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AZEVEDO, Elisa de Almeida Neves. Atividade pró-inflamatória e perfil da expressão 
gênica da via MAPK em monócitos frente à infecção por ZIKV. 2019. Tese (Doutorado 
em Biociências e Biotecnologia em Saúde) – Instituto Aggeu Magalhães, Fundação 
Oswaldo Cruz, Recife, 2019. 
 

RESUMO 

 

O vírus Zika (ZIKV) demonstrou, nos últimos anos, um relevante potencial de iniciar 
epidemias. Devido à grande quantidade de casos de ZIKV confirmados em vários 
países em todo mundo e a sua relação com distúrbios neurológicos, ficou evidente a 
importância de se estudar os mecanismos envolvidos na infecção viral. Entretanto, as 
vias de sinalização envolvidas na resposta imune contra o ZIKV ainda não estão bem 
elucidadas. O presente estudo avaliou a ativação das vias de sinalização JAK/STAT 
e MAPK em células monocíticas (THP-1) infectadas com ZIKV. Foi demonstrado que 
células THP-1 são suscetíveis a infecção do ZIKV e apresentam um perfil de morte 
celular intensa após 48 horas de infecção. Uma vez infectadas pelo ZIKV, a expressão 
gênica de PI3K, Akt e NF-κB é aumentada,  a fosforilação de p38MAPK, ERK1/2, 
STAT1, STAT3, STAT5 e STAT¨6 é induzida e a produção de IL-6, IL-8, CXCL9, 
CCL2, CCL5 e CXCL10 é ativada, havendo uma modulação imunológica de acordo 
com o tempo pós infecção. Além disso, a inibição de p38MAPK induziu a diminuição 
dos níveis de IL-8 e CXCL10, sugerindo que a regulação dessas citocinas dependem, 
parcialmente, da via de sinalização MAPK. Mais estudos são necessários para 
caracterizar as vias de sinalização da imunidade inata frente a infecção do ZIKV. 
 
Palavras-chave: Vírus Zika. Imunidade inata. MAPK. 
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AZEVEDO, Elisa de Almeida Neves. Proinflammatory activity and profile of gene 
expression of the MAPK pathway in monocytes against ZIKV infection. 2019. Tese 
(Doutorado em Biociências e Biotecnologia em Saúde) – Instituto Aggeu Magalhães, 
Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2019. 
 

ABSTRACT 

 

Zika virus (ZIKV) has shown a relevant potential for initiating epidemics in recent years. 
Due to the large number of confirmed ZIKV cases in various countries around the world 
and their relationship to neurological disorders, the importance of studying the 
mechanisms involved in viral infection has become evident. However, the signaling 
pathways involved in the immune response against ZIKV are not yet well understood. 
The present study evaluated the activation of JAK / STAT and MAPK signaling 
pathways in ZIKV-infected monocytic cells (THP-1). THP-1 cells have been shown to 
be susceptible to ZIKV infection and to have an intense cell death profile 48 hours after 
infection. Once infected with ZIKV, PI3K, Akt and NF-κB gene expression increases, 
phosphorylation of p38MAPK, ERK1 / 2, STAT1, STAT3, STAT5 and STAT¨6 is 
induced, andIL-6 production is activated. IL-8, CXCL9, CCL2, CCL5 and CXCL10 with 
immunological modulation according to time after infection. In addition, inhibition of 
p38MAPK induced a decrease in IL-8 and CXCL10 levels, suggesting that the 
regulation of these cytokines partly depends on the MAPK signaling pathway. Further 
studies are needed to characterize innate immunity signaling pathways against ZIKV 
infection. 
 
Key word: Zika virus. Immunity innate. Mitogen Activated Protein Kinase.  
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1 INTRODUÇÃO  
 

O vírus Zika (ZIKV), recebe esse nome devido ao local onde foi isolado de 

primatas pela primeira vez, a Floresta Zika, em Uganda no ano de 1947. Alguns anos 

mais tarde, em 1952, houve relato de infecção pelo ZIKV em humanos, na África 

Oriental (DICK, 1952; SMITHBURN, 1954). Inicialmente acreditava-se que o vírus era 

responsável por infecções esporádicas e com manifestação clínica branda. Porém 

com os surtos que aconteceram na Micronésia (em 2007) e Polinésia Francesa (em 

2013-2014), apresentando relatos de complicações neurológicas, esse perfil da  

infecção mudou radicalmente (OEHLER et al., 2014). 

Assim como outros flavivírus, o ZIKV pertence a família Flaviviridae, 

socioeconomicamente falando, um grupo importante de patógenos associados a 

doenças infecciosas em todo o mundo, gerando uma alta taxa de morbidade e 

mortalidade populacional. Seu genoma é constituído de RNA  não segmentado, de 

cadeia simples e senso positivo (KUNO et al., 1998; MARANO et al., 2016). Codifica 

uma polipoproteína com mais de 3.000 aminoácidos, posteriormente clivada em três 

proteínas estruturais: o capsídeo (C), a precursora de membrana (prM) e o envelope 

(E), e sete proteínas não-estruturais, que são: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B 

e NS5 (LINDENBACH et al., 2013). 

De 2013 a 2017, 31 países e territórios notificaram casos de microcefalia e 

outras malformações do sistema nervoso centralassociadas à infecção pelo ZIKV, 

principalmente, na Américas Central e do Sul (EUROPEAN CENTER FOR DISEASE 

PREVENTION AND CONTROL, 2017). Em 2015, o Ministério da Saúde do Brasil 

(Secretaria de Vigilância – SVS/MS) começou a registrar um número cada vez maior 

de uma doença exantemática no Nordeste brasileiro. A partir de então, começou-se a 

averiguar a origem dos surtos e se os sinais relatados eram ocasionados por 

chikungunya, dengue ou rubéola. Os resultados concluíram que não se tratava de 

infecção por estes agentes patogênicos e, logo depois, o ZIKV foi isolado em Natal, 

capital do Rio Grande do Norte  (SLAVOV et al., 2016). 

No início de 2016, a Organização Mundial da Saúde (OMS) determinou estado 

de emergência de importância internacional no Brasil, devido ao alto número de casos 

de infecção e uma intensa relação entre as desordens neurológicas e anomalias 

congênitas que aumentaram recentemente no país. Pernambuco e Paraíba foram os 

estados brasileiros com maior número de casos relatados (BRITO, 2015). 
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A transmissão do ZIKV ocorre pelos mosquitos do gênero Aedes, 

principalmente, pelo Aedes. Aegypti. A fêmea do Aedes ao realizar hematofagia, 

introduz o vírus na pele humana, seguida pela infecção de células sanguíneas 

permissivas, como por exemplo monócitos (BRIANT et al., 2014). Alguns estudos 

também indicam que o ZIKV pode ser transmitido verticalmente e sexualmente 

(ATKINSON et al., 2016; BESNARD et al., 2014).  

Os sintomas da infecção pelo ZIKV são semelhantes aos observados em 

infecções pelo vírus dengue (DENV) e pelo vírus Chikungunya (CHKV), porém febre 

baixa, erupções cutâneas com duração entre 4 e 7 dias, dor de cabeça e prurido estão 

associadas a infecção pelo ZIKV (LANCIOTTI et al., 2008). Devido a sintomatologia 

semelhante a de outras arboviroses, o exame clínico apenas, não garante o seu 

diagnóstico. Porém o diagnóstico diferencial não se restringe apenas aos arbovírus, 

devendo ser incluisos  rubéola, leptospirose, malária, parvovírus, rickettsioses e outros 

patógenos causadores de artrite (BACHILLER-LUQUE et al., 2016). 

O teste diagnóstico definitivo para infecção pelo ZIKV é baseado na detecção 

do RNA viral nos fluídos corpóreos por RT-PCR, seguida por sequenciamento ou 

através do isolamento viral (BACHILLER-LUQUE et al., 2016). Testes sorológicos 

para pesquisas de anticorpos também podem ser utilizados, no entanto, após a fase 

aguda, estes são comprometidos pela reatividade cruzada com anticorpos para outros 

flavivírus, podendo ocorrer resultados falsos positivos com infecção passada pelo 

DENV ou vírus da Febre Amarela (YFV, do inglês, Yellow Fever Virus) (BARSARAB 

et al., 2016). 

Quanto aos aspectos imunológicos envolvidos na infecção do ZIKV ainda 

existem muitas lacunas a serem preenchidas. Alguns estudos vêm demonstrando que 

na ativação da resposta imune inata no contexto da infecção pelo ZIKV, seja por 

ativação de células como monócitos, seja pela indução de citocinas e quimiocinas 

(FOO et al., 2017). 

A fase aguda da infecção pelo ZIKV é associada a perfis de resposta 

imunológica do tipo Th1, Th2, Th17 e Th9 e que as citocinas mais presentes nessa 

resposta, são as interleucinas (IL) IL-6, IL-8, IL-10 e IL-13 (TAPPE et al.,20196; 

ORNELAS et al., 2016). A principal via de resposta imunológica ativada na infecção 

do ZIKV  é a via do interferon-I(IFN-I). Essa ativação é decorrente da presença do 

material genético viral detectado pelos Receptores semelhantes a Toll (Toll Like 
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Receptors, TLR). A cascata de sinais subsequentes ativa o fator nuclear kappa B(NF-

κB) e o fator regulatório de IFN 3 (IRF3) que resultará na produção de IFN-I, induzindo 

um estado antiviral (LESTER; LI, 2013KUMAR et al., 2016; LERAT et al., 2017;). No 

entanto, o ZIKV tem apresentado mecanismos de evasão e inibição das respostas 

antivirais, devido a interações dos receptores da via do IFN-I e algumas de suas 

proteínas não estruturais (NS1 e NS5). 

Pouco se sabe acerca da biologia do ZIKV, principalmente no que diz respeito 

a maneira de como o vírus utiliza dos mecanismos celulares para produção da 

progênie viral e estabelecimento de um processo infeccioso. Como também vias 

imunológicas envolvidas na resposta à infecção e evasão viral. Por isso, são 

necessários estudos que permitam a melhor compreensão sobre a interação vírus-

hospedeiro, vias de sinalização celular e formas de tratamento. Nesse sentido, o atual 

projeto visa estudar alguns dos mecanismos imunológicos utilizados pelo ZIKV e 

dessa maneira contribuir com a descoberta de novos alvos terapêuticos.  
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2 REFERENCIAL TEORICO 
 

O vírus Zika (ZIKV) foi isolado pela primeira vez em 1947, de um macaco 

sentinela, durante uma pesquisa de febre amarela, na Floresta Zika, em Uganda. 

Posteriormente, foi isolado em mosquitos Aedes africanus, em 1948. Depois de 

isolado em humanos em 1952, alguns casos esporádicos de infecção pelo ZIKV foram 

relatados na África e depois no Sudeste da Ásia (DICK, 1952).  

 

2.1 Epidemiologia do Vírus Zika 
 

Durante 60 anos após o descobrimento do ZIKV foram notificados apenas 14 

casos de infecção humana. Até que em 2007, foram relatados casos de infecção pelo 

ZIKV fora da África, causando uma epidemia na Ilha de Yap, na Microésia. Alguns 

anos depois, em 2013, um grande surto de ZIKV ocorreu na região do Pacífico 

Ocidental, afetando aproximadamente 29.000 pessoas distribuídas em diversas ilhas.  

Ainda durenta esta epidemia, a Polinésia Francesa foi alvo de um aumento de 20 

vezes na incidência de casos da Síndrome de Guillain-Barré, surgindo então a 

primeira relação da infecção por ZIKV com quadros neurológicos. Algumas análises 

filogenéticas do vírus foram realizadas e curiosamente foi observada uma relação 

genética entre as cepas da Polinésia Francesa e da Ilha de Yap (HADDOW et al., 

2012; MACNAMARA, 1954; OEHLER et al., 2014). Também em 2013, foi relatado 

pela primeira vez a infecção pelo ZIKV na Europa, em que um viajante alemão que 

retornava da Tailândia, teve os anticorpos anti-ZIKV detectados no seu sangue 

(TAPPE et al., 2014).  

Em 2014, 1500 casos foram registrados no arquipélago de Nova Caledônia, na 

Oceania, originados de cepas da Polinésia Francesa (DUPONT-ROUZEYROL et 

al.,2015). Em 2015 foi confirmada a presença do ZIKV na Ilha de Páscoa e um pouco 

mais tarde em áreas não endêmicas como Japão, Itália e Canadá (FONSECA et al., 

2014; KUTSUNA et al., 2014; ZAMMARCHI et al., 2015). 

No início de 2015, o Ministério da Saúde brasileiro confirmou transmissão 

autóctone do ZIKV no Brasil e começou a monitorar o número crescente de uma 

doença exantemática na região do Nordeste brasileiro e a investigar a possível causa 

dos surtos. A hipótese inicial era que os sintomas relatados tivessem relação com 

infecções pelos DENV, vírus da rubéola ou CHIKV, porém em março do mesmo ano 
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o ZIKV foi isolado em Natal, excluindo as hipóteses preliminares (BRITO, 2015). 

Análises filogenéticas das sequências das amostras de ZIKV obtidas nesses surtos, 

demonstraram que o subtipo circulante no nordeste do Brasil caracterizava-se como 

agrupados da cepa asiática (ZANLUCA; SANTOS, 2016). Em dezembro de 2015, 

vários países da América Latina, como por exemplo, Paraguai, Colômbia, Venezuela 

também reportaram casos de infecção pelo vírus (HAMEL et al., 2015). 

A infecção pelo ZIKV tem apresentado uma epidemia histórica com grande 

disseminação mundial, estando presente em mais de 70 países, principalmente, 

naqueles das Américas Central e do Sul (Figura 1) (EUROPEAN CENTRE FOR 

DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2018). Mais de 30 países relataram casos 

de alterações no SNC associados ao ZIKV, sendo o Brasil, o maior em número de 

casos reportados. Até janeiro de 2017, 72 países descreveram sinais de transmissão  

autóctone do vírus enquanto 13 países reportaram sinais de transmissão entre 

pessoas, em que se acredita que dentre essa forma de difusão a mais evidente seja, 

provavelmente, pela via sexual (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DA SAÚDE, 2017). 

 
Figura 1- Distribuição dos países com a presença do ZIKV

 

Fonte: European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2018. 
https://wwwnc.cdc.gov/travel/page/world-map-areas-with-zika 
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Em 2018, um estudo demonstrou que a entrada do ZIKV no Brasil se deu 

através da grande migração, principalmente dos militares brasileiros vindos do Haiti, 

país sabidamente afetado pela epidemia do ZIKV em 2013. O estudo confirmou que  

a cepa circulante no Brasil provém de uma cepa viral haitiana sendo introduzido no 

país de diversas maneiras, o que descarta a hipótese inicial que apontava um paciente 

como origem da epidemia (CAMPOS et al., 2018). Este fato deixa evidente que o 

mecanismo de entrada do ZIKV no Brasil, ainda não está bem estabelecido, havendo 

diversas teorias para tentar elucidar o assunto.   

A incidência de ZIKV aumentou rapidamente nas Américas devido a epidemia 

iniciada no Brasil, considerado o primeiro país entre as Américas onde o vírus foi 

detectado. Em fevereiro de 2016, a transmissão autóctone foi confirmada em 22 

estados brasileiros e o país apresentou uma estimativa de 1.300.000 casos suspeitos 

até março de 2016 (BOGOCH et al., 2017; ZANLUCA et al., 2015). 

