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RESUMO 

 

LIMA, Morganna Costa. Neuroinflamação e Síndrome Congênita do Zika: estudo 
da assinatura imune em líquido cefalorraquidiano (LCR) de crianças com 
microcefalia e da infecção de células neuronais e endoteliais vasculares in vitro. 
2022. Tese (Doutorado em Biociências e Biotecnologia em Saúde) – Instituto Aggeu 
Magalhães, Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2022. 

 

A Síndrome Congênita do Zika (SCZ) parece estar relacionada à causa multifatorial. 
Apesar da função protetora, a neuroinflamação tem sido apontada como um dos 
processos chave para o desenvolvimento da SCZ, uma vez que a 
desregulação desta resposta está associada a efeitos deletérios graves no Sistema 
Nervoso Central (SNC). Este trabalho avaliou o perfil imune da infecção congênita 
por ZIKV em LCR de crianças com microcefalia versus controle, e em ensaios in 
vitro, pelo uso de células de linhagem neuronal (células SH-SY5Y) e endoteliais 
vasculares cerebrais (HBMECs). Foram observados aumentos significativos de IFN-
Iα, CXCL-9/MIG e CXCL-10/IP-10 nas amostras de LCR do grupo microcefalia 
(n=51) versus controle (n=27). Corroborando com esses dados, o aumento da 
produção de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, IL-6 e IL-12p70) foram detectadas no 
sobrenadante de células SH-SY5Y infectadas por ZIKV. Além disso, ensaios de 
expressão gênica demonstraram que o ZIKV induz aumento dos transcritos de 
TLR3, IFNA1, IFNB1, MMP-1, -3 e -9, e reduz a expressão de MMP2.  A inibição 
parcial da via de IFN potencializa os efeitos da infecção, ocasionando aumento no 
percentual de células apoptóticas, maior replicação viral, redução nos níveis de 
CXCL-8/IL-8, CXCL-10/IP-10, CCL2/MCP-1 e CCL-5/RANTES. A ativação da via 
MAPK p38 também foi observada. As HBMECs demonstraram suscetibilidade e 
permissividade à infecção ao ZIKV, o qual utiliza o citoesqueleto de actina para 
produção da nova progênie viral. Em consequência da infecção, estas células 
produzem TNF e diminuem a expressão de MMP-9. MMP 1, 2 e 3, ICAM-I e VCAM-
1, no entanto, não foram alterados pela infecção. Nossos achados contribuíram para 
a identificação de moléculas imunes essenciais à resposta inflamatória frente à 
infecção por ZIKV, as quais podem ser utilizadas como base para o estudo de 
estratégias terapêuticas e profiláticas que auxiliem no controle da resposta imune 
em grávidas e recém-nascidos. 
 
Palavras-chave: vírus Zika; síndrome congênita do Zika; neuroinflamação; resposta 
imune inata. 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 



 

ABSTRACT 

 

LIMA, Morganna Costa. Neuroinflammation and Congenital Zika Syndrome: 
Study of the immune profile in microcephaly children cerebrospinal fluid (CSF) and of 
the in vitro neuronal and vascular endothelial cells infection. 2022. Tesis (Doctorate 
degree in Biosciences and Biotechnology in Health) – Instituto Aggeu Magalhães, 
Fundação Oswaldo Cruz, Recife, 2022. 
 

Congenital Zika Syndrome (CZS) seems to be related to multifactorial causes. 
Despite its protective function, neuroinflammation has been identified as one of the 
key processes for the CZS development. This imbalance response is associated with 
severe deleterious effects on the central nervous system (CNS). This work evaluated 
the immune profile of congenital ZIKV infection in cerebrospinal fluid (CSF) of 
children with microcephaly versus control, and in in vitro assays using neuronal 
lineage cells (SH-SY5Y cells) and cerebrovascular endothelial cells (HBMECs). 
Significant increases in IFN-Iα, CXCL-9/MIG and CXCL-10/IP-10 were observed in 
CSF samples of microcephaly group (n=51) versus control (n=27). Corroborating with 
these data, increased production of pro-inflammatory cytokines (IL-1β, IL-6 and IL-
12p70) were detected in the supernatant of SH-SY5Y infected cells by ZIKV. In 
addition, gene expression assays showed that ZIKV induces overexpression of 
TLR3, IFNA1, IFNB1 MMP 1, 3 and 9 transcripts, while reducing the expression of 
MMP2. Partial inhibition of IFN pathway intensifies the infection causing an increase 
in the percentage of apoptotic cells and greater viral replication. In addition, there is a 
reduction on CXCL-8/IL-8, CXCL-10/IP-10, CCL2/MCP-1 and CCL-5/RANTES levels. 
MAPK p38 pathway activation was also observed on infected neuronal cells. 
Endothelial cells showed susceptibility and permissiveness to ZIKV infection which 
uses the actin cytoskeleton to produce new viral progeny.  As a result of the infection, 
HBMECs produces TNF and reduces MMP9 expression. MMP 1, 2 and 3, ICAM-I 
and VCAM-1, however, were not altered by the infection. Our findings contributed to 
the identification of essential immune molecules in the inflammatory response 
against ZIKV infection. Which may suggest its uses as a basis for therapeutic and 
prophylactic strategies that can support the immune response control on pregnant 
women and newborns. 
 
Keywords: Zika virus; congenital Zika syndrome; neuroinflammation; innate immune 
response. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A Síndrome Congênita do Zika (SCZ) é, sem dúvidas, uma das maiores 

preocupações acerca da infecção pelo vírus Zika (ZIKV) (MUSSO; KO; BAUD, 

2019). Caracterizada por um conjunto de malformações fetais e neurológicas graves, 

que compreende anomalias craniofaciais, restrição do crescimento fetal, 

artrogripose, comprometimento ocular e perda auditiva (LEAL et al., 2016; 

MARQUES et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2020). A relação entre a infecção por ZIKV 

e o comprometimento fetal ocorreu durante a epidemia que atingiu o Brasil e 

diversos países da América, entre os anos de 2015 e 2016 (MARQUES et al., 2019; 

MUSSO; KO; BAUD, 2019). Neste período, estima-se que a SCZ tenha atingido um 

total de 757.703 crianças distribuídas em 26 países do Continente Americano 

(MARQUES et al., 2019). 

Uma série de estudos vêm sendo conduzidos, na tentativa de compreender 

os mecanismos fisiopatológicos da síndrome (LIMA et al., 2019a; TANG et al., 2016; 

VAN DEN POL et al., 2017). Condições fisiológicas, mutações virais, fatores 

genéticos do hospedeiro e fatores ambientais, têm sido frequentemente associados 

(BARBEITO-ANDRÉS et al., 2020; CAIRES-JÚNIOR et al., 2018; ROSSI et al., 

2019; SCREATON; MONGKOLSAPAYA, 2017a; YUAN et al., 2017). No entanto, o 

neurotropismo viral direto e a resposta inflamatória que ocorre dentro do Sistema 

Nervoso Central (SNC), parecem ser imprescindíveis para o seu estabelecimento 

(ALIMONTI et al., 2018; FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019a; MINER; 

DIAMOND, 2017; MUSSO; KO; BAUD, 2019; TANG et al., 2016; TEIXEIRA et al., 

2020). 

Alterações relacionadas ao neurodesenvolvimento, apoptose e inflamação, já 

foram identificadas em células neurais infectadas por ZIKV (DANG et al., 2016; 

OJHA et al., 2018; TANG et al., 2016). Simultaneamente, a interação do vírus com 

os Receptores de Reconhecimento de Padrão (PRRs) dão início a imunidade 

antiviral (BARROWS et al., 2018; KIM et al., 2019). A ativação da via do Interferon-I 

α/β (IFN-I α/β) desencadeia uma cascata de eventos que incluem fosforilação de 

proteínas quinase, liberação de mediadores inflamatórios, recrutamento e ativação 

de células imunes e ativação do sistema complemento, favorecendo uma atuação 

integrada das imunidades inata e adaptativa (celular e humoral) (GARCIA et al., 

2017; KIM et al., 2019; NOORBAKHSH et al., 2019; SCHIELA et al., 2018). 
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As células endoteliais microvasculares cerebrais humanas (HBMECs, do 

Inglês, Human Brain Microvascular Endothelial Cells), principais componentes da 

Barreira Hematoencefálica (BHE), também auxiliam na regulação imune do SNC 

(KLEIN et al., 2019; SONAR; LAL, 2018). Nas infecções por vírus neurotrópicos, 

facilitam a comunicação sangue e cérebro, uma vez que regulam a passagem de 

patógenos, células e outras moléculas através da via hematoencefálica (KLEIN et 

al., 2019; LI et al., 2015; AL-OBAIDI et al., 2018). Além disso, dirigem a resposta 

imune local pela liberação de mediadores inflamatórios e aumento da expressão de 

moléculas de adesão celulares (AL-OBAIDI et al., 2018; HSIEH et al., 2019; LI et al., 

2015; ROE; ORILLO; VERMA, 2014). Juntos, esses fatores contribuem para a 

migração de células imunes, além de modular a expressão de proteínas necessárias 

à estabilidade de BHE (KLEIN et al., 2019). As metaloproteinases de matriz (MMPs), 

por exemplo, dirigem processos de angiogênese, neurogênese, remodelação 

sináptica, degradação de matriz extracelular e apoptose (SPINDLER; HSU, 2012; 

YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). 

A desregulação da resposta pró-inflamatória, perda de estabilidade endotelial 

e o desencadeamento de alterações na estrutura e funcionamento do SNC, já têm 

sido descritos para alguns Flavivírus, como o Vírus da Encefalite Japonesa (JEV) e 

Vírus do Nilo Ocidental (VNO) (AL-OBAIDI et al., 2018; HSIEH et al., 2019; KLEIN et 

al., 2019; AL-OBAIDI et al., 2018; MUSTAFÁ et al., 2019; ROE; ORILLO; VERMA, 

2014). Baseado nesses dados, acredita-se na imunopatologia da SCZ como um 

processo dinâmico, que envolve a interação da resposta imune local e periférica 

(CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; DIOP et al., 2018; LIMA et al., 2019; 

MANANGEESWARAN; IRELAND; VERTHELYI, 2016). No entanto, os mecanismos 

de interação ZIKV e hospedeiro, que determinam os quadros congênitos da 

infecção, ainda não são bem compreendidos.  

Uma hipótese relevante é que ao acessar a unidade neurovascular, o ZIKV 

induz uma resposta pró-inflamatória persistente baseada na liberação de IFN-I e 

outras citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas. A produção dessas moléculas, 

assim como a presença do vírus no SNC, ativa células imunes locais e a BHE, 

promovendo a amplificação da resposta neuroinflamatória. Consequentemente, o 

fluxo de linfócitos, macrófagos e neutrófilos, assim como a liberação de substâncias 

neurotóxicas aumentam, gerando danos permanentes ao desenvolvimento fetal e 

infantil. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO CONCEITUAL 

 

 Os tópicos a seguir abordam uma revisão acerca dos mecanismos 

imunopatogênicos associados à infecção congênita por vírus Zika. Além disso, 

aspectos gerais relacionados a epidemiologia, transmissão, diagnóstico e 

tratamento, também são retratados. 

 

2.1 Descoberta e Caracterização de um Novo Vírus 

 

A emergência e reemergência dos Arbovírus – vírus transmitidos por 

artrópodes – são de grande importância para a saúde pública resultando em 

epidemias em todo o mundo (HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAM, 2019). Dentre 

os principais, destacam-se os Vírus Dengue (DENV 1-4), Vírus da Febre Amarela 

(VFA), Vírus Chikungunya (CHIKV) e o Vírus Zika (ZIKV), os dois últimos com 

histórico epidemiológico importante nas últimas décadas, principalmente nas 

Américas (ESPINAL et al., 2019; LETA et al., 2018). Todos estes vírus estão 

relacionados com morbidade e mortalidade na população atingida e requerem 

medidas de controle anual para evitar novas epidemias (HUANG; HIGGS; 

VANLANDINGHAM, 2019; JONES et al., 2020). A introdução do ZIKV no continente 

americano, promoveu uma pandemia sem precedentes após anos de circulação 

restrita aos continentes africano e asiático (ESPINAL et al., 2019; KAZMI et al., 

2020). 

O ZIKV foi, ocasionalmente, descoberto em 1947 na floresta de Zika em 

Uganda, isolado de um macaco Rhesus que se apresentava com febre durante um 

estudo para o VFA (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). No ano seguinte, o vírus foi 

detectado em um pool de mosquitos Aedes africanus coletados nesta mesma região 

(DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). O isolamento do ZIKV em momentos distintos e 

de maneira independente, junto com suas características patogênicas e ausência de 

neutralização para os vírus da VFA e Dengue, confirmaram então a existência de um 

novo vírus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Somente em 1952 a primeira 

infecção em humanos foi então relatada e a disseminação esporádica em diferentes 

regiões daquele Continente foi observada (SAKKAS; ECONOMOU; 

PAPADOPOULOU, 2016; SMITHBURN, 1952).  



21 

Após sua identificação, o ZIKV foi caracterizado como um Flavivirus, devido a 

sua similaridade com outros vírus que compõem este gênero, como por exemplo, 

DENV, VFA, o Vírus do Nilo Ocidental (VNO) e o Vírus da Encefalite Japonesa (JEV) 

(HAYES, 2009; SAKKAS; ECONOMOU; PAPADOPOULOU, 2016). Estes vírus 

apresentam uma estrutura característica formada por um capsídeo icosaédrico, 

envolto por envelope lipídico e que tendem a apresentar um alto índice de 

reatividade cruzada quando cocirculantes em uma mesma região (CASTANHA et al., 

2020; DAI et al., 2016; HASAN et al., 2018). Quanto ao genoma, apresentam um 

RNA fita simples (~11 kb), polaridade positiva, e que contém uma única região de 

leitura aberta (ORF, do Inglês, Open Reading Frame), a qual codifica uma 

poliproteína única (HASAN et al., 2018). Através da clivagem da poliproteína, são 

geradas três proteínas estruturais (capsídeo [C], envelope [E] e pré-membrana 

[prM]) e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e 

NS5) que participam tanto da formação da nova progênie viral, como de processos 

celulares de infecção e desencadeamento da resposta imune no hospedeiro (ASIF 

et al., 2017; HASAN et al., 2018) (Figura 1). 

Ainda sobre o processo de identificação e caracterização do ZIKV, alguns 

estudos filogenéticos foram realizados, o que permitiu identificar a origem e 

heterogeneidade de diferentes cepas do vírus (HU et al., 2019; LOWE et al., 2018; 

METSKY et al., 2017; RAJAH et al., 2016). Através do sequenciamento do seu 

genoma completo foi possível confirmar que as duas linhagens – Africana e Asiática 

– atualmente existentes do ZIKV são um produto da evolução da cepa africana 

ancestral e ambas apresentam uma ampla distribuição geográfica (RAJAH et al., 

2016). Devido a sua grande heterogeneidade, a linhagem Africana foi subdividida 

em dois clusters, um da África Oriental e outro da África Ocidental (KAZMI et al., 

2020; LOWE et al., 2018).  
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Figura 1- Estrutura e genoma do ZIKV 

 

Fonte: Singh et al., (2016, tradução da autora). 
Legenda: O genoma do ZIKV é composto por RNA fita simples, com polaridade positiva, que codifica 
uma poliproteína única. A partir de sua clivagem, realizada por proteases virais e do hospedeiro, são 
geradas 3 proteínas estruturais: Capsídeo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E) que irão favorecer 
a formação de novos vírions; e, sete proteínas não-estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B 
e NS5, essenciais à replicação viral e indução da resposta imune no hospedeiro.  

 

Quanto a cepa asiática, desde que surgiu no Oceano Pacífico e na América 

do Sul, tem demonstrado alta capacidade de disseminação e apresenta mutações e 

características imunopatogênicas particulares, quando comparada à cepa africana 

(HU et al., 2019; KAZMI et al., 2020; LIMA et al., 2019c; METSKY et al., 2017). 

Dentre estas últimas, podem-se destacar as cepas isoladas no Brasil, primeiras 

associadas com o desencadeamento da microcefalia e anormalidades congênitas, 

além do uso de novas vias de transmissão para o estabelecimento da infecção 

(CALVET et al., 2016; FARIA et al., 2016). Indagações sobre a circulação de cepas 

africanas do ZIKV no Brasil foram recentemente levantadas, trazendo preocupações 

acerca de uma nova epidemia, visto que a população é naive para essa linhagem 

(ALMEIDA et al., 1947; KASPRZYKOWSKI et al., 2020; MELLO et al., 2019). A 

hipótese surgiu a partir de estudos que identificaram linhagens filogeneticamente 
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similares a MR766 em solo brasileiro (ALMEIDA et al., 1947; KASPRZYKOWSKI et 

al., 2020; MELLO et al., 2019). Estas, foram isoladas tanto de macacos Alouatta 

guariba quanto de mosquitos Aedes albopictus e Haemagogus leucoceanos e 

correspondem a 5,4% das cepas que circularam no país em 2019 (ALMEIDA et al., 

1947; KASPRZYKOWSKI et al., 2020; MELLO et al., 2019). 

 

2.2 Recentes epidemias de ZIKV 

 

A primeira infecção humana por ZIKV foi relatada em 1952, no continente 

africano, região onde o vírus apresentava dispersão muito lenta (SMITHBURN, 

1952). Somente quase 40 anos após a sua descoberta (1983) é que o ZIKV cruzou 

as fronteiras do solo africano e chegou ainda de maneira irrisória ao continente 

asiático (PIELNAA et al., 2020). Foi então que nos anos 2000 o vírus começou a 

escrever um novo capítulo na história da saúde pública humana (CAO-LORMEAU et 

al., 2014; DUFFY et al., 2009; PIELNAA et al., 2020). Em 2007, causou uma 

epidemia que atingiu 70% da população da Ilha de Yap no Estados Federados da 

Micronésia, seguida por uma introdução eficiente na Polinésia Francesa (2013), 

infectando 63% da sua população (CAO-LORMEAU et al., 2014; DUFFY et al., 

2009). Nesta época, houve um aumento nos casos de aborto e alterações 

congênitas, mas estudos que sugerissem a associação dessas condições à 

exposição ao ZIKV somente foram relatados em 2016, através de análise 

restropectiva (CAUCHEMEZ et al., 2016) (Figura 2). 

Com a sua chegada ao Brasil o ZIKV se tornou o protagonista de uma 

epidemia que atingiu uma média de 440.000 a 1.300.000 pessoas, com a maior 

concentração de casos, cerca de 40% deles, na região nordeste do País (DEMIR; 

KILIC, 2016; FARIA et al., 2017). Desde a sua introdução nas Américas (2014), mais 

de 87 países já notificaram transmissão autóctone do ZIKV até julho de 2019, porém 

com uma queda substancial no número de casos desde a epidemia que ocorreu 

entre o final de 2015 e a primeira metade de 2016 (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2019; ZANLUCA et al., 2015) (Figura 2). Em 2018 foram notificados 31.587 

novos casos de infecção por ZIKV nas Américas, dos quais 19.020 deles foram 

registrados no Brasil (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2019). O Panamá e a 

Colômbia assumem o segundo e terceiro lugar no ranking com 2.752 e 1.736 casos 

suspeitos, respectivamente (ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE SAÚDE, 2019).  
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Figura 2- Distribuição geográfica do ZIKV 

 

Fonte: Maucourant et al., (2019, tradução da autora). 
Legenda: O mapa representa a disseminação do ZIKV ao redor do globo, desde a sua descoberta em 
Uganda (1947), até as principais epidemias da febre do ZIKV, que ocorreram na Micronésia (2007), 
Polinésia Francesa (2013) e nas Américas (2013-2016). 

 

Ainda no período epidêmico, e com toda atenção voltada para as Américas, 

alguns países do continente africano também apresentaram números importantes de 

novos casos de infecção com ZIKV, indicando a introdução da cepa asiática neste 

continente (OPAS/OMS, 2020). Um desses exemplos, são os 7.590 casos que 

ocorreram em Cabo Verde (2015-2016), além de casos de microcefalia e outras 

malformações congênitas em Angola e na Guiné-Bissau (2017) (OPAS/OMS, 2020). 

Já na Europa, grande parte dos casos estão relacionados a pessoas que viajaram 

para áreas endêmicas (MARTINET et al., 2019; OPAS/OMS, 2020). Casos de 

transmissão autóctone do ZIKV são relatadas em diferentes regiões desse 

continente principalmente no período de atividade vetorial (maio a outubro), porém 

representam baixo a moderado risco de provocar epidemias (GIRON et al., 2019; 

JUPILLE et al., 2016; MARTINET et al., 2019; ORGANIZAÇÃO MUNDIAL DE 

SAÚDE, 2019).  

