contra ZIKV. Camundongos C57BL/6 imunocompetentes e 

camundongos CD1 não mostraram sinais de doença após infecção por ZIKV, enquanto que 

camundongos A129 e AG129, deficientes em IFN do tipo I e do tipo II, desenvolveram sinais 

de doença como postura encurvada e pelagem enriçada. E ainda, fetos de mães infectadas com 
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ZIKV demonstraram microcefalia (ROSSI et al., 2016; SINGH et al., 2017). Camundongos SJL 

também foram utilizados como modelos para infecção por ZIKV. Estes camundongos possuem 

resposta normal de IFN, porém, possuem respostas de células B prejudicadas e não possuem 

células NK. Os fetos destes camundongos não desenvolveram microcefalia, mas apresentaram 

formações corticais malignas, indicativas de microcefalia (CUGOLA et al., 2016). Estes dados 

apontam para a necessidade de imunidade mediada por células NK e resposta de anticorpos 

neutralizantes para combater a infecção por ZIKV (SINGH et al., 2017). Outro estudo recente 

demonstrou que linfócitos T não são tão importantes quanto a resposta de anticorpos 

neutralizantes na imunidade contra ZIKV (LAROCCA et al., 2016; SINGH et al., 2017).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

Dengue e Zika são arboviroses que estão em alta expansão no mundo, com o risco de 

transmissão em qualquer localidade onde exista os mosquitos do gênero Aedes, o principal vetor 

das doenças. Porém, outros modos de transmissão estão sendo relacionados com ZIKV, como 

a transmissão vertical e sexual, e, além disso, já foi detectado vírus no leite materno, na urina e 

no sêmen, o que demonstra o potencial elevado de transmissão deste vírus.  

A maioria dos pacientes com dengue e zika são assintomáticos ou apresentam uma doença 

de evolução benigna, a febre da dengue e a febre da zika, em ambas a maioria dos sintomas são 

resolvidos espontaneamente. Porém, já foi comprovado que a infecção tanto por DENV como 

por ZIKV pode causar complicações neurológicas graves. O DENV também pode causar a 

dengue grave, com extravazamento de plasma, hemorragia e comprometimento de órgãos como 

o fígado. Mas ainda não se tem o conhecimento de porquê a doença branda progride para uma 

doença mais grave. 

Ainda existem várias lacunas de conhecimento sobre a patologia do DENV, principalmente 

nos casos em que os genótipos infectantes são neurotrópicos. Apesar de existirem vários 

modelos de estudo da patofisiologia de dengue, sendo alguns modelos em camundongos, 

nenhum modelo é suficientemente bom, sendo que é necessário se estudar a dengue em vários 

modelos murinos. A título de exemplo, o fato da proteína NS5 viral ser capaz de bloquear a 

STAT2 humana mas não a murina e da NS2B/3 viral ser capaz de bloquear a proteína STING 

humana mas não a murina, faz com que os seres humanos sejam mais susceptíveis ao vírus da 

dengue do que os camundongos, dificultando o estudo comparativo entre humanos e murinos 

(DIAMOND; PIERSON, 2015). Nosso grupo tem trabalhado com um DENV sorotipo 3 

genótipo I, o qual foi isolado de um caso de dengue humano fatal em Belo Horizonte, sendo 

que o indivíduo teve sintomas relacionados com o sistema nervoso central. Nós caracterizamos, 

em duas teses de doutorado e publicamos sobre a neurovirulência fatal deste genótipo, em 

infecção intracerebral em camundongos C57BL/6 (AMARAL et al., 2011; DE MIRANDA et 

al., 2012; DE SOUZA et al., 2013; FERREIRA et al., 2010). 

 O ZIKV foi identificado pela primeira vez em 1947, isolado de um macaco Rhesus, na 

Floresta de Zika, em Uganda (DICK, 1952) e a primeira infecção humana foi relatada no 

Nigéria, em 1954 (MACNAMARA, 1954). Até recentemente era considerado que o ZIKV 
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causava infecções de evolução benignas e esporádicas em humanos na África e na Ásia 

(ENFISSI et al., 2016). Em 2007, ocorreu um surto nos Estados Federados de Micronésia 

(YAP), marcando a primeira detecção do vírus fora da África e Ásia (WHO, 2015). E em 2013-

2014, o ZIKV causou uma grande epidemia na Polinésia Francesa, onde o ZIKV foi relacionado 

com o aumento incomum de complicações neurológicas graves, como a Síndrome de Guillain-

Barre (OEHLER et al., 2014). Em 2015, o vírus foi detectado no Brasil, e foi relacionado aos 

casos de microcefalia e outras malformações congênitas. O ZIKV também já foi detectado em 

vários países da América Central, do Sul e Caribe (FARIA et al., 2016). Portanto, o vírus está 

em rápida expansão e vem sendo relacionado como a causa de doenças graves.  

A dengue e a zika não possuem tratamento específico, antivirais ou vacinas. E ainda há 

uma carência de conhecimento sobre a patologia e a resposta imune desencadeada por estes 

vírus. Sabe-se que uma segunda infecção por DENV, por um sorotipo diferente da primeira 

infecção, pode levar a doença grave pela reação cruzada de anticorpos, mecanismo conhecido 

como ADE. Mas nem todas as doenças graves ocorrem somente na segunda infecção. Os 

mecanismos pelos quais o DENV causa a doença grave também precisam ser melhor 

elucidados. Também ainda não estão claros os mecanismos pelos quais o ZIKV causa as 

doenças neurológicas, como a microcefalia e a síndrome de Guillain-Barré. 

A resposta imune é importante tanto no controle como na patologia da doença grave. 

Nosso trabalho teve como objetivo estudar a resposta imune inata celular desencadeada por dois 

genótipos de DENV 3, um neurotrópico e outro não neurotrópico, fazendo uma comparação in 

vitro. E ainda, estudar a resposta imune inata celular desencadeada por dois isolados de ZIKV. 

Assim procuramos contribuir para um melhor entendimento sobre a resposta imune inata 

desencadeada por DENV e por ZIKV. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1  Objetivo geral 

 

Comparar a resposta imune inata celular desencadeada por dois isolados de Dengue virus, 

um neurovirulento e outro não neurovirulento. E comparar a resposta imune inata celular 

desencadeada por dois isolados brasileiros de Zika virus. 

 

3.2  Objetivos específicos 

 

✓ Confirmar que os isolados brasileiros de ZIKV são realmente ZIKV e que não há 

contaminação por DENV; 

 

✓ Verificar se DENV e ZIKV ativam TLR2 e/ou TLR4 em células CHO transfectadas 

estavelmente com estes TLRs. 

 

✓ Avaliar a produção de óxido nítrico, em diferentes dias após a infecção, nas células KG-1, 

THP-1 e em macrófagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6 infectados com os 

diferentes isolados de DENV e de ZIKV; 

 

✓ Avaliar a produção das citocinas IFN, TNF, IL-6, IL-10, em diferentes dias após a 

infecção, nas células KG-1 infectadas com os diferentes isolados de DENV e de ZIKV; 

 

✓ Avaliar a produção das citocinas IFN, TNF, IL-6, IL-10 e da quimiocina MCP-1, em 

diferentes dias após a infecção, nos macrófagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6 

infectados com os diferentes isolados de DENV e de ZIKV; 

 

✓ Avaliar a permissividade das células KG-1 e dos macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57BL/6 após a infecção com os diferentes isolados de DENV e de ZIKV; 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1  Estratégias de trabalho 

 

Grupo Experimental 1: 
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Grupo Experimental 2: 
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Grupo Experimental 3: 
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Grupo Experimental 4: 
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4.2  Animais 

 

Para a obtenção de macrófagos peritoneais murinos, foram utilizados camundongos 

C57BL/6. Todos os protocolos de experimentação com camundongos foram aprovados pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal (CEUA) da FIOCRUZ-RJ. A licença para o 

projeto “Resposta imune a dengue vírus em modelo murino” tem duração até 29/02/2020 sob o 

número LW-7/16. E a licença para o projeto “Estudo da resposta imune inata contra Zika virus 

em modelo murino” tem duração até 28/11/2020 sob o número LW-33/16. As copias dos 

certificados de aprovação encontram-se anexadas na dissertação (Anexos 9.1 e 9.2, 

respectivamente). 

 

4.2.1 Anestesia 

 

Antes da eutanásia, os camundongos foram anestesiados com cloridrato de cetamina 

(100mg/kg) e cloridrato de xilazina (10 mg/kg) (dose obtida no Manual de Normas Técnicas 

do Instituto de Ciências Biomédicas da USP, 2004), via intraperitoneal, no quadrante lateral 

inferior direito, com volume máximo 40µL, com agulha 8,0 x 0,3 mm, e seringa BD Ultra-fine 

II de 50 UI ou 0,5 mL. Após aplicação do medicamento, o plano anestésico foi monitorado pela 

avaliação dos reflexos motores e palpebrais dos camundongos.  

 

 

4.3   Cultivo celular 

 

4.3.1  Células C6/36 

 

As células C6/36 são células de linhagem contínua de larvas de mosquito Aedes 

albopictus, adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC). Estas células foram 

cultivadas em meio Leibowitz (L-15) (Cultilab), com adição dos antibióticos gentamicina (50 

μg/mL) e penicilina (100 U/mL) e do antifúngico anfotericina B (5μg/mL) e 7% de soro fetal 

bovino (SFB) (Cultilab), em estufa incubadora B.O.D. (demanda bioquímica de oxigênio) a 28º 
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C. Estas células foram utilizadas para a multiplicação viral e produção dos estoques virais de 

DENV 3 genótipo I, DENV 3 genótipo III e ZIKV PE243. 

 

4.3.2  Células Vero 

 

Células Vero são células de linhagem contínua, derivadas de rim de macaco verde africano 

e foram adquiridas do ATCC. Estas foram cultivadas em meio Dulbecco’s modified Eagle’s 

(DMEM) [Gibco], com adição do antibiótico ciprofloxacino (10 µg/mL) e 5% de SFB 

(Cultilab), mantidas em uma atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. Estas células foram utilizadas 

para a multiplicação viral e obtenção do estoque de ZIKV SPH, e titulação dos estoques de 

ZIKV SPH e ZIKV PE243. 

 

4.3.3  Células BHK-21 

 

Células BHK-21 são células de linhagem contínua, derivadas de rim de hamster e foram 

adquiridas do ATCC. Estas foram cultivadas em meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) 

(Gibco), com adição dos antibióticos gentamicina (50 μg/mL) e penicilina (100 U/mL) e do 

antifúngico anfotericina B (5μg/mL) e 5% de SFB (Cultilab), mantidas em uma atmosfera de 

5% de CO2 a 37ºC. Estas células foram utilizadas para a titulação dos estoques de DENV 

genótipo I e genótipo III. 

 

4.3.4  Células CHO  

 

Todas as linhagens das células CHO utilizadas (derivadas de ovário de hamster chinês) são 

derivadas do clone 3E10, uma linhagem de células CHO/CD14 que foi estavelmente 

transfectada com uma construção repórter contendo o gene estrutural CD25 sob o controle do 

promotor E-selectina humano. Esse promotor contém um sítio de ligação de NFkB e, portanto, 

a expressão de CD25 é completamente dependente da translocação do NFkB para o núcleo. As 

células CHO expressam TLR4 endógeno, que reage com anticorpo anti TLR4 humano. Estas 

foram utilizadas para o estudo da ativação de TLR4 após infecção com os vírus DENV e ZIKV. 

Também foi utilizada uma linhagem não responsiva ao LPS, derivada do clone 3E1022, 
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denominado 7.19, que é o controle negativo de células, que não respondem ao TLR2 e nem ao 

TLR4, quando inoculadas por algum agonista de TLR2 ou de TLR4. As células do clone 7.19 

foram adicionalmente transfectadas estavelmente com TLR2 humano e foram utilizadas para o 

estudo da ativação de TLR2 após a infecção com os vírus DENV e ZIKV. O fenótipo das 

linhagens 7.19 não responsivo ao LPS é devido a uma mutação no gene MD-2, o que o torna 

defeituoso na via de sinalização TLR4 (DELUDE et al., 1998).  

Estas células foram uma generosa doação do Dr. Douglas T. Golenbock (University of 

Massachusetts Medical School, Worcester, MA). Estas células foram cultivadas em meio 

F12/DMEM (1:2), suplementado com 5% de SFB (Gibco), com adição de antibiótico 

ciprofloxacino (10µg/mL) e Hygromicina B (0,25mg/mL), para as células 7.19 e TLR4 e, para 

a células TLR2, foram adicionados os antibióticos ciprofloxacino (10µg/mL), Hygromicina B 

(0,25mg/mL) e Geneticina (0,5mg/mL). As células foram cultivadas em estufa, em uma 

atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. 

 

4.3.5  Células THP-1 

 

As células THP -1 são células em suspensão, são monócitos humanos (células de linhagem 

contínua) do sangue periférico de um paciente humano com leucemia monocítica. Estas foram 

adquiridas do ATCC. As células foram cultivadas em meio RPMI-1640, suplementado com 5% 

de SFB (Gibco), com adição do antibiótico ciprofloxacino (10 µg/mL), em uma atmosfera de 

5% de CO2 a 37ºC. Estas células foram utilizadas para a análise das citocinas produzidas por 

CBA. 

 

4.3.6  Células KG-1 

 

As células KG-1 são células de linhagem contínua e são macrófagos humanos da medula 

óssea de um paciente com leucemia mieloide aguda. Estas foram adquiridas do Banco de 

Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Estas células foram cultivadas em meio RPMI-1640, 

suplementado com 5% de FBS (Gibco), com adição do antibiótico ciprofloxacino (10µg/mL), 

em uma atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. Estas células foram utilizadas para a análise das 

citocinas produzidas por CBA. 
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4.3.7  Macrófagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6 

 

Camundongos da linhagem C57BL/6 (n = 5 por experimento) adquiridos no Biotério de 

Produção do Centro de Pesquisas René Rachou foram inoculados intraperitonealmente com 

2mL de Tioglicotalo a 3%. Após 4 dias, os animais foram eutanasiados e foi feita a lavagem do 

peritônio para a coleta dos macrófagos, com 5mL de DMEM gelado sem soro e com antibiótico 

ciprofloxacino (10μg/mL). Foi feito um “pool” dos meios coletados, os quais foram 

centrifugados a 1200 r.p.m. (Centrífuga Beckman GS-6R, rotor GH 3.8) durante 7 min.. O 

sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 5mL de DMEM com 5% SFB 

(Cultilab) e antibiótico ciprofloxacino (10μg/mL). Foi feita a contagem do número de células 

viáveis com azul de tripan em câmara de Neubauer e 2 x 105 macrófagos foram semeados por 

poço de placa de 96 poços. As células foram incubadas durante 3h em uma atmosfera de 5% de 

CO2 a 37ºC para que os macrófagos aderissem à placa. Após este tempo, o sobrenadante foi 

descartado e foi acrescentado 200µL de DMEM com 5% SFB (Cultilab) e antibiótico 

ciprofloxacino (10μg/mL). Os macrófagos foram cultivados de um dia para o outro em uma 

atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. No dia seguinte, as células foram infectadas com os vírus. 