No Brasil, até a 11ª semana epidemiológica (SE) de 2019, foram registrados 

2.344 casos prováveis de doença aguda pelo ZIKV, com incidência de 1,1 caso/100 

mil habitantes. A região Norte apresentou o maior número de casos su de Zika (39,2%) 

em relação ao total do país. Em seguida, aparecem as regiões Sudeste (33,8%), 

Nordeste (316 casos; 13,5%), Centro-Oeste (10,9%) e Sul (2,6%). Em 2018, até a 34ª 

SE, foram registrados 7.071 casos prováveis de doença pelo ZIKV (Figura 2) 

(BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2019). 
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Figura 2- Casos prováveis de doença aguda pelo vírus Zika, por semana epidemiológica de 

início de sintomas, Brasil, 2018 e 2019 

 

 
Nota: Número de casos prováveis da infecção do ZIKV no Brasil nos anos de 2018 e primeiras semanas 
de 2019. 
Fonte: BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO, 2019. 
 

2.2  Vírus Zika  
 

O ZIKV é um arbovírus, denominado assim devido a sua transmissão por 

artrópodes, e principalmente, por ter parte do seu ciclo replicativo no inseto. O vírus 

pertence, ao gênero Flavivirus pertencenteà família Flaviviridae. Dentre as 53 

espécies pertencentes a este gênero estão oDENV, YFV e ZIKV (HAMEL et al., 2015; 

SIMMONDS et al., 2017).  

As informações genéticas ainda são poucas, visto que, intensas pesquisas 

voltadas para o ZIKV só aconteceram a partir de 2015Algumas análises filogenéticas 

nas sequências completas do vírus concluíram que o ZIKV está agrupado em dois 

principais grupos, que são as linhagens africana e asiática, ambas distintas em tempo 

e geograficamente (HADDOW et al., 2012; LANCIOTTI et al., 2016; MLAKAR et al., 

2016; WANG et al., 2017). 

A partícula do ZIKV é estruturalmente envelopada, icosaédrica, com um 

diâmetro de aproximadamente 50nm e apresenta um genoma do tipo de RNA não 

segmentado, linear, de cadeia simples e senso positivo, com 10.807 nucleotídeos de 

comprimento (Figura 3). O RNA genômico tem uma estrutura cap tipo I na extremidade 

5’, seguido por uma região 5’ não codificante (Non Coding Region, NCR) de 107 

nucleotídeos e um única sequência aberta de leitura (Open Reading Frame, ORF) de 
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10.272 nucleotídeos. Já a extremidade 3’ apresenta uma NCR de 428-429 

nucleotídeos, sem cauda Poli-A (KUNO et al., 1998; MARANO et al., 2016; 

LINDENBACH et al., 2013).  

O RNA do ZIKV tem replicação intracitoplasmática e durante a tradução codifica 

uma polipoproteína com mais de 3.000 aminoácidos. Dentro da partícula viral madura 

existe a proteína do capsídeo (C) α-helicoidal, formando um nucleocapsídeo não 

estruturado complexado com o RNA. O nucleocapsídeo é envolvido por uma 

bicamada lipídica, derivada do retículo endoplasmático, com duas proteínas de 

superfície, a precursora de membrana (prM) e o envelope (E). Estas proteínas ficam 

ancoradas na camada lipídica por meio de domínios transmembranares C-terminal. A 

partícula viral do Zika contém 180 cópias da proteína E, organizadas em homodímeros 

antiparalelos com simetria icosaédrica. O monômero da proteína E é formado por 3 

partes: um ectodomínio alongado com ligação com o receptor e com atividade de 

fusão de membrana, uma região central, formada por duas α-hélices e por fim, uma 

região transmembrana (ALLISON et al., 1999; STIASNY et al., 1996; ZHANG et al., 

2013). 

Além dessas proteínas estruturais, o seu genoma também codifica sete 

proteínas não-estruturais, que são: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 

(KUNO et al., 1998; LINDENBACH et al., 2007; LINDENBACH et al., 2013; WONG et 

al., 2016). Alguns estudos que avaliaram a estrutura tridimensional do ZIKV maduro 

demonstraram que há semelhança deste com outros flavivírus como por exemplo, o 

DENV e Vírus do Oeste do Nilo (WNV) (MUKHOPADHYAY et al., 2003; ZHANG et al., 

2013).
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Figura 3. Estrutura do Vírus Zika e seu genoma 

 

Legenda: Estrutura do vírus Zika e seu genoma. O ZIKV possui um genoma tipo RNA de fita simples 
de senso positivo que possui 7 genes que codificam proteínas estruturais do core (C), pré-membrana 
(M), e do envelope (E) e não estruturais função (NS1), função (NS2A), função NS2B, função NS4A, 
função (2K), função (NS4B) e as enzimas polimerase e metil-transferase (NS5) ).  
Fonte: Guo-li Ming; Hengli Tang and Hongjun Song, 2016. Adaptado pela autora. 

 

2.3  Ciclo de Replicação Viral 
 

Nas células susceptíveis à infecção como, por exemplo, queratinócitos, 

monócitos, neurônios e células da glia, o processo de replicação viral é semelhante 

aos outros flavivírus, via endocitose. Para que ocorra esse processo, há um 

reconhecimento inespecífico por receptores de reconhecimento padrão (Pattern 

Recognition Receptors, PRRs) que são considerados os responsáveis  pelo processo 

de internalização do vírus. A ligação com esses receptores, provavelmente, antecede 

a interação específica com a proteína viral E e receptores celulares, até então 

desconhecidos. Após o reconhecimento, a partícula viral é internalizada via 

endocitose mediada por clatrina (Figura 4) (HAMEL et al., 2015; YUN; LEE, 2017).  

Após a internalização, o envelope é fusionado com a membrana endocítica, 

havendo a liberação do RNA no interior da célula. A etapa seguinte é a tradução, uma 

vez que o RNA funciona como o mRNA e direciona a síntese da poliproteína 

juntamente ao retículo endoplasmático, sendo então traduzido como uma única 

poliproteína que é processada pelas proteases virais e celulares nas proteínas 
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estruturais (C, prM e E) e não estruturais (NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B e NS5)  

(LINDENBACH et al., 2007; LINDENBACH et al., 2013). 

Assim, após a tradução das proteínas virais inicia-se a replicação do genoma, 

no qual o RNA viral é fusionado ao complexo replicativo e a síntese de uma molécula 

de RNA fita simples polaridade negativa é realizada. O RNA fita simples polaridade 

negativa serve de molde para a síntese de RNAs fita simples de polaridade positiva. 

Os novos RNAs de cadeia positiva podem iniciar um ciclo de tradução ou formar novas 

partículas virais. A interação da proteína C com o RNA genômico do vírus leva a 

formação do nucleocapsídeo, o qual adquire o envelope viral a partir do brotamento 

no lúmen do retículo endoplasmático. Alguns estudos demonstram a formação de 

vesículas citoplasmáticas induzidas pelo ZIKV, como mecanismo de disseminação 

viral (LINDENBACH; RICE, 2003). 

Nos flavivírus, a presença de um cap 5’ metilado no sistema do RNA genômico, 

assim como as proteínas não estruturais são importantes nos processos de tradução, 

replicação e montagem da partícula viral  como também  nos mecanismos de evasão 

do sistema imune do hospedeiro (KLEMA; PADMANABHAN; CHOI, 2015; ZÜST et 

al., 2011; DAFFIS et al., 2010).  

Para a formação de novas partículas virais, as proteínas E e prM formam 

heterodímeros na membrana do retículo endoplasmático e se dirigem para o lúmen 

do mesmo. Associando-se ao RNA genômico e a proteína C, dando origem aos vírions 

não infecciosos imaturos. Os vírions irão atingir o complexo de Golgi, seguir a via de 

secreção celular e sofrer os processos de maturação e serão liberados por exocitose 

(JUNJHON et al., 2010; PIERSON AND DIAMOND, 2012). 
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Figura 4- Ciclo Replicativo dos Flavivírus 

 

 

Legenda: A. os vírus se ligam a receptores de reconhecimento localizados na superfície celular e são 

internalizados. B. as glicoproteínas virais mediam a fusão de membranas virais e celulares, permitindo 

o desnudamento do virion e a liberação de RNA no citoplasma. C. O RNA viral é traduzido em uma 

poliproteína que é processada por proteases virais e celulares D. Proteínas virais não estruturais 

replicam o RNA genômico. E. Montagem do vírus no retículo endoplasmático (RE), formação de 

partículas virais imaturas. F.Partículas virais imaturas são transportadas através da via secretória. Na 

rede trans-Golgi tem a clivagem mediada por furina de prM impulsionando a maturação do vírus.G. O 

vírus maduro é liberado. Nota: Os números apresentados na imagem são referentes ao pH dos 

compartimentos. 

Fonte: Rushika Perera, Mansoora Khaliq, and Richard J. Kuhn, 2008. 

 

2.4  Manifestações Clínicas 
 

A infecção pelo ZIKV na maioria dos casos é assintomática e apresenta um 

período de incubação de 10 dias. Quando sintomáticos os pacientes costumam 

apresentar febre, cefaléia, erupções cutâneas (exantemas) com coceiras, rash 

maculopapular, artralgia ou conjuntivite não purulenta, com uma duração de até 7 

dias. Além disto, algumas alterações laboratoriais também podem ser observadas 
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neste período, como: leucopenia, trombocitopenia e mudanças nos níveis de 

aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) (TAPPE et al., 

2016; ZANLUCA et al., 2015). Juntamente, a estes sintomas a infecção pelo ZIKV vem 

sendo relacionada a Síndrome Congênita do Zika (SCZ), caracterizada por um amplo 

espectro clínico (anormalidades oftalmológicas, calcificação intracraniana, 

hidrocefalia, e microcefalia, sendo esta última a mais evidente) e a síndrome Guillain-

Barré (ANGELETTI et al., 2016; MCCARTHY, 2016; OEHLER et al., 2014).  

 

2.4.1 Microcefalia  
 

Indivíduos que apresentam a cabeça menor do que o tamanho médio na 

primeira semana de vida, quando comparados com pessoas da mesma faixa etária e 

sexo (3 desvios padrão abaixo de 30,3 cm para o sexo feminino e 30,7 para o 

masculino), são considerados portadores de microcefalia. Essa alteração pode ser 

diagnosticada no período gestacional e é caracterizada pelo crescimento insuficiente 

do cérebro do bebê que pode ocorrer durante a gravidez, ou após o nascimento. Por 

ser considerada uma alteração multifatorial, a microcefalia pode estar relacionada a 

mudanças genéticas, infecções por alguns agentes infecciosos como, vírus da 

imunodeficiência humana (HIV), Toxoplasma gondii, Rubella vírus, citomegalovírus, 

utilização de drogas e álcool, principalmente no período gestacional (OPAS, 2016). 

No final de 2015, após a observação de aumento de casos de microcefalia em 

alguns estados da região nordeste brasileiro, principalmente em Pernambuco, o 

Ministério da Saúde declarou situação de emergência. Em novembro deste mesmo 

ano, foi reportada a presença do RNA do ZIKV no líquido amniótico de grávidas com 

fetos  microcefálicos, demonstrando a relação causal do ZIKV com os novos casos de 

microcefalia (EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 

2016). Em pouco tempo, o vírus se espalhou pelo país, com consequente aumento da 

incidência de microcefalia, sendo este considerado o problema mais marcante 

causado pela infecção (CUGOLA et al., 2016).
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2.4.2 Anormalidades Oftalmológicas 
 

Recentemente, a infecção pelo ZIKV vem sendo relacionada com diversas 

alterações oftalmológicas, como iridociclite hipertensiva, atrofia coriorretiniana, 

alteração na pigmentação e hipoplasia do nervo óptico. As ocorrências das alterações 

oftalmológicas são relacionadas com a infecção pelo ZIKV, visto que, os recém-

nascidos que apresentaram tais características, foram filhos de mulheres 

diagnosticadas com a infecção pelo vírus. Os danos oftalmológicos relacionados com 

o ZIKV ainda necessitam de investigações fisiopatológicas mais detalhadas para que 

os mecanismos envolvidos no processo sejam compreendidos (FONTES, 2016; 

VENTURA et al., 2016). 

 

2.4.3 Síndrome de Guillain-Barré 
 

A síndrome Guillain-Barré (SBG) é uma doença autoimune caracterizada por 

uma polineuropatia paralítica aguda, desmielinizante e de rápida progressão. Os  

principais sintomas são fraqueza muscular, formigamento, ambulação instável, 

podendo chegar a paralisia, além de dor neuropática (ESPOSITO; LONGO, 2017). A 

causa exata da SGB ainda é desconhecida, mas tem sido associada com infecções 

respiratórias ou gastrointestinais e mais recentemente, com a infecção do ZIKV 

(CUGOLA et al., 2016; SCHESSL et al., 2006). 

A incidência anual da SGB é de 0,5 podendo chegar a 2 casos por 100.000 

habitantes. Essa taxa aumenta à medida que o indivíduo vai amadurecendo, sendo 

muito rara em crianças com menos de 2 anos. Quanto ao gênero,  estudos apontam 

que os homens são mais afetados do que as mulheres (HUGHES et al., 2016; VAN 

KONINGSVELD et al., 2000). A diferença da incidência entre as populações pode ser 

devido a susceptibilidade genética ou a exposição a patógenos como, por exemplo, 

Mycoplasma pneumoniae, Campylobacter jejuni e o ZIKV (HO et al., 1995; SAUTEUR 

et al., 1995).  

Os primeiros casos de SGB associados com a infecção do ZIKV aconteceram 

na Polinésia Francesa em 2013, onde a maior parte dos indivíduos portadores da 

síndrome também tinhas anticorpos contra o ZIKV e apresentaram alterações 

eletrofisiológicas compatíveis com neuropatia axonal motora aguda (CAO-LORMEAU 

et al., 2017).  



29 
 

 
 

Inicialmente, acreditavam que a SGB era uma desordem relacionada apenas 

com o dano axonal proveniente da desmielinização. No entanto, atualmente, se sabe 

da existência de vários fenótipos, dentre eles a polineuropatia desmielinizante 

inflamatória aguda e a neuropatia axonal motora aguda  (WILLISON, JACOBS, VAN 

DOORN, 2016).  

 

2.5 Transmissão 
 

A transmissão do ZIKV é classificada como vetorial e não-vetorial (IOOS et al., 

2014). Desde que o ZIKV foi isolado pela primeira vez, no Ae. africanus, muitos outros 

mosquitos também são apresentados como vetores, por exemplo, Anopheles 

coustani, Culex perfuscus e diversas espécies do gênero Aedes (ZANLUCA; 

SANTOS, 2016). 

O mecanismo de transmissão vetorial associado ao Ae. Aegypti é o mais 

comum e relevante lna área urbana. A fêmea do Aedes ao realizar hematofagia, 

introduz o vírus na pele humana, seguida pela infecção de células permissivas 

(BRIANT et al., 2014). No entanto, alguns estudos têm confirmado a existência de 

outras formas de transmissão (BESNARD et al., 2014; MLAKAR et al., 2016; MUSSO, 

2015). 