Atualmente a história parece não mudar, com o Brasil permanecendo em 

primeiro lugar na notificação de casos de ZIKV em todo o mundo. De acordo com 

dados extraídos da OPAS/OMS, (2020), somente no ano de 2019 o Brasil notificou 
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28.482 casos, dos quais apenas 3.493 foram confirmados. Esse valor representa 

84,02% dos casos confirmados em todo o Continente Americano, com números 

correspondentes a 33.896 e 6.640 de casos notificados e confirmados, 

respectivamente (OPAS/OMS, 2020). Em 2020, já são 7.143 casos relatados no 

Brasil, frente a 7.898 na América do Sul e 8.285 em todo o Continente Americano 

(OPAS/OMS, 2020). De acordo com o Boletim Epidemiológico do Ministério da 

Saúde, a região Nordeste apresenta o maior número de casos em território nacional 

(BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO (BRASIL), 2020a). Dentro desta região, os Estados 

com maiores taxas de incidência (número de casos/ 100 mil habitantes) são Bahia 

(10,6), Rio Grande do Norte (4,9) e Pernambuco (2,0) (BOLETIM 

EPIDEMIOLÓGICO (BRASIL), 2020a). 

 

2.3 Dinâmica de Transmissão 

 

A transmissibilidade expressiva e epidemias recentes provocadas pelo ZIKV 

podem ser explicadas, ao menos em parte, pela ampla distribuição do mosquito 

vetor (Aedes spp.) nos centros urbanos (FARIA et al., 2017; MAGALHAES et al., 

2018; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Este fenômeno ocorre devido a alterações 

climáticas, alta densidade populacional, aumento do número de viagens 

internacionais e urbanização, que interferem diretamente na sobrevivência do 

mosquito adulto, na replicação viral e nos períodos infecciosos (FARIA et al., 2017; 

GUTIÉRREZ-BUGALLO et al., 2019; LIU-HELMERSSON et al., 2014; MAGALHAES 

et al., 2018; SAKKAS; ECONOMOU; PAPADOPOULOU, 2016). De acordo com 

Faria et al., (2017), para cada região brasileira existe uma forte associação entre o 

número de casos notificados semanalmente e a adaptação climática favorável à 

sobrevivência/ proliferação do mosquito vetor. 

O Aedes aegypti é considerado o vetor principal, o que está relacionado a sua 

ótima adaptação e sobrevivência nas áreas urbanas (MUSSO; KO; BAUD, 2019).  O 

Aedes albopictus por sua vez, é considerado um vetor secundário que apesar da 

sua distribuição em regiões com climas temperados, não apresenta grande 

relevância para a transmissão do ZIKV, no Brasil (JUPILLE et al., 2016; MARTINET 

et al., 2019; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Na Europa, esta espécie já apresenta um 

risco maior para o desencadeamento de epidemias, uma vez que é considerado um 

vetor efetivo do ZIKV, entre outros arbovírus, como DENV e CHIKV nesta região do 
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globo (GIRON et al., 2019; JUPILLE et al., 2016; MARTINET et al., 2019). De acordo 

com estudos, o Culex quinquefasciatus pode vir a ser um vetor da infecção, já que o 

ZIKV foi isolado tanto de mosquitos silvestres quanto infectados em laboratório 

(GUEDES et al., 2017; GUO et al., 2016; SMARTT et al., 2018). 

Apesar da transmissão vetorial ser a principal via utilizada pelo ZIKV, outras 

rotas foram identificadas como porta de entrada para o vírus no organismo 

(MAGALHAES et al., 2018; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Estas compreendem as vias 

sexual, perinatal (no parto ou aleitamento materno) e transplacentária, como 

também a transfusão de sangue (BARJAS-CASTRO et al., 2016; MEAD; HILLS; 

BROOKS, 2018; MUSSO et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2020). Hipóteses acerca da 

transmissão através do aleitamento materno e transplante de órgãos ainda não são 

confirmadas (NOGUEIRA et al., 2017; SAMPIERI; MONTERO, 2019). Em regiões 

não endêmicas, a transmissão sexual é considerada uma das principais vias para o 

contágio viral (CHEN; WILSON, 2016; SAKKAS; ECONOMOU; PAPADOPOULOU, 

2016). Na Europa, Estados Unidos e Austrália, por exemplo, acredita-se que uma 

grande parcela dos indivíduos infectados, tenham sido expostos ao vírus através 

desta via (SAKKAS; ECONOMOU; PAPADOPOULOU, 2016). Já a transmissão 

materno-fetal, pode ocorrer em qualquer período gestacional causando sérias 

consequências para o desenvolvimento e saúde da criança (MUSSO; KO; BAUD, 

2019) (Figura 3). 
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Figura 3- Vias de transmissão do ZIKV 

 

Fonte: Teixeira et al., (2020, tradução da autora). 
Legenda: A figura retrata diferentes rotas de entrada do ZIKV no organismo. A transmissão vetorial 
ocorre pela picada da fêmea dos mosquitos do gênero Aedes sp.; Transmissão sexual devido a 
permanência do vírus no sêmen. Transmissão vertical, que pode ocorrer ainda em fase fetal 
(transmissão congênita), ou através da amamentação (transmissão perinatal). O ZIKV também foi 
detectado no sangue, urina, saliva, LCR, lágrima e muco cervical, porém informações acerca do 
potencial infeccioso destas partículas virais, ou da presença de um reservatório viral que possa 
influenciar no curso de uma segunda gestação, ainda não está esclarecido. 

 

2.4 Infecção e imunidade: uma guerra sem vencedor? 

 

Levando em consideração o modelo tradicional de transmissão, o vírus é 

inoculado na camada mais superficial da pele através da picada do mosquito vetor 

(HAMEL et al., 2015; WANG et al., 2017). A partir de então, acessa as camadas 

mais profundas, onde encontram-se queratinócitos, fibroblastos e Células 

Dendríticas (CD) (HAMEL et al., 2015; WANG et al., 2017). Além disso, estudos 

acerca da transmissão perinatal têm demonstrado que o vírus infecta células da 

barreira placentária, como sinciciotrofoblastos, trofoblastos, células endoteliais e 

macrófagos (AAGAARD et al., 2017; KHAIBOULLINA et al., 2019; QUICKE et al., 

2016). Em relação à transmissão sexual, o vírus já foi detectado em células de 

Sertolli e fibroblastos uterinos (CHEN et al., 2016; KUMAR et al., 2018a).  
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 Independente da via, a infecção acontece através de endocitose mediada por 

receptor (BARROWS et al., 2018; HAMEL et al., 2015; WANG et al., 2017). 

Inicialmente, ocorre a ligação da proteína E disposta como dímeros na superfície 

viral a receptores específicos expressos na superfície das células-alvo – AXL (tem 

se mostrado o principal receptor para esta função), além de DC-SIGN, TIM-1 e TIM-

4 –, já descritos como membros da família de receptores da fosfatidilserina 

(BARROWS et al., 2018; HAMEL et al., 2015; LIU et al., 2016). Esta ligação favorece 

a internalização do vírus e a formação do endossoma (BARROWS et al., 2018). No 

interior deste compartimento, as ATPases vacuolares, complexos protéicos de 

unidades múltiplas, acidificam o ambiente endossomal pelo bombeamento de 

prótons, permitindo a trimerização irreversível da proteína E com consequente fusão 

das membranas viral e do hospedeiro e, liberação do RNA viral para o citoplasma 

(BARROWS et al., 2018; WANG et al., 2017) (Figura 4). 

Nesta etapa, o mRNA viral é traduzido pelos ribossomos associados à 

membrana do RE, seguido pelo processamento eficiente da poliproteína no lúmen 

do mesmo, gerando proteínas virais maduras que favorecem a formação de novos 

vírus infecciosos (BARROWS et al., 2018; SAGER et al., 2018). A presença de uma 

grande quantidade de proteínas não estruturais próximas ao RNA genômico, parece 

sinalizar a parada da tradução e o início da replicação (BARROWS et al., 2018). 

Esta, por sua vez, acontece pelo domínio RNA Polimerase Dependente de RNA 

(RdRp) da NS5, que usa o RNA senso positivo para a produção de uma fita de RNA 

negativo, que servirá de molde para a produção e replicação de novos RNAs senso 

positivo que constituírão o genoma das novas partículas virais (BARROWS et al., 

2018) (Figura 4).  

Os estágios finais do ciclo biológico do ZIKV, assim como de outros 

Flavivírus, ocorre pela montagem de partículas virais não-infecciosas, conhecidas 

como vírions, e da maturação e liberação dos vírus para o meio extracelular 

utilizando a via de secreção das células (BARROWS et al., 2018; SAGER et al., 

2018). Os vírions são formados ainda no lúmen do RE e são constituídos pelo 

nucleocapsídeo e pelas proteínas prM e E (BARROWS et al., 2018). A maturação 

ocorre no networking trans-Golgi que por conter um pH ácido, promove rearranjos 

conformacionais na proteína E, a qual perde a estrutura trimérica e passa a ser 

dimérica, e a clivagem da prM em proteína de Membrana (M) e peptídeo pr 

(BARROWS et al., 2018; SAGER et al., 2018). Esse peptídeo impede a fusão viral 
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prematura, e somente é eliminado no processo de liberação das partículas virais 

infecciosas do meio intra para o meio extracelular, onde estão aptas a infectar novas 

células e repetirem o ciclo (BARROWS et al., 2018; SAGER et al., 2018) (Figura 4). 

 

Figura 4- Ciclo biológico viral e patogênese 

 

Fonte: Wen; Song; Ming, (2017, tradução da autora). 
Legenda: A entrada do ZIKV na célula-alvo ocorre por endocitose mediada por receptor específico. A 
acidificação do endossomo favorece a liberação do RNA viral no citoplasma, onde é replicado e 
traduzido a uma poliproteína única. Esta, é processada em proteínas estruturais e não-estruturais que 
favorecem a formação, maturação e liberação de novos vírions utilizando a via de secreção das 
células. A infecção promove alterações no ciclo celular, ao passo que ativa a resposta imune antiviral 
do hospedeiro pela indução das vias do IFN-I (α/β).  

  

Ao passo em que o ZIKV infecta e ativa a maquinaria celular em benefício 

próprio, o sistema imunológico responde de forma imediata com o objetivo de 

combater a infecção (BARROWS et al., 2018; HAMEL et al., 2015) (Figura 4). Nesse 

cenário, os Padrões Moleculares Associados a Patógenos (PAMPs, do Inglês, 

Pathogen-Associated Molecular Patterns) específicos do ZIKV são identificados por 

receptores de reconhecimento de padrão (PRRs, do Inglês, Pattern Recognition 

Receptors) endossomais e citosólicos, como Toll Like Receptors (TLRs 3 e 7), 

Retinoic Acid-Inducible Gene-I (RIG)-1-like Receptors (RLRs) – RIG-1 e Melanoma 

Differentiation Antigen 5 (MDA-5) – e GMP-AMP sintase cíclica (cGAS) (BARROWS 
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et al., 2018; HAMEL et al., 2015; NOORBAKHSH et al., 2019). A partir desta 

identificação, é iniciada uma resposta orquestrada pela ativação das vias de indução 

e de sinalização do IFN-I α/β, os quais são responsáveis pelo estabelecimento da 

imunidade antiviral (KIM et al., 2019; NOORBAKHSH et al., 2019) (Figura 4). Junto a 

via do IFN-I α/β, a expressão de genes de citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas 

também é iniciada, o que favorece uma atuação integrada das imunidades inata e 

adaptativa (celular e humoral), pelo recrutamento e ativação de células imunes, 

fosforilação de proteínas quinases, ativação do sistema complemento e liberação de 

mediadores inflamatórios (GARCIA et al., 2017; KIM et al., 2019; NOORBAKHSH et 

al., 2019; SCHIELA et al., 2018) (Figura 4).  

 

2.5 Patogênese e manifestações clínicas 

 

Essa batalha entre o vírus e o sistema imune é atualmente apontada como 

um dos fatores que podem influenciar na patogenia e evolução clínica da infecção. 

(MINER; DIAMOND, 2017). Posto isto, aproximadamente 80% dos pacientes são 

assintomáticos (BLÁZQUEZ; SAIZ, 2016; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Quanto aos 

outros 20%, a maioria deles apresenta uma doença leve e autolimitada 

caracterizada por febre, rash maculopapular, cefaleia, artralgia, mialgia, coceira e 

conjuntivite, sintomas esses que se estendem por no máximo 7 dias (BLÁZQUEZ; 

SAIZ, 2016; CHONG et al., 2019; MUSSO; KO; BAUD, 2019). Enquanto isso, grupos 

populacionais específicos apresentam a Síndrome de Guillain-Barré (SGB) ou SCZ, 

ambas relacionadas com o desenvolvimento de distúrbios neurológicos importantes 

em adultos ou crianças, respectivamente (BLÁZQUEZ; SAIZ, 2016; MUSSO; KO; 

BAUD, 2019).  

 

2.5.1 ZIKV e condições neurológicas no adulto (SGB) 

 

A associação da SGB e a infecção com ZIKV surgiu em 2013, porém, ganhou 

maior notoriedade após a inserção do vírus no Brasil (MUSSO; KO; BAUD, 2019; 

OEHLER et al., 2014). De acordo com um estudo baseado em modelo de meta-

análise, sugere-se que 1,23% das pessoas infectadas com ZIKV, evoluam para um 

quadro de SGB (BARBI et al., 2018). Entre novembro de 2015 e janeiro de 2016, o 

Brasil notificou 1.708 casos da SGB representando um aumento de 19% na sua taxa 



31 

de incidência (BARBI et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2016). Somente no estado 

da Bahia, o aumento foi de 172% no número de casos (DOS SANTOS et al., 2016). 

A nível mundial, a chegada do vírus em outros países das Américas também elevou 

os números da SGB, com percentuais importantes na Colômbia (aumento de 211%), 

República Dominicana (150%), El Salvador (100%) e Venezuela (877%). 

Atualmente, acredita-se que a SGB atinja de 2 a 3 pessoas a cada 10.000 infectados 

com ZIKV (DOS SANTOS et al., 2016). Porém, sabe-se que outras condições 

neurológicas como, polineuropatia desmielinizante inflamatória, neuropatia axonal 

motora aguda e Síndrome de Miller-Fisher (subtipo da SGB) também podem estar 

associadas à infecção com este vírus (MUNÕZ; PARRA; PRADO, 2017). 

Nos pacientes com ZIKV, os primeiros sintomas da SGB podem surgir 

durante 5 a 10 dias após as manifestações clínicas da febre do Zika (MUNÕZ; 

PARRA; PRADO, 2017). Segundo a literatura, esta é uma característica peculiar à 

infecção com ZIKV, visto que quando ocasionada por outros estímulos, a SGB 

apresenta-se somente a partir de 2 a 4 semanas após a doença antecedente 

(MUNÕZ; PARRA; PRADO, 2017; WILLISON; JACOBS; VAN DOORN, 2016). 

Conhecida como uma doença autoimune do Sistema Nervoso Periférico (SNP), é 

desencadeada após estimulações antigênicas provocadas por vacinas e infecções 

bacterianas e virais, que promovem a produção de autoanticorpos contra os 

gangliosídeos das células nervosas (BARBI et al., 2018; BLÁZQUEZ; SAIZ, 2016; 

LAUFER HALPIN et al., 2018). De acordo com Oehler et al., (2014), pode ser um 

resultado de infecções sequenciais com outros arbovírus, sugerindo um padrão 

parainfeccioso que levaria a exacerbação da resposta imune, quando associada à 

infecção com ZIKV. Quanto à clínica do paciente, esta caracteriza-se, 

principalmente, pela presença de paralisia progressiva (BARBI et al., 2018; 

BLÁZQUEZ; SAIZ, 2016). Os sintomas incluem fraqueza muscular, dificuldade de 

andar, paralisia facial e/ ou dificuldade respiratória, com possível evolução para 

quadros mais graves como incapacidade motora e respiratória significativas ou até 

mesmo a morte (BARBI et al., 2018; BLÁZQUEZ; SAIZ, 2016; LAUFER HALPIN et 

al., 2018; MUNÕZ; PARRA; PRADO, 2017). 

 

2.5.2 Síndrome Congênita do Zika: fato ou fake? 
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Desde a última epidemia que atingiu as Américas, as primeiras evidências de 

alterações neuronais congênitas associadas à infecção por ZIKV foram levantadas 

(BRITO, 2016; DE OLIVEIRA et al., 2016; MARINHO et al., [s.d.]; DE ARAÚJO et al., 

2018). Tal episódio ocorreu devido ao aumento nos casos de microcefalia em áreas 

com altas taxas de notificação de infecção por ZIKV (DE ARAÚJO et al., 2018; 

MARINHO et al., [s.d.]). A confirmação desta relação veio não só pela detecção de 

RNA viral e/ ou anticorpos IgM em amostras de tecido cerebral e líquido 

cefalorraquidiano (LCR) de recém-nascidos com microcefalia, mas também a partir 

de estudos que comprovaram a transmissão vertical e o tropismo do vírus por 

células placentárias e neuronais (AAGAARD et al., 2017; CORDEIRO et al., 2016; 

MARTINES et al., 2016; MINER; DIAMOND, 2017; TEIXEIRA et al., 2020). 

A microcefalia é uma malformação congênita caracterizada pela redução 

significativa da circunferência occipitofrontal para valores ≤ 31,9 cm e ≤ 31,5 cm em 

meninos e meninas, respectivamente, com idade gestacional de 37 semanas ou 

mais (MARQUES et al., 2019; TEIXEIRA et al., 2020; WEN; SONG; MING, 2017). 

Além do período gestacional, essa condição pode se apresentar após o nascimento, 

provocando, em ambos os casos, alterações no neurodesenvolvimento da criança e 

déficit intelectual e motor, consequente à morte de células progenitoras corticais e 

neuronais e da neurogênese prejudicada (CUGOLA et al., 2016; FERRARIS et al., 

2019; ROMBI et al., 2020; TANG et al., 2016; WEN; SONG; MING, 2017).  

Inicialmente, pensava-se somente na microcefalia como efeito da infecção 

congênita por ZIKV, porém, à medida que a epidemia acontecia, mais estudos foram 

demonstrando a capacidade do vírus em promover uma pluralidade de alterações 

clínicas heterogêneas, mais tarde classificadas como SCZ (MARQUES et al., 2019; 

MUSSO; KO; BAUD, 2019; TEIXEIRA et al., 2020). Esta, por sua vez, é conhecida 

como um conjunto de malformações fetais e neurológicas graves, que compreende 

além da microcefalia, outras anomalias craniofaciais (calcificações cerebrais, 

hipoplasia cerebelar e do tronco encefálico, hidrocefalia, ventriculomegalia), 

hipoplasia pulmonar, restrição do crescimento fetal, artrogripose, comprometimento 

ocular (anormalidade do nervo óptico, atrofia coriorretinal, manchas focais na retina, 

catarata e estrabismo) e perda auditiva (LEAL et al., 2016; MARQUES et al., 2019; 

TEIXEIRA et al., 2020) (Figura 5).  
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Figura 5- Manifestações clínicas da SCZ 

 

Fonte: Teixeira et al., (2020, tradução da autora). 
Legenda: Principais características clínicas da SCZ em diferentes etapas do desenvolvimento fetal e 
infantil. Microcefalia, outras anomalias craniofaciais, comprometimento motor, ocular e auditivo são 
algumas das malformações fetais e neurológicas graves desenvolvidas por crianças que foram 
expostas ao ZIKV ainda em idade fetal. Mesmo em RNs com perímetro cefálico normal, que tenham 
sido expostos ao vírus em idade fetal ou após o nascimento, podem apresentar atraso no 
desenvolvimento. A SGB é mais observada em adolescentes. 

 

De acordo com estudos, a SCZ atinge uma média de 5 a 14% dos recém-

nascidos expostos ao ZIKV durante o período gestacional (MUSSO; KO; BAUD, 

2019). Dentro deste grupo, mais de 90% das crianças desenvolvem calcificações 

cerebrais e 39,7% delas apresentam microcefalia (MARQUES et al., 2019). De 

acordo com levantamento feito por Marques et al., (2019), o período gestacional em 

que a exposição ao vírus ocorre, influencia diretamente na condição clínica 

desenvolvida. Isso porque 100% das crianças expostas ao vírus no primeiro 

trimestre da gravidez apresentaram microcefalia, ao passo que a porcentagem de 

casos diminui quando a infecção ocorre no segundo e terceiro trimestres 

(MARQUES et al., 2019). Além disso, 9% dos casos da SCZ ocorrem de forma 

tardia, podendo ser diagnosticada até o segundo ano de vida (MUSSO; KO; BAUD, 
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2019). Quanto à mortalidade associada à SCZ, esta pode chegar a marca de 7% 

durante a primeira semana de vida (MUSSO; KO; BAUD, 2019). 