 

 

4.4  DENV 3 

 

As amostras de DENV 3 utilizadas foram doadas pelo Laboratório de Virologia da UFMG. 

Foram utilizados os vírus DENV sorotipo 3 (DENV 3) genótipo III (Pi76), não neurotrópico, e 

DENV 3 genótipo I (MG-20), neurotrópico. DENV 3 genótipo III foi isolado a partir do soro 

de um paciente que apresentava manifestações clínicas de dengue sem sintomas relacionados 

ao Sistema Nervoso Central (SNC), o soro foi coletado em Centro de Saúde de Teresina e no 

interior do estado do Piauí e cedido pelo Centro de Ciências da Saúde da UFPI em 2006. DENV 

3 genótipo I, foi isolado a partir do soro de um caso fatal de dengue com acometimento do SNC, 

de um paciente da região metropolitana de Belo Horizonte e cedida pela Fundação Ezequiel 

Dias, Belo Horizonte, MG, no ano de 2005. Em um trabalho já publicado por nosso grupo de 

pesquisa, foi confirmado que a amostra de DENV 3 genótipo I causa uma doença neurológica 

fatal em camundongos C57BL/6 selvagens e que a mortalidade é dose dependente (DE SOUZA 
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et al., 2013). Os dois genótipos de DENV 3 foram utilizados para comparar a resposta imune 

in vitro contra um sorotipo de genótipo neurotrópico e a resposta imune in vitro contra um 

sorotipo de genótipo não-neurotrópico. 

 

4.4.1 Multiplicação de DENV 3 

 

As amostras de DENV foram inoculadas com m.o.i. de 0,1 em células C6/36, sendo 

visualizadas diariamente, ao microscópio óptico, até as células apresentarem 

efeito citopático (ECP) quando comparadas às células controle. Quando a formação 

de sincícios foi superior a 50% o sobrenadante foi centrifugado a 3.000 r.p.m., por 5 

min., em centrífuga Sorvall RT-6000B, rotor H1000B, a 4ºC. O sobrenadante 

clarificado foi coletado e distribuído em alíquotas de 0,2 mL e estocadas a -70ºC 

para uso posterior. 

 

4.4.2 Titulação de DENV 3 

 

Para determinar o título viral utilizamos a técnica de formação de placas de lise. Para tal, 

foram implantadas 2,5 x 105 células BHK em placas de 6 poços com meio DMEM (Gibco) 

suplementado com 5% de SFB (Cultilab), antibióticos gentamicina (50 μg/mL) e penicilina 

(100 U/mL) e antifúngico anfotericina B (5μg/mL). Estas placas foram incubadas “overnight” 

a 37º C em estufa com atmosfera de 5% CO2. Em seguida, 400 µL do vírus diluído seriadamente 

foram inoculados em células com monocamada com cerca de 80% de confluência. Os vírus 

foram diluídos de 10-1 a 10-7, e, nas células, foram acrescentadas as diluições 10-3 a 10-7. Como 

controle foi utilizado um poço com células não infectadas. Após adsorção de 1 h, foi adicionado 

meio DMEM contendo 1% de carboximetil celulose (CMC) e 2% de SFB, as placas foram 

incubadas a 37ºC por 5 dias em estufa com 5% de CO2. As células foram fixadas em solução 

de formaldeído a 3,7% e coradas com solução de cristal violeta a 1%. O título viral foi 

determinado pela contagem do número de placas de lise x inverso da diluição x correção para 

1mL. 
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4.5  ZIKV  

 

Foram utilizadas duas amostras de ZIKV isoladas em 2015 do soro de pacientes 

sintomáticos: ZIKV PE243, isolado de um paciente de Recife, Pernambuco (DUTRA et al., 

2016), cedidas por Marli Tenório Cordeiro (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães 

/FIOCRUZ); e ZIKV SPH, isolado de um paciente do sexo masculino, de 52 anos, de Sumaré, 

São Paulo (FARIA et al., 2016), cedidas por Pedro F. C. Vasconcelos (Instituto Evandro 

Chagas). Foram utilizadas as duas amostras para fazer uma comparação entre as respostas 

imunes ativadas por cada ZIKV. Estes vírus foram multiplicados pela aluna de doutorado 

Ketyllen Reis, do Grupo de Pesquisa Imunologia de Doenças Virais – CPqRR.  

 

4.5.1 Confirmação das espécies virais 

 

4.5.1.1 Extração de RNA viral 

 

A extração do RNA viral foi feita utilizando o kit de extração QIAampR Viral RNA 

(QIAGEN) seguindo-se as instruções do fabricante. Resumidamente, 140 μL dos sobrenadantes 

virais 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 60 μL de 

tampão AVE e armazenado a -70ºC. O RNA extraído serviu de molde para a síntese de DNA 

complementar (cDNA). 
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4.5.1.2 Produção de DNA complementar (cDNA) 

 

Para a produção de DNA complementar (cDNA), 5 μL de RNA total foi incubado a 

70ºC, por 5 min., juntamente com 2 μL do oligonucleotídeo iniciador senso (2F-5 mM). Após 

incubação em gelo, foram adicionados à reação: 5 µL de tampão de RT 5X (250 mM Tris pH 

8.9, 15 mM MgCl2, 375 mM KCl, 50mM DTT), 1,5 μL de dNTPs (10 mM), 0,5 μL de RNAsin 

(ribonuclease inhibitor - Promega) (20U) e 1 µL de enzima M-MLV RT (200U/μL) (Promega) 

e água, para um volume total de 25 μL. A reação foi incubada por 60 min. a 37ºC. Os cDNAs 

obtidos foram, então, utilizados na PCR semi-nested, utilizada para confirmar os genótipos de 

DENV e excluir a possibilidade de que o ZIKV estivesse misturado com algum DENV, e o 

PCR em Tempo Real, para confirmação dos dois isolados de ZIKV.  

 

 

4.5.1.3 Confirmação de ZIKV por PCR em tempo real  

 

Para a PCR em tempo real de ZIKV, foi utilizado o protocolo descrito por Lanciotti et 

al (2008), utilizando-se os primers ZIKV 1086 e ZIKV 1162c e a sonda ZIKV 1107-FAM, 

listados na tabela 1. Foi utilizado  1 µL dos cDNA´s obtidos no item 4.5.1.2, 5 μL de TaqMan 

Universal Master Mix II (Applied Biosystems), 0,1 μL de cada iniciador (10μM), 0,25 μL da 

sonda (10 μM) e H2O ultrapura q.s.p. 10 μL. As amostras foram amplificadas no StepOne Real 

Time PCR Systems (Applied Biosystems), seguindo as condições de amplificação do aparelho. 

 

Tabela 1: Iniciadores utilizados na PCR em Tempo Real para a confirmação das amostras de 

ZIKV (Lanciotti et al, 2008). 

 

 
 

 

 

 

Iniciador Sequencia
Posição no 

genoma

ZIKV 1086 5´ - CCGCTGCCCAACACAAG - 3´ 1086–1102

ZIKV 1162c 5´ - CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT - 3´ 1162–1139

ZIKV 1107-FAM 5´ - AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA - 3´ 1107–1137
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4.5.1.4 Confirmação da autenticidade das amostras de ZIKV 

utilizadas por DENV PCR semi-nested para 

 

Para a PCR semi-nested de DENV, foi utilizado o protocolo descrito por Lanciotti et al. 

(1992), visando à amplificação da região C-prM do genoma de DENV. Os iniciadores utilizados 

estão listados na tabela 2. 

Para a primeira reação, foram utilizados 2,5 µL do cDNA obtido no item 4.5.1.2, 2,5 µL 

de tampão 10x, 10 pmol de cada nucleotídeo iniciador D1 e D2 (tabela 2), 2 µL de MgCL2 (25 

mM), 0,5 μL de dNTP´s, 0,25 µL de Taq polimerase (Promega) (5 U/μL) e H2O ultrapura 

quantidade suficiente para (q.s.p.) 25 μL. As amplificações foram feitas em termociclador 

(Eppendorf), seguindo as seguintes variações de tempo e temperatura: desnaturação inicial a 

94°C por 5 min., seguida de 30 ciclos de desnaturação a 94°C, por 45 segundos, pareamento a 

58°C por 1 min. e extensão a 72°C por 1 min.. 

Na segunda reação foram utilizados os iniciadores D1, TS1, TS2, TS3 e TS4 (tabela 2) 

(PCR Multiplex), para amplificação dos fragmentos específicos de cada sorotipo de DENV. 

Foram utilizados 2,5 µL dos produtos da primeira reação diluídos 1:50, 2,5 µL de tampão 10x, 

10 pmol de cada nucleotídeo iniciador D1, TS1, TS2, TS3 e TS4 (tabela 2), 2 µL de MgCL2 

(25 mM), 0,5 μL de dNTP´s, 0,25 µL de Taq polimerase (Promega) (5 U/μL) e H2O ultrapura 

q.s.p. 25 μL. As amplificações foram feitas em termociclador (Eppendorf), seguindo as 

seguintes variações de tempo e temperatura: desnaturação inicial a 94°C por 5 min., seguida de 

30 ciclos de desnaturação a 94°C, por 45 s., pareamento a 60°C por 1 min. e extensão a 72°C 

por 1min.  

 

Tabela 2: Iniciadores utilizados para amplificar os sorotipos de DENV no PCR semi-nested. 

 

 

 

Iniciador Sequencia
Posição no 

genoma

Tamanho do 

fragmento 

amplificado

D1 5´ - TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG - 3´ 134-161 511

D2 5´ - TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC - 3´ 616-644 511

TS1 5' - CGTCTCAGTGATCCGGGGG - 3' 568-586 482 (D1 e TS1)

TS2 5' - CGCCACAAGGGCCATGAACAG - 3' 232-252 119 (D1 e TS2)

TS3 5' - TAACATCATCATGAGACAGAGC - 3' 400-421 290 (D1 e TS3)

TS4 5' - CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3' 506-527 392 (D1 e TS4)
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Para a análise dos fragmentos de DNA amplificados, foram utilizados 10µL da segunda 

reação que foi analisado em gel de poliacrilamida 8% (acrilamida e bis-acrilamida ultra pura 

30%, Invitrogen) em TBE 1X (0,089M TRIS-ACETATO, 0,089M ácido bórico, 0,002M 

EDTA). As amostras foram submetidas ao fracionamento eletroforético a 100V utilizando-se 

tampão TBE 1X. O gel foi fixado em solução fixadora A (40% metanol, 10% ácido acético, 

v/v) e solução fixadora B (10% etanol, 5% ácido acético v/v). Após incubação com solução 

oxidante (bicromato de potássio 0,034 M, ácido nítrico 0,032 M) por 5 min., o gel foi corado 

com nitrato de prata (0,6 g/300 mL de água) por 20 min.. Em seguida, o gel foi lavado com 

água deionizada por 1 min., acrescentando-se a solução reveladora (5,9 g de carbonato de sódio, 

0,1 g de paraformaldeído) e incubando-se por 5 min.. A reação foi interrompida pela adição de 

solução de ácido acético a 5%. 

 

 

4.6   Verificação da ativação de TLR 2 e TLR 4 em células CHO por 

citometria de fluxo 

 

Para avaliar a ativação de TLR2 e TLR4, com consequente translocação nuclear de NFkB, 

disparada pelos vírus DENV3 genótipo I, DENV3 genótipo III, ZIKV PE243, ZIKV SPH, as 

células CHO 7.19, TLR 2+ e TLR 4+ foram plaqueadas na concentração de 1 x 105 por poço 

em placas de 24 poços. No dia seguinte, a monocamada foi infectada pelos vírus com m.o.i. de 

1 e 10 e foi incubada a 37°C e 5% CO2 durante 18 h. Como controle de ativação de TLR 2, foi 

adicionado Staphylococcus aureus (S. aureus) (103 bactéria/poço). E, como controle de 

ativação de TLR4, foi utilizado lipopolissacarídeo (LPS) (100 ng/poço), sendo que ambos 

também ficaram em contato com as células durante 18 h em atmosfera de 5% CO2 e 37°C. Após 

este tempo, as células foram coletadas com tripsina-EDTA, transferidas para o tubo de 

citômetro e lavadas com meio e PBS 1x.  Em seguida, as células foram coradas com anticorpo 

PE anti CD25 (mouse mAb to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen) diluídos 1:200 em 

PBS 1x, no gelo e no escuro, durante 2h. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com 

PBS 1x com 1mM de azida de sódio, ressuspendidas neste PBS e examinadas em citometria de 

fluxo no FACScan (BD Biosciences), do Centro de Pesquisas René Rachou, com o auxílio do 

técnico responsável. As análises foram feitas utilizando o software FlowJo. 
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4.7   Infecção e coleta dos sobrenadantes das células THP-1 e KG-1 

 

As células THP-1 e KG-1 foram cultivadas em meio RPMI-1640 como já descrito. Como 

são células em suspensão, estas foram centrifugadas a 1200 r.p.m. em centrífuga Beckman GS-

6R (rotor GH 3.8) a 25ºC e foram ressuspendidas em 4mL de meio RPMI-1640 suplementado 

com 5% de SFB (Gibco) e antibiótico ciprofloxacino (10µg/mL). Foi feita a contagem do 

número de células viáveis com azul de tripan e 2 x 105 células foram plaqueadas por poço em 

placas de 96 poços, no volume de 100µL de meio RPMI-1640. As placas foram incubadas em 

estufa com atmosfera de 5% CO2 a 37°C. No dia seguinte, os vírus (DENV 3 genótipo I, DENV 

3 genótipo III) com m.o.i. de 1 e 10 e os virus ZIKV PE243 e ZIKV PBH com m.o.i. de 1 foram 

acrescentados às células, sendo um vírus por poço, no volume de 300µL de meio RPMI-1640 

suplementado com 5% SFB, com antibiótico ciprofloxacino (10μg/mL) e concentração sub-

ótima de IFNγ (10U/mL) para primar as células. Foi utilizado um grupo de células controle, 

sem o estímulo do vírus e de IFNγ e outro grupo controle com o estímulo de IFNγ mas sem o 

estímulo viral. Como controle positivo foi utilizado E.coli.  

Os sobrenadantes das células THP-1 foram coletados com 2, 5, 9 e 14 dias após a infecção. 