As transmissões não vetoriais são consideradas as principais responsáveis 

pela disseminação da doença em áreas não endêmicas. O ZIKV já foi isolado de 

diversos fluidos biológicos (urina, saliva, leite materno, fluido amniótico e sangue) 

possibilitando a disseminação do vírus de pessoa a pessoa por diversas vias 

(ZANLUCA AND SANTOS, 2016). No sêmen é possível detectar o vírus mesmo após 

semanas da fase aguda da doença, levando a hipótese de que o ZIKV também pode 

ser difundido pela transmissão sexual (MUSSO, 2015; OSTER et al., 2016). A 

transmissão vertical pode acontecer através da via transplacentária, pois o ZIKV é 

capaz de ultrapassar esta barreira durante o parto e também após na amamentação. 

(ZANLUCA AND SANTOS, 2016). 
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2.6  Diagnóstico  
 

A realização do diagnóstico da infecção por ZIKV acontece baseado nos 

sintomas clínicos, prevalência do vetor na região e pela detecção do vírus, antígeno 

viral, anticorpos e/ou RNA do vírus, por métodos sorológicos e de biologia molecular. 

É possível realizar o diagnóstico através de diversos tipos de amostras como soro, 

urina, cordão umbilical, líquido amniótico, saliva, etc. A escolha do método utilizado 

irá depender da estrutura e do conhecimento laboratorial, mas o tipo de amostra e o 

tempo de coleta também devem ser considerados (ZANLUCA et al., 2015). 

O ELISA (ensaio de imunoabsorção enzimática) é utilizado para o diagnóstico 

sorológico e é capaz de detectar imunoglobulinas do tipo M ou G (IgM ou IgG) contra 

o ZIKV presente no soro do indivíduo.  Para a detecção do RNA viral nas amostras de 

indivíduos na fase aguda, é realizado uma Reação em Cadeia da Polimerase por 

Transcrição Reversa (RT-PCR). Ainda podem ser realizados outros ensaios como 

Teste de Neutralização por Redução em Placa (PRNT) ou o isolamento viral para 

diagnosticar a infecção (CHARREL et al., 2016; LANCIOTTI et al., 2008; TAPPE et 

al., 2014). 

Os testes utilizados para o diagnóstico possuem suas limitações. O maior 

desafio para o diagnóstico sorológico é a reação cruzada, devido a semelhança entre 

alguns flavivírus, sendo muito comum em indivíduos com infecção prévia por DENV 

ou YFV, por exemplo. Porém, em indivíduos que nunca tiveram contato com vírus 

semelhantes ao ZIKV, o teste apresenta alta sensibilidade. Com o teste molecular 

esse problema foi descartado, porém apresenta um curto período para detecção do 

RNA viral, sendo mais indicado coletar as amostras entre o terceiro e quinto dia após 

o início dos sintomas, devido à alta viremia apresentada neste período. O PRNT e 

isolamento viral exigem mão de obra especializada e são considerados testes de 

elevado custo (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2016). 

A microcefalia é detectada por medição da circunferência occipitofrontal, 

seguindo os valores predeterminados e levando em consideração a faixa etária e sexo 

do recém-nascido. O exame de ultrassonografia nas mulheres grávidas pode ser 

utilizada para a detecção da microcefalia ainda na fase intrauterina do bebê, podendo 

realizar essa identificação apenas a partir do quinto mês de gestação ou após o 

nascimento (WHO 2006). 
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A aplicação de técnicas modernas como PCR multiplex, microarranjos, 

diagnósticos baseados em nanotecnologia direcionadas para a detecção do ZIKV 

seria de grande relevância no diagnostico especifico, resultando assim em estratégias 

para o tratamento do indivíduo e uma prevenção de disseminação do ZIKV eficaz. 

 

2.7  Tratamento e Prevenção 
 

Em caso de infecção pelo ZIKV os sintomas são tratados, mas ainda não há 

tratamento específico ou vacina para a infecção do ZIKV. O desenvolvimento de 

vacinas é um processo demorado e a relevância da infecção do ZIKV só tomou 

grandes proporções em 2015, impossibilitando uma rápida produção da vacina. Vários 

grupos de pesquisas buscam o desenvolvimento de uma vacina ideal, com uma única 

dose (que o uso seja seguro para gestantes) e com longa imunidade (SONG et al., 

2017)  

 Além das medicações utilizadas para minimizar os sintomas, medicamentos à 

base de acetaminofeno e dipirona, também é aconselhado repouso, ingestão de 

bastante líquido para prevenir desidratação. A administração de aspirina ou outros 

anti-inflamatórios não esteroides (AINEs), não é indicada até que a dengue seja 

descartada, para reduzir o risco de sangramento. Em casos de coceira, anti-

histamínicos são indicados (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND 

PREVENTION, 2016). 

Para as grávidas é recomendado mais atenção na prevenção de picadas de 

mosquitos. Em casos de aparecimentos de sintomas deve ser realizado uma 

anamnese criteriosa e o diagnóstico laboratorial ser realizado no pré-natal, assim 

como avaliações para detectar anormalidades cerebrais (ZANLUCA; SANTOS, 2016). 

Para que se tenha a administração de um tratamento especifico é necessário 

um melhor entendimento dos mecanismos imunológicos, da caracterização molecular 

e a imunopatogênese envolvida na infecção do ZIKV.O controle e as medidas 

preventivas relacionadas a infecção do ZIKV, constituem, principalmente, o combate 

da proliferação da população de mosquitos vetores, através de estratégias mecânicas, 

químicas e biológicas. Esse combate é de extrema importância, e uma vez que, os 

mosquitos além de transmitirem o ZIKV, também  estão associados a transmissão do 

DENV e CHKV (AHMAD; AMIN AND USTIANOWSKI, A 2016).  
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Por meio de remoção de objetos, que são potenciais locais de reprodução dos 

mosquitos, temos as estratégias mecânicas de prevenção. O acondicionamento 

correto da água e a retirada de objetos que podem servir como reservatórios são 

medidas simples que evitam a proliferação do mosquito e consequentemente as 

arboviroses em evidência atualmente no país(ARAÚJO et al., 2015).  

Os mecanismos químicos utilizados para a prevenção da reprodução dos 

mosquitos já são considerados uma técnica ultrapassada, no entanto, atualmente o 

diferencial é a busca da minimização dos efeitos tóxicos atrelados a eles. A utilização 

de produtos químicos como piretróides, organocloreto e organofosforado são comuns 

para evitar os mosquitos, visto que, afetam o sistema nervoso dos vetores. No entanto, 

os insetos estão desenvolvendo resistência a muitos desses produtos, tornando uma 

desvantagem desse mecanismo. Como alternativa para essa desvantagem, produtos 

fitoterápicos vêm sendo utilizados como agente antimicrobiano e no controle de 

vetores. Os extratos de plantas são utilizados como inseticidas e também como 

repelentes, como por exemplo a Citronela, um potente repelente que pode ser usado 

diariamente, sem causar danos (GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012; 

MONTOYA et al., 2012). 

As medidas de controle vetorial biológica envolve o uso de uma bactéria 

chamada, Bacillus thuringiensis israelenses, o fungo Beauveria bassiana e peixes que 

se alimentam de larvas. Algumas técnicas que envolvem esterilização dos mosquitos 

machos, modificações genéticas vêm sendo utilizadas com o objetivo de atuar 

diretamente na reprodução dos vetores para minimizar a disseminação do vetor 

(BOYCE et al., 2013; DARBRO et al., 2012; KANT et al., 2013). 

 

2.8  Imunidade inata e ZIKV  
 

A imunidade inata é considerada a primeira barreira de defesa contra 

patógenos, recebe esse nome por estar presente desde nascimento e representa uma 

resposta sistêmica importante na prevenção do estabelecimento de infecções e na 

manutenção da homeostase. É constituída por barreiras epiteliais, células circulantes 

e teciduais e proteínas plasmáticas (lectina ligadora de manose, proteína c reativa, 

proteínas do sistema complemento). As células efetoras com maior relevância da 

imunidade inata são os neutrófilos, células natural killer (NK) e os fagócitos 

mononucleares, essas células são capazes de atacar os microorganismos que 
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ultrapassaram as barreiras epiteliais e entram na circulação ou no tecido para 

defender o organismo invadido (ABBAS A.; LITCHMAN, A; PILLAI, S, 2008). 

A primeira linha de defesa da imunidade inata é a pele. Composta por derme e 

epiderme, as células dessas camadas são possivelmente as primeiras a serem 

infectadas pelo ZIKV na infecção vetorial (ABBAS A.; LITCHMAN, A; PILLAI, S, 2008; 

HAMEL et al., 2015). Os queratinócitos expressam receptores DC-SIGN e TAM 

(AXL,Tyro3), que estão amplamente envolvidos na entrada de alguns flavivírus, 

aumentando a credibilidade da hipótese que são as primeiras células a serem 

infectadas (HAMEL et al., 2015; MINER et al., 2016). Além da participação desses 

receptores, outros mecanismos da imunidade tanto inata como adaptativa também 

estão envolvidos na resposta a infecção viral. No entanto, de uma maneira geral, as 

respostas imunológicas às infecções virais são mediadas pela via de sinalização de 

interferons (IFN).   

Essa via tem início com o reconhecimento do material genético das partículas 

virais pelos TLRs, o que desencadeia uma resposta imune para controlar a replicação 

viral. A ligação dos receptores celulares com as partículas virais resulta na ativação 

de uma cascata de sinalização que estimulará a produção de IFN e algumas citocinas 

pró inflamatórias e dessa maneira tentar conter a replicação do vírus (WU et al., 2017). 

A ativação da via do IFN-I em células epiteliais infectadas com ZIKV já foi 

comprovada em estudo realizado por Frumence et al., 2016, onde foi observado um 

aumento na transcrição do gene do IFN-β a partir das 12 horas pós infecção (hpi) e 

atingiu um pico máximo nas 48 hpi. O IFN-I tem a capacidade de inibir a replicação do 

ZIKV em células epiteliais humanas, tanto quando tratados antes da infecção, quanto 

após a infecção. Uma vez estabelecida, a reversão do quadro infeccioso se torna mais 

difícil. Um estudo demonstrou esse mesmo resultado quando realizada uma avaliação 

in vivo da interferência na taxa de replicação em camundongos deficientes de IFN-I, 

quando comparados a camundongos selvagens (LAZEAR et al., 2017).  

A via de sinalização do IFN consiste no reconhecimento do genoma viral 

através dos TLRs que são expressos na superfície e nos endossomos das células, e 

por receptores citosólicos RIG-1 e MDA-5, que resulta na expressão de genes pró-

inflamatórios e genes do IFN-I, os quais são dependentes dos ator de transcrição 

nuclear kappa B (NF-κB) e Fator Regulador do Interferon 3 (IRF-3). Os vírus de RNA 

fita simples, como o ZIKV, por exemplo, são reconhecidos pelos TLRs 3, 7 e 8 
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endossomais. O IFN-I ao interagir com os receptores de IFN-I (IFNAR1) expressos na 

superfície celular (atuação autócrina e parácrina) dá início a via de indução do IFN-I, 

que leva a ativação da via de Tirosinas Quinases de Janus (JAK) e os Ativadores da 

Transdução de Sinal da Transcrição (STAT) (Janus kinase/signal transducers and 

activators of transcription, JAK/STAT) essencial para a transcrição de mais de 300 

genes estimulados por IFN (ISGs).Estes genes, por sua vez, irão sintetizar proteínas 

que induzem o estado antiviral e eliminam a infecção (LINDENBACH et al., 2013; 

KUMAR et al., 2016). 

Estudos demonstram o delineamento do perfil imunológico em indivíduos 

infectados com ZIKV. Foi notado que na fase aguda há um aumento significante nas 

concentrações séricas das moléculas como CCL5/RANTES, algumas interleucinas, 

como por exemplo: IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17 e TNF, enquanto 

que, na fase de convalescença esse perfil se modifica apresentando aumento de 

CXCL10/IP-10 e IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-13 como moléculas imunorreguladoras 

(ORNELAS et al., 2017; QUICKE et al., 2016; TAPPE et al., 2016). 

Ainda se tratando de perfil imunológico, dessa vez, do líquido amniótico em 

grávidas com fetos com microcefalia, uma avaliação foi realizada, demonstrou que 

quando comparado com líquido amniótico de grávidas sem fetos com microcefalia há 

um aumento significante das seguintes citocinas inflamatórias: IL-6, IL-10, IL-13, IL-

17A, IL-4, IL-1β, IL-9, IL-15, IFN-γ,TNF. As quimiocinas mais presentes foram: IL-8, 

IP-10, MCP-1 MIP-1 β e moléculas de adesão: G-CSF, IL-7, GM-CSF (ORNELAS et 

al., 2017). 

Estudos com monócitos, apresentam essas céulas como cruciais no processo 

de indução de resposta imune na infecção pelo ZIKV. São os principais alvos do ZIKV, 

são capazes de regular a replicação dos vírus pela produção de IFN-α, de ativar a via 

do inflamassoma, liberar citocinas. Para a definição do perfil imunológico induzido pela 

infecção do ZIKV são necessários muitos estudos, no entanto, a importância da 

participação dos monócitos é bem estaabelecida (FOO et al., 2017; KHAIBOULLINA 

et al., 2017). 
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2.8.1 Via de sinalização do INTERFERON 
 

Os interferons são glicoproteínas sintetizadas e liberadas por células 

hospedeiras em resposta a uma invasão de bactérias, vírus, parasitas ou até mesmo 

algum tumor. Foram assim chamadas, devido a sua capacidade de “interferir” no 

processo de replicação viral em células hospedeiras. São divididos em 3 tipos e cada 

tipo é subdividido em classes, são os IFN tipo I, que inclui os IFN-α, IFN-β, IFN-ε, IFN-

κ, e IFN-ω, o IFN do tipo II, que inclui apenas o IFN-γ e o tipo III, composto pelos IFN-

λ1, IFN-λ2 e IFN-λ3. A Human Genome Organization Gene (HUGO), em 2012, alterou 

os símbolos oficiais dos genes IL-29, IL-28A e IL-28B para IFN-λ1, IFN-λ2 e IFN-λ3 

devido ao fato que essas citocinas funcionam, principalmente, como IFNs (STARK et 

al., 1998; PESTKA et al 1987;KOTENKO et al 2011). Os IFNs são responsáveis pela 

indução de diversos genes capazes de mediar múltiplas respostas biológicas, dentre 

elas, a resposta imune contra vírus (GALANI et al., 2017).  

Dentre os IFNs tipo I, o IFN-α e IFN-β são os principais. Ambos são produzidos 

por, praticamente, todas as células do corpo em resposta à infecções virais. A 

sinalização se dá através de um receptor heterodimérico chamado de receptor do 

interferon alpha (IFNAR), que é expresso em muitos tecidos, e é composto por 2 

subunidades denominadas IFNAR1 e IFNAR2. Uma vez que esse receptor é ativado, 

uma cascata de sinalização ocorre, resultando na transcrição de muitos Genes 

Estimulados por IFN (do inglês, IFN-stimulated genes, ISG). Constitutivamente, a 

subunidade IFNAR1 está associada à tirosina kinase 2 (Tyk2) e à IFNAR2 ao JAK1, 

que são fosforilados na ativação do receptor (Figura 5). O IFNAR2 tem um pequeno 

papel na ligação do IFN aos receptores, no entanto, é importante para a indução da 

sinalização do IFN. O IFNAR 1 é expresso na membrana de células T, B e células 

mielóides e o IFNAR2 é altamente expresso nas células mielóides (BERNABEI et al., 

2001; COLAMONICISG et al., 1994; GALANI et al., 2017). 