Estima-se que a SCZ tenha atingido um total de 757.703 crianças distribuídas 

em 26 países do Continente Americano no período epidêmico (2015-2016) 

(MARQUES et al., 2019). O Brasil e a Colômbia foram os países com maiores 

índices, representando um total de 1.608 e 1.415 (2016-2017) casos notificados, 

respectivamente (MARINHO et al., [s.d.]; MARQUES et al., 2019). No Brasil, a 

região Nordeste foi a primeira a associar a infecção por ZIKV com o 

desenvolvimento de quadros neurológicos e também a que apresentou o maior 

número de casos (MARINHO et al., [s.d.]; MARTINES et al., 2016). Dados obtidos 

do Boletim Epidemiológico liberado anualmente pelo Ministério da Saúde do Brasil 

mostram que entre 2015 e 2020, de um total de 19.000 casos suspeitos da SCZ e 

outras etiologias infecciosas, 3.563 foram confirmados no país (BOLETIM 

EPIDEMIOLÓGICO (BRASIL), 2020c). Dentro do período acima mencionado, a mais 

alta prevalência de malformações congênitas foi observada no ano de 2016, com 

mais de 6.000 casos suspeitos e uma média de 2.700 confirmados (BOLETIM 

EPIDEMIOLÓGICO (BRASIL), 2020c). Nos anos posteriores, foi observada uma 

tendência de queda desses números, com 1.462 casos suspeitos e 72 casos 

confirmados, em 2019 (BOLETIM EPIDEMIOLÓGICO (BRASIL), 2020b). Já em 

2020, dos 886 casos suspeitos, apenas 27 deles foram confirmados (BOLETIM 

EPIDEMIOLÓGICO (BRASIL), 2020c).  

Apesar da queda substancial no número de casos, a SCZ ainda é um 

problema que se faz presente e exige atenção da comunidade científica para 

esclarecimento dos mecanismos patogênicos envolvidos, além da busca por alvos 

terapêuticos e estratégias vacinais eficientes para controle da disseminação viral 

(MUSSO; KO; BAUD, 2019). 

 

2.6 Manejo clínico-laboratorial do paciente com ZIKV 

 

Um dos grandes desafios da infecção com ZIKV é o manejo clínico-

laboratorial do paciente infectado, principalmente em áreas onde há a co-circulação 

de outros Flavivírus, como o DENV por exemplo (SHARP et al., 2019). Isso ocorre 

porque ambos apresentam um quadro clínico similar que impossibilita o diagnóstico 

clínico, adicionado a alta reatividade cruzada no diagnóstico sorológico e a 
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inexistência de tratamento específico (MUSSO; KO; BAUD, 2019; QUANQUIN; 

WANG; CHENG, 2017; SHARP et al., 2019). De acordo com a literatura, a 

confirmação dos casos é baseada nos dados clínicos, epidemiológicos e 

laboratoriais (SHARP et al., 2019). O principal critério epidemiológico que deve ser 

levado em consideração, é se o paciente é residente ou tem histórico de viagem 

recente para áreas endêmicas (SHARP et al., 2019). Laboratorialmente, são 

aplicados testes moleculares e/ ou sorológicos escolhidos com base na fase da 

infecção em que o paciente se encontra (MUSSO; KO; BAUD, 2019; SHARP et al., 

2019; WAGGONER; PINSKY, 2016).  

Na fase virêmica, ou seja, nos primeiros setes dias após o início dos sintomas 

clínicos da infecção, os testes moleculares são preferíveis uma vez que baseiam-se 

na detecção do ácido nucléico viral e fornecem evidências conclusivas da infecção 

por ZIKV quando o resultado é positivo (GONCALVES et al., 2018; SHARP et al., 

2019). A Reação em Cadeia da Polimerase por Transcrição Reversa (RT-PCR, do 

Inglês, Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) é considerada o ensaio 

molecular padrão-ouro e por isso é amplamente utilizada pelos laboratórios de 

referência (DA SILVA; PARDEE; PENA, 2019; GONCALVES et al., 2018; 

SANTIAGO et al., 2018; WAGGONER; PINSKY, 2016). Além dela, alguns estudos 

têm obtido resultados promissores no uso de outros testes moleculares, como o de 

Amplificação Isotérmica Mediada por Loop (LAMP, do Inglês, Loop-Mediated 

Isothermal Amplification) (DA SILVA; PARDEE; PENA, 2019). Esta técnica garante 

alta especificidade e sensibilidade, porém é mais barata, mais rápida e de mais fácil 

interpretação que a RT-PCR (DA SILVA; PARDEE; PENA, 2019). 

Ao final da primeira semana após o surgimento dos sintomas clínicos, entram 

em cena os testes sorológicos, que têm como objetivo a detecção de anticorpos de 

classe IgM (infecção recente) e IgG (infecção tardia) nos fluidos biológicos do 

paciente (SHARP et al., 2019; WAGGONER; PINSKY, 2016). O FDA indica a 

realização dos seguintes testes: Ensaio de Imunoabsorção em Placa (ELISA, do 

Inglês, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e Ensaio de Neutralização por 

Redução em Placa (PRNT, do Inglês, Plaque Reduction Neutralization Test) 

(SHARP et al., 2019). No ELISA, resultados negativos excluem a suspeita de 

infecção com o vírus. Já os resultados positivos ou inconclusivos, precisam ser 

confirmados pela realização do PRNT, que por ser um ensaio quantitativo mede o 

título de anticorpos neutralizantes vírus-específico (SHARP et al., 2019). Ele é 
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importante porque ajuda a diminuir a taxa de resultados falso-positivos provocada 

pela alta reatividade cruzada entre os Flavivírus cocirculantes (SHARP et al., 2019).  

Em relação ao tratamento, inúmeros esforços vêm sendo realizados na busca 

de medicamentos com ação antiviral frente ao ZIKV (BERNATCHEZ et al., 2020; DE 

CARVALHO et al., 2017; LIMA et al., 2020). De acordo com a literatura algumas 

moléculas têm demonstrado resultados positivos no combate à infecção, porém os 

testes são limitados a ensaios in vitro ou experimentação animal e ainda não 

evoluíram para pesquisas clínicas até o momento (BERNATCHEZ et al., 2020; DE 

CARVALHO et al., 2017; LIMA et al., 2020; QUANQUIN; WANG; CHENG, 2017). Na 

ausência de tratamento antiviral específico, a terapêutica é sintomática, geralmente 

baseada na administração de acetaminofeno para tratar dores e febre, como 

também anti-histamínicos, indicado para pacientes com prurido (QUANQUIN; 

WANG; CHENG, 2017). Nos pacientes com SGB associada à infecção com ZIKV a 

intervenção clínica é similar àquela observada nos pacientes que desenvolveram a 

síndrome em decorrência de outras estimulações antigênicas (QUANQUIN; WANG; 

CHENG, 2017). O tratamento inclui administração intravenosa de imunoglobulinas 

ou plasmaférese, além de ventilação mecânica em alguns casos (QUANQUIN; 

WANG; CHENG, 2017). 

Quanto às gestantes, é indicado a realização de testes moleculares para 

pesquisa viral em amostras pareadas de soro e urina independente da presença ou 

ausência dos sintomas clínicos da infecção, isto quando residentes de áreas 

endêmicas (SHARP et al., 2019). Os exames sorológicos geralmente são 

recomendados quando a RT-PCR é negativa e a paciente for sintomática (MUSSO; 

KO; BAUD, 2019; SHARP et al., 2019). Caso a infecção por ZIKV seja confirmada, a 

paciente é encaminhada para a realização de exames de imagem constantes que 

visam a detecção precoce de possíveis alterações fetais (MUSSO; KO; BAUD, 

2019). A amniocentese somente é indicada se o feto apresentar alterações nos 

exames de imagem. Uma vez diagnosticados com a SCZ, os recém-nascidos 

seguem com acompanhamento multidisciplinar que abrange desde avaliações 

neurológicas, oftalmológicos e do desenvolvimento, até a inclusão em programas de 

serviços de intervenção (ADEBANJO et al., 2017). 

 

2.7 Mecanismos envolvidos na infecção congênita 
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Uma das grandes apostas para o desenvolvimento da SCZ, baseia-se na 

resposta imune pós-infecção suportada por inflamação persistente no SNC e, no 

neurotropismo viral direto, principalmente devido a sua preferência por células 

progenitoras neuronais e capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica 

(BHE) (ALIMONTI et al., 2018; FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019; MINER; 

DIAMOND, 2017; MUSSO; KO; BAUD, 2019; TANG et al., 2016; TEIXEIRA et al., 

2020). Dito isto, vale ressaltar que acredita-se numa causa multifatorial, influenciada 

por condições fisiológicas como o período gestacional, carência nutricional, 

mutações virais, fatores genéticos do hospedeiro e fatores ambientais (BARBEITO-

ANDRÉS et al., 2020; CAIRES-JÚNIOR et al., 2018; ROSSI et al., 2019; 

SCREATON; MONGKOLSAPAYA, 2017; YUAN et al., 2017). Porém, todos os 

mecanismos envolvidos nesse processo ainda não são bem compreendidos 

(TEIXEIRA et al., 2020). 

O ZIKV parece acessar o SNC por infectar e cruzar a BHE através de 

mecanismos celulares básicos como endocitose, exocitose e transcitose (ALIMONTI 

et al., 2018; PAPA et al., 2017). Após entrada no SNC, uma das primeiras células 

infectadas são as micróglias que parecem contribuir para a disseminação do vírus 

por diferentes tecidos (DIOP et al., 2018a) (Figura 6). Imediatamente, o vírus acessa 

células neuronais e corticais (hiNPCs, neuroblastoma, neurônios maduros, 

astrócitos) em diferentes estágios de diferenciação e promove alterações no 

crescimento e desenvolvimento do SNC (LIMA et al., 2019; TANG et al., 2016; 

TEIXEIRA et al., 2020; VAN DEN POL et al., 2017) (Figura 6).  

Uma vez infectadas, as células sofrem uma desregulação do seu ciclo, 

caracterizada por inibição das vias de reparo do DNA, taxa de divisão celular 

diminuída, ativação de vias apoptóticas pela expressão de caspases 3, 7, 8 e 9, e, 

ativação de TLR3, que culmina na produção de CXCL-10/ IP-10, uma quimiocina 

com atividade pró-apoptótica (FERRARIS et al., 2019; GABRIEL et al., 2017; 

HAMMACK et al., 2019; LIMA et al., 2019; SÁNCHEZ-SAN et al., 2018; SOUZA et 

al., 2016; SUI et al., 2006; TANG et al., 2016; ZHANG et al., 2016)  (Figura 6). Além 

de CXCL-10/ IP-10, o vírus ativa a transcrição de diversos outros genes 

parcialmente dependentes da via do IFN e que atuam como proteínas essenciais ao 

funcionamento da resposta inflamatória, como por exemplo, proteínas quinases 

ativadas por mitôgeno (MAPKs, do Inglês, Mitogen-activated Protein Kinases), 

transdutor de sinal e ativador do fator de transcrição (STAT, do Inglês, Signal 
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Transducer and Activator of Transcription Factor), CXCL-1 e -9 e interleucinas, além 

de genes relacionados às vias de neurogênese e de morte celular (DANG et al., 

2016; LIMA et al., 2019). Estudos apontam ainda que a assinatura imune resultante 

da infecção com ZIKV é um processo cepa-dependente uma vez que a cepa 

africana e asiática ancestral (Camboja) promovem uma ativação mais robusta das 

vias pró-inflamatórias (LIMA et al., 2019; ÖSTERLUND et al., 2019). No caso das 

cepas Asiáticas contemporâneas (Brasil/ América, por exemplo) a resposta imune é 

mais sutil, porém persistente, favorecendo maior replicação viral (LIMA et al., 2019). 

 

Figura 6- Neuropatogênese da infecção congênita por ZIKV 

 

Fonte: Wen; Song; Ming, (2017, tradução da autora). 

Legenda: A infecção de células neuronais e corticais (hiNPCs, neuroblastoma, neurônios maduros, 

astrócitos, microglia) por ZIKV, altera uma série de funções celulares. Transcrição de genes, 
diferenciação prematura, parada do ciclo celular, apoptose, inflamação e possíveis alterações 
vasculares, já foram identificadas. Juntos, esses mecanismos prejudicam a estrutura e funcionamento 
do SNC que está em fase de desenvolvimento, e por isso estão relacionadas à imunopatologia da 
SCZ. 

 

Partindo da assertiva que a neuroinflamação é um processo caracterizado 

pela liberação de mediadores pró-inflamatórios dentro do SNC e ser provocado por 

agentes infecciosos como vírus e bactérias, acredita-se que a persistência dessas 

moléculas no cérebro e medula espinhal fetal em formação, esteja em parte, 

relacionada com o desenvolvimento da SCZ (O’CALLAGHAN; MILLER, 2019; 
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RANSOHOFF; BROWN, 2012). Neste cenário, apesar da sua atividade central na 

ativação das respostas inflamatórias e de IFN contra o ZIKV, o TLR3 tem sido 

demonstrado como um possível potencializador da infecção congênita provocada 

pelo vírus (DANG et al., 2016). Dang et al., (2016), sugerem que a ativação desse 

PRR mediada pelo ZIKV, induziu alteração na transcrição de genes relacionados ao 

neurodesenvolvimento e ativação de proteínas com atividade anti-apoptóticas 

(DANG et al., 2016; OJHA et al., 2018). Além disso, eles observaram um aumento 

na replicação viral e redução no tamanho dos organoides cerebrais consequentes à 

sua ativação (DANG et al., 2016). 

Altas concentrações de IFN-α no SNC podem levar a interferonopatias, 

caracterizada pela presença de alterações morfofisiológicas que abrangem 

calcificações cerebrais, alterações da substância branca e atrofia cerebral 

(GOUTIÈRES, 2005). Todas essas características clínicas, assim como uma 

exposição prolongada dos tecidos neurais fetais ao IFN-I já foram observadas em 

infantis com SCZ, sugerindo fortemente a participação dessa molécula para o 

estabelecimento das alterações congênitas provocadas pelo vírus (LIMA et al., 2019; 

TEIXEIRA et al., 2020). Parte destes dados foram mostrados em estudo do nosso 

grupo de pesquisa, realizado em amostras de LCR de recém-nascidos com 

microcefalia associada à infecção congênita com ZIKV versus recém-nascidos sem 

microcefalia e sem exposição prévia ao ZIKV ou outro arbovírus, o qual revela uma 

assinatura pró-inflamatória persistente no grupo acometido (LIMA et al., 2019). Da 

mesma forma, Camacho-Zavala et al., (2021), observou um perfil imune similar, 

agora em amostras de soro de gestantes infectadas com ZIKV, marcado 

predominantemente pela presença de CXCL-9/ MIG (do Inglês, Monokine induced 

by gamma Interferon), CXCL-10/ IP-10, CCL5/ RANTES (do Inglês, CC Chemokine 

Ligand/ Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted), IFN-Iα, IL-

6, IL-8 e IL-1β. 

O fato, é que além dos danos às células neurais, a presença desses 

mediadores inflamatórios na unidade neurovascular, geralmente está associada à 

alterações na permeabilidade da BHE (LEDA et al., 2019; LI et al., 2015; ROE; 

ORILLO; VERMA, 2014). Esta barreira, formada sobretudo por células endoteliais 

microvasculares, controla o fluxo de moléculas do sangue para o SNC, além de 

regular a resposta imune local, seja em condições fisiológicas ou patológicas 

(RANSOHOFF; BROWN, 2012). A interação ZIKV-BHE ainda gera muitas dúvidas 
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tanto acerca dos efeitos diretos do vírus nessas células, no que diz respeito a 

degradação das proteínas de junção celulares, remodelamento de actina, expressão 

de metaloproteinases de matriz (MMPs, do Inglês, Matrix Metalloproteinases), entre 

outros, quanto na inflamação, a partir da regulação positiva de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias (IL-6, IL-8, IL-1β, TNF), aumento da expressão de 

moléculas de adesão celulares (MACs) – Molécula de Adesão Intercelular 1 (ICAM-

1, do Inglês, Intercellular Adhesion Molecule 1) e Molécula de Adesão Celular 

Vascular 1 (VCAM-1, do Inglês, Vascular Cell Adhesion Molecule 1) – e suas 

integrinas – antígeno 1 associado à função leucocitária (LFA-1, do inglês – 

Lymphocyte Function-Associated Antigen 1) e antígeno 4 muito tardio (VLA4, do 

inglês – Very Late Antigen 4) – e migração de células imunes para os locais de 

injúria (ALIMONTI et al., 2018; LEDA et al., 2019; PAPA et al., 2017; PERSIDSKY et 

al., 2006). Pressupõe-se que todos esses mecanismos, juntos, possam gerar um 

ambiente tóxico que potencializaria os danos ao desenvolvimento neuronal e a 

morfofisiologia da própria BHE (DIOP et al., 2018; YOCKEY et al., 2018). 

 

2.8 Via do IFN-I (α/β) e imunidade antiviral 

 

A resposta imune inata desempenha papel fundamental no controle de 

infecções provocadas por Flavivírus (GARCIA et al., 2017; SCREATON; CULSHAW; 

MONGKOLSAPAYA, 2018). Neste cenário, a ativação da via do IFN-I é crucial para 

que o estado antiviral seja estabelecido e ocorra a eliminação do patógeno (GARCIA 

et al., 2017; SCREATON; CULSHAW; MONGKOLSAPAYA, 2018; SERMAN; GACK, 

2019). Na infecção por ZIKV, diversos estudos já têm demonstrado em ensaios in 

vitro e in vivo que alterações nesta via acarreta efeitos nocivos à saúde da célula e 

do organismo (GRANT et al., 2016a; HAMEL et al., 2015; NGAN et al., 2019; WU et 

al., 2017; YOCKEY et al., 2018). Dentre estes, estão déficit na ativação dos genes 

estimulados por interferon (Interferon Stimulated Genes, ISGs) essenciais na 

amplificação da resposta imune antiviral e, efeitos virais diretos consequentes à 

replicação viral persistente (SERMAN; GACK, 2019).  

Quando o ZIKV entra em contato com a célula-alvo, o sistema imune irá 

reconhecer os seus PAMPs por três mecanismos distintos: 1) Os TLRs 3 e 7, que 

reconhecem o RNA viral fita simples e dupla, e, induzem a translocação de proteínas 

adaptadoras, como Fator de Diferenciação Mielóide 88 (MyD88, do Inglês, Adaptor 
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Molecule Myeloid Differentiation 88), Proteína Adaptadora contendo o domínio TIR 

(TRIF, do Inglês, TIR Domain-Containing Adaptor Inducing IFN β) ou Molécula 

Adaptadora Relacionada a TRIF (TRAM, do Inglês, TRIF-Related Adaptor Molecule); 

2) detecção de RNA dupla fita presente no citoplasma da célula por RLRs (RIG-1 e 

MDA-5), os quais induzem a formação de filamentos protéicos pela interação com a 

proteína de sinalização antiviral mitocondrial (MAVS, do Inglês, Mitochondrial 

Antiviral Signaling (MAVS) Protein); e 3) os receptores cGAS que identificam DNA 

fita dupla “não-próprio” presente no citoplasma e no núcleo celular (GARCIA et al., 

2017; SERMAN; GACK, 2019; SPARRER; GACK, 2015). Este, catalisa a síntese de 

GMP-AMP cíclico (cGAMP), que interage com o estimulador do gene IFN (Stimulator 

of the Interferon Gene, STING) (Figura 7).  