Já os sobrenadantes das células KG-1 foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias após a 

infecção. Os sobrenadantes foram centrifugados a 800 x g durante 5min. a 4ºC (centrífuga 

Eppendorf) para a formação do “pellet” contendo “debri” celular e células, já que as células são 

em suspensão, e assim, somente os sobrenadantes foram transferidos para um novo tubo de 

1,5mL e armazenados no freezer -70°C para posterior análise. 

 

 

4.8   Infecção e coleta dos sobrenadantes dos macrófagos intraperitoneais 

de camundongos C57BL/6 

 

Macrófagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6 foram coletados e 2 x 105 

macrófagos foram plaqueados por poço de placa de 96 poços como já descrito. Após um dia de 

incubação em estufa com atmosfera de 5% CO2 e 37°C os sobrenadantes foram descartados e 

os vírus DENV 3 genótipo I, e DENV 3 genótipo III, com m.o.i. 1 e 10, e ZIKV PE243 e ZIKV 

PBH com m.o.i. de 1, foram acrescentados às células, sendo um vírus por poço, no volume de 

300µL de meio DMEM 5% SFB com antibiótico ciprofloxacino (10μg/mL) e IFNγ (10U/mL). 
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Foi utilizado um grupo de células controle, sem o estímulo do vírus e de IFNγ e outro grupo 

controle com o estímulo de IFNγ mas sem o estímulo viral. Como controle positivo foi utilizado 

E.coli.  

Os sobrenadantes foram coletados após 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias após a infecção. Os 

sobrenadantes foram centrifugados a 800 x g durante 5min. a 4ºC (centrífuga Eppendorf), para 

a formação do “pellet” contendo o “debri” celular, e assim, somente os sobrenadantes foram 

transferidos para um novo tubo de 1,5mL e armazenados no -70°C para posterior análise. 

 

 

4.9  Verificação da produção de NO induzida por DENV e ZIKV em 

células KG-1, THP-1 e macrófagos intraperitoneais de camundongos 

C57BL/6 

 

Para a quantificação do óxido nítrico produzido pelas células THP-1, KG-1 e pelos 

macrófagos intraperitoneais após a infecção pelos vírus, foi utilizada a Reação de Griess, 

segundo o protocolo de Drapier (1988).  

Para fazer dosagem de óxido nítrico, 50µL dos sobrenadantes coletados nos itens 4.7 e 4.8 

foram adicionados em placas de 96 poços. Foi montada uma curva padrão utilizando nitrito de 

sódio (NaNO2) em diluição seriada em meio DMEM, como referência para avaliar a 

concentração de óxido nítrico (NO) nas amostras, após reação com solução C. Esta solução 

consiste da mistura das soluções de A e B (1:2), sendo solução A composta por sulfenilamida 

1% em 2,5% de ácido fosfórico (H3PO4), e solução B por N-(1-naphthyl) etilenodiamina (NED) 

0,1% em 2,5% de ácido fosfórico (H3PO4). Para a reação, também foi acrescentado 50µL de 

solução C a cada poço com amostra.  

A leitura foi feita em espectrofotômetro (Molecular Devices. Versamax tunable microplate 

reader) em um comprimento de onda de 550nm. Os valores foram calculados pelo programa 

GraphPad Prism e expressos em µM. 
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4.10 Quantificação das citocinas produzidas pelas células KG-1 e 

macrófagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6  

 

Para o ensaio de CBA, os sobrenadantes das células KG-1 coletados no item 4.7 foram 

utilizados para a dosagem das citocinas IFNγ, IL - 6, IL - 10, TNF, segundo descrito pelo 

fabricante do CBA Human Flex Set (BD Biosciences). 

Os sobrenadantes dos macrófagos coletados no item 4.8 foram utilizados para a dosagem 

das citocinas IFNγ, IL-6, IL-10, TNF e MCP 1, segundo descrito pelo fabricante do CBA Mouse 

Inflammation Kit (BD Biosciences).  

Antes de iniciar o processo de avaliação das citocinas, as esferas do padrão foram 

reconstituídas e incubadas à temperatura ambiente por 15 min., como descrito no manual do 

fabricante. Em seguida, as esferas foram diluídas seriadamente (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 

1:128 e 1:256) com “Assay diluent” disponível no kit, obtendo assim uma curva padrão. Foram 

transferidos 50µL de dada diluição para um poço de uma placa de 96 poços com fundo cônico, 

um poço foi destinado ao controle negativo, no qual foi colocado somente 50µL “Assay 

diluent”. As “beads” de captura também foram preparadas segundo o protocolo do kit. Cada 

“bead” foi vortexada imediatamente antes de ser adicionada à mistura. Foi feita uma mistura de 

“beads” de captura, adicionando 10μL de cada “bead” por amostra, de acordo com o número 

de amostras a serem analisadas. Foram adicionados 50µL desta mistura na placa de 96 poços, 

sendo um poço por amostra e por padrão diluído. Em seguida, foram adicionados 50μL de 

amostra por poço da placa de 96 poços e 50µL do reagente de detecção PE. A placa foi incubada 

por 2h., em temperatura ambiente e protegida da luz. Após a incubação, foi adicionado 1 mL 

de “Wash buffer” por poço e a placa foi centrifugada a 200g por 5 min.. Os sobrenadantes foram 

aspirados e descartados e foi adicionado 300µL de “Wash buffer” por poço, para a ressuspensão 

do “pellet”.  

A leitura dos dois kits foi feita no aparelho FACSCan (BD Biosciences) do Centro de 

Pesquisa do René Rachou, com o auxílio de técnico responsável. A análise do kit CBA Human 

Flex Set foi feita no software FACSArray 1.0 (BD Biosciences), enquanto que a análise do kit 

CBA Mouse Inflammation foi feita no software CellQuest (BD Biosciences). Os dois softwares 

de análises calcularam a intensidade média de fluorescências (MFI) de cada amostra e de cada 

curva. Os valores da MFI das amostras e das curvas, sendo uma curva por citocina, foram 
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plotados no programa GraphPad Prism, e interpolados com os valores de cada curva e a 

produção de cada citocina foi calculada em pg/mL. 

 

 

4.11 Titulação viral dos sobrenadantes das células KG-1 e macrófagos 

intraperitoneais de camundongos C57BL/6 

 

Para determinar a quantidade de DENV e ZIKV vivos ao longo dos dias pós infecção, 

foram determinadas as unidades formadoras de placas (p.f.u.) dos sobrenadantes das células 

KG-1 e dos macrófagos intraperitoneais infectados por DENV e ZIKV, utilizando células BHK-

21. Para tal, foram implantadas 2,5 x 105 células em placas de 6 poços com meio DMEM 

(Gibco) suplementado com 5% de SFB (Cultilab) e antibiótico ciprofloxacino (10µg/mL). Estas 

placas foram incubadas “overnight” a 37º C em estufa com atmosfera de 5% CO2. Em seguida, 

400 µL dos sobrenadantes diluídos seriadamente foram inoculados em células com 

monocamada com cerca de 80% de confluência. Nos sobrenadantes de células KG-1, a titulação 

foi feita nos dias 1, 3, 5 e 10 após a infecção, nas células infectadas com m.o.i. 1, e 2 e 10 dias 

nas células infectadas com m.o.i. 10. E nos macrófagos intraperitoneais, a titulação foi feita nos 

dias 1, 3, 5, 7 e 10, nas células infectadas com m.o.i. 1, e 2 e 10 dias nas células infectadas com 

m.o.i. 10. Os sobrenadantes de células KG-1, foram acrescentadas nas diluições 10-3 a 10-7 nas 

células BHK-21. Os sobrenadantes de macrófagos intraperitoneais, no 1° e 2° d.p.i., foram 

acrescentadas as diluições 10-3 a 10-7. No 3º e 5º d.p.i., foram acrescentadas as diluições   

10-2 a 10-6. E, no 7° e 10° d.p.i., foram acrescentadas as diluições 10-1 a 10-5. Como controle foi 

utilizado um poço com células não infectadas. Após adsorção de 1h., foi adicionado meio 

DMEM contendo 1% de carboximetil celulose (CMC) e 2% de SFB, as placas foram incubadas 

a 37ºC em estufa com 5% de CO2, por 10 dias, para os sobrenadantes das células KG-1 

infectadas com m.o.i, 1, e, por 7 dias, para os sobrenadantes das células KG-1 infectadas com 

m.o.i. 10 e para os sobrenadantes dos macrófagos intraperitoneais. As células foram fixadas em 

solução de formaldeído a 3,7% e coradas com solução de cristal violeta a 1%. O título viral foi 

determinado pela contagem do número de placas de lise, e o resultado foi apresentado em ordem 

de grandeza. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1   Confirmação da autenticidade das amostras de ZIKV 

 

Já para os ZIKV, foi feita a PCR em tempo real para verificar se as amostras de ZIKV 

utilizadas são realmente ZIKV, utilizando iniciadores e sonda específicos para ZIKV, descritos 

na tabela 1.  

 

 

Figura 10: Comprovação das amostras de ZIKV por PCR em Tempo Real. Foi feita a extração de 

RNA e a transcrição reversa das amostras amplificadas de cada vírus. O cDNA obtido foi utilizado em 

uma PCR em Tempo Real segundo Lanciotti et al (2008). G3: DENV 3 genótipo III (laranja); PE243: 

ZIKV PE243 (vermelho); G1: DENV 3 genótipo I (rosa); SPH: ZIKV SPH (azul); Controle negativo 

(cinza). 

 

Na Figura 10 é possível observar que somente as amostras de ZIKV foram amplificadas, 

sendo a amostra PE243 (ZIKV PE243), em vermelho, no ciclo 18, e a amostra SPH (ZIKV 

SPH), em azul, no ciclo 16, comprovando que estas amostras são de ZIKV. Não houve 

amplificação para DENV 3 genótipo III (G3), em laranja, assim como para DENV 3 genótipo 

I (G1), em rosa. 
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Outra técnica utilizada para a comprovação da ausência de contaminação das amostras 

de ZIKV PE243 e SPH por algum sorotipo de DENV foi a PCR semi-nested, seguindo o 

protocolo descrito por Lanciotti (1992), utilizando iniciadores específicos para DENV (tabela 

2). O produto da PCR foi analisado em um gel de poliacrilamida a 8% corado com nitrato prata. 

Como controles positivos, foram utilizadas as amostras de DENV 3 genótipo I e genótipo III. 

 

 

Figura 11: Comprovação da ausência de contaminação com DENV 1, 2, 3 e 4 das amostras de 

ZIKV, por PCR semi-nested. Foi feita a extração de RNA e a transcrição reversa do pool trabalho dos 

vírus ZIKV PE243 e SPH. O cDNA obtido foi utilizado em uma PCR semi-nested segundo Lanciotti et 

al (1992), os amplificados obtidos foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida 8% e 

corado com nitrato de prata. ZIKV PE243 e SPH: duas amostras de ZIKV utilizadas neste trabalho; 

DENV 3 GI: DENV 3 genótipo I; DENV 3 GIII: DENV 3 genótipo III; CN: Controle negativo; CR: 

Controle de reação. 

  

É possível observar uma banda correspondente a 290 pb, próxima à banda de 300 pb do 

padrão, nas canaletas referentes às amostras de DENV (figura 11), que é o tamanho esperado 

para o sorotipo 3, utilizando o iniciador específico para DENV 3 descrito por Lanciotti (1992) 

(tabela 2). E ainda, na figura 11 também é possível observar que não há nenhuma banda nas 

caneletas referentes às amostras de ZIKV.  
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5.2  Ativação de TLR2 e/ou 4 por DENV e ZIKV em células CHO 

transfectadas estavelmente com estes TLRs 

 

 

Para avaliar se os genótipos I e III de DENV 3 e se os ZIKVs estudados provocam a 

ativação in vitro de TLR2 e/ou TLR4, células CHO transfectadas estavelmente com estes TLRs 

(TLR2+ e TLR4+) e células CHO que não possuem TLRs funcionais (TLR2-TLR4-) foram 

expostas aos vírus DENV 3 genótipo I, DENV 3 genótipo III, ZIKV PE243 ou ZIKV SPH 

(m.o.i. 1 ou 10).  Após 18h as células foram coletadas e coradas com anticorpo PE antiCD25 

(mouse mAb to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen). Como descrito em material e 

métodos, o CD25 é um gene repórter que indica a translocação nuclear de NFkB, dependente 

da ativação de TLR. Foram utilizados S. aureus, como controle positivo para a ativação de 

TLR2, e LPS, como controle positivo para a ativação de TLR4. Também foram utilizados 

sobrenadantes de células C6/36 (Figuras 12 e 13), nas quais os vírus DENV e o ZIKV PE243 

foram multiplicados, e sobrenadantes de células Vero (Figura 13), nas quais o ZIKV SPH foi 

multiplicado. Os sobrenadantes foram utilizados para mostrar que eles não ativam estes TLRs, 

ou seja, que a ativação é causada pelos vírus. A leitura foi feita no citômetro FACScan (BD 

Biosciences). Para a análise, foram feitos histogramas no software FlowJo, utilizando o 

histograma das células não estimuladas (Figuras 12 e 13 – Histograma vermelho) para 

comparação com os histogramas das células estimuladas (Figuras 12 e 13 – Histograma azul). 
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5.2.1 Ativação de TLR 2 e/ou TLR 4 em células CHO que expressam 

TLR 2 e TLR 4 expostas aos DENV genótipo I e genótipo III 
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Figura 12: Ativação de TLR2 por DENV 3 genótipo I e genótipo III. Células CHO transfectadas 

estavelmente com TLR2 (TLR2+), TLR4 (TLR4+) ou com nenhum deles (TLR2- / TLR4-) foram 

plaqueadas na concentração de 1 x 105 células por poço em placa de 24 poços. As células foram 

estimuladas com DENV 3 genótipo I e DENV 3 genótipo III com m.o.i. 1 e 10. Como controles positivos 

foram utilizados S. aureus (103 bactérias por poço), para TLR2, e LPS (100ng/mL), para TLR4. Também 

foi utilizado sobrenadante de C6/36 na qual o vírus foi multiplicado. Após 18h de incubação, as células 

foram coletadas e coradas com anticorpo (mouse mAb to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen). A 

leitura foi feita no citômetro FACScan (BD Biosciences) e as análises no software FlowJo. Os resultados 

foram apresentados como porcentagem da expressão de CD25 em células estimuladas menos 

percentagem de expressão de CD25 em células não estimuladas. Histograma vermelho: células não 

estimuladas marcadas com anticorpo CD25 PE; Histograma azul: células estimuladas marcadas com 

anticorpo CD25 PE; TLR2-/TLR4-: células que não possuem TLR2 e TLR4 funcionais; TLR2+: células 

que possuem TLR2; TLR4+: células que possuem TLR4. 