Os IFNs tipo I ativam STAT1, STAT2, STAT3 e STAT5. As STAT1 e STAT2 

quando fosforilados formam dímeros que se associam com o Fator Regulador de 

Interferon 9 (IRF9), formando um complexo, chamado de Gene do Fator 3 Estimulado 

por IFN (ISGF3, do ingês, IFN-stimulated gene factor 3) que é translocado para o 

núcleo (HERVAS-STUBBS et al., 2011; STARK; DARNELL, 2012). O complexo é 

então ligado aos Elementos de Resposta Estimulados por IFN (IRES, do inglês, 

Interferon-Stimulated Response Elements), induzindo a transcrição do gene. O ISGF3 
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não é o único complexo formado, vários outros complexos induzidos pelo IFN são 

formados, envolvendo tanto homodímeros como heterodímeros de STAT1, STAT3 

eSTAT5 (STARK; DARNELL, 2012; UDDIN et al., 1999).  

As STATs podem apresentar perfis biológicos opostos, por exemplo, a STAT1 

inibe crescimento celular, enquanto que a STAT3 estimula. Para a produção de IFN-

γ é preciso uma ativação mediada por STAT4, enquanto que o STAT 1 regula 

negativamente esse processo (NGUYEN et al., 2000). 

A estimulação da via IFNAR/JAK/STAT1 pode ser responsável pela regulação 

de receptores TAM (principalmente, Axl) que ficam acumulados na superfície celular, 

se ligando fisicamente ao IFNAR, utilizando a via IFNAR/STAT1 e estimulando a 

transcrição de supressores de citocinas. As proteínas supressoras interrompem a 

sinalização do IFN tipo I,  podendo interagir diretamente no bloqueio das atividades 

catalíticas das JAKs ou até mesmo sua ligação ao receptor (HERVAS-STUBBS et al., 

2011).  

Várias cascatas de sinalização são capazes de gerar respostas aos IFN-I, como 

a via da proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK), a via da fosfatidilinositol 3-

quinase (PI3K) e a cascata clássica ou alternativa NF-kB. Essas vias podem ser 

ativadas de forma dependente ou independente do JAK-STAT, no entanto, as vias 

MAPK, PI3K e NF-kB a ativação do receptor dependente de tirosina, sugere, que 

possivelmente pode acontecer um “cross talk” entre os IFNAR e outros receptores das 

células imunológicas (HERVAS-STUBBS et al., 2011). 
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Figura 5: Vias de sinalização dos IFNs tipo I 

 

 

Legenda: Esquema das vias de sinalização do IFN, enfatizando o “crosstalk” com diferentes cascatas 
de sinalização, que dependem da identidade e do status de ativação da célula que responde ao IFN-I. 
A) Via de sinalização JAK/STAT B) Via CRK. C) Via de sinalização de PI3K e NF-κB. D) Via de 
Sinalização MAPK 
Fonte: Hervas-Stubbs et al 2011. Adaptado pela autora. 

 

Os IFN-I são capazes de inibir diretamente a proliferação de células infectadas 

por vírus e aumentando a expressão do Complexo Principal de Histocompatibilidade  

(do inglês, Major Histocompatibility Complex, MHC) de classe I e dessa maneira 

aumentando o reconhecimento antigênico. Além do mais, possui efeito direto nas 

células imunológicas pela ativação do IFNAR e indiretamente pela estimulação de 

células importantes na ativação da resposta imune, como as células dendríticas, pela 

indução das quimiocinas e pela secreção das citocinas (WU et al., 2017). 

 

2.8.2 Via de Sinalização JAK/STAT 
 

As Tirosinas Quinases de Janus (JAK) e os Ativadores da Transdução de Sinal 

da Transcrição (STATs) são consideradas como famílias de proteínas quinases e 

podem ativar diferentes membros para resultar em diferentes efeitos na célula. A Via 
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JAK/STATs é considerada uma das principais classes de vias de sinalização que 

usam receptores de  superfície celular para dirigir a transcrição gênica e 

desenvolvimento do organismo (BANERJEE et al., 2017; DURHAM et al., 2019).  Essa 

cascata de sinalização é iniciada através da ligação de citocinas em seu receptor, 

causando a mudança conformacional que resulta na ativação dos associados de JAK, 

gerando um local de ancoragem para as STATs, que também são fosforiladas e se 

dimerizam. As STATs são consideradas fatores de transcrição importantes para a 

ativação genética das citocinas (MULLER, 2019).  

As JAKs são formadas por quatro domínios estruturais contendo sete regiões 

homólogas, denominadas de  JH1- JH7. O JH1 e JH2 exibem domínios quinase e 

pseudoquinase, o JH1 apresenta um alto grau de homologia entre as tirosinas 

quinases, enquanto que JH2 é considerada uma pseudoquinase, demonstrando uma 

atividade mais de regulação do que catalítica. JH3 e JH4 tem como principal função 

proporcionar estabilidade estrutural da proteína. JH5, JH6 eJH7 são dominíos cruciais 

na associação da JAK aos receptores de mesma origem. As JAKs estão associadas 

com diferentes tipos de IFNs, tendo funções primordiais nos mecanismos biológicos 

induzidos por essa proteína, incluvise na imunidade antiviral (BABON; LIAU; 

KERSHAW, 2016). 

Quantos as STATs, existem sete membros na família, as STAT1, STAT2, 

STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B, e STAT6, que são apontadas como ativadores 

transcricionais e apresentam a sua ativação dependente da fosforilação da JAK, que 

por sua vez, fosforila tirosinas específicas. Dessa maneira as STATs (já fosforiladas) 

translocam para o núcleo e direcionam a resposta biológica adequada (FISH; 

PLATANIAS, 2014; ABBAS A.; LITCHMAN, A; PILLAI, S, 2008). As STATS são 

capazes de atuar como homodímeros, heterodímeros e até mesmo como tetrâmeros, 

podendo ser fosforiladas por proteínas quinases, como a piruvato quinase. Cada 

membro das STATs pode ser ativado por várias citocinas e pelos associados de JAK, 

podendo transmitir sinais específicos, de acordo com o perfil das moléculas 

estimulatórias. Após sofrer a fosforilação de tirosina por Jaks e a translocação para o 

núcleo, as STATs podem então regular a transcrição dos ISGs por ligação a elementos 

promotores específicos. Por fim, as STATs nucleares são desativadas pela 

desfosforilação (O'SHEA et al., 2015). 
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2.8.3 Via das Proteínas Quinases Ativadas por Mitógeno (MAPK) 
 

As proteínas quinases são capazes de se ligar covalentemente ao fosfato da 

cadeia lateral de treonina, serina e tirosina de proteínas intracelulares específicas. As 

Proteínas Quinases Ativadas por Mitógeno (MAPK, do inglês, Mitogen-Activated 

Protein Kinase) (Figura 6) compõem uma família de serina/treonina quinases, que são 

ativadas por fosforilação em resposta a uma variedade de estímulos extracelulares. 

As vias de sinalização MAPKs são evolutivamente conservadas em eucariotos, 

induzem fosforilações e ativações de numerosas proteínas intracelulares, o que 

contribui para a transdução de sinais envolvidos em processos celulares de 

proliferação, diferenciação, resposta a estresse e a apoptose (RUBINFELD; SEGER, 

2005; SUN et al., 2015).  

A via MAPK é considerada uma via chave no controle da sinalização de 

citocinas, sendo assim, uma via extremamente importante na regulação da resposta 

imune inata. Esta via é ccomposta por três famílias de sinalização, bem 

caracterizadas, de acordo com a semelhança no nível da sequência primária de 

aminoácidos e o modo de ativação. As subfamílias são: ERK1 e ERK2 (do inglês, 

extracellular-signal-regulated kinase); JNK (do inglês, c-Jun amino-terminal kinase), 

p38MAPK. Mais tardiamente foi descoberta a subfamília ERK 5 (FISH; PLATANIAS, 

2014).  

A subfamília ERK1 e ERK2 está envolvida com processos de divisão e 

diferenciação celular, podendo ser ativada por fatores de crescimento, 

hormônios, infecção viral e citocinas. É composta por diversos fatores entre eles, 

MKKK (do inglês, MAPK kinase kinases), B-Raf, A-Raf que podem ser ativados por 

Ras, um proto-oncogene (CUADRADO; NEBREDA 2010). 

A subfamília JNK é caracterizada como proteínas quinases ativadas por 

estresse celular, portanto, diversos fatores podem ser responsáveis por induzir a 

resposta dessa via, como por exemplo, radiação, espécies reativas de oxigênio (ROS, 

do inglês, Reactive Oxygen Species), choque térmico e lipopolissacarídeo (LPS). O 

processo de regulação dessa subfamília também é influenciado pela MKKK e sua 

ativação pode resultar no controle da apoptose (GALANI et al., 2017). 

A via p38MAPK é composta pelas quinases: 𝞪, 𝜷, 𝞭 e 𝛄, sendo a “𝞪” a mais 

bem caracterizada e expressa em diversos tipos celulares. Assim como a subfamília 

JNK, a p38MAPK, pode ser ativada por fatores relacionados ao estresse celular e mais 
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comumente nas células imunes é ativada por citocinas inflamatórias e possui um 

importante papel na ativação da resposta imunológica. Outra via da MAPK é a ERK5 

(também conhecida como big MAPK, BMK1), porém mecanismos envolvendo essa 

via ainda precisam ser mais discutidos. MEK5 ativa ERK5 por fosforilação, semelhante 

ao que acontece com ERK1/2, no entanto, ERK5 não pode ser fosforilado por MEK1/2, 

e MEK5 não pode fosforilar ERK1/2 (SUN et al., 2015). 

As diferentes MAPKs são responsáveis pela ativação de diferentes processos 

biologicos. Por exemplo, as funções da p38MAPK são essenciais para as 

propriedades antivirais dos IFNs-I. Além disso, a cascata ERK ativada pelo IFN-I é 

capaz de regular o crescimento, diferenciação e fosforilação de serina a nível celular 

(FISH; PLATANIAS, 2014).  

No entanto, o conhecimento a respeito da ativação dessas diversas vias de 

sinalização no contexto da infecção pelo ZIKV ainda não está totalmente esclarecido. 

Alguns estudos já apresentam a participação das vias de MAPK na sinalização da 

imunidade inata na infecção pelo ZIKV (KHAIBOULLINA et al., 2017; RAJ et al., 2019). 

Como por exemplo, p38MAPK, ERK e NF-κB tem participação importante na  indução 

da resposta inflamatória decorrente da infecção do ZIKV em células de retina. 

Entretanto,   a ativação dessa via no contexto da infecção viral em células monocíticas 

ainda não é bem estabelecido.
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Figura 5: Via de Sinalização MAPK 

 

Legenda: Vias de sinalização da MAPK. Fonte: Kegg Pathway
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2.9 Células permissivas a infecção do ZIKV 
 

Os conceitos sobre susceptibilidade e permissividade á infecção de um vírus é 

bem estabelecido na virologia clássica, em que células consideradas susceptíveis são  

aquelas que possuem a capacidade de serem infectadas, enquanto que, células 

permissivas correspondem aquelas que permitem a replição viral e geração de uma 

nova progênie. Nesse contexto, as células relevantes como alvo de estudos são as 

que no processo de infecção apresentam estas características (LINDENBACH, et al 

2013). No entanto, após a descoberta da importância médica do ZIKV, a 

permissividade e a susceptibilidade de muitas células foram questionadas. Desde 

então, estudos avaliam essas características em células de linhagem ou células 

primárias. Muitos desses estudos levam em consideração a experiência com os 

processos já estudados com DENV devido à sua semelhança com o ZIKV. 

Assim como foi realizado com o DENV e devido a capacidade da inoculação do 

ZIKV pela picada do mosquito, se avaliou células da pele humana como alvos 

potenciais de infecção e replicação do ZIKV, comprovando assim que os fibroblastos 

primários humanos e queratinócitos primários humanos são alvos da infecção com o 

vírus (HAMEL et al., 2015). 

As células placentárias e células do sistema nervoso central também são alvo 

de estudos devido ao perfil dos sintomas decorrentes da infecção do ZIKV.  Um estudo 

realizado por Simoni et al., (2017) demonstrou que o ZIKV é capaz de infectar e se 

replicar em células da placenta, independente da cepa, seja africana ou asiática. 

Quanto a células do sistema imune, os monócitos se mostraram suscetíveis e 

permissivos ao ZIKV, além de serem considerados os principais alvos da infecção no 

sangue periférico. Foi demonstrado também que o processo de infecção de monócitos 

(CD14+) desencadeia a ativação de células da resposta imune inata como células NK 

(LUM et al., 2018). 

Alguns trabalhos apresentam o DENV com um intenso potencial de infecção 

nas células da pele, células fagocíticas, como por exemplo, macrófagos, células 

dendríticas, além de ser capaz também de infectar células de linhagem, como, K562 

que é uma célula humana de eritroleucemia, U937 que é uma célula de leucemia 

promonocítica humana e THP-1 que é uma célula de leucemia monocítica humana 

(KYLE; BEATTY; HARRIS, 2007; PUERTA-GUARDO et al., 2013; DAPAT; 

PASCAPURNAMA; IWASAKI, 2017; WU et al., 2017).  
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As células de linhagem são bastante utilizadas para pesquisa, devido a sua 

capacidade de serem mantidas em cultura por muito tempo, característica que permite 

sucessivas passagens e procedimentos para estudos como, por exemplo, infecções 

virais e diferenciação celular. Tais características fazem destas linhagens ferramentas 

importantes para o desenvolvimento de trabalhos in vitro, além de permitir o 

desenvolvimento de estudos de triagem que precedem análises in vivo, como o estudo 

de novos alvos farmacológicos. As células de linhagem U937 e THP-1 são utilizadas 

para estudos que envolvam mecanismos imunológicos, visto que, são células 

consideradas pró-monocíticas e monocíticas (CHANPUT; MES; WICHERS, 2014; 

PENG et al., 2016). 

As células THP-1 são células de linhagem derivadas do sangue de um paciente 

com leucemia monocítica aguda, a qual foi estabelecida e caracterizada por Tsuchiya 

et al., (1980). São morfologicamente semelhantes a monócitos primários e macrófago 

quanto ao processo de diferenciação. Essas células exibem um aspecto morfológico 

unicelular  arredondado e expressam marcadores diferentes dos monócitos. Quando 

comparadas com monócitos primários, as THP-1 apresentam algumas vantagens 

como a de ter um background genético homogêneo e uma modificação genética por 

RNA de interferência relativamente simples. 

Visando estudar  as funções e os mecanismos dos monócitos/ macrófagos, as 

THP-1 tem sido uma célula de linhagem amplamente utilizada, além de serem usadas 

nos estudos de transporte de nutrientes e drogas e de vias de sinalização celular 

(CHANPUT; MES; WICHERS, 2014).   

 

 

  



44 
 

 
 

3 JUSTIFICATIVA 
 

O ZIKV demonstrou, nos últimos anos, um relevante potencial de iniciar 

epidemias. Até pouco tempo, este vírus não estava em evidência devido a limitada 

capacidade de infecção em humanos, que quando existentes causavam prejuízos 

irrisórios. Devido à grande quantidade de casos de infecção pelo ZIKV confirmados 

em vários países  do mundo e da sua relação com distúrbios neurológicos, ficou 

evidente a importância de se estudar os mecanismos envolvidos na infecção desse 

vírus.  No entanto, as vias de sinalização envolvidas na resposta imune contra o ZIKV 

ainda não estão bem elucidadas.  