A resposta induzida por estes receptores, converge na ativação de uma 

cascata de sinalização única baseada na fosforilação de proteínas quinases como, 

quinase 1 de ligação a TANK (TBK-1, do Inglês, TANK-Binding Kinase 1), MAPKs e 

quinase IkB α e β (IKK α/β, do Inglês, IkB Kinase α e β) (GARCIA et al., 2017; 

SERMAN; GACK, 2019; SPARRER; GACK, 2015). Após fosforilações sequenciais, 

estas quinases ativam os fatores reguladores de IFN  (IRF, do Inglês, Interferon 

Regulatory Factor) 3 e 7, a proteína ativadora 1 (AP-1, do Inglês, Activator Protein) e 

fator nuclear-κB (NF-κB, do Inglês, Nuclear Factor–κB), que levam a produção de 

IFN-I (α/β) e –III (λ), outras quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias e genes 

estimulados por interferon (Interferon Stimulated Genes, ISGs)  (GARCIA et al., 

2017; SERMAN; GACK, 2019; SPARRER; GACK, 2015) (Figura 7).  
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Figura 7- Via de sinalização do IFN-I (α/β) 

 

Fonte: Nelemans; Kikkert, (2019, tradução da autora). 
Legenda: A) O reconhecimento dos PAMPs virais (RNA fita simples e dupla do ZIKV) por TLRs-3, -7 
e -9, RIG-1 e MDA-5, induz a fosforilação de TBK-1, MAPKs e IKK α/β. Após fosforilações 
sequenciais, estas quinases ativam IRF 3 e 7, AP-1 e NF-κB, o que resulta na produção de IFN-I (α/β) 
e –III (λ), e outras quimiocinas e citocinas pró-inflamatórias. B) Os IFNs produzidos, ligam-se aos 
seus receptores específicos (IFNAR) (ação autócrina e parácrina), ativam as vias de JAK-STAT e 
promovem a formação de um complexo protéico multimérico, conhecido como ISGF-3. Esse 
complexo transloca-se para o núcleo da célula, onde induz a expressão de ISGs e culmina na 
eliminação do patógeno e na regulação da resposta de IFN. 

 

Os IFN-I (α/β) produzidos e secretados pelas células infectadas, agora 

desencadeiam uma segunda cascata de sinalização através da ligação com 

receptores de IFN-I (α/β) (IFNAR, do Inglês, IFN-I α/β Receptors) expressos por elas 

e por células vizinhas (ASIF et al., 2017; GRANT et al., 2016; SERMAN; GACK, 

2019). Consequente a esta ligação, ocorre a ativação de outras proteínas quinases – 

Janus quinase (JAK, do Inglês, Janus Kinase) e tirosina quinase 2 (TYK2, do Inglês, 

Tyrosine Kinase 2) –, fosforilação e dimerização de STAT 1 e 2 e formação de um 

complexo protéico multimérico (STAT 1 e 2 + IRF 9), conhecido como Fator de 

Transcrição Estimulado por Interferon 3 (ISGF-3, do Inglês, Interferon Stimulated 

Genes Factor 3). Após formação, esse complexo transloca-se para o núcleo da 

célula, onde induz a expressão de ISGs pela ligação com os elementos de resposta 



43 

estimulados por IFN (IFN-Stimulated Response Elements, ISRE) (ASIF et al., 2017; 

GRANT et al., 2016a; SERMAN; GACK, 2019).  

Os ISGs, por sua vez, compreendem tanto proteínas envolvidas na ativação 

do IFN, como por exemplo, PRRs, JAK2, STAT 1 e 2 e IRFs, como também 

proteínas pró-apoptóticas. Todos eles exercem múltiplas funções e atuam em 

diferentes fases do ciclo viral, ajudando na eliminação do patógeno e na regulação 

da resposta de IFN, através da regulação positiva de quimiocinas e seus receptores, 

como também, da comunicação célula a célula (GRANT et al., 2016; SCHNEIDER; 

CHEVILLOTTE; RICE, 2014; SERMAN; GACK, 2019) (Figura 7). 

 

2.9 Evasão imune: mecanismos associados à supressão da via do IFN  

 

Ao longo dos anos, os Flavivírus desenvolveram mecanismos diversos, 

capazes de evadir a resposta imune do hospedeiro (ASIF et al., 2017; GACK; 

DIAMOND, 2016; SERMAN; GACK, 2019; UBOL et al., 2010). Tais mecanismos 

estão relacionados com: 

1. sequestro ou modificação do RNA viral pela formação dos compartimentos 

de replicação (vesículas citoplasmáticas que envolvem o RNA viral), 

utilizados pelo DENV e VNO impedindo o reconhecimento dele pelos 

RLRs citoplasmáticos, como também pela adição do cap-5’ ao mRNA viral, 

pelo domínio MTase da NS5 (DAFFIS et al., 2010; GACK; DIAMOND, 

2016; UCHIDA et al., 2014). 

2. antagonismo direto e/ ou alteração subcelular dos PRRs, que ocorre por 

degradação direta de MAVS pelo conjunto NS3+NS4b do HCV, ou do 

complexo cGAS-STING pela protease NS2b3 do DENV (AGUIRRE et al., 

2012; GACK; DIAMOND, 2016; LI et al., 2005; SERMAN; GACK, 2019). 

Adicionalmente, a ativação prejudicada de RIG-I pela NS3 do DENV e do 

VNO que impedem a oligomerização de RIG-I, e consequente 

translocação citoplasmática-mitocondrial e ligação à proteína adaptadora 

MAVS (GACK; DIAMOND, 2016; JIANG et al., 2012; SERMAN; GACK, 

2019). 

3. inibição de proteínas downstream na via do IFN-I, por impedir a 

fosforilação de proteínas quinases como IKK e TBK1, consequentemente 
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inibindo a ativação de IRFs (GACK; DIAMOND, 2016; SERMAN; GACK, 

2019). 

4. bloqueio da cascata de sinalização dependente de IFNAR, que pode 

ocorrer tanto pela inibição da atividade de JAK1 e TYK2, como pelo 

antagonismo de STAT 1 e 2, mediado tanto por proteínas estruturais (C e 

E), como por não estruturais (NS4B e NS5) (GACK; DIAMOND, 2016; 

SERMAN; GACK, 2019). 

A evasão imune mediada por ZIKV acontece de forma muito parecida àquelas 

acima descritas (SERMAN; GACK, 2019). Um consenso já bem fundamentado, é o 

fato dessa supressão decorrer principalmente da atividade de proteínas virais não 

estruturais, que atuam tanto a nível de produção do IFN, quanto da cascata de 

sinalização do mesmo (ASIF et al., 2017; SERMAN; GACK, 2019). Um ponto 

significativo é a atuação dessas proteínas na resposta mediada por RIG-1 e MDA-5 

(NGAN et al., 2019). Nesse contexto, a evasão está relacionada à regulação 

negativa destes receptores, impedimento da ligação com suas proteínas scaffold, ou 

da inibição de outras moléculas dependentes desta via de sinalização como, MAVS, 

TBK1, IRF3 e IKK, tudo isso mediado por NS2A, NS2B3, NS3 e NS4A (LI et al., 

2019; NGAN et al., 2019).  

Além destes, pode-se destacar: clivagem de cGAS um processo dependente 

de NS1 e da via NLRP3 do inflamassoma; clivagem ectópica e endógena do 

estimulador de genes de interferon (STING, do Inglês, Stimulator of Interferon 

Genes), este relacionado a NS2B3; degradação de JAK1 mediada por NS2B3 e de 

STAT por NS5; e a redução na ativação de ISRE, via NS4A (DING et al., 2018; 

GRANT et al., 2016; SERMAN; GACK, 2019; WU et al., 2017; ZHENG et al., 2018) 

(Figura 8). Diante do que foi dito, nota-se que a interação do ZIKV em diferentes 

pontos desta via, altera de forma ampla a resposta imune do hospedeiro, 

prejudicando não somente o mecanismo mediado pelo IFN propriamente dito, como 

também proteínas inflamatórias IFN-dependentes. Todo esse desarranjo imune 

contribui para disseminação viral e agravamento da infecção (SERMAN; GACK, 

2019). 
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Figura 8- Infecção por ZIKV e mecanismos de evasão imune 

 

Fonte: Serman; Gack, (2019, tradução da autora). 
Legenda: O ZIKV evade a resposta imune antiviral principalmente pela regulação negativa de RIG-1 e 
MDA-5, que resulta na produção diminuída de IFN-I e de citocinas pró-inflamatórias. As proteínas 
NS2A, NS2B3, NS3 e NS4A impedem a ligação de RIG-1 e MDA-5 às suas proteínas scaffold, além 
de inibir a atividade de MAVS, TBK1, IRF3 e IKK. NS1 promove a clivagem de cGAS e da via NLRP3 
do inflamassoma; NS2B3 induz a clivagem ectópica e endógena de STING e degradação de JAK1. 
NS4 reduz a ativação de ISRE, enquanto NS5 leva a degradação de STAT. 

 

2.10 Inflamação: um mecanismo de defesa vital a saúde 

 

Injúria e infecção, eis os dois principais, ou mais bem compreendidos eventos 

acerca da indução e execução de uma resposta inflamatória refinada no organismo 

(BARTON, 2008; MEDZHITOV, 2008). A inflamação é um dos mais importantes 

mecanismos utilizados pela resposta imune inata e, tem como função contribuir para 

eliminação de patógenos e promover o reparo tecidual (CHEN et al., 2018; 

MEDZHITOV, 2008). O processo requer a participação de uma variedade de células 

imunes e vasculares, e da produção de mediadores inflamatórios, como citocinas, 

quimiocinas, aminas vasoativas, eicosanoides e produtos de cascatas proteolíticas, 
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que trabalham de maneira integrada para restabelecer a homeostase do organismo 

(CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008; POBER; SESSA, 2007).  

A ativação da resposta inflamatória é iniciada pela interação estímulo-receptor 

(BARTON, 2008; CHEN et al., 2018; HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021; 

MEDZHITOV, 2008). Os estímulos podem ser infecciosos, como é o caso dos 

PAMPs expressos por bactérias, vírus, ou outros patógenos, e não-infecciosos, que 

abrangem os padrões moleculares associados ao dano (DAMPs, do Inglês, Danger-

Associated Molecular Patterns) presentes em células mortas/ danificadas, 

compostos tóxicos, ou radiação (BARTON, 2008; CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 

2008). Os estímulos são reconhecidos por diferentes PRRs, principalmente pelos da 

família dos TLRs e RLRs expressos tanto nas células residentes teciduais, como 

macrófagos, CDs e mastócitos, por exemplo, quanto por células imunes circulantes 

(BARTON, 2008; CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008; ZHENG et al., 2020). No 

caso do ZIKV, esse processo ocorre junto à ativação da via do IFN-I, através da 

interação Vírus-TLR-3, -7 e -9, Vírus-RIG-1/ MDA-5, como descrito previamente 

neste trabalho (SERMAN; GACK, 2019) (Figura 9).  

Assim como nos processos inflamatórios gerais, a comunicação ZIKV-

receptor favorece a ativação de MyD88, o que atua como um start para ativação das 

vias inflamatórias NF-κB, MAPK e JAK/STAT (Figura 9). Uma vez ativadas, estas 

vias regulam a liberação de mediadores inflamatórios, como citocinas e quimiocinas 

(CHEN et al., 2018; SERMAN; GACK, 2019; ZHENG et al., 2020). Usualmente, o 

processo inicial é marcado pela produção de IL-1β, IL-6 e TNF, que ao interagir com 

seus receptores específicos, atuam como um sistema de retroalimentação positivo, 

promovendo tanto a ativação e recrutamento de células imunes, como macrófagos e 

neutrófilos para os locais de injúria, quanto a regulação da cascata de quinases 

previamente ativada, que levam a produção de mais proteínas inflamatórias, e assim 

por diante (CHEN et al., 2018).  
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Figura 9- Vias pró-inflamatórias parcialmente dependentes do IFN-I (α/β) 

 

Fonte: Hervas-Stubbs et al., (2011, tradução da autora). 
Legenda: A interação IFN-receptor induz a ativação das vias do NF-κB, MAPK (p38 e JNK) e 
JAK/STAT. Estas são requeridas para a regulação de genes e funções celulares, como: produção de 
citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, controle da proliferação, diferenciação, sobrevivência e 
morte celular. 

 

Diante da assertiva que diferentes estímulos geram perfis imunes distintos, a 

infecção com ZIKV parece desencadear uma resposta inflamatória bem ampla, 

caracterizada pela detecção de IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-17, TNF, 

IFN-γ, CXCL-10/ IP-10, CCL5/ RANTES, proteína inflamatória de macrófagos 1 

alpha (MIP-1α, do Inglês, Macrophage Inflammatory Protein 1 Alpha) e fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF, do Inglês, Vascular Endothelial Growth 

Factor), tanto em amostras clínicas de pacientes em fase aguda da infecção (soro, 

líquido amniótico e LCR), quanto nos sobrenadantes de linhagens celulares 

infectadas in vitro (LIMA et al., 2019; MAUCOURANT et al., 2019; ORNELAS et al., 

2017; TAPPE et al., 2016). 

Poucos minutos após o estímulo inicial já são suficientes para que a cascata 

de quinases seja ativada e as primeiras moléculas inflamatórias sejam produzidas, 
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porém, este é apenas o primeiro, de uma série de eventos celulares e moleculares 

altamente regulados (CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008; ZHENG et al., 2020). 

Um efeito da liberação dessas moléculas é a ativação do endotélio vascular, que vai 

auxiliar na regulação do processo inflamatório, através da liberação de mais 

mediadores químicos, promoção da quimiotaxia e rolagem de neutrófilos, e do 

extravasamento de plasma para os tecidos injuriados (MEDZHITOV, 2008; POBER; 

SESSA, 2007). Esses processos são favorecidos pelo aumento da permeabilidade 

vascular, como também da expressão de selectinas e de CAMs, que reconhecem 

integrinas e receptores de quimiocinas expressos na superfície dos neutrófilos, 

monócitos e de outras células imunes circulantes (MEDZHITOV, 2008; POBER; 

SESSA, 2007).  

No tecido injuriado, a ação de citocinas secretadas localmente e/ ou por 

contato direto com patógenos, ativa os neutrófilos, que liberam grânulos tóxicos 

compostos por espécies reativas de oxigênio (ROS, do Inglês, Reactive Oxygen 

Species), óxido nítrico (NO, do Inglês, Nitric Oxide), proteinase 3, catepsina G e 

elastase5, que matam o agente infeccioso, mas também agridem os tecidos 

subjacentes (MEDZHITOV, 2008; POBER; SESSA, 2007). Por fim, a comunicação 

entre indutores, sensores, mediadores e efetores da inflamação, promovem o 

recrutamento e ativação de monócitos/ macrófagos, que fagocitam e destroem 

patógenos e restos celulares, além de promover o reparo do tecido danificado 

(CHEN et al., 2018; MEDZHITOV, 2008). 

Clinicamente esse processo se caracteriza por dor, calor, rubor, edema e 

perda de função, e quando bem controlado, tende a desaparecer dentro de poucos 

dias (máximo de 6 semanas) (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021). Esta resposta 

imediata, de baixa especificidade, porém adaptável aos diferentes tipos de 

estímulos, é chamada de inflamação aguda (HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021).  

Mediante uma resposta falha, insuficiente para eliminar o patógeno e o reparo 

tecidual acontecer, o organismo busca outras alternativas para combater a infecção, 

através da migração de linfócitos T, células plasmáticas e acúmulo de macrófagos 

(CHEN et al., 2018; HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021; MEDZHITOV, 2008; 

POBER; SESSA, 2007). Mesmo com esse reforço, a resposta gerada pode ser 

incapaz de destruir o estímulo, que se torna contínuo, e então o estado inflamatório 

crônico se consolida (CHEN et al., 2018; HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021; 

MEDZHITOV, 2008; POBER; SESSA, 2007). A inflamação crônica, por sua vez, 
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envolve a formação de granulomas e tecidos linfóides terciários, e geralmente está 

relacionada à danos teciduais extensos, que podem ocorrer localmente (infecções e 

doenças autoimunes) ou de forma sistêmica (diabetes mellitus tipo 2 e doenças 

cardiovasculares) (CHEN et al., 2018; HANNOODEE; NASURUDDIN, 2021; 

MEDZHITOV, 2008). 

Salvo os casos de SGB, que merecem uma investigação mais aprofundada, a 

inflamação desencadeada pela infecção com ZIKV, não parece gerar grandes 

prejuízos à população adulta de forma geral (CAROD-ARTAL, 2018; TAPPE et al., 

2016). Por outro lado, uma das grandes preocupações acerca do assunto, é a 

infecção de gestantes, já que o vírus atravessa a barreira transplacentária e 

consegue estabelecer o seu ciclo infeccioso no feto em desenvolvimento 

(CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; FERRARIS et al., 2019; ORNELAS et al., 2017). 

De acordo com os dados atualmente apresentados pela literatura, cresce cada vez 

mais a suspeita de que a inflamação gerada nesses casos, atue como um fator 

iminente para o desenvolvimento da SCZ (CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; DIOP et 

al., 2018; LIMA et al., 2019; QUICKE et al., 2016).  

A infecção de diferentes linhagens neurais, as vias e moléculas que são 

ativadas nestas células após infecção, o perfil imune detectado em amostras de LCR 

de crianças com microcefalia associada à infecção congênita por ZIKV, além da 

similaridade clínica com outras condições neurológicas que tem uma participação 

importante da inflamação para o seu estabelecimento, são apenas algumas das 

evidências que fundamentam essa ideia (AID et al., 2017; CAMACHO-ZAVALA et 

al., 2021; DIOP et al., 2018; LEDA et al., 2019; LIMA et al., 2019; SÁNCHEZ-SAN et 

al., 2018). Diante da complexidade e da importância do assunto, o mesmo será 

abordado de forma mais refinada adiante neste trabalho. 

 

2.10.1 Via do NF-κB 

 

O NF-κB é um mediador central da resposta inflamatória no organismo e 

exerce papel crucial na resposta imune contra infecções virais (CHEN et al., 2018; 

LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020; LIU et al., 2017). Suas funções estão 

principalmente relacionadas a indução de genes pró-inflamatórios e a regulação dos 

mecanismos de sobrevivência, ativação e diferenciação de células imunes inatas e 

células T inflamatórias (CHEN et al., 2018; LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020; LIU et 
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al., 2017). O nome NF-κB, representa um complexo proteico formado por cinco 

fatores de transcrição induzíveis e estruturalmente relacionados, conhecidos como 

NF-κB-1 (p50), NF-κB2 (p52), RelA (P65), RelB e c-Rel (LEE; NGUYEN; MYOUNG, 

2020; LIU et al., 2017). Sua ativação está relacionada a uma série de estímulos que 

irão se dividir entre duas vias de sinalização principais, a via canônica, que responde 

a praticamente todos os eventos que induzem a inflamação, e a via não-canônica/ 

ou alternativa, a qual reconhece apenas grupos específicos de estímulos (LIU et al., 

2017). Esta última, é vista como um braço auxiliar da via canônica e regula funções 

específicas da RIA (LIU et al., 2017; SUN, 2011). A translocação de NF-κB por ela 

mediada, depende da atividade da proteína quinase indutora de NF-κB (NIK, do 

Inglês, NF-κB-Inducing Kinase), seguida da fosforilação e processamento de 

proteínas like IkB, p105 e p100 (LIU et al., 2017; SUN, 2011). 

A interação antígeno-PRRs (ZIKV/ TLRs/RLRs, LPS/ TLRs), citocina-receptor 

de citocina (IL-1B/ IL-1BR, TNF/ TNFR), antígeno-MCH, por exemplo, já são 

suficientes para que a via canônica de sinalização do NF-κB seja iniciada (CHEN et 

al., 2018; LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020; LIU et al., 2017). Esses estímulos, irão 

resultar na fosforilação de proteínas IKK e degradação de IkB, uma proteína 

inibitória que retém o NF-κB no citoplasma, sob condições fisiológicas (CHEN et al., 

2018; LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020; LIU et al., 2017; SUN, 2011). As proteínas 

IKK são compostas por duas subunidades catalíticas, IKKα e IKKβ, e uma 

subunidade conhecida como modulador essencial de NF-κB (NEMO, do Inglês – NF-

κB essential modulator) ou IKKγ, de função reguladora (SUN, 2011). Uma vez 

fosforiladas, as proteínas IKK, especialmente sua subunidade IKKβ, degradam IkBα, 

favorecendo a translocação das porções canônicas do NF-κB (dímeros de 

p50/RelA(p65) e p50/c-Rel) para o núcleo, onde interagem com regiões específicas 

do DNA e ativam a transcrição de genes pró-inflamatórios (citocinas, quimiocinas, 

moléculas de adesão celulares, MMPs), genes relacionados a via do IFN, genes pró- 

e anti-apoptóticos, entre outros (CHEN et al., 2018; LEE; NGUYEN; MYOUNG, 

2020; LIU et al., 2017; SUN, 2011).  