 

O DENV 3 genótipo I e também o genótipo III, causaram a ativação de TLR 2 nas duas 

m.o.i. utilizadas (1 e 10) (Figura 12). Porém, houve diferença na ativação, já que DENV 3 

genótipo I causou maior ativação de TLR 2 que o genótipo III. É possível observar que, com a 

mesma m.o.i. 1, DENV 3 genótipo I causou a ativação, em nível de porcentagem, de 18% de 

TLR 2, duas vezes mais em relação ao genótipo III, que foi capaz de ativar somente 9%. Além 

disso, pelo resultado com a m.o.i. 10, podemos dizer que a ativação de TLR 2 é dependente da 

concentração de vírus. E ainda, com m.o.i. 10, DENV 3 genótipo I continuou causando maior 

nível de ativação de TLR 2 (41%) que o genótipo III (27%). Nenhum dos vírus provocou a 

ativação de TLR 4. Os sobrenadantes de células C6/36 nas quais os DENVs foram 

multiplicados não causaram a ativação de nenhum dos TLRs, comprovando que a ativação de 

TLR 2 foi causada exclusivamente pelos vírus. 

 



77 
 

 
 

5.2.2  Ativação de TLR 2 e/ou TLR 4 em células CHO que expressam 

TLR 2 e TLR 4 expostas aos ZIKV PE243 e SPH 
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Figura 13: Ativação de TLR2 por ZIKV PE243. Células CHOs transfectadas estavelmente com TLR2 

(TLR2+), TLR 4 (TLR4+) ou com nenhum deles (TLR2- / TLR4-) foram plaqueadas na concentração 

de 1 x 105 células por poço em placa de 24 poços. As células foram estimuladas com ZIKV PE243 e 

ZIKV SPH com m.o.i. 1 e 10. Como controles positivos foram utilizados S. aureus (103 bactérias por 

poço), para TLR2, e LPS (100ng/mL), para TLR4. Também foi utilizado sobrenadante de C6/36, na 

qual o ZIKV PE243 foi multiplicado e sobrenadante de VERO, na qual o ZIKV SPH foi multiplicado. 

Após 18h de incubação, as células foram coletadas e coradas com anticorpo (mouse mAb to human 

CD25, R-PE conjugate; Invitrogen). A leitura foi feita no citômetro FACScan (BD Biosciences) e as 

análises no software FlowJo. Os resultados foram apresentados como porcentagem da expressão de 

CD25 em células estimuladas menos percentagem de expressão de CD25 em células não estimuladas. 

Histograma vermelho: células não estimuladas marcadas com anticorpo CD25 PE, Histograma azul: 

células estimuladas marcadas com anticorpo CD25 PE. 

 

Somente o ZIKV PE243 provocou a ativação de TLR2, e esta ativação foi maior, em 

nível de porcentagem, com o m.o.i. mais alto. Este vírus ativou TLR2 em 15% com m.o.i. 1 e 

42% com a m.o.i. 10. Já o ZIKV SPH não ativou TLR 2. Nenhum dos ZIKVs estudados 

provocou a ativação de TLR 4. Os sobrenadantes de células C6/36 e Vero ativaram TLR 2 em 

um nível basal, provando que a ativação de TLR 2 foi causada pelo ZIKV PE243 (Figura 13). 
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5.3  Cinética de produção de Óxido Nítrico (NO) em células infectadas 

THP-1, KG-1 e macrófagos peritoneais de camundongos C57BL/6 

com DENV 3 genótipo I, DENV 3 genótipo III, ZIKV PE243 e ZIKV 

SPH 

 

 

5.3.1 Cinética de produção de NO por células THP-1 infectadas com 

DENV 3 genótipo I, DENV 3 genótipo III, ZIKV PE243 e ZIKV 

SPH 

 

Células THP-1 foram infectadas com DENV 3 genótipo I e DENV 3 genótipo III, com 

m.o.i. 1 e 10 (figura 14), e com ZIKV PE243 e ZIKV SPH, com m.o.i. 1 (figura 15), apenas 

devido ao fato de este vírus estar em concentração muito baixa. Os sobrenadantes das células 

infectadas com m.o.i. 1 de DENV foram coletados com 5, 9 e 14 dias após a infecção. E os 

sobrenadantes das células infectadas com m.o.i. 10 de DENV foram coletados com 2 e 9 dias 

após a infecção.  

Já os sobrenadantes infectados com m.o.i. 1 de ZIKV foram coletados com 2, 5, 9 e 14 

dias após a infecção. O óxido nítrico produzido pelas células foi quantificado por reação de 

Griess, segundo o protocolo de Drapier (1988). Antes da infecção, as células foram primadas 

com IFNγ (colocação de quantidade sub ótima de IFNγ, não capaz de ativar as células, mas 

importante para que as células sejam ativadas). Como controle positivo foi utilizada E. coli e 

como controles negativos foram utilizadas células não infectadas não primadas com IFNγ e 

células não infectadas primadas com IFNγ.  
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5.3.1.1 Células THP-1 não produzem NO após infecção por DENV 

3 genótipo I e genótipo III 

 

Como mostrado na figura 16, nenhum dos vírus estimulou a produção de NO nas células 

THP-1 (Figuras 14 A e B) em nenhum dos dias pesquisados e com nenhuma m.o.i. utilizada.  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14: Cinética da produção de óxido nítrico em células THP-1 após infecção por DENV 3 

genótipo I e genótipo III. 2 x 105 células THP-1 foram acondicionadas por poço em placa de 96 poços. 

Foram utilizados grupos controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 

U/μL), um grupo infectado com DENV 3 genótipo I (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 

genótipo III (m.o.i. 1 e 10) e um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram 

coletados com 2, 5, 9 e 14 dias após a infecção (d.p.i.) e a produção de óxido nítrico foi medida por 

reação de Griess segundo o protocolo de Drapier (1988). (A) Infecção com m.o.i. 1 e coleta dos 

sobrenadantes com 5, 9 e 14 d.p.i.. (B) Infecção com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 9 

d.p.i.. NI: não infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genótipo I; DENV 3 GIII: DENV 3 genótipo III. 
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5.3.1.2 Células THP-1 não produzem NO após infecção por células 

ZIKV PE243 e SPH 

 

Como mostrado na figura 15, nenhum ZIKV foi capaz de estimular a produção de NO 

nas células THP-1 nos dias pesquisados com a m.o.i. utilizada (Figura 15). 

 

Figura 15: Cinética da produção de óxido nítrico em células THP-1 após infecção por ZIKV PE243 

e SPH. 2 x 105 células THP-1 foram acondicionadas por poço de placa de 96 poços. Foram utilizados 

grupos controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo 

infectado com ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo 

controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 2, 5, 9 e 14 dias após 

a infecção (d.p.i.) e a produção de óxido nítrico foi medida por reação de Griess, segundo protocolo de 

Drapier (1988).  

 

 

 Optamos por não fazer os demais experimentos com as células THP-1 (a quantificação 

de citocinas por CBA e a titulação dos sobrenadantes), pois estas células não produziram NO, 

mesmo com a infecção com m.o.i. 10. E ainda, com os sobrenadantes de células THP-1 foram 

feitos alguns ELISAs para IFNγ, IL-10 e IL-6, cujo resultado também foi negativo. Portanto, 

optamos em utilizar as células KG-1 e os macrófagos intraperitoneais de camundongos. 

 

 

 

 



82 
 

 
 

5.3.2 Cinética de produção de NO por células KG-1 infectadas com 

DENV 3 genótipo I, DENV 3 genótipo III, ZIKV PE243 e ZIKV 

SPH 

 

Células KG-1 foram infectadas com DENV 3 genótipo I e DENV 3 genótipo III, com 

m.o.i. 1 e 10 (Figura 16), e com ZIKV PE243 e ZIKV SPH, com m.o.i. 1 (Figura 17). Os 

sobrenadantes das células infectadas com m.o.i. 1 foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 

dias após a infecção. E os sobrenadantes das células infectadas com m.o.i. 10 foram coletados 

com 2 e 10 dias após a infecção. Antes da infecção, as células foram primadas com IFNγ. Como 

controle positivo foi utilizada E. coli e como controles negativos foram utilizadas células não 

infectadas não primadas com IFNγ e células não infectadas primadas com IFNγ. Os 

sobrenadantes dos grupos não infectados e do grupo estimulado com E. coli também foram 

coletados em todos os dias citados. Foi feita a reação de Griess para a quantificação de óxido 

nítrico produzido pelas células KG-1, segundo o protocolo de Drapier (1988). 
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5.3.2.1 Cinética de produção de  NO em células KG-1 infectadas 

com DENV 3 genótipo I e genótipo III 

 

Na figura 16 A, pode-se perceber que os vírus DENV genótipo I e genótipo III não 

estimularam a produção de NO nas células KG-1, quando infectadas com m.o.i. 1 nos dias 

pesquisados. No 2º d.p.i., mesmo com a infecção com m.o.i. 10, ambos os vírus não 

estimularam a produção de NO (Figura 16 B). Já no 10º d.p.i., com m.o.i. 10, os vírus 

estimularam a produção de NO (Figura 16 B). Porém, esta produção foi muito baixa, de 

aproximadamente 2 µM para o genótipo I e 3 µM para o genótipo III, enquanto as células 

infectadas com E. coli, neste mesmo dia, produziram aproximadamente 30 µM. Não houve 

diferença na produção de NO pelas células infectadas com o genótipo I ou com o genótipo III. 
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Figura 16: Cinética da produção de óxido nítrico em células KG-1 após infecção por DENV 3 

genótipo I e genótipo III. 2 x 105 células KG-1 foram acondicionadas por poço em placa de 96 poços. 

Foram utilizados grupos controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 

U/μL), um grupo infectado com DENV 3 genótipo I (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 

genótipo III (m.o.i. 1 e 10) e um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes de 

todos os grupos, inclusive dos grupos não infectados, foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias 

após a infecção (d.p.i,) e a produção de óxido nítrico foi medida por reação de Griess, segundo o 

protocolo de Drapier (1988). (A) Infecção com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3, 4, 5, 10 

e 16 d.p.i.. Os grupos NI com e sem IFNγ estão representados por uma única barra, pois em todos os 

dias a produção de NO foi zero. (B) Infecção com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i.. 

NI: não infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genótipo I; DENV 3 GIII: DENV 3 genótipo III. 
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5.3.2.2 Cinética de produção de NO em células KG-1 infectadas com 

ZIKV PE243 e SPH 

 

Como mostra a figura 17, nenhum dos ZIKV foi capaz de estimular a produção de NO 

nas células KG-1 nos dias pesquisados com a m.o.i. utilizada (Figura 17). 

 

Figura 17: Cinética da produção de óxido nítrico em células KG-1 após infecção por ZIKV PE243 

e SPH. 2 x 105 células KG-1 foram acondicionadas por poço de placa de 96 poços. Foram utilizados 

grupos controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo 

infectado com ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo 

controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 

dias após a infecção (d.p.i.) e a produção de óxido nítrico foi medida por reação de Griess, segundo 

protocolo de Drapier (1988).   

 

 

 

5.3.3 Cinética de produção de NO por macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57BL/6 WT infectados com DENV 3 genótipo I, 

DENV 3 genótipo III, ZIKV PE243 e ZIKV SPH 

 

Macrófagos intraperitoneais de camundongos C57BL/6 foram coletados após 4 dias de 

estímulo com tioglicolato a 3%. Os macrófagos foram plaqueados em placas de 96 poços, 

primados com IFNγ e infectados com DENV 3 genótipo I e genótipo III, com m.o.i. 1 e 10 

(figura 28), e com ZIKV PE243 e ZIKV SPH, com m.o.i. 1 (Figura 19). Os sobrenadantes das 

células infectadas com m.o.i. 1 foram coletados 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias após a infecção, 
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inclusive os sobrenadantes dos grupos não infectados. E os sobrenadantes das células infectadas 

com m.o.i. 10 foram coletados com 2 e 10 dias após a infecção. Foi utilizado um grupo 

estimulado com E. coli para controle positivo. E como controles negativos, foram utilizados um 

grupo de macrófagos não infectados e não estimulados com IFNγ e um grupo não infectado e 

estimulado com IFNγ. 

 

5.3.3.1 Cinética de produção de  NO em macrófagos intraperitoneais 

de camundongos C57BL/6 WT infectados com DENV 3 genótipo 

I e genótipo III 

 

Na Figura 18, foi possível inferir que a produção de NO nos macrófagos intraperitoneais 

infectados com m.o.i. 1 dos dois vírus foi semelhante do 2º ao 16º d.p.i.. Também foi possível 

perceber que houve diferença na produção de NO pelos macrófagos intraperitoneais em relação 

à m.o.i. utilizada na infecção, sendo que macrófagos infectados com m.o.i. 10 (Figura 18 B) 

produziram mais NO que macrófagos infectados com m.o.i. 1 (Figura 18 A). Esta relação entre 

m.o.i. e produção de NO foi observada tanto para DENV 3 genótipo I quanto para DENV 3 

genótipo III. E ainda, ocorreu maior produção de NO pelos macrófagos intraperitoneais com 

m.o.i. 10 no 10º d.p.i. em comparação ao 2º d.p.i., o que também ocorreu com os dois genótipos 

de DENV estudados (Figura 18 B). Assim, não houve diferença entre a produção de NO 

estimulada por DENV 3 genótipo I em comparação a DENV 3 genótipo III nos macrófagos 

intraperitoneais em nenhum dos dias estudados e com nenhuma m.o.i. utilizada. 
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Figura 18: Cinética da produção de óxido nítrico em macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57/BL6 WT após infecção por DENV 3 genótipo I e DENV 3 genótipo III. 

Macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 WT foram coletados após estímulo com 

tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n = 5) e 2 x 105   células foram acondicionadas por poço em placa 

de 96 poços. Foram utilizados grupos controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo 

de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado com DENV 3 genótipo I (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado 

com DENV 3 genótipo III (m.o.i. 1 e 10) e um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os 

sobrenadantes de todos os grupos, inclusive dos grupos não infectados, foram coletados com 1, 2, 3, 4, 

5, 10 e 16 dias após a infecção (d.p.i.) e a produção de óxido nítrico foi medida por reação de Griess, 

segundo protocolo de Drapier (1988). (A) Infecção com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3, 

4, 5, 10 e 16 d.p.i.. Os grupos NI com e sem IFNγ estão representados por uma única barra, pois em 

todos os dias a produção de NO foi zero. (B) Infecção com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 

e 10 d.p.i.. NI: não infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genótipo I; DENV 3 GIII: DENV 3 genótipo III. 
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5.3.3.2 Cinética de produção de NO em macrófagos intraperitoneais 

de camundongos C57BL/6 WT infectados com ZIKV PE243 e 

SPH 

 

Somente ZIKV PE243 estimulou a produção de NO nos macrófagos intraperitoneais, 

sendo que esta produção foi crescendo do primeiro até o 3º d.p.i., quando então ficou estável. 