Dessa maneira, estudos que visam uma melhor compreensão dos mecanismos 

imunopatogênicos da infecção pelo ZIKV tornam-se extremamente necessários, 

podendo levar à descoberta de novos alvos terapêuticos ou formas de controlar a 

infecção. Vias associadas com a proliferação, migração, diferenciação, 

envelhecimento celular e apoptose, como a via de sinalização JAK/STAT e a via 

MAPK podem sofrer influência da infecção do ZIKV e serem importantes mediadores 

da morte das células infectadas pelo ZIKV. Os monócitos são células de defesa e são 

consideradas as primeiras a serem infectadas pelo ZIKV, e por isso células 

monóciticas, como THP-1, podem ser usadas como modelo de estudo. O principal 

objetivo deste trabalho é contribuir para os estudos imunopatogênicos in vitro, nos 

quais as alterações de vias metabólicas específicas em células da imunidade inata 

infectadas experimentalmente com ZIKV serão estudadas. 

Diante da emergência causada pelos sérios impactos na saúde pública e 

socioeconômico acarretado por um vírus quase desconhecido, se faz necessário o 

desenvolvimento de estudos que nos permitam compreender melhor sobre os 

aspectos relacionados a biologia viral, a citopatologia, a interação vírus-hospedeiro, 

as formas de detecção e de tratamento da infecção, a fim de preencher lacunas que 

dificultam a descoberta de novos alvos terapêuticos ou possíveis maneiras de 

controlar ou minimizar os danos da infecção. 
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4 OBJETIVO GERAL 
 

Traçar o perfil imunológico na linhagem humana de células monocíticas THP-1 

infectada pelo ZIKV. 

 

4.1 Objetivos Específicos 
 

a) Caracterizar a infecção do ZIKV nas células de linhagem monocítica humana 

(THP-1); 

b) Avaliar a expressão gênica da Via das Proteínas quinases ativadas por 

mitógenos (Mitogen Activated Protein Kinases Pathway) no contexto 

experimental estudado; 

c) Analisar o perfil de citocinas/quimiocinas pro-inflamatórias produzido por 

células THP-1 frente à infecção por ZIKV. 
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5  PROCEDIMENTOS METODOLÓGICOS 
 

O projeto foi realizado no Laboratório de Virologia e Terapia Experimental 

(LaViTE) e no Núcleo de Plataformas Tecnológicas (NPT) do Instituto Aggeu 

Magalhães da Fundação Oswaldo Cruz -FIOCRUZ-PE. 

 

5.1  Descrição do local de experimentação 
 

Todos os procedimentos operacionais padrão usados no IAM seguem os 

regulamentos de biossegurança descritos no Plano Quadrienal da FIOCRUZ 

2005/2008, e ISSO 17025, além de conter todos os equipamentos requeridos para 

nível de segurança 2, de acordo com a Lei 11.105/2005 da CTNBio. 

 

5.2  Cultivo de células VERO 
 

As células Vero (ATCC® CCL81™)  são células de linhagem epitelial, originiada 

do rim de macaco verde africano adulto (Cercopithecus aethiops). Para seu cultivo 

são mantidas em meio Minimum Essential Medium (MEM) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico/antimicótico, estufa a 37°c e 5% de CO2. 

Essas células foram utilizadas para a produção do estoque viral e os ensaios de placas 

realizados no presente estudo.  

 

5.3  Produção de Estoque Viral 
 

Para a produção do estoque viral foram utilizadas células Vero (ATCC® 

CCL81™) e cepa asiática ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015 isolada de paciente. 

Cada cultura de células Vero foi inoculada com ZIKV, em garrafas ventiladas de 75cm2, 

contendo uma confluência de 80%, em meio MEM com 2% de SFB, suplementado 

com bicarbonato de sódio 5%, 1% de antibiótico/antimicótico. O cultivo foi mantido por 

6 dias, em estufa de CO2, a 37°C. Após esse período, o sobrenadante foi recolhido, 

aliquotado em criotubos e armazenado a -80°C. Posteriormente, foram titulados por 

ensaio de placas. 

  



47 
 

 
 

5.4  Titulação Viral 
 

Os estoques de vírus foram titulados através de ensaio de placas. Para tal, 1,0 

x 105 células Vero foram distribuídas em cada poço de uma placa de 24 poços, foram 

infectadas com até 7 diluições seriadas (na proporção vírus: meio - 1:10) dos estoques 

de ZIKV. Após 1 hora de incubação em estufa de CO2, a 37°C para a adsorção viral 

foi adicionado o meio semi-sólido contendo 1% de carboximetilcelulose (CMC) e MEM 

com 2% de SFB em volume final de 1 ml por poço. Após 6 dias de incubação em 

estufa de CO2, a 37°C, o meio semi-sólido foi retirado, as células foram fixadas com 

formalina e coradas com cristal violeta 3% e o número total de placas foi determinado 

por contagem a olho nu. Os valores foram expressos em unidades formadoras de 

placa por mililitro (UFP/ml). 

 

5.5  Cultivo das células THP-1  
 

As células THP-1 (ATCC® TIB-202) são células de linhagem monocítica 

humana, que foram utilizadas para análise dos mecanismos celulares do sistema 

imune frente à infecção pelo ZIKV. As THP-1 foram mantidas em meio RPMI- 1640 

suplementado com 10% SFB, 5% de bicarbonato de sódio, 1% de piruvato de sódio, 

2- mercaptoetanol e 1% de HEPES. As células foram mantidas em estufa de CO2, a 

37°C, até a realização dos experimentos. 

 

5.6  Infecção das células THP-1  
 

As infecções das células THP-1 foram efetuadas com diferentes desenhos 

experimentais, havendo diferença nas multiplicidades de infecção (Multiplicity Of 

Infection-MOI)  e intervalos de coletas das amostras celulares. Em dois dos ensaios 

de caracterização da infecção do ZIKV em THP-1(RT-qPCR e marcação por anexina-

7AAD) foram usadas infecções diferentes MOI de 0,1; 1,0 e 5,0, afim de observar a 

produção de carga viral das células frente a exposição de diversas concentrações de 

partículas virais. Com exceção desses experimentos, todos os outros foram realizados 

utilizando a MOI de 5,0. As incubações para a inoculação viral foram feitas em tubos 

do tipo “falcon”,  mantidas em estufa com 5% de CO2, a 37°C durante o período de 

um hora. Após esse período, o inóculo viral foi retirado, as células foram 
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ressuspendidas em meio RPMI-1640 a 2% SFB. As etapas seguintes dependeram do 

desenho de cada experimento. 

 

5.7  Ensaio de Placa 
 

Com a finalidade de observar o efeito citopático das partículas virais resultantes 

da infecção das células THP-1, um milhão de células foram infectadas com a MOI de 

5 com intervalos de 12 horas, iniciando em12hpi e finalizando em 96 hpi. Os 

sobrenadantes foram coletados das células infectadas e não infectadas e 

armazenados em freezer -80°c para posterior realização do ensaio de placa. Após o 

intervalo de 48 horas do plaqueamento de 1,0 x 105 células vero em placa de 24 poços, 

foi realizado o ensaio de placa com os sobrenadantes das culturas de células THP-1. 

Duzentos microlitros dos sobrenadantes de 12, 24, 48, 72 e 96 horas pós infecção 

foram adicionados a placa de 24 poços e incubados por 1 hora em estufa de CO2, a 

37°C. Após esse período, meio semi-sólido foi adicionado aos poços e a placa 

incubada por 6 dias, fixada com formalina e corada com cristal violeta 3%. O efeito 

citopático causado nas células vero plaqueadas pelas partículas infectantes presentes 

nos sobrenadantes das culturas de THP-1 foi visualizado a olho nu. 

 

5.8  Extração do RNA viral  
 

O kit QIAamp Viral RNA (QIAGEN, Alemanha) foi utilizado para a extração do 

RNA viral das amostras de sobrenadantes das células infectadas pelo ZIKV, nas 

condições descritas nos tópicos anteriores. Para tanto, 140μL de amostra foram 

empregados para extração conforme instruções do fabricante. O RNA foi eluído em 

um volume final de 60μl e estocado em freezer -80°C para realização dos 

experimentos subsequentes. 

 

5.9  RT-qPCR 
 

A quantificação da carga viral do sobrenadante da cultura foi realizado por RT-

PCR em tempo real (RT-qPCR), utilizando Kit QIAGEN One Step RT-qPCR (QIAGEN, 

Alemanha). Após a extração as cópias de RNA viral foram quantificadas, seguindo o 
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protocolo do fabricante. Foi construída uma curva padrão, por meio de uma diluição 

seriada originada da extração do RNA viral previamente titulado. 

 

5.10 Imunofluorescência  
 

As células THP-1 foram infectadas pelo ZIKV com um MOI de 5, cultivadas sobre 

lamínulas de vidro previamente tratadas com poli-L-lisina (1 mg/mL),posteriormente 

lavadas com PBS e fixadas com solução de paraformaldeído 4%. Em seguida, foram 

realizados o bloqueio e permeabilização das células com solução 3% BSA e 0,5% 

Triton durante 10 minutos à temperatura ambiente, respectivamente. O anticorpo 

primário anti-4G2 foi adicionado e incubado em câmara úmida a 37°C durante 1 hora. 

Após 3 lavagens com PBS, foi adicionado o anticorpo secundário anti-coelho 

conjugado AlexaFluor 488 (Thermo Fisher Scientific) na diluição 1:10.000, diluído em 

PBS e incubado em câmara úmida a 37°C durante 30 minutos. As lamínulas foram 

novamente lavadas com PBS e montadas em lâminas utilizando-se o meio de 

montagem para fluorescência ProLong® Gold com DAPI (Life Technologies). As 

lâminas foram então analisadas por escaneamento em microscópio Leica DFC300 

FX® utilizando a objetiva de 100x de imersão em óleo. 

 

5.11 Marcação AnexinaV/ 7AAD 
 

As células THP-1 foram infectadas com diferentes MOI (0,1; 1,0 e 5,0) do ZIKV 

e, posteriormente, marcadas com anexina V-FITC e 7-aminoactinomicina D (7AAD) 

para avaliar o perfil de apoptose, de acordo com as instruções do fabricante.  A 

anexinaV-FITC (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA) é um marcador que detecta a 

externalização da fosfatidilserina em células apoptóticas usando anexina V conjugada 

com o anticorpo FITC e 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (Biolegend, San Diego, 

Califórnia, EUA) é um intercalante fluorescente que sofre um desvio espectral quando 

associado ao DNA. As análises foram realizadas por citometria de fluxo, usando o 

Citômetro Aria III (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA).
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5.12 Ensaio MTT- Methylthiazoletetrazolium 
 

A viabilidade celular foi mensurada através do ensaio do MTT ({brometo de [3-

(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium) (Sigma). Para realização do ensaio, um 

total de 3x104 células por poço foram semeadas em uma placa de 96 poços em 100 

µL de meio RPMI contendo 2% SFB nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. 

Sucintamente, 10 µL de uma solução de MTT (5mg/mL) foram adicionados aos poços 

e incubadas a 37ºC por 4 horas. Após a incubação, as células foram centrifugadas por 

10 minutos a 300 xg (TA) e tiveram seu sobrenadante retirado para neutralização da 

reação com adição de 100 µL de DMSO (Dimetilsulfóxido, Sigma). A viabilidade 

celular foi avaliada pela mensuração da absorbância a 540 nm, utilizando um leitor 

automático de placas. Todas as condições foram testadas em seis replicatas. 

 

5.13 Extração de RNA celular e síntese do DNA complementar 
 

As células THP-1 foram infectadas com o ZIKV como descrito anteriormente,e 

após serem ressuspendidas em meio RPMI-1640 a 2% SFB, foram distribuídas em 

placas de 6 poços e mantidas na estufa com 5% de CO2 a 37°C. Em diferentes 

intervalos de tempo pós-infecção, os sobrenadantes foram aliquotados em tubos tipo 

“eppendorf” e armazenados a -80°C, enquanto, que os pellets celulares foram 

ressuspendidos em tampão RLT, para extração de RNA de celular. Estas coletas 

foram realizadas nos intervalos: 0hpi, 6hpi, 12hpi.  

O RNA das células foi extraído utilizando-se o kit de extração RNeasy Micro Kit 

(QIAGEN, Califórnia, EUA), que tem como finalidade purificar o RNA a partir de 

pequenas quantidades de tecidos ou células, através de colunas de sílica. Todo o 

procedimento foi realizado de acordo com as recomendações do fabricante. 

Após a extração, o RNA foi quantificado utilizando o Qubit™ RNA HS Assay Kit 

(ThermoFisher, Waltham, MA) e a qualidade do RNA foi determinada usando 

Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). O cDNA foi produzido utilizando 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher, Waltham, MA) .
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5.14 Expressão gênica 
 

Para a determinação da expressão gênica foram realizadas 3 infecções das 

THP-1 com o ZIKV, utilizando as mesmas condições para a construção de um pool 

amostral. Três milhões de células foram infectadas usando um MOI de 5 e distribuídas 

em três poços de uma placa de 6 poços (um milhão em cada poço), um poço para 

cada tempo da incubação (0h, 6h e 12h). Três milhões de células foram utilizadas 

como controle da infecção e em substituição ao vírus foi adicionado meio de cultura e 

também distribuídas em três poços de uma placa de 6 poços (um milhão em cada 

poço). Após a adição do vírus, as células foram incubadas por duas horas em uma 

estufa com 5% de CO2 a 37°C. 

Após o período de incubação, o inóculo viral foi retirado e foi adicionado meio 

de cultura em todas as amostras. A amostra equivalente ao poço 0h foi coletada e 

centrifugada a 400g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi aliquotado e o pellet 

ressuspendido em 700 uL de tampão RLT para posterior extração de RNA celular, 

conforme descrito anteriormente. Esse procedimento foi repetido após 6 horas e 12 

horas da retirada do inóculos, tanto para as amostras infectadas, como para as 

amostras controle.  

Para realização do CMV and MAPK Pathway TaqMan Array® (ThermoFisher, 

Waltham, MA) , em que foram avaliados 43 genes associados a via MAPK e 4 genes 

considerados endógenos. Os genes associados a via MAPK foram: AKT1, ATF4, 

CHUK, CREB1, CREB3, CREB3L4, IKBKB, IKBKE, IKBKG, MAP2K1, MAP2K2, 

MAP2K3, MAP2K6, MAP3K1, MAPK1, MAPK11, MAPK12, MAPK13, MAPK14, 

MAPK3, NFKB1, NFKB2, NFKBIA, NFKBIB, NFKBIE, PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3C2G, 

PIK3C3, PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD, PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3, PIK3R4, PIK3R5, 

RB1, REL, RELA, RELB, RPS6KB1, SP1. GAPDH, HPRT1, GUSB e ACTB, foram 

como controles endógenos O fold-change foi calculado pelo método ΔΔCt. Foram 

considerados genes superexpressos os genes que apresentaram expressão superior 

a duas vezes o limiar estabelecido pelo algoritmo em comparação com o grupo 

controle. Os genes considerados de expressão negativa, demonstraram expressão 

duas vezes menor o limiar estabelecido pelo algoritmo em comparação com o grupo 

controle.
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5.15 Fosforilação de p38 MAPK 
 

Para a realização da marcação da proteína p38MAPK fosforilada foram 

utilizadas 1x106 células por condição, em triplicata. Na condição infectada, as células 

foram infectadas pelo ZIKV com o MOI de 5, incubadas por 1 hora a 37°c, a 5% de 

CO2. Logo após a infecção o inóculo foi retirado seguida da marcação da proteína 

alvo. 