As proteínas aqui produzidas irão conduzir uma cascata de eventos imunes 

essenciais à recuperação da homeostase no organismo, enquanto que uma 

desregulação desta via pode levar ao surgimento de câncer, doenças inflamatórias 

crônicas e infecções persistentes (LEE; NGUYEN; MYOUNG, 2020). De acordo com 

estudo realizado por Lee, Nguyen e Myoung, 2020, tanto proteínas estruturais (C, 
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prM e E), quanto as proteínas não-estruturais NS2A, NS2B, NS3 e NS4A do ZIKV, 

reduzem a atividade de NF-Κb, através da interação com os receptores RIG-1 e 

MDA-5 e pela inativação ou regulação negativa de proteínas de sinalização desta 

via, como TBK-1, IRF3, IKK e da forma ativa de RIG-1 (RIG-I-1-228). A inibição 

desses fatores, interfere não somente na via do NF-κB, mas principalmente na 

produção de IFNs, citocinas centrais no estabelecimento da imunidade antiviral 

capaz de eliminar a infecção (LUNDBERG et al., 2019). 

 

2.10.2 Via de sinalização MAPK  

 

As vias de quinase regulada por sinal extracelular (MAPK/ ERK, do Inglês, 

Mitogen-Activated Protein Kinase/ Extracellular Signal-Regulated Kinase), c-Jun N-

terminal quinase/ proteína quinase ativada por estresse (JNK/SPK, do Inglês, c-Jun 

N-terminal Kinase/ Stress-Activated Protein Kinase) e MAPK p38, são as mais bem 

caracterizadas vias de sinalização que formam a família de MAPKs (KUMAR et al., 

2018b; SOARES-SILVA et al., 2016; ZHANG; LIU, 2002). Recebem essa 

classificação de acordo com as similaridades nas sequências de aminoácidos e dos 

modos de ativação (KUMAR et al., 2018b; SOARES-SILVA et al., 2016; ZHANG; 

LIU, 2002). Tratam-se de vias evolutivamente conservadas em eucariotos, que 

auxiliam na transmissão, amplificação e integração de sinais envolvidos nos 

processos de proliferação, diferenciação e transformação celulares, além de 

atuarem como reguladoras da inflamação e da apoptose (KUMAR et al., 2018b; 

SOARES-SILVA et al., 2016; ZHANG; LIU, 2002).  

Diferente da via MAPK/ERK, ativada quase que exclusivamente por fatores de 

crescimento e hormônios, as vias p38 e JNK/SPK, respondem a uma variedade de 

fatores ambientais e celulares (estresse), que incluem infecções (inclusive virais), 

radiação UV, choque térmico, alterações osmolares, LPS, ROS, drogas citotóxicas e 

certos mitógenos (CHENG et al., 2018; KUMAR et al., 2018b; ZHANG; LIU, 2002; 

ZHU et al., 2017). É importante salientar que estímulos pró-inflamatórios ativam 

todas essas vias, o que resulta na produção de citocinas imunomoduladoras, como 

TNF, IL-1, IL-10 e IL-12, que irão auxiliar não somente no controle da resposta 

imune, mas também em todos os outros processos dependentes da atividade da via 

MAPK (KUMAR et al., 2018b; ZHANG; LIU, 2002; ZHU et al., 2017). Em decorrência 

do estímulo inicial, proteínas MAPKs efetoras são ativadas a partir de fosforilações 
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consecutivas dos seus próprios resíduos de serina e treonina, de modo que MAPK 

quinase quinase (MAPKKK, do Inglês, MAPK Kinase Kinase) fosforila MAPK quinase 

(MAPKK, do Inglês, MAPK Kinase), que então fosforila MAPK (CHEN et al., 2018; 

KUMAR et al., 2018b; SOARES-SILVA et al., 2016). Além da autofosforilação, várias 

proteínas como p53 e AP-1, por exemplo, também tem seus resíduos serina/ 

treonina fosforilados pelas MAPKs, resultando na conversão de sinais extracelulares 

(estímulos) em uma infinidade de atividades celulares (inflamação, apoptose, 

diferenciação celular, entre outras) (CHEN et al., 2018; KUMAR et al., 2018b; 

ZHANG; LIU, 2002). 

Neste aspecto (estímulo-resposta celular), podemos ressaltar as infecções 

virais (vírus vivo ou inativado) e a resposta imune por elas mediadas, como dois dos 

principais fatores que ativam a via de MAPK (KUMAR et al., 2018b). Como relatado 

anteriormente, MAPK é uma das principais vias inflamatórias ativadas em detrimento 

do reconhecimento de PAMPs virais, incluindo o ZIKV, pelos PRRs (SCREATON; 

CULSHAW; MONGKOLSAPAYA, 2018). Essa via está associada com a transcrição 

de genes de citocinas pró-inflamatórias, quimiocinas e fatores de crescimento, que 

irão regular a cascata imune previamente ativada, diversas fases do ciclo replicativo 

viral e a apoptose (KUMAR et al., 2018b; MUTHURAJ et al., 2021; ZHU et al., 2017). 

De acordo com Andrade et al., 2004, algumas proteínas secretórias virais por si só, 

são capazes de induzir a via MAPK constantemente. Além disso, a interação do 

vírus com membros das vias MAPK/ERK, JUNK/SPK e p38, pode favorecer ou 

prejudicar a replicação dos mesmos e, consequentemente aumentar ou eliminar a 

infecção (CHOWDHURY et al., 2020; RODRÍGUEZ et al., 2014). De acordo com a 

literatura, à infecção com ZIKV leva à ativação das vias MAPK/ERK, JNK/ SPK e 

p38, o que parece reduzir ou até mesmo inibir a replicação viral em linhagens 

celulares humanas e de mosquitos, além de induzirem uma assinatura imune pró-

inflamatória e apoptose (CHOWDHURY et al., 2020; MUTHURAJ et al., 2021; ZHU 

et al., 2017).  

  

2.10.2.1 Via MAPK p38 

 

A via de MAPK p38 é bastante estudada nas infecções virais, uma vez que é 

um componente necessário à sinalização dos IFNs (KUMAR et al., 2018b; ZHANG; 

LIU, 2002). Quando ativadas, essas proteínas direcionam a fosforilação de STAT1, 
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essencial a transcrição de ISGs, os quais induzem processos celulares responsáveis 

pelo clearence viral (GOH; HAQUE; WILLIAMS, 1999; SERMAN; GACK, 2019; 

ZHANG; LIU, 2002). Além disso, promovem a fosforilação de fosfolipase A2 

citosólica, responsável pela hidrólise do ácido araquidônico, um substrato essencial 

para a síntese de mediadores inflamatórios importantes, a exemplo das 

cicloxigenases (COX) e lipoxigenases (LOX), produzidos principalmente por 

neutrófilos, macrófagos e mastócitos (LESLIE, 2015; ZHANG; LIU, 2002).  

São conhecidas 4 isoformas de p38, identificadas como p38α – a mais bem 

caracterizada de todas elas –, p38β, p38γ e p38δ, que são ativadas por MAPK 

quinase MKK6 (SKK3) e MKK3, principais proteínas efetoras desta via (KUMAR et 

al., 2018b; ZHANG; LIU, 2002). Dentre suas funções, podemos citar a participação 

nos processos apoptóticos e inflamatórios (KUMAR et al., 2018b; ZHANG; LIU, 

2002; ZHU et al., 2017). No primeiro, pode promover parada do ciclo celular na fase 

G1/S (ZHANG; LIU, 2002). Quanto a inflamação, regulam a transcrição de genes de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-8, TNF, IL-1B, e de quimiocinas, por exemplo 

CXCL-10/ IP-10, CXCL-9/ MIG, CCL5/ RANTES, que irão mediar as respostas 

imune inata e adaptativa, como por exemplo aumento da expressão de MACs 

(ICAM-1, VCAM-1), integrinas, recrutamento de células imunes, diferenciação de 

células T e expressão de MMPs, frente a diferentes estímulos, inclusive nas 

infecções virais (KUMAR et al., 2018b; PAPA et al., 2017; ZHU et al., 2017).  

 

2.10.2.2 Via de transdução de sinal JNK (c-Jun) 

 

As proteínas JNK são codificadas por três genes distintos conhecidos como 

JNK1, JNK2 – presentes em todas as células do organismo – e JNK3 – exclusivo do 

cérebro, coração e testículos – (CORRALES; LOSADA-PÉREZ; CASAS-TINTÓ, 

2021; KUMAR et al., 2018b). Sua ativação, deve-se pela atividade de MKK4 e 

MKK7, que fosforilam proteínas citosólicas e nucleares envolvidas em diversos 

processos celulares, como inflamação, apoptose, desenvolvimento embrionário, 

regulação de células do SNC sob condições fisiológicas e patológicas, sobrevivência 

celular, entre outros (CORRALES; LOSADA-PÉREZ; CASAS-TINTÓ, 2021; 

WESTON; DAVIS, 2007). Uma proteína importante desta via, é c-JUN, que quando 

fosforilada, ativa o fator de transcrição de AP-1, que regula negativamente genes 

anti-apoptóticos como bcl2, bcl-xl e Mcl-1, enquanto regula positivamente genes pró-



54 

apoptóticos que pertencem a família bcl-2 (WESTON; DAVIS, 2007; ZHANG; LIU, 

2002). Um segundo mecanismo apoptótico associado à ativação de JNK, é a via de 

estresse do retículo endoplasmático (RE), mediado pela ativação de CHOP, que 

também resulta na expressão diminuída de proteínas anti-apoptóticas Bcl-2, 

demonstrado por Muthuraj et al., (2021), em trofoblastos infectados com ZIKV. 

Juntos, estes dados destacam a importância da ativação de JNK nas infecções 

virais. 

 

2.11 Neuroinflamação: uma thread comum das infecções virais  

 

O SNC é um sistema de privilégio imune (CARSON et al., 2006; 

FORRESTER; MCMENAMIN; DANDO, 2018). Tal afirmação é explicada devido a 

sua capacidade de atenuar os possíveis efeitos deletérios decorrentes da ativação 

imune que ocorre no cérebro e medula espinhal (FORRESTER; MCMENAMIN; 

DANDO, 2018). Esse fenômeno ocorre pela presença de barreiras físicas, 

fisiológicas e imunológicas próprias, que controlam a passagem de agentes 

infecciosos, células imunes, e outras moléculas da periferia para a cavidade 

neurovascular, além de regularem a resposta imune adaptativa e a inflamação 

(CARSON et al., 2006; FORRESTER; MCMENAMIN; DANDO, 2018). O SI do SNC 

é formado por células imunes locais, como glia (células microgliais e astrócitos), 

células imunes periféricas, a exemplo dos macrófagos, neutrófilos e células T e B, 

células endoteliais microvasculares cerebrais (BMVECs, do Inglês, Brain 

Microvascular Endothelial Cells) e pelos próprios neurônios (GILHUS; DEUSCHL, 

2019).  

Um dos eventos imunes mais bem estudados dentro do SNC é a 

neuroinflamação (GILHUS; DEUSCHL, 2019; KLEIN et al., 2019; O’CALLAGHAN; 

MILLER, 2019). Por definição, caracteriza-se como uma resposta inflamatória que 

acontece no encéfalo, meninges e/ ou na medula espinhal (GILHUS; DEUSCHL, 

2019; SHABAB et al., 2017). É ativada por uma variedade de estímulos, como 

infecções virais e bacterianas, doenças neurodegenerativas, injúria e trauma, e, 

mediada pela produção de citocinas, quimiocinas, ROS, eicosanóides e 

prostaglandinas, produzidas pelas células anteriormente citadas (DISABATO; 

QUAN; GODBOUT, 2016; LI et al., 2015; O’CALLAGHAN; MILLER, 2019). Trata-se 

de um processo refinado, que visa restaurar a homeostase no SNC, sem prejudicar 
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as estruturas e funcionalidades do mesmo (KLEIN et al., 2019). Nesse ambiente, a 

resposta inflamatória pode ocorrer em diferentes graus e tem influência do tipo de 

estímulo, do curso e do tempo de duração da resposta (DISABATO; QUAN; 

GODBOUT, 2016). Porém, é frequentemente relatada pela literatura, como um 

evento negativo, uma vez que a linha entre a regulação e desregulação neuro imune 

é muito tênue, e pode causar efeitos deletérios graves, muitas vezes permanentes 

(DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; GILHUS; DEUSCHL, 2019; SHABAB et al., 

2017).  

As células microgliais, também conhecidas como macrófagos residentes do 

SNC, constituem a primeira linha de defesa contra os vírus neurotrópicos e uma 

variedade de outros estímulos (DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; GILHUS; 

DEUSCHL, 2019). Produzidas a partir de precursores mieloides na medula óssea, 

migram para o cérebro entre o oitavo e nono dia do período embrionário, antes 

mesmo dos neurônios, astrócitos e oligodendrócitos (DISABATO; QUAN; 

GODBOUT, 2016; TONG; VIDYADARAN, 2016). Suas funções, não se limitam às 

atividades de células de defesa, mas também à contribuição para a sobrevivência 

desse sistema, por regular a homeostase, fagocitar células progenitoras neurais que 

entraram em apoptose, fornecer suporte trófico para os neurônios e regular o 

desenvolvimento das sinapses (TONG; VIDYADARAN, 2016). Através do 

reconhecimento antigênico mediado via receptores específicos expressos em sua 

superfície – que pode ocorrer pela ação direta dos PAMPs virais e/ ou dos IFNs e 

citocinas secretadas por células neuronais previamente infectadas –, integram a 

comunicação entre SNC e sistema imune periférico (SNP) pela produção de mais 

citocinas e quimiocinas, e consequente propagação de sinais inflamatórios 

(DISABATO; QUAN; GODBOUT, 2016; GILHUS; DEUSCHL, 2019; KLEIN et al., 

2019).  

Concomitantemente, astrócitos e HBMECs são ativados e regulam 

positivamente a expressão de moléculas e receptores quimioatraentes, como CCL2/ 

MCP-1 (do Inglês, CC Chemokine Ligand/ Monocyte Chemoattractante Protein 1), 

CCL3, CCL5/ RANTES, ICAM-1 e VCAM-1, que facilitam a migração de células 

imunes periféricas para a unidade neurovascular (KLEIN et al., 2019). 

Adicionalmente, os astrócitos regulam a integridade da BHE e ativação da resposta 

imune adaptativa, por influenciar na expressão de MHC classe I e II, e promoverem 

um fenômeno conhecido como astrogliose, favorecido pela produção de IL-1, IL-6, 
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TNF and IFN-γ (KLEIN et al., 2019). Um ponto em comum entre todas essas células 

é a expressão de TLR3, TLR7, RIG1 e MDA5, que irão mediar todo esse processo 

de ativação da cascata de IFNs e de vias inflamatórias relevantes (DISABATO; 

QUAN; GODBOUT, 2016; GILHUS; DEUSCHL, 2019; KLEIN et al., 2019). 

Os vírus neurotrópicos, assim denominados por serem capazes de infectar 

células da unidade neurovascular, estão entre os principais mediadores da 

neuroinflamação (KLEIN et al., 2019; LIMA et al., 2019; NIRANJAN; 

MUTHUKUMARAVEL; JAMBULINGAM, 2019). Geralmente, a infecção por esses 

patógenos tem início sistêmico e somente depois acessam o SNC utilizando uma 

variedade de rotas (GILHUS; DEUSCHL, 2019; LUDLOW et al., 2016). Dentre elas, 

podem-se destacar: disseminação hematogênica através da BHE, barreira sangue-

LCR, barreira meníngea-LCR, infecção direta de células endoteliais, ou via 

disseminação de leucócitos infectados através da BHE no parênquima cerebral 

(LUDLOW et al., 2016). Este último, um fenômeno também conhecido como Cavalo 

de Tróia, é bem caracterizado nas infecções com o JEV (HSIEH; JOHN, 2020). No 

caso das infecções congênitas por ZIKV, a barreira transplacentária é utilizada para 

chegar à circulação fetal, e então alcançar a unidade neurovascular provavelmente 

pela infecção de HBMECs, como também da passagem do vírus e de células 

imunes periféricas infectadas pelos espaços intercelulares (ALIMONTI et al., 2018; 

MUSSO; KO; BAUD, 2019; PAPA et al., 2017).  

A ação direta dos vírus, assim como a resposta imune por ele desencadeada, 

pode perturbar irreversivelmente a complexa arquitetura estrutural e funcional do 

SNC, causando uma série de doenças (KLEIN et al., 2019; LUDLOW et al., 2016). 

Encefalopatia aguda, meningoencefalite, síndrome da doença neurológica, são 

condições clínicas frequentemente observadas nas infecções por JEV, VNO e Vírus 

Herpes Simplex (HSV) em adultos (BIAN et al., 2020; SHIVES; TYLER; BECKHAM, 

2017; LI et al., 2015; ROE et al., 2012; ROE; ORILLO; VERMA, 2014). Mais 

recentemente, quadros de encefalomielite disseminada aguda, desconforto 

respiratório mediado pelo SNC e perda de consciência, foram confirmados em 

pacientes infectados com SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome 

Coronavirus 2) (SHARIFIAN-DORCHE et al., 2020).  

Nas infecções congênitas, podemos citar o vírus do sarampo, HSV, e 

principalmente o ZIKV, que promoveu uma epidemia de microcefalia no Brasil 

(FERNANDES; ARYA; WARD, 2021; GEORGE; VISWANATHAN; SAPKAL, 2019; 
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KAZMI et al., 2020). É importante citar que as alterações neurológicas decorrentes 

da infecção com estes vírus, são influenciadas pelo tipo de vírus, pelo seu ciclo 

replicativo (rota de entrada – células-alvo), fatores genéticos do hospedeiro e da 

resposta imune (KLEIN et al., 2019). Um dos pontos que chama bastante à atenção, 

é que a resposta pró-inflamatória em todos esses casos é muito marcante, 

caracterizada por uma exacerbação na regulação positiva de células e de 

mediadores pró-inflamatórios, ou na ativação constante dos mesmos, o que 

caracterizaria uma inflamação crônica (BIAN et al., 2020; KHAIBOULLINA et al., 

2019; LI et al., 2015; LIMA et al., 2019; ROE; ORILLO; VERMA, 2014). 

Na neuroinflamação induzida por ZIKV, a detecção de IFN –I (α/β) e -II (γ) em 

modelos de estudo in vitro e in vivo têm sido frequentemente relatadas pela 

literatura, inclusive sendo apontados como um dos fatores contribuintes para a SCZ. 

(DOWALL et al., 2017; GOBILLOT et al., 2020; GOUTIÈRES, 2005; GRANT et al., 

2016; LIMA et al., 2019). A assinatura imune decorrente da infecção e estimulação 

da via de IFN, resulta na liberação de citocinas IL-1β, IL-6, IL-8/ CXCL-8, TNF, IL-13 

e IL-17, quimiocinas CCL2/ MCP-1, CCL5/ RANTES, CXCL-9/ MIG, CXCL-10/ IP-10 

e fator de crescimento G-CSF, todos envolvidos em processos neuropatológicos 

(CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; LIMA et al., 2019; NAVECA et al., 2018). CXCL-

10/ IP-10 parece estar associada à indução de morte de neurônios infectados com 

ZIKV (CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; NAVECA et al., 2018). No DENV, quadros 

de paralisia já foram observados em estudos clínicos e experimentais, com CXCL-

10/ IP-10 e CXCR-3 desempenhando papel central na patogenia induzida pelo vírus 

(NIRANJAN; MUTHUKUMARAVEL; JAMBULINGAM, 2019) (Figura 10).  

Um outro forte indicador de morte neuronal é a expressão e liberação de IL-1β 

e TNF (SHABAB et al., 2017). Junto a IL-8, uma citocina que também exerce função 

quimioatraente, IL-1β, TNF, MCP-1, IL-6 e CCL5/ RANTES provocam alterações na 

permeabilidade da BHE, através de mecanismos já bem caracterizados na 

neuroinflamação mediada por JEV e VNO (HSIEH; JOHN, 2020; KLEIN et al., 2019; 

LI et al., 2015; MUSTAFÁ et al., 2019; ROE et al., 2012). A presença dessas 

moléculas induziu o aumento da expressão de ICAM-1, VCAM-1 e PECAM-1, 

facilitando a migração de células imunes para dentro do SNC, através da interação 

com ligantes expressos na superfície dessas células (LI et al., 2015; ROE et al., 

2012; ROE; ORILLO; VERMA, 2014). De acordo com Papa et al., (2017), o ZIKV 

infecta e ativa HBMECs, levando a produção de IFN-I e III, IL-6 e CCL5/ RANTES, 
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mas não relata alterações na sua permeabilidade, o que pode ser explicado pelo fato 

de que estas células tendem a se tornar resistentes ao efeito dos IFNs e a morte 

celular induzida por alguns vírus (MLADINICH; SCHWEDES; MACKOW, 2017). 