ZIKV SPH não estimulou a produção de NO nos dias pesquisados com a m.o.i. utilizada (Figura 

19). 

 

 

 

Figura 19: Cinética da produção de óxido nítrico em macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57/BL6 WT após infecção por ZIKV PE243 e SPH. Macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57/BL6 WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” 

(n = 5) e 2 x 105   células foram acondicionadas por poço em placa de 96 poços. Foram utilizados dois 

grupos controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo 

infectado com ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo 

controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 

dias após a infecção (d.p.i.) e a produção de óxido nítrico foi medida por reação de Griess, segundo 

protocolo de Drapier (1988). 
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5.3.4 Cinética de produção de citocinas em células KG-1 infectadas 

com DENV 3 genótipo I, DENV 3 genótipo III, ZIKV PE243 e 

ZIKV SPH 

 

A presença das citocinas IFNγ, TNF, IL-6, e IL-10 nos sobrenadantes das células KG-1 

infectadas com DENV 3 genótipo I, DENV 3 genótipo III, ZIKV PE243 e ZIKV SPH foi 

analisada por CBA (Human Flex Set - BD Biosciences).  

 Porém, não foi detectada a produção das citocinas citadas acima pelo método utilizado, 

com exceção de IL-6, a qual foi produzida somente na infecção por ZIKV SPH (figura 20). As 

demais citocinas, apresentaram uma intensidade média de fluorescência (MFI) muito baixa, 

como é possível perceber nas tabelas 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9, sendo assim considerado que não houve 

a produção destas citocinas. 
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5.3.4.1 Cinética da produção de IFNγ 

 

a. Cinética da produção de IFNγ em células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e 

genótipo III 

 

Como é possível perceber na tabela 3, não foi detectada produção de IFNγ nas células 

KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e genótipo III, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 após a 

infecção pesquisador e com as m.o.i. 1 e 10 utilizadas. 

Tabela 3: Produção de IFNγ em células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e genótipo 

III. 

 

 
 



91 
 

 
 

b. Cinética da produção de IFNγ em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH 

 

Como é possível perceber na tabela 4, não foi detectada produção de IFNγ nas células 

KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 após a infecção 

pesquisados e com as m.o.i. 1 utilizada. 

 

Tabela 4: Produção de IFNγ em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH. 

 

 

 

 

 

 
  IFNγ 

  Amostras MFI  pg/mL 

m.o.i. 1  
  

1º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,84 - 

NI com IFN γ 2,38 - 

ZIKV PE243 2,4 - 

ZIKV SPH 2,6 - 

E.coli 2,62 - 

2º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,72 - 

NI com IFN γ 2,84 - 

ZIKV PE243 2,85 - 

ZIKV SPH 2,75 - 

E.coli 2,62 - 

3º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,6 - 

NI com IFN γ 2,55 - 

ZIKV PE243 2,82 - 

ZIKV SPH 2,68 - 

E.coli 2,82 - 

4º d.p.i. 

NI sem IFN γ 3,22 - 

NI com IFN γ 2,91 - 

ZIKV PE243 2,67 - 

ZIKV SPH 2,62 - 

E.coli 2,89 - 

5º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,55 - 

NI com IFN γ 2,85 - 

ZIKV PE243 2,82 - 

ZIKV SPH 2,8 - 

E.coli 3,1 - 

10º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,75 - 

NI com IFN γ 2,92 - 

ZIKV PE243 3,1 - 

ZIKV SPH 2,79 - 

E.coli 2,91 - 

16º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,55 - 

NI com IFN γ 3,09 - 

ZIKV PE243 2,7 - 

ZIKV SPH 3 - 

E.coli 2,89 - 
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5.3.4.2 Cinética da produção de TNF 

 

a. Cinética da produção de TNF em células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e 

genótipo III 

 

Como é possível perceber na tabela 5, não foi detectada produção de TNF nas células 

KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e genótipo III, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 após a 

infecção pesquisados e com as m.o.i. 1 e 10 utilizadas.  

Tabela 5: Produção de TNF em células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e genótipo 

III. 
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b. Cinética da produção de TNF em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH 

 

Como é possível perceber na tabela 6, não foi detectada produção de TNF nas células KG-

1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 após a infecção e com as 

m.o.i. 1 utilizada. 

 

Tabela 6: Produção de TNF em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH. 

 

 
 

 

 

 
  TNF 

  Amostras MFI  pg/mL 

m.o.i. 1  
  

1º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,15 - 

NI com IFN γ 1,92 - 

ZIKV PE243 2,52 - 

ZIKV SPH 2,49 - 

E.coli 2,19 - 

2º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,62 - 

NI com IFN γ 2,62 - 

ZIKV PE243 2,96 0,02 

ZIKV SPH 2,34 - 

E.coli 2,28 - 

3º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,51 - 

NI com IFN γ 2,43 - 

ZIKV PE243 2,68 - 

ZIKV SPH 2,49 - 

E.coli 2,32 - 

4º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,37 - 

NI com IFN γ 2,02 - 

ZIKV PE243 2,46 - 

ZIKV SPH 2,52 - 

E.coli 2,92 0,02 

5º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,68 - 

NI com IFN γ 2,08 - 

ZIKV PE243 2,4 - 

ZIKV SPH 2,75 0 

E.coli 3,03 - 

10º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,82 0 

NI com IFN γ 2,85 0,01 

ZIKV PE243 2,75 0 

ZIKV SPH 2,4 - 

E.coli 2,55 - 

16º d.p.i. 

NI sem IFN γ 2,49 - 

NI com IFN γ 2,82 0 

ZIKV PE243 2,62 - 

ZIKV SPH 2,64 - 

E.coli 2,32 - 
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5.3.4.3 Cinética da produção de IL-6 

 

a. Cinética da produção de IL-6 em células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e 

genótipo III 

 

Como é possível perceber na tabela 7, não foi detectada produção de IL-6 nas células 

KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e genótipo III, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 após a 

infecção pesquisados e com as m.o.i. 1 e 10 utilizadas.  

Tabela 7: Produção de IL-6 em células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e genótipo 

III. 
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b. Cinética da produção de IL-6 em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH 

 

Somente o ZIKV SPH estimulou a produção de IL-6 nas células KG-1. A produção ocorreu 

em todos dos dias após a infecção e foi maior no 16º d.p.i. (Figura 20). 

 
Figura 20: Níveis de IL-6 produzido por células KG-1 após infecção por ZIKV PE243 e SPH. 2 x 

105   células KG-1 foram acondicionadas por poço de placa de 96 poços. Foram utilizados dois grupos 

controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado 

com ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo 

estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias após a infecção 

(d.p.i.) e os níveis de IL-6 produzidos foram quantificados por CBA (Human Flex Set - BD Biosciences). 
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5.3.4.4 Cinética da produção de IL-10 

 

a. Cinética da produção de IL-10 em células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e 

genótipo III 

 

Como é possível perceber na tabela 8, não foi detectada produção de IL-10 nas células 

KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e genótipo III, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 após a 

infecção pesquisados e com as m.o.i. 1 e 10 utilizadas. 

 

Tabela 8: Produção de IL-10 em células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I e genótipo 

III. 
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b. Cinética da produção de IL-10 em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH 

 

Como é possível perceber na tabela 9, não foi detectada produção de IL-10 nas células 

KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH, nos dias 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 após a infecção 

pesquisados e com as m.o.i. 1 utilizada. 

 

Tabela 9: Produção de IL-10 em células KG-1 infectadas com ZIKV PE243 e SPH. 

 

 

 

 
  IL-10 

  Amostras MFI  pg/mL 

m.o.i. 1 

 
  

1º d.p.i. 

NI sem IFN γ 3,98 - 

NI com IFN γ 3,33 - 

ZIKV PE243 3,78 - 

ZIKV SPH 3,33 - 

E.coli 3,78 - 

2º d.p.i. 

NI sem IFN γ 4,19 - 

NI com IFN γ 3,83 - 

ZIKV PE243 3,98 - 

ZIKV SPH 3,91 - 

E.coli 3,83 - 

3º d.p.i. 

NI sem IFN γ 4,19 - 

NI com IFN γ 4,14 - 

ZIKV PE243 3,78 - 

ZIKV SPH 3,61 - 

E.coli 3,94 - 

4º d.p.i. 

NI sem IFN γ 4,05 - 

NI com IFN γ 4,09 - 

ZIKV PE243 3,45 - 

ZIKV SPH 3,91 - 

E.coli 4 - 

5º d.p.i. 

NI sem IFN γ 4,52 - 

NI com IFN γ 3,49 - 

ZIKV PE243 3,74 - 

ZIKV SPH 3,7 - 

E.coli 3,96 - 

10º d.p.i. 

NI sem IFN γ 3,87 - 

NI com IFN γ 3,26 - 

ZIKV PE243 3,61 - 

ZIKV SPH 3,45 - 

E.coli 3,35 - 

16º d.p.i. 

NI sem IFN γ 3 - 

NI com IFN γ 3,29 - 

ZIKV PE243 3,53 - 

ZIKV SPH 3,83 - 

E.coli 3,76 - 
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5.3.5 Cinética de produção de citocinas em macrófagos 

intraperitoneais de camundongos C57BL/6 infectados com DENV 

3 genótipo I, DENV 3 genótipo III, ZIKV PE243 e ZIKV SPH 

 

A presença das citocinas IFNγ, TNF, IL-6, MCP-1 e IL-10 nos sobrenadantes de 

macrófagos intraperitoneais infectados com DENV 3 genótipo I, DENV 3 genótipo III (Figuras 

23, 25, 27, 29, 31), ZIKV PE243 e ZIKV SPH (Figuras 24, 26, 28, 30, 32) foi determinada por 

CBA (Mouse Inflammation Kit – BD Bioscience).  

 

 

5.3.5.1 Cinética da produção de IFNγ 

 

a. Cinética da produção de IFNγ em macrófagos intraperitoneais infectados com DENV 

3 genótipo I e genótipo III 

 

Em relação à infecção com os vírus com m.o.i. 1 (Figura 21 A), o IFNγ foi produzido apenas 

no primeiro dia após a infecção, quando comparado com o não infectado primado com IFN, 

tanto com o genótipo tipo I quanto com o genótipo tipo III. Já os macrófagos infectados com 

m.o.i. 10 do genótipo I (Figura 21 B), apresentaram produção de IFNγ no décimo dia após a 

infecção, sendo que macrófagos infectados com com genótipo III não produziram, já que estes 

possuem valor semelhante ao IFNγ detectado nos macrófagos não infectados estimulados com 

IFNγ.  
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Figura 21: Níveis de IFNγ produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT após infecção por DENV 3 genótipo I e genótipo III. Macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57/BL6 WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” 

(n = 5) e 2 x 105   células foram acondicionadas por poço de placa de 96 poços. Foram utilizados grupos 

controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado 

com DENV 3 genótipo I (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 genótipo III (m.o.i. 1 e 10) e 

um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 

10 e 16 dias após a infecção (d.p.i.) e os níveis de IFNγ produzido foram quantificados por CBA (Mouse 

Inflammation Kit – BD Biosciences). (A) Infecção com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3, 

4, 5, 10 e 16 d.p.i.. (B) Infecção com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i.. NI: não 

infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genótipo I; DENV 3 GIII: DENV 3 genótipo III. 
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b. Cinética da produção de IFNγ em macrófagos intraperitoneais infectados com ZIKV 

PE243 e SPH 

 

Como mostra a figura 22, não houve produção de IFN gama em macrófagos 

intraperitoneais infectados com as duas amostras de ZIKV (Figura 24). 

 

 

Figura 22: Níveis de IFNγ produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT após infecção por ZIKV PE243 e SPH. Macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n = 5) e 2 x 105   células 

foram acondicionadas por poço em placa de 96 poços. Foram utilizados dois grupos controle não 

infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado com ZIKV 

PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo estimulado 

com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias após a infecção (d.p.i.) e 

os níveis de IFNγ produzido foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit – BD Biosciences). 
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5.3.5.2 Cinética da produção de TNF 

 

 

a. Cinética da produção de TNF em macrófagos intraperitoneais infectados com DENV 

3 genótipo I e genótipo III 

 

Ocorreu a produção de TNF pelos macrófagos infectados com m.o.i. 1 de DENV em 

todos os dias pesquisados nos (Figura 23 A). Os macrófagos infectados com genótipo I 

produziram quantidade similar de TNF em comparação aos macrófagos infectados com 

genótipo III, nos dias 1, 2, 3, 4, 5 e 10 após a infecção. A produção de TNF é maior do 1º ao 5º 

d.p.i. nos macrófagos infectados com ambos os vírus, em comparação com os outros d.p.i e no 

10º d.p.i a produção começa a diminuir, sendo ainda menor no 16º d.p.i.. 

Já nos macrófagos infectados com m.o.i. 10 (Figura 23 B), a produção de TNF foi maior 

nos macrófagos infectados com o genótipo III e genótipo I no 2º d.p.i. em comparação com o 

10º d.p.i.. Porém, no 10º d.p.i. não ocorreu mais a produção desta citocina nos macrófagos 

infectados com o genótipo III, enquanto os macrófagos infectados com o genótipo I 

continuaram produzindo, mesmo que em menor valor em comparação ao valor produzido no 

2° d.p.i. 

 Os macrófagos infectados com DENV com m.o.i 1 ou m.o.i. 10 produziram TNF de 

maneira similar. 
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Figura 23: Níveis de TNF produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT após infecção por DENV 3 genótipo I e genótipo III. Macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57/BL6 WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” 

(n = 5) e 2 x 105   células foram acondicionadas por poço em placa de 96 poços. Foram utilizados grupos 

controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado 

com DENV 3 genótipo I (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 genótipo III (m.o.i. 1 e 10) e 

um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 

10 e 16 dias após a infecção (d.p.i.) e os níveis de TNF produzido foram quantificados por CBA (Mouse 

Inflammation Kit – BD Biosciences). (A) Infecção com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3, 

4, 5, 10 e 16 d.p.i.. (B) Infecção com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i.. NI : não 

infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genótipo I; DENV 3 GIII: DENV 3 genótipo III. 
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b. Cinética da produção de TNF em macrófagos intraperitoneais infectados com ZIKV 

PE243 e SPH 

 

Ocorreu maior produção de TNF nos macrófagos infectados com ZIKV PE243, 

principalmente do 1° ao 5° d.p.i., pois a partir do 10º e 16º d.p.i. a produção começou a diminuir.  