Para marcação da fosforilação de p38 MAPK foi utilizado anticorpo primário 

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182; Cell Signaling) e o anticorpo secundário utilizado 

PE F(ab')2 Donkey anti-Rabbit IgG (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA),  seguindo 

as instruções do fabricante. As análises foram realizadas por citometria de fluxo, 

usando o Citômetro Aria III (BD Biosciences, Nova Jersey, EUA). 

 

5.16 Immunoblot 
 

 As células infectadas foram mantidas em cultura por 15, 30, 45 e 60 minutos 

pós infecção e posteriormente, lisadas. Os precipitados de células para a extração 

protéica foram obtidos por meio de centrifugação celular. As proteínas foram extraídas 

em tampão de lise RIPA (Sigma Aldrich, Burchs, SG, Switzerland) contendo inibidores 

de proteases e fosfatases (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, EUA). Duzentos 

microlitros deste tampão foram adicionados sobre os precipitados celulares, os quais 

foram desagregados por pipetagem e mantidos no gelo por 30 minutos. Depois deste 

período foi realizada centrifugação a 14 000 rpm por 30 minutos a 4ºC e os 

sobrenadantes foram coletados. Todos os extratos protéicos foram imediatamente 

armazenados em freezer -80ºC, no qual foram mantidos até a realização das análises 

subsequentes. A dosagem de proteínas foi realizada pelo método de Bradford usando 

reagente comercial, seguindo as instruções do fabricante (Sigma Aldrich, Burchs, SG, 

Switzerland). 

 

5.16.1 Western blotting (WB) 

 

Para a detecção da fosforilação das proteínas p38 e JNK nas células 

infectadas, as proteínas foram extraídas e os extratos proteicos foram submetidos 

ao método de Western Blot. As amostras foram diluídas em tampão de Laemmli a 
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fim de se obter a quantidade de 30µg no volume final de 20 µL. Posteriormente, 

foram desnaturadas à 95ºC durante 5 minutos e aplicadas em canaletas do gel de 

poliacrilamida de 12% para o seu fracionamento. Em um dos poços foram aplicados 

5 µL do marcador de peso molecular pré corado (Thermo Scientific, EUA). A etapa 

subsequente à eletroforese foi a transferência das proteínas do gel de poliacrilamida 

para membrana de nitrocelulose com o auxílio do sistema de transferência Transf 

Dry (BioRad). 

A marcação das proteínas alvo foi realizada por meio do método de 

Immunoblot, seguindo os seguintes passos: após a transferência das proteínas para 

a membrana de nitrocelulose, a mesma foi incubada por 2 horas imersa na solução 

de bloqueio (contendo TBS- Tween e 5% de leite desnatado) sob agitação a 

temperatura ambiente. Após essa etapa a membrana foi submetida a 3 lavagens 

com TBS-T (TBS 0,1% Tween), posteriormente, foi incubada overnight , sob agitação 

com o anticorpo primário Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Antibody #9211 (Cell 

Signaling Technology®). Após essa etapa a membrana foi submetida à 3 lavagens e 

incubada com anticorpo secundário Goat pAb to Rb IgG (HRP) por duas horas, a 

temperatura ambiente, sob agitação.Posteriormente a membrana foi lavada com 

TBS-T e revelada no equipamento ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare, Chicago, 

Illinois, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Para a marcação da proteína 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), o controle endógeno do 

experimento, foi utilizado o protocolo semelhante ao já descrito, havendo alteração 

a diluição do anticorpo primário, anti-GAPDH (diluição 1:1000). 

 

5.17 Fosforilação das proteínas da via MAPK e JAK/STAT  
 

O BD Phosflow™ Monocyte/NK Cell Activation Kit (BD Biosciences, Nova 

Jersey, EUA) foi usado para analisar a fosforilação das proteínas da via MAPK 

(ERK1/2, STAT1, STAT3, STAT5 e STAT6). Seguindo as instruções do fabricante. As 

análises foram realizadas por citometria de fluxo, usando o Citometro Aria III (BD 

Biosciences, Nova Jersey, EUA).
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5.18 Inibição de p38 MAPK 
 

 O ensaio de inibição da p38MAPK foi realizado com o composto SB202190 

(Sigma- Aldrich®), também conhecido como 4-(4-Fluorophenyl)-2-(4-hydroxyphenyl)-

5-(4-pyridyl)-1H-imidazole. O SB202190 é altamente seletivo para a p38MAPK, sendo 

capaz de inibir seletivamente a p38a e p38b e não tem efeito sobre a JNK, p42/44MAPK 

ou qualquer outra proteína quinase. A concentração de 2,0 x 106células por condição 

foi utilizada nesse experimento com condições pré-determinadas: células com 10uM 

de SB202190, células com 10uM de DMSO, células apenas com meio de cultura, 

células com 10uM de SB202190 e infectadas com ZIKV (MOI de 5), células com 10uM 

de DMSO e infectadas com ZIKV (MOI de 5), células infectadas com ZIKV (MOI de 5) 

com meio de cultura.  As células infectadas foram mantidas em cultura por 6, 12, 24, 

30, 48 hpi e posteriormente, os respectivos sobrenanadantes foram coletados e os 

pellets  armazaneados para execução dos ensaios subsequentes. 

 

5.19 Cytometric Beads Assay (CBA) 
 

Os sobrenadantes de cultura de células THP-1 infectadas, em triplicata para 

cada condição, tiveram suas citocinas dosadas através dos kits de CBA de citocinas 

inflamatórias (BD™ CBA Human Inflammatory Cytokines Kit®;;BD Biosciences, Nova 

Jersey, EUA), e CBA de quimiocinas (BD CBA Human Chemokine Kit®, BD 

Biosciences, Nova Jersey, EUA)  seguindo as instruções do fabricante. As 

citocinas/quimiocinas IL-6, IL-8, IL-1β, IL-12p70, IL-10 e TNF-α, CXCL10/IP-10, 

CXCL9/MIG, CCL5/RANTES, e CCL2/MCP-1 foram dosadas As análises foram 

realizadas por citometria de fluxo, usando o Citômetro Calibur (BD Biosciences, Nova 

Jersey, EUA). 

 

5.20 Considerações éticas 
 

O presente estudo não utilizou nenhum material proveniente de amostras 

humanas nem envolveu o uso de animais vertebrados, portanto, não necessitou de 

aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos nem do Certificado 

de Licença do Comitê de Ética no uso de Animais. 
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5.21 Análise estatística 
 

A análise estatística dos dados obtidos foi realizada no programa GraphPad 

Prism Software 6.0, considerando um valor de p< 0,05 como estatisticamente 

significativo. Os gráficos foram utilizados para apresentar as variáveis, medidas 

descritivas como média e desvio padrão. Os dados relativos foram testados quanto à 

normalidade usando o teste Kolmogorov-Smirnov. Para análise comparativa das 

variáveis quantitativas foram utilizados os testes t-student para comparação entre dois 

grupos, ou ANOVA para mais de dois grupos, quando o observado o pressuposto de 

normalidade. Posteriormente, foi utilizado o pós-teste Bonferroni. Quando este não foi 

observado, foi utilizado o teste de Mann-Whitney para comparação entre dois grupos 

ou Kruskal Wallis para comparação entre mais de dois grupos.
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6 RESULTADOS  
 

6.1 As células THP-1 são suscetíveis à infecção do ZIKV 
 

A determinação da permissividade e suscetibilidade das células THP-1 a 

infeçcão do ZIKV foi realizada pela marcação da proteína do envolope viral  no interior 

das células. Além da detecção/quantificação do RNA e partículas virais  no 

sobrenadante das culturas celulares, respectivamente. 

O ensaio de imunofluorescência confirmou a presença do vírus no interior das 

células e consequentemente a sua permissividade à infecção. O ensaio também 

permitiu a visualização de alterações morfológicas nas células frente ao ZIKV. Foi 

observado o aumento de partículas virais com o passar das horas, começando nas 24 

horas depois da infecção (Figura 7). 

Além da imunofluorescência, para determinar a suscetibilidade e 

caracterização das células THP-1 no contexto da infecção do ZIKV, foi realizada a 

quantificação do material genético viral e das partículas infecciosas do sobrenadante 

da cultura celular por meio de RT-qPCR e ensaio de placas, respectivamente. 

Semelhante ao observado na microscopia de imunofluorescência,  foi detectado o 

aumento da carga viral ao longo dos tempos pós-infecção. Em todas as MOIs 

avaliadas o número de cópias de RNA apresentam uma cinética semelhante, 

destacando  uma redução da carga de RNA viral após 72 hpi, principalmente na MOI 

0,1. Como esperado, a quantificação da carga de RNA viral nos sobrenadantes das 

THP-1 infectadas foi diretamente proporcional as MOIs utilizadas, ou seja, quanto 

menor a MOI, menor a carga viral, sendo assim, o MOI de 5 atingiu maior  número de 

cópias de RNA viral quando comparado com os MOIs de 0,1 e 1,0 (Gráfico 1).  

Resultado similar foi detectado no ensaio de placa, em que nos poços onde 

foram adicionados os sobrenadantes dos tempos iniciais de infecção (24h e 48h) o 

efeito citopático nas células foi mais intenso, consequentemente, a quantidade de 

partículas virais é maior nesse período. Com o passar do tempo esse efeito diminuiu, 

apresentando a menor quantidade de placas 96hpi. Não foi observado qualquer tipo 

de efeito nos poços onde foram adiconados os sobrenadantes das células não 

infectadas (Figura 8) .
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Figura 7-  Marcação da proteína E do ZIKV em THP-1 

 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Imunomarcação da proteína E do ZIKV realizada utilizando o anticorpo 4G2 e núcleo da célula com DAPI 1,0 x 106 células THP-1 infectadas com 
ZIKV (MOI 5), mostrando uma co-localização dos vírus e da célula. A IMF foi realizada com as células da cultura, em diferentes períodos pós-infecção: 6 horas, 
12 horas, 24 horas, 48 horas, 72horas e 96 horas. 
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Gráfico 1- Curva da Carga Viral em THP-1 infectadas com diferentes MOIs do ZIKV 
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Fonte: A autora. 
Legenda: Quantificação do RNA viral do ZIKV detectado por RT-qPCR em células THP-1 infectadas 

com diferentes MOIs. 1,0 x 106 células THP-1 (por condição) infectadas com ZIKV com os MOIs de 01, 

1 e 5. A curva de carga viral foi realizada no sobrenadante da cultura, em diferentes períodos pós-

infecção: 24 horas, 48 horas, 72horas e 96 horas. 

 

Figura 8- Ensaio de placa dos sobranadentes das células THP-1  

Fonte: A autora. 
Legenda:Foram utilizadas 1,0 x 106 células THP-1 infectadas com ZIKV (MOI 5), seus sobrenadantes 
coletados. E em placas de 24 poços, o inóculo nas células vero foi realizado a partir dos sobrenadantes 
da cultura, resultantes de diferentes períodos pós-infecção: 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72horas e 96 
horas. 
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6.2 A viabilidade de células THP-1 diminui durante a infecção pelo ZIKV 
 

O percentual de morte celular foi quantificado nas células THP-1 infectadas 

com diferentes MOIs do ZIKV e nos tempos iniciais (0hpi e 24hpi) não foram 

observadas diferenças significantes no percentual de células mortas. Foi observada 

diferença estatisticamente significante a partir de 48 hpi usando a MOI de 5. Nas horas 

subsequentes as todas em MOIs foi observada diferença estatística com P<0.001. 

 

Gráfico 2- Percentual de morte das células THP-1 infectadas com diferentes MOIs 
do ZIKV 
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Fonte: A autora. 
Legenda: Foram utilizadas 1,0 x 106 células THP-1 por condição. Para as células infectadas com ZIKV 
foi usada a MOI de 5. As células THP-1 foram coletadas nos intervalos de 24 horas pós-infecção (0 
horas, 24 horas, 48 horas, 72horas, 96 horas e 120 horas), marcadas com anexina /7AAD e analisadas 
por citometria de fluxo. * p< 0,001 para comparação entre grupo controle e infectado com MOI 0,1. 
@ p< 0,001 para comparação entre grupo controle e infectado com MOI 1,0 e # p< 0,001 para 
comparação entre grupo controle e infectado com MOI 5. Análise estatística: Two-way ANOVA e o pós-
teste Bonferroni. 

 

Nas células infectadas, observa-se que há uma queda na viabilidade celular 

logo após a infecção, quando se compara as células controle com as células 

infectadas, essa diferença fica mais discrepante no intervalo de 96 hpi (Gráfico 4). Os 

resultados são confirmatórios quando se observa as imagens através da microscopia 

de campo claro (Figura 9).  
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Pode-se observar na imagem da Figura 9 que as células THP-1 se multiplicam 

ao longo do tempo no grupo controle, o que não é observado no grupo infectado. 

Ainda nas células infectadas, observa-se a formação de grumos celulares em 48h pós-

infecçãoo, o que não é visto no controle. Pode-se inferir que esses grumos celulares 

sejam um efeito citopático do vírus nesse modelo celular. Já em 72h e 96h, pode-se 

observar a diminuição no número de células nas amostras infectadas, enquanto que 

as células não-infectadas continuam se proliferando ao longo do tempo (Figura 9 B, 

painéis da direita). 

 

Gráfico 3- Taxa de viabilidade das células THP-1 infectadas 
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Fonte: A autora. 
Legenda: Foram utilizadas 1,0 x 106 células THP-1 por condição. Para as células infectadas com ZIKV 

foi usada a MOI de 5. A viabilidade celular realizada por MTT nas células da cultura, em diferentes 

períodos pós-infecção: 0 horas, , 24 horas, 48 horas, 72horas e 96 horas. 
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Figura 9- Microscopia de campo claro das THP-1 infectadas com o ZIKV 

 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Perfil morfológico e proliferação das células THP-1, apresentado em microscopia de campo 

claro das células da cultura, em diferentes períodos pós-infecção: 0 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 

72horas e 96 horas. Foram utilizadas 1,0 x 106 células THP-1 por condição, as células infectadas com 

ZIKV(MOI 5).  

 

6.3  As THP-1 infectadas com ZIKV superexpressam genes da via de NF-kB 
 

Considerando que o ZIKV causa diminuição da viabilidade celular nas células 

THP-1, para compreender melhor  o efeito dessa infecção, a expressão gênica da via 

MAPK foi analisada. Para isso, foi avaliada a expressao de 43 genes específicos da 

via de sinalização MAPK. São os genes :AKT1, ATF4, CHUK, CREB1, CREB3, 

CREB3L4, IKBKB, IKBKE, IKBKG, MAP2K1, MAP2K2, MAP2K3, MAP2K6, MAP3K1, 

MAPK1, MAPK11, MAPK12, MAPK13, MAPK14, MAPK3, NFKB1, NFKB2, NFKBIA, 

NFKBIB, NFKBIE, PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3C2G, PIK3C3, PIK3CA, PIK3CB, 

PIK3CD, PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3, PIK3R4, PIK3R5, RB1, REL, RELA, RELB, 

RPS6KB1. 