Infiltrações de macrófagos, neutrófilos e linfócitos, além de calcificação, necrose, 

neurofagia e nódulos microgliais, já foram demonstrados em cortes histológicos de 

tecidos cerebrais fetais infectados com ZIKV (AZEVEDO et al., 2018; 

MANANGEESWARAN; IRELAND; VERTHELYI, 2016). Uma das consequências da 

infiltração e ativação dessas células imunes, assim como da micróglia, é a liberação 

de substâncias neurotóxicas como NO e ROS, causando a morte do tecido injuriado 

e saudável adjacente (MUSTAFÁ et al., 2019; SHABAB et al., 2017) (Figura 10).  

Ainda sobre o JEV e VNO, a produção aumentada de citocinas e quimiocinas 

também regula positivamente a expressão e atividade de MMPs -1, -2, -3 e -9, 

enzimas responsáveis pelo remodelamento de matriz extracelular, e normalmente 

expressas em níveis basais (HSIEH; JOHN, 2020; MUSTAFÁ et al., 2019; ROE et 

al., 2012). No ambiente imunopatogênico, as MMPs degradam as junções 

intercelulares, formadas por proteínas de junção aderentes (PJA) e proteínas de 

junção estreitas (PJE), cuja função é manter a integridade da BHE (PERSIDSKY et 

al., 2006). Quando degradadas, ocorre a abertura dos espaços celulares, que 

favorece ainda mais o fluxo de células e proteínas imunes presentes na circulação 

sistêmica, amplificando o processo neuroinflamatório e consequentemente os danos 

ao SNC (LI et al., 2015; MUSTAFÁ et al., 2019; ROE et al., 2012). Devido às 

similaridades do JEV e do VNO com o ZIKV, no que diz respeito a filogenia, 

capacidade neurotrópica e neuropatogênica, e ao perfil imune gerado em resposta à 

infecção, os mecanismos utilizados por esses vírus podem servir como base para a 

descoberta dos meios pelos quais a SCZ se desenvolve (Figura 10).  
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Figura 10- Neuroinflamação e quebra de barreira hematoencefálica mediada por Flavivírus 

 

Fonte: Mustafá et al. (2019, tradução da autora) 
Legenda: Os Flavivírus neurotrópicos acessam o SNC por infectar e cruzar a BHE através de alguns 
mecanismos:  B1) JEV, VNO e ZIKV atravessam a BHE como vírus livre de células, por meio de 
endocitose, exocitose e transcitose, e B2) através de leucócitos infectados. (C) Uma vez infectadas, 
as células endoteliais vasculares produzem mediadores inflamatórios (3), que junto a ação direta dos 
vírus nestas células, já podem induzir a regulação negativa de PJE (4), ou morte celular (5) e assim 
alterar a permeabilidade da barreira, favorecendo ainda mais a disseminação viral dentro do SNC. (D) 
Após a entrada no cérebro por qualquer uma das vias descritas (B1 e B2), os Flavivírus podem 
infectar astrócitos (6), micróglia (7), periócitos (8) e neurônios (9). A infecção dessas células, induz a 
liberação de mais citocinas pró-inflamatórias e quimiocinas (IL-6, VEGF, TNF, IFN-γ, IL-1β e IL-10, 
MCP-1), que favorecem o aumento da expressão de ICAM-1 e VCAM-1, com consequente ativação e 
recrutamento de células imunes periféricas para o SNC, e, aumento de MMPs -2, -3 e -9 (10), que 
degradam PJAs e PJEs, resultando na quebra de BHE. 
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2.11.1 Neurogênese: um breve resumo 

 

O desenvolvimento do SNC tem início na fase embrionária, a partir de três 

centros germinativos, conhecidos como ectoderme, mesoderme e endoderme 

(ELSHAZZLY et al., 2021; URBÁN; GUILLEMOT, 2014). A ectoderme é o centro 

especializado para a formação do tubo e a crista neural, a partir de células tronco 

neurais (NSCs, do inglês, Neural Stem Cells) (ELSHAZZLY et al., 2021; URBÁN; 

GUILLEMOT, 2014).  O processo pelo qual as NSCs se proliferam e diferenciam-se 

em neurônios maduros é chamado de neurogênese e sua regulação está ligada à 

atividade de diversos genes (URBÁN; GUILLEMOT, 2014) (Figura 11). Crucial para 

o desenvolvimento do SNC no período embrionário, estende ao longo da vida pela 

presença de zonas neurogênicas no cérebro adulto (ELSHAZZLY et al., 2021; 

URBÁN; GUILLEMOT, 2014).  

As SNCs são recrutadas e dividem-se em células progenitoras neurais 

intermediárias (INPs, do inglês, Intermediate Neural Progenitors) (KHUU et al., 2021; 

OVERALL; KEMPERMANN, 2018). Estas, tornam-se menos proliferativas e passam 

a adquirir características determinadas por linhagem, conduzindo à formação de 

neurônios, astrócitos e oligodendrócitos (OVERALL; KEMPERMANN, 2018). A 

maturação dos neuroblastos, dá origem a neurônios imaturos, caracterizados pela 

presença de grânulos e formação de neuritos (OVERALL; KEMPERMANN, 2018). 

Por fim, o prolongamento dos neuritos, mielinização, sinaptogênese e integração 

funcional ocorrem, dando origem às células neuronais maduras, completamente 

funcionais (OVERALL; KEMPERMANN, 2018) (Figura 11).  
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Figura 11- Neurogênese 

 

Fonte: Khuu et al. (2021, tradução da autora) 
Legenda: A neurogênese ocorre a partir do recrutamento de SNCs, que se dividem em células INPs. 
As INPs têm alta taxa de proliferação e diferenciam-se em neuroblastos. Estes, por sua vez, originam 
os neurônios imaturos que já apresentam alguns neuritos e grânulos. As células neuronais maduras, 
completamente funcionais, resultam do prolongamento dos neuritos, da mielinização, sinaptogênese 
e integração funcional. 

 

O ZIKV influencia negativamente o funcionamento de processos celulares 

básicos, porém extremamente necessários à perfeita formação do SNC (FERRARIS 

et al., 2019; GABRIEL et al., 2017; SOUZA et al., 2016). Proliferação, diferenciação 

e maturação de células neuronais, além da regulação positiva de proteínas e vias 

pró-apoptóticas e pró-inflamatórias, estão entre os mecanismos mais prejudicados 

pela ação do ZIKV (FERRARIS et al., 2019b; GABRIEL et al., 2017; LIMA et al., 

2019; SOUZA et al., 2016). O estágio de diferenciação em que as células se 

encontram no momento da infecção, também influencia diretamente na 

neuropatogenicidade (FERRARIS et al., 2019). Células em estágios iniciais de 

diferenciação, como hiNPCs e neuroblastos apresentam maior suscetibilidade e 

permissividade à infecção, enquanto neurônios e astrócitos maduros são mais 

resistentes aos efeitos deletérios da mesma (FERRARIS et al., 2019).  
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Por serem um dos principais alvos da infecção por ZIKV, os neurônios são 

fundamentais para o início da sinalização imune (KLEIN et al., 2019). Uma vez 

infectados, produzem IFN-I, CXCL-10/ IP-10 e CCL5/ RANTES, entre outras 

citocinas, que contribuem tanto para o estabelecimento da imunidade antiviral, 

quanto para o recrutamento de células imunes para dentro do SNC (KLEIN et al., 

2019; LIMA et al., 2019). A regulação da BHE também é um processo parcialmente 

dependente da atividade neuronal, tanto para sua formação e maturação durante o 

período embrionário, quanto na ativação e funcionamento do endotélio vascular 

cerebral em resposta a neuroinflamação (SONAR; LAL, 2018; SWEENEY et al., 

2019). 

As células SH-SY5Y correspondem a uma linhagem de neuroblastomas 

amplamente utilizadas para fins de pesquisa. São uma alternativa mais barata e 

reprodutíveldo que o cultivo primário de células embrionárias neuronais 

(KOVALEVICH; LANGFORD, 2013). Estas células foram obtidas a partir de uma 

amostra de tumor ósseo metastático, que passou por três processos de 

transformação e foram então depositadas na ATCC como SH-SY5Y (ATCC CRL-

2266) (KOVALEVICH; LANGFORD, 2013). Apresentam marcadores neuronais 

imaturos, que as caracterizam como neurônios catecolaminérgicos (KOVALEVICH; 

LANGFORD, 2013). Em cultura, apresentam-se como células aderentes – 

aglomerados de células neuroblásticas com formação de neuritos (projeções curtas 

e finas) – e de suspensão (células arredondadas), e, respondem de forma positiva a 

métodos de diferenciação, principalmente por ácido retinóico (KOVALEVICH; 

LANGFORD, 2013). No mais, têm se mostrado um bom modelo para estudos da 

neuro e imuno patogenicidade da infecção por ZIKV, e por isso, foram utilizadas 

neste trabalho (LIMA et al., 2019; SÁNCHEZ-SAN et al., 2018). 

 

2.11.2 Barreira Hematoencefálica: estrutura e organização 

 

A BHE é uma estrutura física, metabólica e de transporte, que regula a troca 

de substâncias e células imunes na interface sangue e encéfalo, além de proteger 

contra patógenos invasores e regular a neuroinflamação (PERSIDSKY et al., 2006; 

SPINDLER; HSU, 2012). É formada principalmente por BMVECs, matriz 

extracelular, células microgliais, astrócitos, periócitos e neurônios, que se conectam 

inter e paracelularmente através de junções estreitas (JE) e junções aderentes (JA), 
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respectivamente (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; PERSIDSKY et al., 2006; 

SONAR; LAL, 2018; SPINDLER; HSU, 2012; SWEENEY et al., 2019) (Figura 12). 

Além disso, as BMVECs apresentam outras características estruturais e funcionais 

particulares, que contribuem para a homeostase do SNC (KADRY; NOORANI; 

CUCULLO, 2020; SONAR; LAL, 2018; SPINDLER; HSU, 2012; SWEENEY et al., 

2019). A presença dessas junções, por exemplo, diminui o transporte vesicular de 

solutos entre as faces luminal (BHE-circulação) e abluminal (BHE-cérebro) das 

BMVECs (SONAR; LAL, 2018). Associado a isso, o movimento direcional dessas 

moléculas solúveis, de íons e de células imunes, é regulado pela diferença de 

polaridade existente entre as duas faces celulares, de modo que, na face luminal há 

um maior fluxo de transportadores que conduzem os nutrientes no sentido circulação 

– BHE – cérebro, enquanto a face abluminal realiza o efluxo de lixo metabólico via 

cérebro – BHE – circulação (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; SONAR; LAL, 

2018).   

O desenvolvimento da BHE tem início na oitava semana de gestação, a partir 

de células precursoras endoteliais que entram na neuroectoderme (SONAR; LAL, 

2018; SWEENEY et al., 2019). Inicialmente, o processo é mediado pela liberação de 

VEGF por células precursoras neurais, junto a proteínas (β-catenina, por exemplo) e 

vias de sinalização específicas, que regulam a construção de uma estrutura 

endotelial básica, caracterizada pela presença de JE, transportadores de nutrientes, 

inúmeras vesículas de transcitose e alta expressão de moléculas de adesão 

leucocitárias (SONAR; LAL, 2018; SWEENEY et al., 2019). Posteriormente, a 

interação de BMVECs com periócitos e astrócitos, induz a maturação dessa barreira, 

um processo marcado por alterações estruturais e fisiológicas, como: formação de 

matriz extracelular, redução da expressão de MACs, formação de JA, aumento da 

formação e maturação de JE e transcitose reduzida (SONAR; LAL, 2018; SWEENEY 

et al., 2019). Uma vez que o processo de formação e maturação são completados, 

regulam o microambiente do SNC durante toda a vida (SONAR; LAL, 2018; 

SWEENEY et al., 2019).  

As junções intercelulares são formadas basicamente por PJEs (claudina, 

ocludina e moléculas de adesão juncional -1, -2 e -3 (JAMs, do Inglês, Junction 

Adhesion Molecules) e PJAs (VE-caderina e vinculina), que interagem com as 

proteínas de ancoragem, zônula-ocludens (ZO) -1, -2, -3 e cateninas, 

respectivamente, presentes no citoesqueleto de actina (KADRY; NOORANI; 
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CUCULLO, 2020; KLEIN et al., 2019; PERSIDSKY et al., 2006; SONAR; LAL, 2018; 

SWEENEY et al., 2019). As conexões PJA-cateninas apresentam-se como 

estruturas adesivas em forma de zíper, e exercem uma função de suporte, que 

contribui para a integridade da barreira, além de influenciarem no desenvolvimento 

das JEs (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; KLEIN et al., 2019; PERSIDSKY et 

al., 2006; SONAR; LAL, 2018; SWEENEY et al., 2019). O fato das proteínas de 

ancoragem, principalmente ZO-1, -2 e -3, estarem localizadas no citoesqueleto de 

actina, faz dessa estrutura, um componente chave na estabilidade das JEs, e 

consequentemente da BHE (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; SONAR; LAL, 

2018; SPINDLER; HSU, 2012) (Figura 12).  

 

Figura 12- Estrutura e organização da BHE 

 

Fonte: Kadry; Noorani; Cucullo (2020, tradução da autora) 
Legenda: A BHE é formada principalmente por BMVECs, matriz extracelular, células microgliais, 
astrócitos, periócitos e neurônios, que se conectam inter e paracelularmente através de junções 
estreitas (JE) e junções aderentes (JA). Estas junções são formadas pelas PJEs (claudina, ocludina e 
JAMs -1, -2 e -3) e PJAs (VE-caderina e vinculina), que conectam-se às proteínas adaptadoras ZO -1, 
-2, -3 e cateninas, respectivamente, localizadas no citoesqueleto de actina. Esta interação, fecha os 
espaços intercelulares, garantindo a integridade da BHE e o controle da troca de moléculas entre o 
sangue e o SNC. 

 

 O citoesqueleto de actina é essencial para a forma e movimento das células, 

fagocitose, comunicação intercelular e distribuição de organelas e proteínas 

citoplasmáticas (TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST, 2011). Na BHE, suas fibras de 

estresse ajudam a regular a contratilidade celular, por fornecer a força e 

movimentação necessárias à atividade de barreira (SPINDLER; HSU, 2012). Muito 

requerida nas infecções virais, a actina influencia em diversas fases do ciclo 

replicativo viral, contribuindo para os processos de entrada, montagem e liberação 

de novos vírions (TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST, 2011). Estes, por sua vez, 
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induzem alterações no citoesqueleto, que podem prejudicar o funcionamento celular 

(TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST, 2011). Dentre as alterações mais frequentemente 

observadas, estão o arredondamento celular, ruptura das fibras de estresse, perda 

de JAs e JEs, diminuição de projeções celulares (TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST, 

2011). Em estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, a infecção de HUVECs 

com ZIKV, induziu a despolimerização dos filamentos de actina e diminuição no 

tamanho e quantidade de projeções celulares logo nos minutos iniciais pós-infecção, 

sugerindo o uso da actina para entrada do vírus na célula-alvo (dados não 

publicados). Além dos efeitos virais diretos, o estresse oxidativo e liberação de 

quimiocinas como CCL2/ MCP-1 decorrentes do processo infeccioso, também 

contribuem para os rearranjos do citoesqueleto de actina em HMVECs, o que altera 

a localização e interação de PJEs, prejudicando assim a estrutura e funcionamento 

da BHE (SPINDLER; HSU, 2012).  

A contratilidade e integridade da BHE é também regulada pela atividade de 

MMPs (SPINDLER; HSU, 2012; YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). Estas, por sua 

vez, são enzimas dependentes de zinco, que tem como função principal o 

remodelamento de matriz extracelular, incluindo colágeno, gelatinas, laminina, entre 

outros (YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). Tratam-se de proteases neutras, cuja 

ativação depende da degradação por outras MMPs, ou da exposição direta ou 

indireta ao estresse oxidativo (presença de ROS, por exemplo), enquanto que os 

inibidores teciduais de MMPs (TIMPs, do inglês, Tissue Inhibitors of 

Metalloproteinases), regulam as suas atividades (ROSENBERG, 2002; SPINDLER; 

HSU, 2012; YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). No SNC, são requeridas sob 

condições fisiológicas (expressas constitutivamente) e/ ou patológicas (induzidas por 

estresse), regulando os processos de neurogênese, angiogênese e a 

neuroinflamação (WANG; KHALIL, 2018; YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). Sua 

atividade proteolítica, favorece a proliferação, diferenciação, renovação e morte de 

células gliais, neurais e HMVECs, além de contribuir para degradação de citocinas e 

PJEs, mediando assim a neuroinflamação e a perda de integridade da BHE (YANG; 

HILL; ROSENBERG, 2011).  

As principais MMPs envolvidas na homeostase do SNC e na neuroinflamação 

são: 1) as gelatinases -2 e -9, responsáveis pela degradação de colágeno tipo IV e 

gelatinas, e atuam na angiogênese, neurogênese, regeneração de axônios, 

remielinização, apoptose e degradação de matriz extracelular; e, 2) MMP-3, que 
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pertence ao subgrupo das estromelisinas, e participa de eventos de remodelação 

sináptica, degradação de matriz extracelular e apoptose (SPINDLER; HSU, 2012; 

YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). A MMP-1, caracteriza-se como uma colagenase, 

que realiza a degradação do colágeno tipo I, II e III, no entanto, sua participação nos 

processos neuroinflamatórios ainda não é bem caracterizada (YANG; HILL; 

ROSENBERG, 2011; ZHOU et al., 2014). Acredita-se que possa estar associada à 

regulação da apoptose de neurônios e proliferação de astrócitos, além de favorecer 

a migração transendotelial de células imunes (CHOPRA; OVERALL; DUFOUR, 

2019; VICTORIA et al., 2020; ZHOU et al., 2014). Na neuroinflamação, 

principalmente quando desencadeada por infecções virais, essas proteínas estão 

intimamente relacionadas a ruptura de BHE, por degradarem claudina, ocludinas e 

ZO-1, -2, e -3, mediante a regulação positiva de TNF, IL-1β, CCL2/ MCP-1, IL-6 e IL-

8.  (AL-OBAIDI et al., 2018; ROE et al., 2012; SPINDLER; HSU, 2012; YANG; HILL; 

ROSENBERG, 2011). Uma vez que as MMPs são também ativadas por ROS e NO, 

o estresse oxidativo decorrente da infecção viral também contribuem para esse 

processo (SPINDLER; HSU, 2012). 

A liberação dos mediadores inflamatórios também regula a expressão de 

ICAM-1 e VCAM-1, principais moléculas de adesão celulares expressas pelo 

endotélio vascular cerebral, em resposta a inflamação (KADRY; NOORANI; 

CUCULLO, 2020). Ambos pertencem à superfamília de imunoglobulinas e permitem 

a adesão das células imunes circulantes ao endotélio e consequente migração para 

o tecido injuriado (HARJUNPÄÄ et al., 2019). Esta interação depende da expressão 

das integrinas LFA-1 – expressa por linfócitos T e B, monócitos e granulócitos – e 

VLA-4 – presente em linfócitos T e monócitos –, que conectam-se a ICAM-1 e 

VCAM-1, respectivamente (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020). Dentro da 

cavidade neurovascular, estas células ampliam a resposta pró-inflamatória pela 

liberação de mais mediadores químicos e de compostos neurotóxicos como COX-2, 

NO e ROS, e produção de MMPs -2, -3 e -9 (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; 

MAN; UBOGU; RANSOHOFF, 2007; SWEENEY et al., 2019). Juntas essas 

moléculas aumentam a permeabilidade vascular e provocam danos extensos ao 

SNC (KLEIN et al., 2019).  

A participação da BHE na neuroinflamação mediada por ZIKV, vem sendo 

estudada, porém com resultados ainda controversos na literatura. A infecção de 

HBMECs – linhagem celular que mimetiza um modelo de BHE para estudos in vitro 
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–, já foi comprovada (ALIMONTI et al., 2018; PAPA et al., 2017). Estudos in vitro e in 

vivo, sugerem que a infecção é beneficiada pela expressão de AXL, principal 

receptor de entrada do vírus nesta célula (ALIMONTI et al., 2018; LEDA et al., 2019; 

PAPA et al., 2017). De acordo com Alimonti et al., (2018), o endotélio vascular 

cerebral parece atuar como um reservatório viral, que permite a infecção e 

persistência do ZIKV em células neuronais, além de induzir um perfil inflamatório 

similar àquele produzido por células residentes do SNC (ALIMONTI et al., 2018; 

LEDA et al., 2019; PAPA et al., 2017). Esses estudos relatam uma alteração de 

permeabilidade vascular, porém mantendo as PJEs e PJAs íntegras, dentro dos 

intervalos de infecção analisados (ALIMONTI et al., 2018; PAPA et al., 2017). Diante 

da importância da BHE para regulação da resposta inflamatória mediada por vírus 

neuroinvasores como o ZIKV, associada a um número restrito de estudos que 

analisem essas características, torna-se necessária a realização de estudos como 

esse, uma vez que visa ampliar o entendimento acerca da neuroinflamação presente 

nos casos da SCZ. 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

A infecção congênita por ZIKV promove uma série de prejuízos ao 

desenvolvimento fetal e infantil. Alterações genéticas, carência nutricional, 

mecanismos epigenéticos, infecções recorrentes por arbovírus, como também a 

inflamação, vêm sendo sugeridos como possíveis causas – isoladas ou associadas 

– para o desenvolvimento da síndrome. Os processos inflamatórios, por sua vez, 

têm ganhado grande espaço nos debates sobre o assunto, uma vez que o contexto, 

a intensidade e o curso desta resposta, diferenciam a sua característica 

neuroprotetora, da sua capacidade de trazer prejuízos a estrutura e ao 

funcionamento do SNC em formação.  