Não houve produção de TNF nos macrófagos infectados com ZIKV SPH (Figura 24). 
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Figura 24: Níveis de TNF produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT após infecção por ZIKV PE243 e SPH. Macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n = 5) e 2 x 105   células 

foram acondicionadas por poço em placa de 96 poços. Foram utilizados dois grupos controle não 

infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado com ZIKV 

PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo estimulado 

com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias após a infecção (d.p.i.) e 

os níveis de TNF produzidos foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit – BD 

Biosciences). 
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5.3.5.3 Cinética da produção de IL-6 

 

a. Cinética da produção de IL-6 em macrófagos intraperitoneais infectados com DENV 

3 genótipo I e genótipo III 

 

Ocorreu diferença na produção de IL-6 entre os macrófagos infectados com os dois vírus, 

sendo que macrófagos infectados com genótipo I, com m.o.i. 1, produziram mais IL-6 que 

macrófagos infectados com o genótipo III (Figura 25 A). Não ocorreu a produção de IL-6 no 1º 

d.p.i. de nenhum dos DENV. Já nos outros dias, DENV 3 genótipo I estimula a produção de 

IL-6, sendo que no 2º e 3º d.p.i. a produção foi semelhante, no 4º d.p.i. ocorreu um pequeno 

aumento e no 5º d.p.i, o aumento foi maior. Já no 10º d.p.i. houve um decréscimo na produção 

de IL-6, a qual voltou a aumentar no 16º d.p.i. (Figura 25 A). Quanto aos macrófagos infectados 

com o genótipo III, no 2°, 3°, 4°, 5º e 16º d.p.i. ocorreu produção de IL-6, mas esta produção 

foi menor em comparação aos macrófagos infectados com o genótipo I. 

 Quanto aos macrófagos infectados com m.o.i. 10 (Figura 25 B), não houve diferença na 

produção de IL-6 entre os genótipos no 2º d.p.i.. Também não houve diferença na produção 

desta citocina entre o 2º e 10º d.p.i., nos macrófagos infectados com genótipo I. Já os 

macrófagos infectados com genótipo III, no 10º d.p.i., produziram mais IL-6 em comparação 

ao 2º d.p.i.. E ainda, macrófagos infectados com o genótipo III, no 10º d.p.i., produziram mais 

IL-6 que macrófagos infectados com o genótipo I.  
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Figura 25: Níveis de IL-6 produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT após infecção por DENV 3 genótipo I e genótipo III. Macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57/BL6 WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” 

(n = 5) e 2 x 105   células foram acondicionadas por poço em placa de 96 poços. Foram utilizados grupos 

controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado 

com DENV 3 genótipo I (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 genótipo III (m.o.i. 1 e 10) e 

um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 

10 e 16 dias após a infecção (d.p.i.) e os níveis de IL-6 produzidos foram quantificados por CBA (Mouse 

Inflammation Kit – BD Biosciences). (A) Infecção com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3, 

4, 5, 10 e 16 d.p.i.. (B) Infecção com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i.. NI: não 

infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genótipo I; DENV 3 GIII: DENV 3 genótipo III. 
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b. Cinética da produção de IL-6 em macrófagos intraperitoneais infectados infectadas 

com ZIKV PE243 e SPH 

 

Os macrófagos infectados com ZIKV SPH só produziram IL-6 no 5º d.p.i., e em baixa 

quantidade quando comparado ao 5º d.p.i. dos macrófagos infectados com ZIKV PE243. 

Enquanto que os macrófagos infectados com ZIKV PE243 produziram IL-6 em praticamente 

todos os dias, com exceção do 2º d.p.i.. Nestes macrófagos, no 1º e 3º d.p.i. ocorreu a produção 

de IL-6, mesmo que em pouca quantidade, já no 4º d.p.i. ocorreu um aumento na produção com 

o pico de produção no 5º d.p.i.. E, no 10º d.p.i. ocorreu uma queda brusca, com um aumento na 

produção de IL-6 no 16º d.p.i. (Figura 26). 

 

Figura 26: Níveis de IL-6 produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT após infecção por ZIKV PE243 e SPH. Macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n = 5) e 2 x 105   células 

foram acondicionadas por poço de placa de 96 poços. Foram utilizados dois grupos controle não 

infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado com ZIKV 

PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo estimulado 

com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias após a infecção (d.p.i.) e 

os níveis de IL-6 produzidos foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit – BD 

Biosciences). 
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5.3.5.4 Cinética da produção de IL-10 

 

a. Cinética da produção de IL-10 em macrófagos intraperitoneais infectados com DENV 

3 genótipo I e genótipo III 

 

Os macrófagos infectados com DENV 3 genótipo I e genótipo III não produziram IL-10 

em nenhum dos dias pesquisados e com nenhuma m.o.i. utilizada (Figura 27) 

 

 
Figura 27: Níveis de IL-10 produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT após infecção por DENV 3 genótipo I e genótipo III. Macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57/BL6 WT foram coletados após estímulo com Tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” 

(n = 5) e 2 x 105   células foram acondicionadas por poço de placa de 96 poços. Foram utilizados grupos 

controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado 

com DENV 3 genótipo I (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 genótipo III (m.o.i. 1 e 10) e 

um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 

10 e 16 dias após a infecção (d.p.i,) e os níveis de IL-10 produzido foram quantificados por CBA (Mouse 

Inflammation Kit – BD Biosciences). (A) Infecção com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 1, 2, 3, 

4, 5, 10 e 16 d.p.i.. (B) Infecção com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 d.p.i. e 10. NI: não 

infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genótipo I; DENV 3 GIII: DENV 3 genótipo III.  
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b. Cinética da produção de IL-10 em macrófagos intraperitoneais infectados com ZIKV 

PE243 e SPH 

 

Os macrófagos intraperitoneais infectados com ZIKV PE243 e ZIKV SPH não produziram 

IL-10 nos dias pesquisados e com a m.o.i. utilizada (m.o.i. 1) (Figura 28). 

 

 

Figura 28: Níveis de IL-10 produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT após infecção por ZIKV PE243 e SPH. Macrófagos intraperitoneais de camundongos C57/BL6 

WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n = 5) e 2 x 105   células 

foram acondicionadas por poço de placa de 96 poços. Foram utilizados dois grupos controle não 

infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado com ZIKV 

PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado com ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo estimulado 

com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 dias após a infecção (d.p.i.) e 

os níveis de IL-10 produzido foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit – BD 

Biosciences). 

 

 

  

 

 

 

 

 

1 2 3 4 5 10 16 1 2 3 4 5 10 16 1 2 3 4 5 10 16 1 2 3 4 5 10 16 1 2 3 4 5 10 16
0

20

40

60

80

NI sem IFN  ZIKV PE243 ZIKV SPH E. coliNI com IFN 

IL
-1

0

p
g

/m
L



109 
 

 
 

5.3.5.5 Cinética da produção de MCP-1 

 

a. Cinética da produção de MCP-1 em macrófagos intraperitoneais infectados com 

DENV 3 genótipo I e genótipo III 

 

Os dois vírus estimularam a produção de MCP-1 nos macrófagos infectados com m.o.i. 1 

(Figura 29 A), sendo que do 1º ao 5º d.p.i. a produção foi semelhante. E, no 10º e 16º d.p.i. esta 

produção aumentou, em comparação aos outros dias após a infecção para os dois vírus. Porém, 

nestes dias, os macrófagos infectados com genótipo I produziram mais MCP-1 em relação aos 

macrófagos infectados com genótipo III. 

Já os macrófagos infectados com m.o.i. 10 (Figura 29 B) produziram MCP-1 de modo 

semelhante, quando infectados com ambos os genótipos, nos dois dias pesquisados. E ainda, 

ocorreu diferença na produção de MCP-1 entre os dias após a infecção, sendo que no 10º d.p.i. 

a produção desta citocina foi maior em comparação ao 2º d.p.i.. Os macrófagos infectados com 

m.o.i. 10 também produziram mais MCP-1 em comparação aos macrófagos infectados com 

m.o.i. 1, o que ocorreu para os dois genótipos. 
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Figura 29: Níveis de MCP-1 produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos 

C57/BL6 WT após infecção por DENV 3 genótipo I e genótipo III. Macrófagos intraperitoneais de 

camundongos C57/BL6 WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” 

(n = 5) e 2 x 105   células foram acondicionadas por poço de placa de 96 poços. Foram utilizados grupos 

controle não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado 

com DENV 3 genótipo I (m.o.i. 1 e 10), um grupo infectado com DENV 3 genótipo III (m.o.i. 1 e 10) e 

um grupo controle positivo estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5, 

10 e 16 dias após a infecção (d.p.i.) e os níveis de MCP-1 produzido foram quantificados por CBA 

(Mouse Inflammation Kit – BD Biosciences). (A) Infecção com m.o.i. 1 e coleta dos sobrenadantes com 

1, 2, 3, 4, 5, 10 e 16 d.p.i.. (B) Infecção com m.o.i. 10 e coleta dos sobrenadantes com 2 e 10 d.p.i.. NI: 

não infectado; DENV 3 GI: DENV 3 genótipo I; DENV 3 GIII: DENV 3 genótipo III. 
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b. Cinética da produção de MCP-1 em macrófagos intraperitoneais infectados com 

ZIKV PE243 e SPH 

 

Os macrófagos infectados com ZIKV PE243 produziram mais MCP-1 em relação aos 

macrófagos infectados com ZIKV SPH. E ainda, nestes macrófagos infectados com ZIKV 

PE243, esta produção aumentou do 1º ao 16º d.p.i., tendo um pico de produção no 16º d.p.i.. 

Os macrófagos infectados com ZIKV SPH também produziram MCP-1, mas em quantidade 

inferior aos macrófagos infectados com ZIKV PE243, sendo que a produção aumentou 

discretamente do 1° ao 16º d.p.i. (Figura 30). 
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Figura 30: Níveis de MCP-1 produzido por macrófagos intraperitoneais de camundongos 

C57/BL6 WT após infecção por ZIKV PE243 e SPH. Macrófagos intraperitoneais de camundongos 

C57/BL6 WT foram coletados após estímulo com tioglicolato a 3%. Foi feito um “pool” (n = 5) e 2 x 

105   células foram acondicionadas por poço de placa de 96 poços. Foram utilizados dois grupos controle 

não infectados (NI), um sem IFNγ e outro com estímulo de IFNγ (10 U/μL), um grupo infectado com 

ZIKV PE243 (m.o.i. 1), um grupo infectado ZIKV SPH (m.o.i. 1) e um grupo controle positivo 

estimulado com E. coli. Os sobrenadantes foram coletados com 1, 2, 3, 4, 5,10 e 16 dias após a infecção 

(d.p.i.) e os níveis de MCP - 1 produzido foram quantificados por CBA (Mouse Inflammation Kit – BD 

Biosciences). 
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5.3.6 Titulação viral dos sobrenadantes de células infectadas com DENV 3 genótipo 

I, DENV 3 genótipo III, ZIKV PE243 e ZIKV SPH 

 

Os sobrenadantes das células KG-1 e dos macrófagos intraperitoneais foram diluídos 

seriadamente (10-1 a 10-7) e foi feita a titulação em células BHK-21, para determinar a 

quantidade de vírus ao longo dos dias após a infecção.  

Foram acrescentadas as diluições 10-3 a 10-7 nas células BHK-21, dos sobrenadantes de 

células KG-1 diluídos. Quanto aos sobrenadantes de macrófagos intraperitoneais, foram 

acrescentadas às células BHK-1 as diluições 10-3 a 10-7, dos sobrenadantes do 1º e 2º d.p.i.. 

Enquanto que os sobrenadantes do 3º e 5º d.p.i., foram acrescentados nas diluições 10-2 a 

10-6. E, foram acrescentadas as diluições 10-1 a 10-5  dos sobrenadantes coletados no 7° e 10° 

d.p.i.. Como controle foi utilizado um poço com células não infectadas em cada placa. Após 

adsorção de 1h., foi adicionado meio DMEM contendo 1% de carboximetil celulose (CMC) e 

2% de SFB, as placas foram incubadas a 37ºC em estufa com 5% de CO2, por 10 dias, para os 

sobrenadantes das células KG-1 infectadas com m.o.i, 1, e, por 7 dias, para os sobrenadantes 

das células KG-1 infectadas com m.o.i. 10 e para os sobrenadantes dos macrófagos 

intraperitoneais. As células foram fixadas em solução de formaldeído a 3,7% e coradas com 

solução de cristal violeta a 1%. O título viral foi determinado pela contagem do número de 

placas de lise (p.f.u./mL), e o resultado foi apresentado em ordem de grandeza (Tabela 10 e 11). 

 

5.3.6.1 Titulação viral dos sobrenadantes de células KG-1 e macrófagos 

intraperitoneais de camundongos C57BL/6 infectados com DENV 3 

genótipo I e genótipo III 

 

Nos sobrenadantes de células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo I, foi detectado vírus 

em quase todos os d.p.i., com exceção do 5º d.p.i. e do 10º d.p.i. das células infectadas com 

m.o.i. 10. Nas células infectadas com m.o.i. 1, no 1° d.p.i. foi determinado o título na ordem de 

grandeza de 105 p.f.u./mL. Já no 3º d.p.i. o título viral diminuiu para 103 p.f.u./mL. No 5º não 

foi detectado vírus. E, no 10° d.p.i., o título encontrado foi de 103 p.f.u./mL. Enquanto que nas 

células infectadas com m.o.i. 10 foram visualizadas placas de lise somente no 2º d.p.i., e o título 

viral encontrado foi 104 p.f.u./mL. 
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Nos sobrenadantes de células KG-1 infectadas com DENV 3 genótipo III, não foram 

visualizadas placas de lise em nenhuma das diluições utilizadas, portanto não foi detectado 

vírus em nenhum d.p.i., com nenhuma m.o.i. utilizada. 

Nos sobrenadantes de macrófagos intraperitoneais infectados com m.o.i. 1 foi detectado 

vírus somente no 1º d.p.i., com o título na ordem de grandeza de 104 p.f.u./mL para o genótipo 

I e de 103 p.f.u./mL para o genótipo III. E, nos macrófagos infectados com m.o.i. 10 do genótipo 

I, só foi detectado vírus no 2º d.p.i., com título de foi 104 p.f.u./mL. Não foram visualizadas 

placas de lise, portanto não foi detectado vírus, em nenhum d.p.i. nos macrófagos infectados 

com m.o.i. 10 do genótipo III. 