Desses genes, o AKT1 codifica a proteína quinase serina/treonina, os genes, 

ATF4, CREB1, CREB3, CREB3L4 são responsáveis pela codificação da proteína 

ligada ao elemento responsivo ao AMPc. Os genes IKBKB, IKBKE, IKBKG regulam a 

A B 
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inibição dos NF-κBβ, NF-κBε e NF-κBγ, respectivamente. Os genes MAP2K1, 

MAP2K2, MAP2K3, MAP2K6, MAP3K1, MAPK1, MAPK11, MAPK12, MAPK13, 

MAPK14 e MAPK3 são responsáveis por codificar proteínas da família MAPK, como 

MEK1; MKK1, MEK2; MKK2, p38, MAPKKK1. O grupo dos genes NFKB1, NFKB2, 

NFKBIA, NFKBIB são responsáveis pela regulação e codificação do complexo 

proteíco NF-κB. Já os genes PIK3C2A, PIK3C2B, PIK3C2G, PIK3C3, PIK3CA, 

PIK3CB, PIK3CD, PIK3R1, PIK3R2, PIK3R3 e PIK3R4, PIK3R5 codificam isoformas 

das subunidades catalíticas da PI3K. O gene RB1 é considerado um regulador 

negativo do ciclo celular. O REL, RELA e RELB são responsáveis por codificar 

subunidades de regulação de NF-κB e processos de sobrevida celular.Esses genes 

de maneira geral estão relacionados com o processo de manutenção, proliferação 

celular, inflamação e sobrevivência celular. 

Nos tempos pós infecção analisados, não houva variação na maioria dos genes 

avaliados. No tempo de 6h pi, quatro estavam superexpressos, NFKB1, NFKB2, 

PIK3CA e RELB. No tempo de 12h os genes que se apresentaram superexpressos 

foram: AKT1, NFKB2, PIK3CA, enquanto  que o PIK3C2G, mostrou uma expressão 

negativa. 
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Gráfico 4- Expressão de genes da via MAPK em células THP-1 após 6 horas da infecção pelo 

ZIKV 

Fonte: A autora. 
Legenda: Gráfico de dispersão demonstrando a média da variação de expressão gênica em células 
não-infectadas (Grupo controle) e células infectadas com ZIKV e coletadas 6 hpi (Grupo ZIKV 6h). O 
eixo vertical mostra a expressão gênica normalizada do Grupo ZIKV 6h e o eixo horizontal mostra a 
expressão gênica normalizada do Grupo controle. Linhas pontilhadas delimitam o intervalo 
correspondente à variação de expressão 2,0. Variações de expressão com valores acima ou abaixo 
de 2,0 foram consideradas significativas, de acordo com a legenda do gráfico. A expressão gênica foi 
normalizada com os genes endógenos (GAPDH, HPRT1, GUSB e ACTB). 
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Gráfico 5- Expressão de genes da via MAPK em células THP-1 após 12 horas da infecção pelo 

ZIKV  

  

Fonte: A autora. 
Legenda: Gráfico de dispersão demonstrando a média da variação de expressão gênica em células 

não-infectadas (Grupo controle) e células infectadas com ZIKV e coletadas 12 hpi (Grupo ZIKV 12hpi). 

O eixo vertical mostra a expressão gênica normalizada do Grupo ZIKV 12hpi e o eixo horizontal mostra 

a expressão gênica normalizada do Grupo controle. Linhas pontilhadas delimitam o intervalo 

correspondente à variação de expressão 2,0. Variações de expressão com valores acima ou abaixo de 

2,0 foram consideradas significativas, de acordo com a legenda do gráfico. A expressão gênica foi 

normalizada com os genes endógenos (GAPDH, HPRT1, GUSB e ACTB). 
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6.4  As THP-1 infectadas com ZIKV apresentam maior fosforilação de p38MAPK 
 

A análise do processo de fosforilação de p38 foi realizada logo após a infecção 

pelo ZIKV por citometria de fluxo. Foi observado que as células infectadas 

apresentaram um aumento no percentual de fosforilação da quinase alvo quando 

comparado ao controle. A estratégia de gates foi demonstrada abaixo (Figura 10). É 

possível observar que ocorre um aumento da intensidade de fluorescência em células 

infectadas, quando comparado com células não-infectadas. Esse aumento é 

evidenciado pelo deslocamento para direita do pico da intensidade média de 

fluorescência  no grupo infectado. Portanto, esses resultados sugerem que a presença 

do ZIKV aumenta a fosforilação de p38MPAK em células THP-1.  

 

Figura 10- Fosforilação de p38MAPK em células THP-1 infectadas com ZIKV 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Células THP-1 infectadas com ZIKV com MOI de 5, foram coletadas após infecção, marcadas 

e analisadas para a fosforilação de p38MAPK por citometria de fluxo. O gráfico de barras representa o 

percentual de fosforilação. P<0.001 Análise estatística: teste-t. 
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  Assim como observado por citometria de fluxo (Figura 10), é possível observar 

na Figura 11 que os níveis de fosforilação de p38 aumentam rapidamente em células 

infectadas. Já em 15 minutos pós-infecção observa-se o aumento nos níveis de p38 

fosforilado, o que é consistente em todos os tempos pós-infecção analisados até 60 

minutos pós-infecção. 

 

Figura 11-  Fosforilação de p38MAPK em células THP-1 infectadas com ZIKV 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Células THP-1 infectadas com ZIKV com MOI de 5, foram coletadas em diferentes tempos 
(15,30,45 e 60 mpi) e analisadas para a fosforilação da p38MAPK por Western blot. 

 

6.5 O ZIKV interfere na fosforilação de STATs e ERK1/2 em THP-1 

  
As células THP-1 foram infectadas com ZIKV, tiveram as marcações para avaliar 

as fosforilações das moléculas alvo foram efetuadas nos tempos de 30 minutos, 45 

minutos e 60 minutos após a infecção. Esses intervalos foram determinados devido 

ao fatos de quinases, como Jaks, STATs, tem sua fosforilação iniciadas em 1-15 

minutos após estimulação dos receptores (Shuai et al., 1993). Para entender melhor 

quais os mecanismos envolvidos na fosforilação de p38 durante a infecção pelo ZIKV. 

Foi analisado o status de fosforilação da proteína ERK1/2 e de diferentes proteínas 

STAT. 

A fosforilação de proteínas importantes na imunidade inata foi vista em diferentes 

tempos após inoculação do ZIKV nas células THP-1. O grupo de células infectadas 

apresentou intensa fosforilação da proteína ERK1/2 nos 45 mpi quando comparadas 

com células não infectadas (Figura 12).  

As STATs avaliadas nesse ensaio foram as STAT1, STAT3, STAT5 e STAT6. . 

A presença do ZIKV induziu a fosforilação de STAT1 nas THP-1, 30  e 60 mpi (Figura 

13). Quanto a STAT 3, a presença do ZIKV induziu a sua fosforilação nos primeiros 
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30 mpi, porém, no último intervalo analisado (60 mpi) há uma inversão do perfil, com 

as células controle mostrando um maior nível de fosforilação. A STAT5 evidenciou 

maior fosforilação nos tempos iniciais pós infecção (30mpi e 45mpi) nas células 

infectadas do que nas células não infectadas. (Figura 14). Quanto a STAT6 diferenças 

estatisticamente significativas foram vistas em 45 e 60 mpi quando realizada a 

comparação entre os grupos, sendo observada uma maior fosforilação nas células 

controle em 45 mpi, enquanto que em 60 mpi o grupo infectado é que apresentou 

maiores níveis de fosforilação da proteína (Figura 15). 

 

 

  



68 
 

 
 

Figura 12- Histograma e gráfico das células THP-1 marcadas com anticorpo para ERK1/2, na presença e na ausência do ZIKV 30mpi, 45mpi  e 

60mpi 
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Fonte: A autora. 
Legenda: 1,0 x 106 células THP-1 infectadas com ZIKV (MOI 5). Fosforilação de ERK1/2 realizada nos de células infectadas e não infectadas, em diferentes 
períodos pós-infecção: 30, 45 e  60 mpi. Nota: *** P<0.001; ** P<0.01; *P < 0.05. 

ERK 1/2 fosforilado (Alexa Fluor 647) 

N
ú
m

e
ro

 d
e
 e

v
e
n
to

s
 (

%
) 

Controle  

ZIKV 



69 
 

 
 

Figura 13- Histogramas e gráficos das células THP-1 marcadas com anticorpo para as STATs, na presença e na ausência do ZIKV 30mpi, 45 mpi e 

60mpi                                                                                                                                                                                       (Continua) 
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Figura 13- Histogramas e gráficos das células THP-1 marcadas com anticorpo para as STATs, na presença e na ausência do ZIKV 30mpi, 45 mpi e 

60mpi                                                                                                                                                                                       (Conclusão) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: A autora. 
Legenda: 1,0 x 106 células THP-1 infectadas com ZIKV (MOI 5). Histogramas e gráficos demonstrano a fosforilação de STAT1, STAT3, STAT5 e STAT6  
realizadas nas células THP-1 infectadas e não infectadas, em diferentes períodos pós-infecção: 30, 45 e  60 mpi. Análise realizada por citometria de fluxo. 
Nota: *** P<0.001; ** P<0.01; *P < 0.05.
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6.6  A inibição de p38MAPK nas células THP-1 infectadas com o ZIKV interfere 
nos níveis de IL-8 e CXCL10 

 

Os sobrenadantes resultantes da cultura de células THP-1 tratadas com o 

inibidor farmacológico de p38MAPK (SB202190) e não tratadas, células infectadas e 

não infectadas foram utilizados para dosagens das seguintes citocinas inflamatórias e 

quimiocinas: IL-12p70, TNF, IL-10, IL-1β, IL-6, IL-8, CCL2, CCL5, CXCL9 e CXCL10.  

 As citocinas IL-12p70, TNF, IL-10, IL-1β não demonstraram alterações de 

seus níveis, nas condições avaliadas, apresentando a concentração de 00,00 pg/mL 

em todas elas. As citocinas IL-6, IL-8 e as quimiocinas CCL5, CCL2, CXCL10 e CXCL9 

tiveram seus níveis aumentados na maioria dos tempos analisados, nos 

sobrenadantes da cultura de células infectadas pelo ZIKV, quando comparadas com 

as células não infectadas. Sugerindo que o ZIKV induz um perfil pro-inflamatório nas 

células THP-1 (Gráfico 7). 

De acordo com os dados do gráfico 8, o tratamento com o inibidor SB202190 

não teve efeito consistente sobre as concentrações de algumas das 

citocinas/quimiocinas analisadas ao longo dos tempos pós-infecção. Esse é o caso de 

IL-12p70, TNF, IL-10, IL-1β, IL-6, CCL2, CCL5 e CXCL9. Isso sugere que a produção 

dessas moléculas possivelmente não depende exclusivamente da sinalização via 

p38MAPK. 

A ação do inibidor foi diferente para cada um dos mediadores inflamatórios 

analisados. Para CXCL10 e IL-8, foi observado diminuição dos níveis dessas 

citocinas, sugerindo que são ativadas pela via MAPK dependente de p38MAPK. A 

infecção pelo ZIKV ativa a produção dessas citocinas por essa via. No entanto, não 

são produzidas excluvisamente por ela. Visto que, mesmo com a p38MAPK inibida 

ainda há produção das proteínas. Por outro lado, CCL2, CCL5, CXCL9 e IL-6 não 

apresentaram redução em seus níveis quando tiveram a p38MAPK inibida. E os 

mediadores IL-12p70, TNF, IL-10, IL-1β continuaram sem demonstrar variação em 

seus níveis.  

.  



72 
 

 
 

Gráfico 6- Dosagem de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas em células THP-1 infectadas pelo ZIKV 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: 1,0 x 106 células THP-1 infectadas com ZIKV (MOI 5). Dosagem das citocinas, IL-6, IL-8, CXCL10, CCL2, CXCL9 e CCL5 realizada nos sobrenadantes 
da cultura de células infectadas e não infectadas, em diferentes períodos pós-infecção: 0,12,24 e 48hpi.Nota: ***  P<0.001; ** P<0.01. 

12 24 48
0

100

200

300

400

Controle

ZIKV
***

**

***

IL-6

Tempo pós-infecção (h)

p
g

/m
L

IL-8

12h 24h 48h
0

1000

2000

3000

4000

Controle

ZIKV

***

***

***

Tempo pós-infecção (h)

p
g

/m
L

CCL2

6h 24 48
0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

Controle

ZIKV

***

***

Tempo pós-infecção (h)

p
g

/m
L

CXCL10

12 24 48
0

100

200

300

Controle

ZIKV

***
***

***

Tempo pós-infecção (h)

p
g

/m
L

CXCL9

12 24 48
0

5

10

15

Controle

ZIKV

*** ***

***

Tempo pós-infecção (h)

p
g

/m
L

CCL5

12 24 48
0

200

400

600

800

1000

1200

Controle

 ZIKV

***

***

Tempo pós-infecção (h)

p
g

/m
L

A 
B C 

D E F 



73 
 

 
 

Gráfico 7- Quantificação de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas em células THP-1 infectadas pelo ZIKV tratadas com inibidor de 
p38MAPK 

(Continua) 
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Gráfico 7- Quantificação de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas em células THP-1 infectadas pelo ZIKV tratadas com inibidor de 
p38MAPK 

(Conclusão) 
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Fonte: A autora. 
Legenda: 1,0 x 106 células THP-1 tratadas com SB202190 e infectadas com ZIKV (MOI 5). As citocinas, IL-6, IL-8, CXCL10, CCL2, CXCL9 e CCL5 foram 
dosadas a partir dos sobrenadantes da cultura de células infectadas e não infectadas, em diferentes períodos pós-infecção: 12, 24 e 48hpi.  
Nota: ***  P<0.001; ** P<0.01; * P < 0.05. 
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7 DISCUSSÃO  
 

 O ZIKV tem demonstrado eficiente capacidade de infecção em diferentes tipos 

celulares (HAMEL et al., 2015; FOO et al., 2017;ZHU et al., 2017). Em um contexto 

sistêmico, para que o vírus consiga estabelecer a infecção, é necessário ultrapassar 

várias barreiras da imunidade. Já no ambiente in vitro, para que a infecção ocorra, é 

preciso que as células hospedeiras expressem receptores capazes de reconhecê-los. 

No caso da infecção dos flavivírus, os receptores de entrada bem caracterizados são 

as integrinas αvβ3, receptores de lectina do tipo C (DG-SIGN) e receptores TAM (AXL, 

e Tyro3) (LAURETI et al., 2018; PERERA-LECOIN et al., 2013). 

As células THP-1, células monocíticas de linhagem humana, demonstraram ser 

permissivas e suscetíveis à infecção do ZIKV. Tal característica permite uma 

avaliação in vitro dos perfis imunológicos resultantes da infecção com esse arbovírus. 

Curiosamente, as células THP-1 apresentam baixos níveis de expressão de 

receptores TAM, que são considerados os principais receptores de reconhecimento 

do ZIKV (LIAO et al., 2009). No entanto, apresenta expressão do receptor DC-SIGN, 

outro potencial receptor de entrada para esse vírus (HAMEL et al, 2015; HSU et al., 

2010). Isso sugere que esse receptor, possivelmente, desempenha papel central na 

permissividade das células THP-1 ao ZIKV.  