Nesta perspectiva, este trabalho pode ajudar a identificar moléculas e elucidar 

mecanismos específicos envolvidos na cascata inflamatória, possivelmente 

associadas ao desenvolvimento da SCZ. A compreensão destes, é o ponto de 

partida para a busca de tratamentos mais eficazes, como também para o 

desenvolvimento de vacinas. A imunoterapia baseada em anticorpos recombinantes 

direcionados para citocinas, quimiocinas e seus receptores, como é o caso do anti-

TNF – já utilizado no tratamento de doenças reumáticas e autoimunes – pode ser 

uma alternativa mais rápida e bastante efetiva para o controle da resposta imune em 

grávidas e recém-nascidos, como também, da morbimortalidade associada à 

síndrome. 
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4 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o perfil imune da infecção congênita por ZIKV em LCR de crianças 

com microcefalia versus controle, assim como analisar o perfil imune em modelos de 

experimentação in vitro, através do uso de células de linhagem neuronal e 

endoteliais vasculares cerebrais. 

 

4.1 Objetivos específicos 

 

● Descrever o perfil imune da infecção com ZIKV em amostras de LCR de 

crianças com microcefalia versus controle saudável; 

● Caracterizar a infecção de células SH-SY5Y e HBMECs por ZIKV; 

● Quantificar citocinas e quimiocinas em sobrenadantes de células SH-SY5Y 

e HBMECs infectadas por ZIKV in vitro;  

● Investigar a expressão das MMPs -1, -2, -3 e -9 em células de linhagem 

neuronal e HBMECs infectadas com ZIKV in vitro; 

● Avaliar a resposta imune inata por meio da expressão de TLRs -3, -7 e -9 

e da quantificação de p38 em células SH-SY5Y infectadas por ZIKV in 

vitro; 

● Verificar a participação de IFN-I (α/β) na neuroinflamação induzida por 

ZIKV em células de linhagem neuronal in vitro; 

● Avaliar o envolvimento do citoesqueleto de actina para à infecção de 

HBMECs por ZIKV; 

● Analisar se o ZIKV altera a expressão de ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECs 

in vitro; 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os tópicos a seguir abordam os processos metodológicos aplicados na 

construção deste trabalho, que incluem a definição da população de estudo, os 

procedimentos laboratoriais, análises estatísticas e considerações éticas.  

 

5.1 Local do Experimento 

 

A maioria dos experimentos foram realizados no Laboratório de Virologia e 

Terapia Experimental (LaViTE), do Instituto Aggeu Magalhães/ FIOCRUZ-PE. Todos 

os procedimentos operacionais padrão usados no IAM seguiram os regulamentos de 

biossegurança descritos no Plano Quadrienal da FIOCRUZ 2005/2008, e ISO 17025, 

além de conter todos os equipamentos requeridos para nível de segurança 2, de 

acordo com a Lei 11.105/2005 da CTNBio. O ensaio multiplex foi conduzido na 

Plataforma Luminex Fiocruz, Subunidade Luminex-RPT03C, Rede de Plataformas 

PDTIS, FIOCRUZ/ RJ. 

 

5.2 População do estudo  

 

Parte do estudo foi realizado em amostras biológicas de LCR bem 

caracterizadas oriundas do Banco de Amostras Biológicas do Serviço de Referência 

em Arbovírus (SRA), do LaViTE. Os LCRs foram obtidos através de punção lombar, 

realizada em recém-nascidos (RNs) – até 28 dias de vida – com suspeita de 

microcefalia associada à infecção congênita por ZIKV, nascidos no Nordeste do 

Brasil, no período de janeiro de 2015 a abril de 2017. As amostras foram coletadas 

em hospitais distribuídos por todo o estado de Pernambuco e incluídas na 

plataforma GAL (LACEN-PE). Posteriormente, elas foram enviadas ao SRA para o 

diagnóstico de infecção por ZIKV. De forma resumida, o diagnóstico de microcefalia 

foi realizado seguindo os protocolos do Ministério da Saúde, os quais baseiam-se na 

medição do perímetro cefálico, tendo como valores de referência a tabela de 

crescimento de Fenton. Associado a isso, exames de imagem para auxílio 

diagnóstico foram utilizados sempre que possível. A infecção por ZIKV foi 

confirmada a partir de ensaios de RT-qPCR para detecção do RNA viral e/ ou ELISA 

para pesquisa de IgM anti-Zika. De acordo com os critérios de inclusão e exclusão 
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do estudo, as amostras foram classificadas como: 1) microcefalia: quando 

apresentavam circunferência da cabeça de pelo menos 2 DP abaixo da média para 

o mesmo sexo e idade gestacional, associado a diagnóstico positivo para ZIKV; 2) 

microcefalia grave: perímetro cefálico com pelo menos 3 DP abaixo da média mais 

resultado laboratorial positivo para ZIKV; e 3) controle saudável, trata-se de casos 

suspeitos de microcefalia ao nascer, que foram posteriormente descartados por 

ultrassonografia transfontanela do cérebro e que não apresentavam outros defeitos 

congênitos maiores. Neste último grupo, os resultados laboratoriais para ZIKV foram 

negativos. Como critérios de exclusão, foram consideradas: 1) presença de 

anencefalia, encefalocele, ou outra síndrome congênita bem definida; 2) detecção de 

RNA viral e/ ou de anticorpos IgM para outros arbovírus, que não o ZIKV, detectados 

na mãe ou no filho; 3) painel de testagem laboratorial STORCH positivo (sífilis, 

toxoplasmose, rubéola, citomegalovírus e herpes simplex) na mãe ou na criança; e 

4) disponibilidade de volume (mínimo de 60 µL) das amostras de LCR. Todas estas 

informações sobre o desenho do estudo, critérios de inclusão e exclusão, e a coleta 

de dados encontram-se mais detalhados em artigo previamente publicado por nosso 

grupo de pesquisa (LIMA et al., 2019a). 

 

5.3 Desenho do estudo 

 

Foram incluídas no estudo 78 amostras de LCR distribuídas em 2 grupos 

experimentais: 1) Microcefalia: amostras provenientes de casos confirmados de 

microcefalia (n=9) e microcefalia grave (42), com resultados de RT-PCR e/ ou 

pesquisa de IgM positivas para ZIKV; e 2) Controle saudável: ausência de 

microcefalia e outras alterações congênitas importantes, mais testes moleculares e 

sorológicos negativos para ZIKV, DENV, CHIKV e STORCH (n=27). 

Para realização do ensaio multiplex, foram produzidas alíquotas de 60,0 µl de 

cada uma das amostras selecionadas. As alíquotas foram armazenadas em deep 

freezer a -80°C e posteriormente enviadas ao laboratório da rede de plataformas 

Luminex da Fiocruz/ RJ. 

 

5.4 Ensaio Multiplex 
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O ensaio foi multiplex foi realizado nas amostras de LCR pela utilização do 

Cytokine Human Magnetic 25-Plex Panel (Thermo Fisher Scientific, Munich, 

Germany), através da plataforma Luminex, conforme as instruções do fabricante. As 

citocinas (GM-CSF, IFN-α, IFN-γ, IL-1β, IL-1RA, IL-2, IL-2R, IL-4, IL-5, IL-6, -7, -8, -

10, -12 (p40/ p70), -13, -15, -17 e TNF) e quimiocinas (eotaxina, CXCL-10/ IP-10, 

MIG, MIP-1α, MIP-1β, RANTES) que constituem este painel, tem os valores 

representados em picogramas por mililitro (pg/ ml). As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 7, sendo considerados os valores 

de média ± DP. 

 

5.5 Linhagens Celulares 

 

5.5.1 Células SH-SY5Y (ATCC® CRL2266™) 

 

As células neuronais humanas SH-SY5Y foram obtidas do Banco de Células 

do Rio de Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, BR) e cultivadas em garrafas de 75 cm3 

em meio MEM (Minimum Essential Media, Gibco™)/ F12 (Ham′s Nutrient Mixture 

F12, Gibco®) (1:1) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de 

solução de antibiótico penicilina/ estreptomicina (PEN/STREP), 1% de aminoácidos 

não essenciais (Non-Essential Amino Acids - NEAA) e 1% de piruvato de sódio e 

mantidas em estufa a 37°C numa atmosfera de 5% de CO2. 

 

5.5.2 HBMECs 

 

As células endoteliais (HBMECs) foram gentilmente, doadas pela doutora 

Luciana de Arruda do Departamento de Virologia do Instituto de Microbiologia Paulo 

Góes na Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil. As células 

foram cultivadas em garrafas de 75 cm3 em meio 199 (Sigma-Aldrich) suplementado 

com 10% de SFB, 1% de solução de antibiótico PEN/STREP e 1% de NEAA foram 

mantidas em estufa a 37°C numa atmosfera de 5% de CO2. 

 

5.6 Vírus Zika 
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5.6.1 Identificação da amostra viral 

 

A cepa ZIKV PE243/ 2015 (abreviatura de ZIKV/H.sapiens/Brazil/PE243/2015) 

utilizada nos experimentos foi previamente isolada em nosso laboratório, descrito 

por Donald et al., (2016). 

 

5.6.2 Produção do estoque viral 

 

Uma amostra do vírus foi inoculada em células VERO (ATCC® CCL81TM) e 

incubada em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 até que o efeito citopático 

fosse observado em quase todo o tapete celular. Após isto, a garrafa de cultura 

passou por um ciclo de congelamento e descongelamento e a suspensão foi 

transferida para um tubo tipo “falcon” e então centrifugada a 400g por 10 minutos 

sob temperatura de refrigeração (4°C). Após a centrifugação, o sobrenadante – o 

qual contém as partículas virais – foi aliquotado em criotubos em um volume de 1,0 

ml. A passagem do vírus utilizada para todos os experimentos foi a de número 3. 

 

5.6.3 Titulação do estoque viral 

 

O estoque viral foi titulado por meio de ensaio de placa. Para tanto, células 

Vero (3,0 x 105 células/ poço) foram semeadas em placas de 24 poços e então 

infectadas com 7 diluições seriadas (1:10) dos estoques de ZIKV. Para cada 

diluição, 3 replicatas foram realizadas. Após 1 hora de adsorção em estufa a 37°C e 

5% de CO2, o meio semi-sólido (junção de duas partes iguais de metilcelulose 3% 

(CMC) e DMEM 2X) em volume final de 1,0 ml por poço foi adicionado ao inóculo. 

Após 6 dias de infecção, as placas 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 (UFP/ml). 

 

5.7 Infecção de células SH-SY5Y com ZIKV 

 

Células SH-SY5Y (1,5 x 105 céls/ poço) foram semeadas em placas de 48 

poços e mantidas em estufa sob condições já detalhadas no tópico 5.5.1. Após 

adesão à placa, o meio de cultura foi removido e as células foram infectadas com 
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ZIKV (MOI=1,0, Multiplicity of Infection) e então incubadas em estufa por duas horas, 

com leve agitação a cada 15 minutos. Após este intervalo, o inóculo viral foi 

removido e foram adicionados 500,0 µl de meio MEM/ F12 a 2% de SFB nas células. 

Após isto, as células foram levadas à estufa até que se completassem os intervalos 

pós-infecção desejados (0, 6, 12, 24, 48 e 72 horas pós-infecção - hpi). Como 

controle negativo, foram utilizados um grupo de células não infectadas com ZIKV, o 

qual é denominado de MOCK. Os dois grupos foram compostos por três replicatas 

biológicas. Os sobrenadantes deste experimento foram aliquotados em tubos tipo 

“eppendorf” de 500,0 µL devidamente identificados e então armazenados a -80°C 

para quantificação da carga viral por RT-qPCR e da produção de citocinas por CBA, 

conforme itens 5.16 e 5.14, respectivamente. Quanto ao tapete celular, estes foram 

tratados com tampão RLT adicionado de 1% de 2-mercaptoetanol e armazenados a 

-80°C até o uso. A coleta com tampão RLT conserva o RNA celular, para posterior 

extração, produção de cDNA e análise da expressão de genes por RT-PCR, 

conforme descrito nos itens 5.17 e 5.18. 

 

5.8 Inativação viral com BPL e ensaio de placa 

 

Com a finalidade de observar o efeito citopático e quantificar as partículas 

virais resultantes da infecção das células SH-SY5Y, 2,0 x 106 células foram 

infectadas com ZIKV (MOI de 1,0) e mantidas em estufa por 72 hpi. Após isto, as 

garrafas de cultura foram tratadas conforme item 5.6.2. Após a centrifugação, os 

sobrenadantes foram coletados, e parte deles tratados com Betapropiolactona (BPL) 

a 0,1% – um inativador químico viral –, e mantidos a 4°C, overnight, sob agitação 

constante. No dia seguinte, os sobrenadantes contendo as partículas virais 

infecciosas e aqueles com os vírus inativos foram aliquotados em criotubos em um 

volume de 1,0 ml e então destinados a 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, 200,0 µL dos sobrenadantes das culturas de células SH-SY5Y 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 e 

a contagem do número total de placas presentes nos sobrenadantes das culturas de 
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células SH-SY5Y foram determinados a olho nu. Os valores foram expressos em 

unidades formadoras de placa (UFP/ml). 

 

5.9 Inibição de IFN-Iα em células SH-SY5Y infectadas com ZIKV 

 

Células SH-SY5Y (1,5 x 105 células/ poço) foram semeadas em placas de 48 

poços e infectadas com ZIKV (MOI=0,5). Após a remoção do inóculo viral foram 

adicionadas duas concentrações de anti-IFN-α [1,0 e 10,0 ng/ml] diluídos em 500,0 

µl de meio MEM/ F12 a 2% de SFB as células infectadas e foram levadas à estufa 

até que se completassem os intervalos de análises (24, 48, 72 e 96 hpi). A fim de 

analisar o papel do IFN-I na infecção de células neuronais com ZIKV, a cada 24 hpi, 

foram realizados ensaios de morte celular através da marcação com anexina V+/ 7-

AAD+ e imediatamente analisados por citometria de fluxo (item 5.13). Os 

sobrenadantes deste experimento foram aliquotados em tubos tipo “eppendorf” de 

500,0 µL devidamente identificados e então armazenados a -80°C para 

quantificação da carga viral (itens 5.15 e 5.16) e da produção de citocinas e 

quimiocinas (5.14). Além do grupo ZIKV+ anti-IFN-α, foram adicionados o grupo 

MOCK – células não infectadas e não tratadas com anti-IFN-α; e, ZIKV MOI=0,5 – 

células infectadas, mas não tratadas com anti-IFN-α. Todos os grupos foram 

compostos por três replicatas biológicas. 

 

5.10 Inibição de p38 em células SH-SY5Y infectadas com ZIKV 

 

Um total de 2,0 x 106 células SH-SY5Y foram cultivadas em garrafas T25cm2. 

No dia seguinte o meio de cultura foi removido e as células foram tratadas com 10,0 

µM de SB202190, um inibidor da via de p38 e mantidas em estufa por 1 hora. Após 

este período, o SB202190 foi removido e então as células foram infectadas com 

ZIKV (MOI=0,5). Terminada a inoculação, 7,0 ml de meio MEM/ F12 a 2% de SFB 

foram adicionados as garrafas e estas foram mantidas em estufa até que se 

completassem os intervalos de leitura (0, 6, 12, 24 e 48 hpi). A cada intervalo, as 

células foram tripsinizadas e destinadas à análise da proteína p38 por Immunoblot, 

conforme item 5.19. Como controles do experimento, foram utilizados um grupo 

MOCK (células não infectadas e não tratadas com SB202190), um grupo SB202190 

10,0 µM (células não infectadas, porém tratadas com SB202190), e um grupo ZIKV 
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MOI=0,5 (células infectadas com ZIKV, porém não tratadas com SB202190). Além 

disso, a inibição de p38 também foi realizada em células SH-SY5Y (1,5 x 105 

células/ poço, infectadas com ZIKV MOI=1.0) cultivadas em placas de 48 e 24 

poços. Deste último ensaio, os sobrenadantes foram utilizados para quantificação de 

citocinas e quimiocinas por CBA (item 5.14), enquanto as células foram tratadas com 

tampão RLT e o RNA celular total foi utilizado para ensaios de expressão gênica, 

conforme itens 5.17 e 5.18, sendo aplicados os intervalos pós-infecção de 0, 6, 12, 

24, 48 e 72 hpi. Ambos os experimentos incluem 4 grupos experimentais distintos, 

compostos por 3 replicatas biológicas, cada.  

 

5.11 Infecção de HBMECs por ZIKV 

 

Para analisar os efeitos da infecção por ZIKV em HMBECs, 5,0 x 104 células/ 

poço foram cultivadas em placas de 24 poços e incubadas em estufa sob condições 

já conhecidas até o dia seguinte. Uma vez aderidas à placa, o meio de cultura foi 

removido e as células foram infectadas com ZIKV (MOI=5,0) e então incubadas em 

estufa por duas horas, com leve agitação a cada 15 minutos. Após este intervalo, o 

inóculo viral foi removido e foram adicionados 500,0 µl de meio 199 a 2% de SFB 

nas células. Após isto, as células foram mantidas em estufa até que se completasse 

os intervalos de 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hpi. Assim como no tópico 5.5, este 

experimento apresenta um grupo controle não infectado (MOCK) e três replicatas 

biológicas por grupo. Os sobrenadantes foram aliquotados e armazenados a -80°C 

para quantificação da carga viral por RT-qPCR (item 5.15 e 5.16) e da produção de 

citocinas por CBA (item 5.14). Os tapetes celulares destinaram-se à marcação de 

ICAM-1 e VCAM-1 por citometria de fluxo (item 5.20), como também à análise da 

expressão de genes por RT-qPCR (item 5.17 e 5.18). 

 

5.12 Inibição do citoesqueleto de actina em HBMECs infectadas por ZIKV 

 

5,0 x 104 HBMECs foram cultivadas em placas de 24 poços e então 

infectadas com ZIKV (MOI=1,0). Após remoção do inóculo viral, as células 

receberam diferentes concentrações de citocalasina D (0,5, 1,0 e 2,0 µM), um 

inibidor da polimerização da actina, largamente utilizado na literatura. Uma vez que o 

inibidor foi adicionado, as placas voltaram para a estufa até os intervalos de análises 



77 

(0, 24, 48 e 72 hpi). A cada 24 hpi, tanto os sobrenadantes de cultura, quanto as 

células, foram destinados a extração de RNA viral (5.15) e RNA celular total (item 

5.16), respectivamente, e então o ensaio de RT-qPCR (item 5.16) foi aplicado para 

quantificação do RNA viral presente nos sobrenadantes e extratos celulares. Em 

todos os intervalos foram inclusos controles negativos (células não infectadas com 

ZIKV, tratadas ou não com Cit D 2,0 µM) e positivos (células infectadas com ZIKV, 

sem tratamento com Cit D). Todos os grupos experimentais são compostos por 3 

replicatas biológicas.  

 

5.13 Análise de morte celular 

 

Para analisar a taxa de morte celular, células SH-SY5Y descritas no item 5.9 

foram marcadas com Anexina V-FITC/ 7-AAD-PE e analisadas por citometria de 

fluxo. Após cada intervalo pós-infecção as células foram tripsinizadas, transferidas 

para placa de 96 poços fundo U e então centrifugadas a 230g/ 5 minutos a 4°C. 

Terminada a centrifugação, o pellet passou por dois ciclos de lavagem com PBS 1x 

gelado, e foram então ressuspendidas em 100,0 µL de 1x Binding Buffer, seguido da 

adição de 5,0 µL de Anexina-V/ FITC (BD Scientific) e 5,0 µL de 7-AAD/ PE 

(BioLegend) para cada teste. A placa foi incubada por 15 minutos a T.A. protegida 

da luz. As suspensões celulares foram transferidas para tubos de citometria e a 

leitura imediata das amostras foi realizada em citômetro FACS Aria III (BD 

Biosciences, San Jose, CA, EUA). Os dados foram obtidos no software FCAP Array 

(BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), e analisados no FlowJo V10. 