 

 

Tabela 10: Título viral dos sobrenadantes de células KG-1 e macrófagos intraperitoneais 

infectados com DENV 3 genótipo I e genótipo III. O título viral foi determinado pela contagem 

do número de placas de lise (p.f.u./mL), e o resultado foi apresentado em ordem de grandeza. 

ND: não detectado. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  KG-1   Macrófago peritoneal 

DENV 3      

genótipo I 

DENV 3       

genótipo III 
  

DENV 3    

genótipo I 

DENV 3  

genótipo III 

m.o.i. 1   

  

    

1º d.p.i. 105 ND 104 103 

3º d.p.i. 103 ND ND ND 

5º d.p.i. ND ND ND ND 

7º d.p.i. - - ND ND 

10º d.p.i. 103 ND ND ND 

   
  

m.o.i. 10 
    

2º d.p.i. 104 ND  104 ND 

10° d.p.i. ND ND ND ND 
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5.3.6.2 Titulação viral dos sobrenadantes de células KG-1 e macrófagos 

intraperitoneais de camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 

e SPH 

 

Nos sobrenadantes de células KG-1 infectadas com ZIKV PE243, foi detectado vírus 

no 1º, 3° e 5° d.p.i., com os títulos 105, 104 e 103 (p.f.u./mL), respectivamente. Só não foram 

encontradas placas de lise no 10º d.p.i. Nos sobrenadantes das células KG-1 infectadas com 

ZIKV SPH, foi detectado vírus no 1º e 5º d.p.i., com os títulos 104 e 103 (p.f.u./mL), 

respectivamente. Não foi detectado vírus no 3º e 10º d.p.i..  

Nos sobrenadantes de macrófagos intraperitoneais, foi detectado o ZIKV PE243 

somente no 1º d.p.i., com um título na ordem de grandeza de 104 p.f.u./mL. E, nos macrófagos 

infectados por ZIKV SPH foi detectado vírus no 1º e 2º d.p.i., com os títulos de foi 103 e 102 

p.f.u./mL, respectivamente.  

 

 

Tabela 11: Título viral dos sobrenadantes de células KG-1 e macrófagos intraperitoneais 

infectados com ZIKV PE243 e SPH. O título viral foi determinado pela contagem do número 

de placas de lise (p.f.u./mL), e o resultado foi apresentado em ordem de grandeza. ND: não 

detectado. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  KG-1 

 

Macrófago peritoneal 

ZIKV 

PE243 

ZIKV 

SPH 

ZIKV 

PE243 

ZIKV 

          SPH 

m.o.i. 1      

1º d.p.i. 105 104  104 103 

3º d.p.i. 104 ND  ND 102 

5º d.p.i. 103 103  ND ND 

7º d.p.i. - -  ND ND 

10º d.p.i. ND ND  ND ND 



115 
 

 
 

6 DISCUSSÃO 

 

Quando o mosquito do gênero Aedes infectado pelo DENV, se alimenta do sangue de 

uma pessoa, o vírus é inoculado na derme e epiderme, e alguns vírus podem ser inoculados 

direto na corrente sanguínea. Na pele, o DENV infecta as células de Langerhans, as células 

dendríticas e macrófagos, as quais migram para os linfonodos, desencadeando a recrutamento 

de monócitos e macrófagos, que por sua vez também se tornam alvos do vírus e são infectados. 

Desta maneira, o número e a variedade de células infectadas aumenta e a infecção pode se tornar 

disseminada através do sistema linfático, com a infecção de células da linhagem mononuclear, 

incluindo monócitos, células dendríticas mielóides e macrófagos do fígado e baço (GUZMAN 

et al., 2016; JOHNSTON; HALLIDAY; KING, 2000; MAROVICH et al., 2001).  

As células utilizadas no nosso estudo são monócitos, como a THP-1, e macrófagos, 

como a KG-1 e os macrófagos intraperitoneais de camundongo, logo, o DENV teoricamente 

seria capaz de infectá-las e de se multiplicar nas mesmas. Para confirmar isto, e verificar por 

quanto tempo o vírus permanece viável nas células, foi feita a titulação em células BHK-21 dos 

sobrenadantes das células KG-1 e dos macrófagos intraperitoneais infectados por DENV. A 

capacidade do vírus de infectar macrófagos foi confirmada para o DENV 3 genótipo I nas 

células KG-1 nos dias 1, 3 e 10 após a infecção, nas células infectadas com m.o.i. 1, e no 2° 

d.p.i. nas células infectadas com m.o.i. 10. Mesmo que o título viral tenha diminuído ao longo 

dos dias após a infecção, como são parasitas intracelulares obrigatórios, o fato de ter encontrado 

o vírus até no 10º d.p.i. comprova sua capacidade de infecção e multiplicação nas células KG-

1. DENV 3 genótipo I não teve a mesma capacidade de infecção nos macrófagos 

intraperitoneais de camundongos, sendo detectado somente no 1º d.p.i.. Isto pode ter ocorrido 

porque os macrófagos intraperitoneais foram capazes de produzir uma resposta imune eficaz, 

controlando assim a infecção. Já o DENV 3 genótipo III não foi detectado em nenhum d.p.i. 

nas células KG-1, mesmo quando infectadas com m.o.i. 10. O genótipo III também só foi 

detectado nos macrófagos intraperitoneais no 1º d.p.i. e, ainda assim, com o título inferior ao 

título do genótipo I. Resultados anteriores do nosso grupo, mostraram que camundongos 

C57BL/6 infectados por via intracraniana com 4 x 103 p.f.u. de DENV 3 genótipo I 

apresentaram taxa de mortalidade de 100%, enquanto que camundongos infectados com 4 x 103 

p.f.u. de DENV 3 genótipo III sobrevivem 100% (DE SOUZA et al., 2013). Sendo assim, pode-

se dizer que o genótipo I possui maior capacidade de infecção, tanto in vivo como in vitro, em 

comparação com o genótipo III. 
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O NO é um importante sinal parácrino e autócrino, utilizado por diferentes tipos 

celulares e produzido por uma variedade de células, por exemplo, macrófagos, células 

endoteliais vasculares e células de Kupffer. O NO possui várias funções, como a dilatação de 

vasos sanguíneos, agregação de plaquetas, combater infecções e tumores, mediar a inflamação 

e a atividade citotóxica de macrófagos. Na quantidade correta, o NO possui ação protetora e 

regulatória nas células, porém, em altas concentrações, ele tem efeito tóxico. Durante uma 

infecção viral, o NO possui vários efeitos, podendo afetar o vírus, inibindo a replicação viral 

ou causando uma mutação no vírus, ou ele pode afetar o hospedeiro, causando danos celulares 

e patologia. A indução do NO durante a infecção pode ocorrer diretamente pela replicação viral, 

ou ele pode ser induzido por citocinas, principalmente pelo IFNγ (CHATURVEDI; NAGAR, 

2009). Chen e Wang (2002) mostraram que após a infecção por DENV, macrófagos/monócitos 

humanos do sangue periférico diferenciados secretaram várias citocinas e quimiocinas inatas, 

como TNFα, IFNα, IL-1β, IL-8, MIP-1α, mas não ocorreu a produção de IL-6, IL-15 ou NO 

(CHATURVEDI; NAGAR, 2009; CHEN; WANG, 2002).  

As células THP-1, que são monócitos humanos, não produziram NO em nenhum dos 

dias após a infecção, com nenhuma m.o.i. utilizada (m.o.i. 1 e 10), quando infectadas com os 

dois genótipos de DENV. Já as células KG-1, produziram NO somente quando infectadas com 

m.o.i. 10 dos dois genótipos, e no 10º d.p.i., mas em uma quantidade muito baixa. Não foi 

detectada a produção de NO em nenhum d.p.i. na infecção com m.o.i. 1, o que também ocorreu 

para os dois vírus. As células THP-1 e KG-1 foram capazes de produzir NO quando infectadas 

com E.coli, comprovando que a técnica utilizada para medir NO foi efetiva. Já os macrófagos 

peritoneais de camundongos foram capazes de produzir NO após a infecção pelos dois 

genótipos, e essa produção foi maior quando foi feita infecção com m.o.i. 10. Esta produção de 

NO in vitro por macrófagos intraperitoneais pode ter sido importante no controle da infecção, 

já que, como já mencionado, foi detectado DENV somente no 1º d.p.i. nos sobrenadantes destes 

macrófagos, enquanto que a ausência na produção de NO nas células KG-1 pode ter contribuído 

para uma resposta imune não efetiva, permitindo que o vírus se multiplicasse nestas células. 

Estes dados corroboram com a literatura, a qual afirma que macrófagos ativados por IFNγ têm 

papel importante na resolução da infecção viral, em parte pela produção de NO, que 

recentemente tem sido mostrado inibindo a multiplicação de DENV in vitro (CHATURVEDI; 

NAGAR, 2009; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; TAKHAMPUNYA; PADMANABHAN; 

UBOL, 2006). Porém, uma superprodução de NO pode levar ao dano nas células endoteliais e 

os anticorpos de reação cruzada contra células endoteliais induzem a danos celulares de uma 
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forma dependente de NO (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Uma resposta inflamatória não 

específica e reações imunológicas do hospedeiro moduladas por NO podem levar à febre 

hemorrágica da dengue (CHATURVEDI; NAGAR, 2009). Nosso grupo demonstrou que o NO 

pode ter um papel neuropatológico na infecção por DENV, já que camundongos nocautes para 

Nos2 (Nos2-/-), quando infectados por via intracraniana com 4 × 102 p.f.u. de DENV 3 genótipo 

I possuem taxa de sobrevivência de 100%, enquanto que os camundongos C57/BL6 selvagens 

possuem 100% de mortalidade. E ainda, foi demonstrado que o vírus não se multiplica no 

cérebro dos camundongos (Nos2-/-) (DE SOUZA et al., 2013). Portanto, o NO pode tanto 

auxiliar no controle da infecção como pode ser prejudicial para a resposta imune contra o vírus. 

Fato é que o NO tem um papel central na patogênese da dengue, agindo na inibição da 

replicação de DENV, o que resulta na doença mais branda, a febre da dengue, e, quando NO 

falha em inibir a replicação viral, resulta na doença grave, a febre hemorrágica da dengue 

(CHATURVEDI; NAGAR, 2009). 

 Diversos fatores têm sido associados à patogênese da dengue, como os fatores virais e 

epidemiológicos e a predisposição genética do hospedeiro. O aumento significativo dos níveis 

de mediadores inflamatórios solúveis, conhecido como a “tempestade de citocinas” (cytokine 

storm), está presente nas formas mais graves da doença. A produção exacerbada de vários 

mediadores inflamatórios pode promover a ativação plaquetária e endotelial, resultando em 

trombocitopenia, aumento da permeabilidade vascular, hipotensão e choque, como é observado 

nos casos graves. No entanto, algumas citocinas, como os IFNs, possuem papel protetor 

importante durante a infecção por DENV (FIALHO et al., 2017). A infecção viral nas células 

endoteliais não parece ser a principal causa do extravazamento plasmático, ao contrário, tem 

sido proposto que a produção de vários fatores solúveis pelas células T, monócitos, macrófagos 

e mastócitos, estão relacionados com o aumento da permeabilidade vascular nas células 

endoteliais primárias. Estes fatores incluem TNFα, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, fator inibitório da 

migração de macrófagos, HMGB1 e MCP-1. A produção exacerbada de citocinas é observada 

em pacientes com febre hemorrágica da dengue e com síndrome do choque da dengue, mudando 

rapidamente ao longo do curso da doença. (GUZMAN; HARRIS, 2015). A imunopatogênese 

da dengue provavelmente envolve os efeitos das citocinas tanto nas células imunes infectadas 

como nas células imunes vizinhas, nos hepatócitos e nas células endoteliais (FAGUNDES et 

al., 2011).  

 Nosso trabalho demonstrou que as células KG-1 não produziram IFNγ, TNF, IL-6 e IL-

10 nos dias pesquisados e com as m.o.i. utilizadas (m.o.i. 1 e 10), quando infectadas com DENV 
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3 genótipo I e genótipo III. Enquanto que os macrófagos intraperitoneais de camundongos 

produziram IFNγ, TNF, IL-6, MCP-1 e não produziram IL-10, quando infectados com os dois 

genótipos.  

Existem vários estudos que demonstraram níveis elevados de IFNγ em pacientes 

infectados com DENV, mas o papel preciso do IFNγ na dengue é um pouco controverso 

(BOZZA et al., 2008; FAGUNDES et al., 2011). Há estudos que sugerem que os níveis de IFNγ 

podem estar relacionados com a doença em humanos (BOZZA et al., 2008), mas outros estudos 

mostraram que o aumento na produção de IFNγ está relacionado com altas taxas de 

sobrevivências em pacientes com febre hemorrágica da dengue (CHEN et al., 2006; 

FAGUNDES et al., 2011). Nossos resultados demonstraram que, in vitro, o IFNγ é importante 

para a resposta imune contra o DENV, já que os macrófagos intraperitoneais de camundongos, 

nos quais foi detectada a produção desta citocina, foram menos susceptíveis à infecção em 

comparação com as células KG-1, nas quais não foi detectada a produção de IFNγ. E ainda, 

ocorreu um aumento na produção de IFNγ no 10º d.p.i. nos macrófagos intraperitoneais 

infectados com m.o.i. 10 de DENV 3 genótipo I, o que está associado à ausência de detecção 

do vírus neste mesmo dia. 

O TNF é representado por duas proteínas homólogas primariamente derivadas de 

fagócitos mononucleares (TNFα) e de linfócitos (TNFβ). TNF induz atividade antitumoral, 

interage com células endoteliais para induzir moléculas de adesão, permitindo assim a saída de 

granulócitos para o local da inflamação, e ainda é um potente ativador de neutrófilos. O TNF 

pode também induzir o vazamento vascular e é o principal mediador endógeno de choque e 

sépse (BORISH; STEINKE, 2003). Na dengue, o TNFα, é a principal citocina implicada na 

patogênese da febre hemorrágica da dengue e síndrome do choque da dengue, atuando 

localmente na ativação de macrófagos, sendo que sua liberação sistêmica pode ser responsável 

pelo aumento da permeabilidade vascular observado na febre hemorrágica da dengue e na 

síndrome do choque da dengue (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006).  

A IL-6 estimula a diferenciação de linfócitos em células plasmáticas maduras, faz a 

mediação da ativação, crescimento e diferenciação de células T, estimula a produção de 

proteínas de fase aguda e também faz a mediação de vários efeitos antinflamatórios (BORISH; 

STEINKE, 2003). Nas infecções por DENV, níveis altos de IL-6 estão relacionados com as 

formas mais graves da dengue (CHEN et al., 2006; CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). 
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A MCP-1 é uma quimiocina da família C-C, sendo conhecida também como CCL2. Ela 

é produzida por uma variedade de tipos celulares, como células endoteliais, fibroblastos, células 

epiteliais, células da musculatura lisa, astrócitos, monócitos e células da micróglia, os quais são 

importantes na resposta imune antiviral na circulação periférica e nos tecidos. Ela pode ser 

produzida tanto constitutivamente quanto após indução por estresse oxidativo, citocinas ou 

fatores de crescimento. MCP-1 é um fator quimiotático potente de monócitos (DESHMANE et 

al., 2009). Na dengue, elevados níveis de MCP-1 foram encontrados em pacientes na fase febril 

com sinais de alarme (RATHAKRISHNAN et al., 2012).  