Considerando isso, nós avaliamos os mecanismos da imunidade inata de 

células THP-1 frente à infecção do ZIKV. Para isso, investigamos os níveis de 

expressão gênica e o status de fosforilação de proteínas da via MAPK, devido à 

relevância dessa via em atividades celulares como proliferação, diferenciação, 

migração, inflamação e apoptose. Outra via de sinalização que analisamos foi a via 

JAK/STAT, por também ser uma via envolvida na proliferação, diferenciação e 

sobrevivência celular, além de ativar de genes de citocinas pró-inflamatórias, como IL-

6. Ainda, quantificamos citocinas e quimiocinas relacionadas com processos 

inflamatórios que geralmente são desencadeados em infecções virais.  

De acordo com os resultados obtidos a cerca da expressão gênica da via 

MAPK, observamos que os genes PI3KCA, AKT, NF-kB1 e NF-kB2 estão 

superexpressos nas células infectadas quando comparados com as células não-

infectadas. Além de estarem relacionados com mecanismos celulares diversos,  

incluindo replicação, migração e apoptose, estes genes parecem interferir na resposta 
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imune frente a infecções virais (PERERA-LECOIN et al. 2013; GREEN et al., 2014; 

LIU et al., 2014). Wang e colcaboradores (2017) demonstraram que a via de 

sinalização PI3K é importante no controle de WNV, regulando a resposta do IFN-I. A 

inibição dessa via acarretou no aumento dos títulos virais em macrófagos de 

camundongos infectados pelo WNV. Por outro lado, um estudo de Liang et al., (2016) 

constatou que a inibição da Akt-mTOR pode estar relacionada com defeitos na 

neurogênese e que a NS4A e NS4B do ZIKV pode ser responsável por processo 

inibitório. 

No presente estudo, também avaliamos o status de fosforilação de STATs 

(STAT 1, STAT 3, STAT 5 e STAT 6) Os dados dessa avaliação sugerem que a 

infecção do ZIKV é capaz de ativar a cascata de sinalização JAK/STAT. Essa cascata 

é iniciada quando os seus receptores reconhecem citocinas, previamente liberadas. 

Mais de 50 citocinas são eficientes na ativação dessa via e esse amplo espectro varia 

desde citocinas antiinflamatórias (IL-4), pró-inflamatórias, a fatores de crescimento 

hematopoiéticos (G-CSF). A resposta intracelular está diretamente relacionada com o 

receptor que foi ativado e a via JAK/STAT será responsável por mediar a regulação 

das transcrições de genes ligados à proliferação, diferenciação e ativação celular, 

como o NF-kB (MULLER, 2019). Desse modo, alterações nessa via na infecção pelo 

ZIKV pode interferir em diversos processos essenciais no funcionamento da célula. 

Além da fosforilação das STATs, quinases importantes da via MAPK também 

se mostraram ativadas frente ao ZIKV. Foram observados maiores níveis de 

fosforilação de ERK1/2 no intervalo de 45 mpi, quando comparado aos demais tempos 

analisados. Já a quinase p38MAPK apresentou alterações no status de fosforilação 

em todos os tempos pós-infecção analisados, embora com intensidades diferentes 

entre os intervalos. De modo semelhante, Zhu et al., (2017) demonstraram, em células 

de retina, que o ZIKV ativa vias como a de ERK, p38MAPK, NF-κB, STAT3 e de 

estresse de retículo endoplasmático. Em conjunto, esses dados sugerem que a 

infecção pelo ZIKV parece regular essas vias em diferentes tipos celulares. 

De acordo com o tipo celular, haverá a produção de diferentes IFNs (α,β, γ, λ) 

e ativação dos ISGs. No entanto, o ZIKV mostrou ser capaz de inibir a expressão do 

gene induzido por IFN-α , podendo ser um dos mecanismos de evasão do vírus 

(KHAIBOULLINA et al., 2017). Nesse sentido é importante conhecer qual ou quais os 
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mecanimos que o ZIKV desempenha para minimizar essa resposta e conseguir 

estabelecer seus processos infecciosos (BAYER et al.,2016; WU et al., 2017).  

Outros fatores inflamatórios podem ser induzidos em consequência da infecção 

com ZIKV, como citocinas e quimiocinas. Este trabalho mostra que o ZIKV além de se 

replicar bem nas células THP-1, desenvolve uma potente resposta inflamatória, com 

o aumento de IL-6, IL-8, CXCL10, CXCL9, CCL2 e CCL5. Estes resultados estão de 

acordo com dados de diversos estudos que também verificaram a elevação de 

moléculas inflamatórias na infecção do ZIKV porém discordam quanto a quantificação 

de IL-1β e TNF-α (DA SILVA et al., 2019; LIMA et al., 2019; NAVECA et al., 2018; 

ORNELAS et al., 2017; TAPPE et al., 2016; WANG et al., 2018).  

Para que a produção de IL-6 seja ativada, é necessário a participação de duas 

proteínas, o receptor de IL-6 (IL-6Ra, CD126) e a proteína gp130 (IL-6Rb, CD130). A 

IL-6 forma um complexo com IL-6R, presente nas células-alvo e recruta a gp130. O 

sinal de transdução mediada pela gp130 requer a ativação das vias JAK/STAT e 

MAPK (KISHIMOTO, 2010). Visto que os dados do nosso estudo sugerem que há 

ativação dessas vias em células THP-1 infectadas pelo ZIKV, é possível que essas 

vias estejam envolvidas no aumento dos níveis de IL-6. 

Em relação ao aumento de IL-8 induzido pela infecção do ZIKV,  provavelmente 

ocorre pelaativação das vias NF-κB, ERK, p38MAPK e PI3K/Akt uma vez que todas 

elas estão envolvidas  na regulação da expressão desta citocina . Ainda baseado em 

nossos estudos, esse aumento, possilvemente, tem maior atuação da via p38MAPK.  

Isso também acontece no contexto da infecção por outros membros da familía 

Flaviviridae, como DENV e o vírus da peste suína clássica. De acordo com Dong et 

al., 2018 a infecção com o vírus da peste suína envolve o aumento de IL-8 mediado 

pela regulação de PI3K/Akt, NF-κB, JNK, ERK, p38MAPK e produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS) (DONG et al., 2018). A liberação de IL-8 também foi 

detectada na infecção de DENV e ZIKV (GREEN et al., 2014; LIMA et al., 2019). 

Na infecção de DENV e ZIKV a participação importante de CXCL10, em 

processos inflamatórios, como a neuroinflamação já foi descrito (LIMA et al., 2019; 

NIRANJAN; MUTHUKUMARAVEL; JAMBULINGAM, 2019). HSIEH  et al., (2019) 

demonstraram que CXCR3 e CXCL10 são moléculas cruciais que coordenam a 

resposta de proteção contra a infecção do DENV. Nos achados do presente estudo 

também foi detectado o aumento de CXCL10 nas células infectadas com ZIKV. Isso 
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pode ser um indício da relação da participação dessa citocina na modulação 

imunológica da infecção do ZIKV, semelhantemente ao que acontece na infecção do 

DENV. 

A quimiocina CXCL9 também chamada de MIG, é estimulada por IFN-γ e 

diferentemente da CXCL10, não é induzida pelo IFN- α/β. Juntamente com outras 

proteínas, como CCL2, CCL4, CXCL10/ IP-10 e IL-8, a CXCL9 tem estado associada 

à patogenicidade do vírus influenza sendo responsáveis pela modulação da resposta 

imunológica frente a esse vírus (BETÁKOVÁ et al., 2017). Na infecção de ZIKV em 

células-tronco neuroprogenitoras (LIMA et al., 2019), assim como em nosso estudo 

com células monocíticas, os níveis de CXCL9 se encontraram aumentados. 

Também observamos o aumento de CCL2. Esse aumento já foi relatado em 

casos de infecção pelo DENV e ZIKV, esta quimiocina tem relação com o 

recrutamento de monócitos, linfócitos T e células NK, que são consideradas células 

importantes na resposta a infecção (BORGES et al., 2018; LIMA et al., 2019). 

CONNOR et al., (2018) demonstraram que em monócitos infectados com ZIKV os 

níveis de CCL2 estão aumentados e ainda associaram este aumento com 

recrutamento de monócitos não-clássicos. Em conjunto, esses dados reforçam que 

há produção de CCL2 na infecção pelo ZIKV, sugerindo a participação dessa 

quimiocina na resposta inflamatória desencadeada por esse vírus  

Ojha et al.,  (2019) analisaram a produção do perfil inflamatório da infecção do 

ZIKV em astrócitos e observaram que o vírus induz o aumento da secreção de CCL2, 

CCL5, CXCL10, IL-8 and IL-6, semelhantemente ao nosso estudo Além disso, 

demonstraram que a cepa do ZIKV de Porto Rico (PRVABC59) estimulava ainda mais 

o aumento nos níveis de CCL5 quando comparada com a cepa afriacana (MR766).  

Embora alguns estudos tenham demonstrado a produção de citocinas pró-

inflamatórias na infecção pelo ZIKV(DONG et al., 2018; LIMA et al., 2019; NAVECA et 

al., 2018; ORNELAS et al., 2017; TAPPE et al., 2016), ainda não está claro quais são 

as mecanismos responsáveis por esse processo. Para elucidar alguns desses 

mecanismos, relacionamos a produção de algumas dessas moléculas (IL-6, IL-8, 

CXCL10, CXCL9, CCL2, CCL5) com uma via de sinalização, a via MAPK, capaz de 

regular inflamação. Para isso, inibimos a p38MAPK e dosamos as mesmos 

mediadores inflamatórios.  
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Nós observamos que a inibição de p38MAPK no grupo de células infectadas 

acarretou na diminuição dos níveis de IL-8 e CXCL-10, quando comparadas as células 

infectadas e não-tratadas com o inibidor. Esses dados sugerem que há uma forte 

relação entre essas moléculas e a via MAPK. Como foi visto em um estudo com 

células de retina infectadas com ZIKV, a inibição de p38MAPK foi capaz de reduzir os 

níveis do maior número de citocinas e quimiocinas avaliadas. Nesse mesmo estudo 

também foram inibidos JAK1/2, STAT3, a ativação de estresse de retículo 

endoplasmático, NF-κB e ERK. A inibição desses componentes acarretou na 

diminuição de citocinas e quimiocinas, incluvise IL-6, CXCL10, CCl5, CCL2, CCL7, 

ICAM 1 e CCL1, no entanto, no grupo p38MAPK inibido essa redução ocorreu de 

forma mais relevante (ZHU et al., 2017). Em conjunto, esses dados sugerem que a 

via p38MAPK parece ter papel central na indução de IL-8 e CXCL-10 na infecção pelo 

ZIKV em diferentes tipos celulares. 

A sinalização de p38MAPK pode influenciar a produção de IFN e ISGs em 

diferentes níveis, esse processo pode acontecer devido a ativação de ATF-2, assim 

como regulação cruzada de NF-kB e IRF-3. Essa modulação da sinalização de IFN 

pode afetar a via de sinalização JAK/STAT Sendo assim, p38MAPK pode regular a 

sinalização de JAK/ STAT de forma indireta através da indução da fosforilação de 

STAT1 ou pela ativação da fosfolipase citosólica A2. Em um ciclo de feedback positivo, 

a modulação da sinalização de STAT pode influenciar a expressão de IFN (GALANI 

et al., 2017). 

Em nosso estudo não avaliamos a relação da via MAPK e a sinalização de 

JAK//STAT, porém é possível que essa relação possa existir na infecção do ZIKV nas 

células THP-1. Observamos, que a inibição da p38MAPK contribuiu para a diminuição 

da produção de mediadores inflamatórios induzida pelo ZIKV. Nesse contexto, é 

importante entender também qual o papel das vias JAK/STAT e PI3K/Akt. Estudos 

futuros serão necessários para esclarecer o papel dessas vias no processo 

inflamatório desencadeado pelo ZIKV. A inibição intracelular de quinases pode 

exercer efeito imunossupressor de muitas células e de várias moléculas dependentes 

dessas proteínas. Em algumas doenças, como câncer e asma, por exemplo, a inibição 

de quinases como PIK3, p38 e JAK/STAT é utilizada como mecanismo de tratamento, 

visando diminuir o processo inflamatório decorrente da doença (SOUTHWORTH et 
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al., 2018). Isso reforça a importância da utilização de inibidores de quinases no estudo 

de mecanismos inflamatórios em diversas patologias. 

Embora exista uma gama de citocinas/quimiocinas envolvida no contexto da 

infecção pelo ZIKV, moléculas como a IL-8 e CXCL10 podem representar marcadores 

importantes dessa infecção. O proposito em determinar marcadores e elucidar sua 

relação com os eventos que resultam no quadro mais grave da infecção pode levar a 

futuras estratégias terapêuticas e reduzir o impacto social e econômico da doença nas 

regiões mais afetadas. Mais estudo a cerca de processos inibitórios das quinases na 

infecção do ZIKV se faz necessário para que essas estratégias sejam efetivas. 
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8 CONCLUSÕES 
 

a) As células THP-1 são permissivas e susceptíveis a infecção do ZIKV; 

b) A infecção do ZIKV em células THP-1 induz a fosforilação da via de sinalização 

de JAK/STAT; 

c) As células THP-1 exibem um perfil pro-inflamatório quando infectadas com 

ZIKV; 

d) A p38MAPK regula parcialmente a produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-

8 e CXCL-10) liberadas pelas células THP-1 infectadas com ZIKV. 
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Memórias do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro v. 110, p. 569–572, 2015.  

ZANLUCA, C.; SANTOS, C. N. D. Zika virus – an overview. Microbes and Infection, 
Paris, v. 18, n. 5, p. 295–301, 2016.  

ZHANG, X. et al. CryoEM structure of the mature dengue virus at 3.5-Å resolution. 
Nature structural and molecular biology, New York v. 20, n. 1, p. 105–110, 2013.  

http://www.eurosurveillance.org/ViewArticle.aspx?ArticleId=20685
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5457678/
http://www.scielo.br/pdf/abo/v79n1/0004-2749-abo-79-01-0001.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5359216/


91 
 

 
 

ZHU, S. et al. p38MAPK plays a critical role in induction of a pro-inflammatory 
phenotype of retinal Müller cells following Zika virus infection. Antiviral research. 
Amsterdam, v. 33, n. 8, p. 839–841, 2016.  

ZÜST, R. et al. Ribose 2 ′ - O -methylation provides a molecular signature for the 
distinction of self and non-self mRNA dependent on the RNA sensor Mda5. Nature 
immunology, New York, v. 12, n. 2, p. 137–143, 2011.  

 

  



92 
 

 
 

ANEXO A- DENGUE VIRUS-SPECIFIC ANTIBODIES ENHANCE BRAZILIAN ZIKA 

VIRUS INFECTION 
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ANEXO B- ENHANCEMENT OF ZIKA INFECTION BY DENGUE- SPECIFIC 

ANTIBODIES DOES NOT ALTER THE PRODUCTION OF INTERLEUKIN 6 IN 

FCΓRIII-EXPRESSING K562 CELLS  
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ANEXO C- THE TRANSCRIPTIONAL AND PROTEIN PROFILE FROM HUMAN 

INFECTED NEUROPROGENITOR CELLS IS STRONGLY CORRELATED TO ZIKA 

VIRUS MICROCEPHALY CYTOKINES PHENOTYPE EVIDENCING A 

PERSISTENT INFLAMMATION IN THE CNS 
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