Os macrófagos intraperitoneais infectados com DENV produziram TNF, IL-6 e MCP-

1, sendo que o genótipo I estimulou mais a produção destas citocinas e da quimiocina MCP-1, 

em relação aos macrófagos intraperitoneais infectados com o genótipo III. IL-6 e TNF são 

encontradas em níveis elevados em pacientes com dengue grave, e MCP-1 é encontrada em 

pacientes com sinais de alarme, o que pode ser relacionado com a neurovirulência de DENV 3 

genótipo I, o qual foi isolado do soro de um paciente que faleceu devido à infecção grave por 

este vírus. 

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatória envolvida no circuito de feedback que regula 

negativamente a resposta inflamatória (CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006). Ela é produzida por 

vários tipos de células, incluindo linfócitos Th1 e Th2, células T citotóxicas, linfócitos B, 

mastócitos e células fagocitárias mononucleares. Esta citocina é responsável por inibir a 

produção de IFNγ e IL-2 pelos linfócitos Th1, de IL-4 e IL-5 pelos linfócitos Th2, de IL1-β, 

IL-6, IL-8, IL-12 e TNFα pelos fagócitos mononucleares e de IFNγ e TNFα pelas células NK 

(BORISH; STEINKE, 2003). IL-10 foi encontrada em níveis elevados em alguns estudos, mas 

não em todos, em pacientes com febre hemorrágica da dengue (CHEN et al., 2006, 2005; 

CLYDE; KYLE; HARRIS, 2006; GREEN et al., 1999; PÉREZ et al., 2004). No nosso trabalho, 

não foi detectada a produção de IL-10 nos macrófagos intraperitoneais de camundongos 

infectados com DENV, mas a produção de IL-10 foi estimulada pela infecção com E. coli, 

provando que nossa técnica de medida da IL-10 foi eficiente nestas células e que nenhum dos 

genótipos utilizados de DENV estimulam a produção desta citocina. 

O TLR2, é um receptor de reconhecimento padrão (PRR), que reconhece padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs). Ele é capaz de reconhecer inúmeros ligantes, 

como peptideoglicanos, lipoproteínas de bactérias, um fator solúvel de fenol de Staphylococcus 

epidermidis, o lipídio glicosilfosfatidilinositol (GPI) de Trypanosoma cruzi e zymosan, um 
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componente da parede celular de leveduras (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). A proteína 

NS1 é inicialmente expressa em associação com o retículo endoplasmático e durante o ciclo de 

replicação viral, esta proteína é modificada e se associa à membrana, sendo assim expressa na 

superfície das células infectadas. Um subconjunto da proteína NS1 adquire GPI da célula 

hospedeira, utilizando a via de ligação de GPI das células. Esta NS1 ancorada por GPI é então 

transportada para a membrana celular (GUZMAN et al., 2016; JACOBS et al., 2000). Como já 

foi dito, o TLR é capaz de reconhecer GPI e, portanto, reconheceria as células infectadas por 

DENV que expressam em sua membrana a forma da proteína NS1 ancorada por GPI. Nosso 

trabalho demonstrou que o TLR 2 reconhece os dois genótipos de DENV, sendo que o genótipo 

I causou maior ativação de TLR em comparação com o genótipo III. Já o TLR 4, que reconhece 

principalmente LPS, não foi capaz de reconhecer nenhum dos vírus. 

Quanto ao ZIKV, sabe-se que pode infectar vários tipos celulares de diferentes tecidos 

e espécies. Por exemplo, ele é capaz de infectar e se multiplicar nas células do intestino e das 

glândulas salivares de vários mosquitos do gênero Aedes (LI et al., 2012; SAIZ, 2016; WONG 

et al., 2013) e também in vitro nas células de mosquitos C6/36 (HAMEL et al., 2015). O ZIKV 

também é capaz de se multiplicar em várias células de mamíferos. Experimentos em 

camundongos demonstraram que o vírus multiplica principalmente nas células do cérebro, 

incluindo neurônios e astrócitos (HADDOW, 1965; SAIZ, 2016). In vitro, o ZIKV pode se 

multiplicar em culturas de linhagens de células de macaco, como LLC-MK2 e Vero, induzindo 

efeito citopático (HILARY J. WAY, 1976; SAIZ, 2016). E ainda, em um trabalho publicado 

recentemente, foi demonstrado que o ZIKV pode se multiplicar em células humanas da pele e 

em células dendríticas imaturas (HAMEL et al., 2015; SAIZ, 2016). Por sua capacidade de 

infecção e de multiplicação em diferentes tipos celulares e também, por ser um vírus 

relacionado ao DENV, era esperado que o ZIKV infectasse e se multiplicasse nas células com 

as quais trabalhamos, assim como o DENV. Esta capacidade de infecção e multiplicação foi 

confirmada nas células KG-1, pelos dois ZIKV utilizados. O ZIKV PE243 foi detectado no 1°, 

3° e 5° d.p.i., e o ZIKV SPH foi detectado no 1° e 5° d.p.i.. Mesmo que o título tenha diminuído 

ao longo dos dias após a infecção, como são parasitas intracelulares obrigatórios, a detecção do 

vírus até o 5º d.p.i. demonstrou que ele foi capaz de infectar e se multiplicar nas células KG-1. 

Esta capacidade de infecção e multiplicação foi diferente nos macrófagos intraperitoneais de 

camundongos. Nestes, o ZIKV PE243 foi detectado somente no 1º d.p.i. e o ZIKV SPH foi 

detectado somente no 1º e 3º d.p.i., ambos com um título mais baixo em comparação com os 

mesmos dias após a infecção das células KG-1. A hipótese apresentada para a infecção por 
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DENV, na qual os macrófagos intraperitoneais de camundongos foram capazes de produzir 

uma resposta imune eficaz contra o vírus, controlando a infecção, também pode ser utilizada 

para explicar o resultado encontrado na infecção por ZIKV.  

Quanto à produção de NO, as células THP-1 e KG-1 não produziram NO após a infecção 

pelos dois vírus, em nenhum dos dias pesquisados e com a m.o.i. utilizada (m.o.i. 1), mas estas 

células produziram NO quando infectadas com E. coli, provando que a técnica utilizada para 

detecção de NO funcionou e que realmente o ZIKV não estimulou a produção de NO. Já os 

macrófagos intraperitoneais de camundongos produziram altos níveis de NO após a infecção 

pelo ZIKV PE243. Não foi detectada a produção de NO nas células infectadas pelo ZIKV SPH. 

Não foram encontrados dados na literatura que relacionam a produção de NO durante a infecção 

por ZIKV. Nossos resultados demonstraram que foi detectado ZIKV PE243 e SPH até o 5° 

d.p.i. nas células KG-1, nas quais não foi detectado a produção de NO, e ZIKV SPH até o 2º 

d.p.i. nos macrófagos intraperitoneais, nos quais o ZIKV SPH não estimulou a produção de NO. 

Assim, pode-se dizer que o NO é importante para o controle da infecção por ZIKV. O ZIKV 

PE243 estimulou a produção de NO nos macrófagos intraperitoneais de camundongos e foi 

detectado somente no 1º d.p.i., assim, pode-se inferir que o óxido nítrico produzido pelos 

macrófagos intraperitoneais de camundongos auxiliou no controle da infecção por ZIKV 

PE243. 

 Em um estudo recente, foram analisadas as citocinas e quimiocinas presentes no soro 

de pacientes infectados com ZIKV em fase aguda e em fase de recuperação. As citocinas IL-6 

e IL-10 foram encontradas em concentrações elevadas tanto na fase aguda como na fase de 

recuperação em comparação com pacientes saudáveis. Os níveis de IFNγ mostraram uma 

tendência crescente na fase aguda e de recuperação, enquanto que as concentrações de TNFα 

mostraram um aumento médio durante a fase aguda. Não foi detectada nenhuma alteração na 

produção de MCP-1 durante a fase aguda ou de recuperação (TAPPE et al., 2016). Em outro 

estudo, foi demonstrado que animais nocautes para receptores de interferon α/β (Ifnar1-/-) e 

triplo nocautes para fatores de transcrição envolvidos na indução de IFN (Irf3-/-/Irf5-/-/Irf7-/-) 

desenvolvem doença neurológica e não resistem à infecção por ZIKV (LAZEAR et al., 2016; 

XIE; SHAN; SHI, 2016). Outro estudo feito com fibroblastos humanos demonstrou que o ZIKV 

é altamente sensível à atividade antiviral dos IFNα, β e γ (HAMEL et al., 2015). No nosso 

trabalho, só foi detectada produção da citocina IL-6 nas células KG-1 infectadas com ZIKV 

SPH, mas não foi detectada nas células infectadas com ZIKV PE243. IFNγ, TNF e IL-10 não 

foram detectados nas infecções tanto pelo ZIKV PE243 quanto para ZIKV SPH. Já nos 
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macrófagos peritoneais de camundongos, não foi detectada a produção de IFNγ. Quanto ao 

TNF, ocorreu maior produção desta citocina nos macrófagos intraperitoneais infectados por 

ZIKV PE243 em comparação com os macrófagos infectados com ZIKV SPH. Já a citocina IL-

6 foi produzida somente em alguns dias após a infecção nos macrófagos infectados por ZIKV 

PE243, e, somente no 5º dia e em baixas quantidades, nos macrófagos infectados com ZIKV 

SPH. Também foi maior a produção da quimiocina MCP-1 nos macrófagos intraperitoneais 

infectados com ZIKV PE243 em comparação com os macrófagos infectados com ZIKV SPH. 

Como ocorreu a produção de TNF e IL-6 nos macrófagos intraperitoneais infectados com as 

duas amostras de ZIKV, e não foi detectada a produção destas citocinas nas células KG-1 

infectadas com as mesmas amostras, com exceção de IL-6, a qual foi produzida na infecção por 

ZIKV SPH, pode-se dizer que estas citocinas foram importantes no combate à infecção por 

ZIKV, já que as células KG-1 apresentaram maior susceptibilidade à multiplicação dos dois 

vírus. Não foi detectada a produção de IL-10 nos macrófagos infectados com nenhumas das 

amostras de ZIKV utilizadas.  

Somente ZIKV PE243 foi capaz de ativar TLR2 enquanto que o ZIKV SPH não ativou 

TLR2 mesmo quando as células foram infectadas com m.o.i. 10. No caso do DENV, como já 

foi falado, sabe-se que a proteína NS1 pode ser apresentada em uma forma ancorada por uma 

GPI na membrana celular, e o GPI é um ligante de TLR2. Não foi encontrado nenhum dado na 

literatura que comprove que a proteína NS1 de ZIKV pode estar relacionada com glicolipídeo 

GPI. Nenhum ZIKV ativou TLR4. 

É importante notar que, durante este trabalho, as duas amostras utilizadas de ZIKV 

apresentaram significativas diferenças na resposta imune. E ainda, em um sequenciamento 

realizado por outro grupo de pesquisa do Centro de Pesquisas René Rachou, foi comprovado 

que existe diferença de três aminoácidos nas sequências do genoma viral. Portanto, pode-se 

concluir que são isolados bastante distintos e produzem uma resposta imune completamente 

diferente, o que é um dado preocupante, já que a reatividade cruzada de anticorpos (ADE) é um 

fenômeno característico de muitos flavivírus, como o DENV, e está associado com a forma 

mais grave da doença. Inclusive, dados da literatura demonstram que é provável que ocorra a 

reatividade cruzada de anticorpos entre ZIKV e outras espécies de flavivírus, incluindo DENV 

(PAUL et al., 2016; STETTLER et al., 2016). Se este fenômeno é comum entre ZIKV e outros 

flavivírus, pode ser ainda mais comum entre os próprios ZIKVs.  
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Estas análises são importantes, pois pudemos observar que as diferentes amostras de 

ZIKV podem infectar de modo diferente células distintas e provocar respostas imunes também 

diferentes nestas células. Estes dados podem indicar que há amostras diferentes de ZIKV, que 

podem ter virulências distintas e assim, provocar infecções de diferente gravidade. 
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7 CONCLUSÃO 

 

A partir dos resultados deste trabalho, é possível concluir que as células KG-1, que são 

macrófagos humanos, foram mais susceptíveis à infecção e multiplicação de DENV 3 genótipo 

I em comparação com os macrófagos intraperitoneais de camundongos. E ainda, DENV 3 

genótipo I demonstrou maior capacidade de infecção em comparação com o genótipo III nas 

células KG-1. A baixa multiplicação viral nos macrófagos intraperitoneais de camundongo 

permite sugerir que estes foram capazes de produzir uma resposta imune inata eficaz contra a 

infecção por DENV. 

No nosso modelo de estudo, foi demonstrado que o NO e o IFNγ são importantes no 

controle da infecção por DENV 3 e que a produção elevada das citocinas TNF e IL-6 e da 

quimiocina MCP-1 está relacionada com a infecção pelo genótipo de DENV 3 neurovirulento 

(genótipo I). Também foi demonstrado que DENV 3 ativa TLR2, e que esta ativação também 

é maior no genótipo neurovirulento. Portanto, de maneira geral, a resposta imune desencadeada 

pelo genótipo neurovirulento é diferente em comparação com o genótipo não neurovirulento. 

Quanto aos resultados referentes a ZIKV, foi demonstrado que as células KG-1 são mais 

susceptíveis à infecção e multiplicação de ZIKV em comparação com os macrófagos 

intraperitoneais de camundongos. Os macrófagos intraperitoneais infectados com ZIKV, como 

os macrófagos infectados por DENV, também tiveram baixa taxa de multiplicação viral, sendo 

assim possível sugerir que isto ocorreu devido à capacidade de produzirem uma resposta imune 

eficaz contra a infecção por ZIKV. 

E ainda, a partir dos resultados apresentados, podemos concluir que as duas amostras de 

ZIKV utilizadas desencadeiam respostas imunes diferentes, sendo que a amostra ZIKV PE243 

desencadeou uma resposta imune mais forte, com produção de NO, maior produção das 

citocinas e ativação de TLR2. Enquanto que a resposta imune desencadeada por ZIKV SPH foi 

mais branda, sem produção de NO, com menor produção de citocinas e sem a ativação de TLR2.  
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