 

5.14 Citometric Bead Array (CBA) 

 

A quantificação das citocinas pró-inflamatórias (IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6, IL-

1β e IL-8) foi realizada através do kit Human Inflammatory Cytokine Cytometric Bead 

Array (BD BioSystems®), nos sobrenadantes de cultura obtidos nos experimentos 

descritos nos itens 5.7 5.10 e 5.11. O painel de quimiocinas (IL-8, CCL5/ RANTES, 

CXCL-9/ MIG, CCL2/ MCP-1 e CXCL-10/ IP-10) foi analisado pelo kit BD™ 

Cytometric Bead Array (CBA) Human Chemokine (BD BioSystems®), foi realizado 

nos sobrenadantes obtidos no ensaio de inibição de IFN-Iα (item 5.9). Ambos os 

testes foram realizados de acordo com as instruções do fabricante. A leitura das 
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amostras foi realizada no citômetro FACS Aria III (BD Biosciences, San Jose, CA, 

EUA) com obtenção e análise dos dados utilizando o software FCAP Array (BD 

Biosciences, San Jose, CA, EUA). 

 

5.15 Extração de RNA viral 

O RNA viral foi extraído dos sobrenadantes das culturas celulares descritas 

nos itens 5.7, 5.9, 5.10, 5.11 e 5.12 utilizando o ReliaPrepTM Viral TNA Miniprep 

Custom (Promega, Alemanha), de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante. 

Após a extração, os RNAs foram estocados a -80°C até realização da RT-qPCR. 

 

5.16 Quantificação viral por RT-qPCR 

 

A RT-qPCR foi realizada para quantificação relativa do RNA viral 

empregando-se primers previamente descritos por Lanciotti et al., 2008, e de acordo 

com protocolos estabelecidos pelo Center for Disease Control and Prevention 

(CDC), EUA. Para as reações de RT-qPCR foram utilizados o Kit QIAGEN One Step 

RT-qPCR (QIAGEN, Alemanha). Esse kit realiza a confecção do cDNA seguida da 

PCR em um único passo, minimizando etapas experimentais. Para realização da 

técnica foram seguidas as orientações do fabricante. Para a curva padrão – 

essencial à quantificação da carga viral – o RNA foi extraído de amostra de cultura 

celular contendo ZIKV previamente titulado (5,0 x 106 UFP/ ml). Foram Preparados 6 

tubos tipo “eppendorf” de 0,2 ml com 40,5 µL de água nuclease free e 4,5 µL da 

amostra nas diluições (1:10), após diluição as amostras foram vortexadas por 3 

segundos. Como o estoque de vírus estava a 5,0 x 106 UFP/ml, e o RNA extraído 

deste estoque foi eluído em 60 µL do tampão de eluição, então 4,5 µL de RNA 

(volume utilizado para cada reação de RT-qPCR) corresponde a 52.500 UFP/ ml. 

Assim, a diluição abaixo representa: 

 

Quadro 1- Diluições da curva padrão para quantificação relativa do RNA viral 

 

Diluições 

Número de cópias 

de RNA viral 

Amostra Pura 52.500 

Diluição 10-1 5.250 
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Diluição 10-2 525,0 

Diluição 10-3 52,5 

Diluição 10-4 5,25 

Diluição 10-5 0,525 

Fonte: A autora 

 

5.17 Extração de RNA celular total e confecção do cDNA  

 

Para a extração do RNA celular total utilizado o Direct-zol RNA Miniprep Plus 

(Zymo Research, Califórnia, EUA), seguindo as instruções do fabricante. Este kit 

permite a purificação do RNA a partir de pequenas quantidades de tecidos ou 

células, através de coluna de sílica. Após a extração, o RNA foi quantificado 

utilizando o Nanodrop 2000 (ThermoFisher, Waltham, MA) e então todas as 

amostras foram ajustadas para 200 ng totais/ 20 µL. A partir de então, o cDNA foi 

produzido utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(ThermoFisher, Waltham, MA) e armazenados a -80° C até o uso. A extração foi 

realizada nos extratos celulares tratados com tampão RLT, conforme descrito nos 

itens 5.7 e 5.11. 

 

5.18 Análises de expressão gênica 

 

Para a determinação da expressão gênica foram utilizados cDNAs obtidos 

dos ensaios descritos nos itens 5.7 e 5.11. O ensaio foi realizado utilizando o kit 

SYBRTM Green PCR Master Mix (Applied Byosystems, Massachusetts, EUA) e 

primers específicos para os genes alvo (MMP-1, -2, -3 e -9) e gene endógeno (pPIA, 

do Inglês, Peptidylprolyl Isomerase A), conforme tabela 2. Para cada reação foram 

utilizados 5,0 µL de SYBRTM Green PCR Master Mix, 1,0 µL de primer forward 100 

µM, 1,0 µL de primer reverse 100 µM, 1,0 µL de água livre de RNase e DNase e 2,0 

µL de cDNA (200 ng). Para análises da expressão de TLR -3, -7 e -9, IFNA1 e 

IFNB1, foram utilizados o kit TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied 

Byosystems, Massachusetts, EUA) e sondas comercialmente disponíveis. Para 

estes genes, o GAPDH (do Inglês, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) foi 

escolhido como controle endógeno. Os procedimentos experimentais foram 
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conduzidos de acordo com as instruções do fabricante. Após montagem as placas 

foram levadas ao equipamento QuantStudioTM 5 System (Applied Biosystems, 

Califórnia, EUA) para amplificação do material genético. O fold-change foi calculado 

pelo método ΔΔCt tomando o grupo controle como referência e foi considerado 

significativo quando >2. 

 

Quadro 2- Identificação dos primers e sondas 

NM Alvo Sequência 

NM_021130.5 PPIA F: 5’-CCGTGTTCTTCGACATTGCC-3’ 

R: 5’-TTGTCTGCAAACAGCTCAAAGG-3’ 

NM_022551.3 

 

18S 

rRNA 

F: 5’-CCGTGTTCTTCGACATTGCC-3’ 

R: 5’-TGTCTGCAAACAGCTCAAAGG-3’ 

NM_001145938 MMP1 F: 5’-AAAGGGAATAAGTACTGGGC-3’ 

R: 5’-CAGTGTTTTCCTCAGAAAGAG-3’ 

NM_004530.6 

 

MMP2 F: 5’-ACCCATTTACACCTACACCAAG-3’ 

R 5’-TGTTTGCAGATCTCAGGAGTG-3’ 

NM_002422 MMP3 F 5’-TAAAGACAGGCACTTTTGG-3 

R 5’GAGATGGCCAAAATGAAGAG 

NM_004994.3 

 

MMP9 F: 5’- TCGACGATGACGAGTTGTGG -3’ 

R: 5’- GGTGTAGAGTCTCTCGCTGG -3’ 

Fonte: A autora 

 

5.19 Immunoblot 

 

5.19.1 Preparação dos extratos proteicos 

 

Os precipitados de células para a extração protéica foram obtidos por meio da 

lise e centrifugação de 2,0 x 106 células SH-SY5Y infectadas com ZIKV (MOI = 0,5) 

e tratadas com SB202190, conforme descrito no item 5.10.  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 do 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 
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minutos a 4ºC e os sobrenadantes 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). 

 

5.19.2 Western blotting 

 

Para a detecção da fosforilação da proteína p38 nas células infectadas, os 

extratos protéicos foram submetidos ao método de Western Blot. As amostras foram 

diluídas em tampão de Laemmli a fim de se obter a quantidade de 30,0 µg em 20,0 

µL, foram desnaturadas à 95ºC por 5 minutos e aplicadas as canaletas do gel de 

poliacrilamida 12% para o seu fracionamento. Em um dos poços foram aplicados 5,0 

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). Após isso, a membrana de nitrocelulose foi incubada por 2 horas 

imersa em solução de bloqueio (contendo TBS- Tween e 5% de leite desnatado) sob 

agitação, a T.A. Após essa etapa a membrana foi submetida a 3 lavagens com TBS-

T (TBS 0,1% Tween), incubada overnigth sob agitação com o anticorpo primário 

Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Rabbit mAb, da Cell Signaling Technology® 

específico para a proteína alvo. Após mais 3 etapas lavagens, o anticorpo 

secundário Goat pAb to Rb IgG (HRP) (ABCAM, Cambridge, Reino Unido) foi 

adicionado a membrana e mantida sob agitação por 2h, a T.A. Posteriormente, a 

membrana foi lavada com TBS-T e revelada no equipamento ImageQuant LAS 500 

(GE Healthcare, Chicago, Illinois, EUA), utilizando o kit Immobilon Western 

Chemioluminescent HRP Substrate (1:1) segundo o protocolo do fabricante. Como 

controle endógeno do experimento, foi realizada a marcação da proteína 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), seguindo o mesmo protocolo, 

havendo alteração apenas da diluição do anticorpo primário, anti-GAPDH (diluição 

1:1000). 

 

5.20 Marcação de ICAM-1 e VCAM-1 
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A expressão das moléculas de adesão celulares ICAM-1 e VCAM-1 foi 

realizada por citometria de fluxo nas HBMECs descritas no item 5.6 pela marcação 

com anti-ICAM-1-PerCp e Anti-VCAM-1-PE. Para isto, a cada intervalo pós-infecção 

as células foram tripsinizadas, transferidas para placa de 96 poços fundo U e 

centrifugadas a 230g/ 5 minutos a 4°C. Ao final de dois ciclos de lavagem com PBS 

1x gelado, as células foram ressuspendidas em 100,0 µL de PBS 1X gelado 

adicionado de 2% de SFB, seguido da adição de 1,0 µL de ICAM-1-PerCp e 7,5 µL 

de VCAM-1-PE para cada teste (Invitrogen, Califórnia, EUA). A placa foi incubada 

por 30 minutos a 4°C, protegida da luz. Posterior a incubação, as suspensões 

celulares foram mais uma vez centrifugadas, ressuspendidas em 300,0 µL de PBS 

1x e transferidas para tubos de citometria. A leitura imediata das amostras foi 

realizada em citômetro FACS Aria III (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Os 

dados foram obtidos no software FCAP Array (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) 

e analisados no FlowJo V10. 

 

5.21 Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas do ensaio multiplex foram realizadas através do teste 

de Mann-Whitney não pareado, para comparar variáveis contínuas. Os resultados 

foram expressos como diagramas de caixa, mostrando mediana, quartil superior e 

inferior, valores mínimo e máximo. Os outliers são representados por pontos fora do 

intervalo interquartil. Todos os valores de p foram bilaterais com um nível de 

significância de 0,05. Os cálculos foram realizados usando o software GraphPad 

Prism 7. Para os ensaios in vitro, foram realizados testes estatísticos paramétricos 

(teste t pareado, One-way ANOVA e Two-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni) 

e não-paramétricos, de acordo com as variáveis, utilizando-se o programa GraphPad 

Prism 8.0. Somente os resultados com valores de p≤0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

 

5.22 Aspectos éticos 

 

As amostras biológicas utilizadas nesse trabalho, constituem o Banco de 

Amostras de LCR do Serviço de Referência em Arbovírus (SRA), presente no 

Laboratório de Virologia e Terapia Experimental (LaViTE), do Instituto Aggeu 
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Magalhães (IAM), Fiocruz – PE e, foram tratadas de acordo com a resolução 441/11 

e portaria 2.201/11. O uso das mesmas foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da instituição acima citada, sob o registro CAAE: 73669417.7.0000.5190. 
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6 RESULTADOS 

  

Esse tópico compreende os resultados obtidos a partir dos ensaios 

experimentais acima descritos. 

 

6.1 Caracterização das amostras clínicas incluídas no estudo 

 

Dos casos suspeitos de microcefalia associada a infecção com ZIKV, que 

deram entrada no SRA, 78 deles foram incluídos, considerando os critérios de 

inclusão e exclusão anteriormente descritos neste trabalho. Destes, 27 indivíduos 

foram identificados como controle saudável, uma vez que não apresentavam 

qualquer alteração no desenvolvimento, nem positividade para ZIKV nos exames 

laboratoriais. O outro grupo de análise foi denominado como microcefalia (n= 51), e 

corresponde a 11 (21,6%) casos de microcefalia e 40 (78,4%) de microcefalia grave, 

todas associadas à infecção congênita por ZIKV. A detecção de IgM anti-Zika foi 

observada em 96% das amostras de LCR, confirmando assim a infecção, enquanto 

que nos 4% restantes, essa confirmação ocorreu por RT-qPCR. Em ambos os 

grupos, a maior porcentagem é de recém-nascidos à termo (controle saudável 

(77,8%) e microcefalia (86,2%)), com peso ao nascer dentro da normalidade 

esperada para essa faixa etária (≥2.500 g). Em relação a sintomatologia de Zika 

durante o período gestacional, 96,2% e 68,6% das mães do grupo controle saudável 

e do grupo microcefalia, respectivamente, foram assintomáticas. Dentro do grupo 

microcefalia, 31,3% das mães foram sintomáticas, com presença de rash (31,3%), 

febre (21,5%) e artralgia (5,8%). No grupo controle, apenas uma gestante 

apresentou sintomas compatíveis à Febre do Zika, porém, a infecção por este ou 

outro arbovírus foi descartada laboratorialmente. Todas as características clínicas 

dos pacientes estão sumarizadas na tabela 1 e no anexo B deste documento, e já se 

encontram publicados (LIMA et al., 2019a). 
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Tabela 1- Características dos participantes incluídos no estudo 

 Controle Saudável 

N (%) 

Microcefalia 

N (%) 

Número total de indivíduos – 

neonatos 

27 51 

Masculino 10 (37) 22 (43) 

Feminino 17 (63) 29 (57) 

Idade gestacional no nascimento  

Pré-termo 5 (18.5) 5 (9.8) 

A termo 21 (77.8) 44 (86.2) 

Pós-termo 1 (3.7) 2 (4) 

Peso ao nascer (gramas)  

≥2.500 g 19 (70.4) 39 (76.5) 

>1.500 ≤2.499,9 g 8 (29.6) 10 (19.6) 

<1.500 g 0 1 (1.95) 

Não informado 0 1 (1.95) 

Circunferência da cabeça  

Normal 27 (100) 0 

<2 DP (microcefalia) 0 11 (21.6) 

<3 DP (microcefalia grave) 0 40 (78.4) 

Resultados laboratoriais   

RT-PCR (Detecção de RNA viral)+ 0 2 (4) 

IgM Anti-ZIKV + 0 49 (96) 

Número total de indivíduos – mães 27 51 

Sintomatologia durante a gravidez  

Sem sintomas 26 (96.2) 35 (68.6) 

Rash 1 (3.7) 16 (31.3) 

Febre 1 (3.7) 11 (21.5) 

Outros sintomas (artralgia) 1 (3.7) 3 (5.8) 

Fonte: Lima et al. (2019, publicação nossa). 

 

 

6.2 RNs com microcefalia associada a infecção congênita por ZIKV apresentam 

concentrações elevadas de mediadores pró-inflamatórios no SNC 

O perfil imune inflamatório das amostras de LCR oriundas de RNs com SCZ, 

foi obtido a partir de um painel de 25 mediadores inflamatórios, distribuídos entre 

citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. Interessantemente, as amostras do 

grupo microcefalia apresentaram aumento estatisticamente significativo na 

quantificação de IFN-Iα, quando comparado ao grupo controle saudável (p<0,05) 

(Figura 13). Níveis elevados de CXCL-9/ MIG e CXCL-10/ IP-10 (p<0,05), 

quimiocinas importantes para a migração, diferenciação e ativação de células 
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imunes, como para a ativação de vias pró-apoptóticas foram observados no grupo 

de casos (Figura 13). As citocinas IFN-γ, IL-6 e IL-8 apresentaram um perfil similar 

entre os grupos analisados, enquanto IL-1β e IL1-RA, encontraram-se levemente 

aumentadas no grupo microcefalia, porém com valor de p> 0,05 (Figura 13). As 

quimiocinas CCL2/ MCP-1, CCL3, CCL4 e CCL5/ RANTES e CCL11, citocinas IL-5, 

IL-10, IL-13, IL-15, IL-17, e receptor de interleucina-2 (IL-2R), também foram 

detectados em níveis levemente aumentados, entretanto, sem significância 

estatística (Figura 13). Dos 25 mediadores inflamatórios analisados, apenas GM-

CSF, TNF, IL-2 e IL-4 foram indetectáveis em ambos os grupos (dados não 

mostrados). Estes dados sugerem uma ativação persistente de mediadores pró-

inflamatórios no SNC de RNs com SCZ. Este foi um dos primeiros trabalhos a 

apresentar tais resultados, a partir de um número consistente de amostras caso vs. 

controle bem caracterizadas. Devido a importância destes achados, nos propusemos 

a explorar de forma mais consistente a influência da resposta pró-inflamatória da 

infecção congênita por ZIKV, através de ensaios de infecção in vitro, utilizando 

células humanas de linhagem neuronal e endoteliais vasculares na tentativa de 

modelar o ambiente inflamatório assim como em avaliar o papel de cada citocina 

individual. 
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Figura 13- Perfil imune em LCR de RNs com microcefalia associada à infecção congênita por ZIKV 

 

Fonte: Lima et al. (2019, publicação nossa). 

Legenda: A detecção e quantificação de citocinas e quimiocinas em amostras de LCR foi realizada através de ensaio Luminex, empregando-se o Cytokine 

Human Magnetic 25-Plex Panel, conforme as instruções do fabricante. O ensaio foi conduzido na rede de Plataforma Luminex da Fiocruz/ RJ. As análises 

estatísticas foram realizadas através do teste de Mann-Whitney não pareado, para comparar variáveis contínuas. Os resultados foram expressos como 

diagramas de caixa, mostrando mediana, quartil superior e inferior, valores mínimo e máximo. Os outliers são representados por pontos fora do intervalo 

interquartil. Todos os valores de p foram bilaterais com um nível de significância de 0,05. Os cálculos foram realizados usando o software GraphPad Prism 7. 
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6.3 O ZIKV infecta células SH-SH5Y e induz apoptose e aumento da produção 

de citocinas pró-inflamatórias  

 

Inicialmente, a infecção de células SH-SY5Y por ZIKV foi confirmada pela 

detecção e quantificação do RNA viral, extraído dos sobrenadantes de cultura 

obtidos em diferentes intervalos pós-infecção. Como mostra o gráfico 14 A, o 

aumento exponencial do número de cópias do RNA do ZIKV foi observado a partir 

de 24 hpi e atingiu o seu pico após 96 horas. Uma vez infectadas, estas células 

favoreceram a formação de novas partículas virais infecciosas, atingindo uma 

concentração de 8,5 x 104 PFU/ ml no intervalo de 72 hpi, conforme demonstrado 

em ensaio de placa (Gráfico 14 B). Para confirmar este resultado, um ensaio de 

placa também foi realizado a partir de sobrenadantes de cultura tratados com BPL, e 

como esperado, não foram observadas unidades formadoras de placa (Figura 14 B). 

Um dos efeitos da infecção foi o aumento no percentual de células anexina v 5+/ 7-

aad+, sugerindo que o ZIKV induz à morte de células de linhagem neuronal que 

estão em desenvolvimento (Gráfico 14 C). 

A produção de mediadores pró-inflamatórios também foi investigada. De 

acordo com o gráfico 14 E, o vírus induziu a produção de IL-6 com valores de p< 

0,05 nos intervalos de 48 e 72 hpi. IL-1β e TNF também apresentaram diferenças 

estatisticamente significativas no intervalo de 0 hpi, sugerindo que a ativação de 

moléculas pró-inflamatórias tem início poucos minutos após as células serem 

expostas ao vírus (Gráficos 14 D, I). IL-8, IL-10 e IL-12p70, por sua vez, 

apresentaram um perfil similar entre os grupos MOCK e ZIKV (Gráficos 14 F-H).  
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Figura 14- Caracterização da infecção de células SH-SY5Y por ZIKV 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Células SH-SY5Y por ZIKV MOI 1,0. A) quantificação da carga viral por RT-PCR em 
diferentes intervalos pós-infecção e B) do número de partículas virais, através de ensaio de placa (72 
hpi). O tratamento com BPL foi utilizado para inativação viral e realização do ensaio de placa. C)  As 
células SH-SY5Y foram coletadas nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 hpi, marcadas com anexina v/ 7-
aad e analisadas por citometria de fluxo. E-J) representam a quantificação de citocinas pró-
inflamatórias nos sobrenadantes de cultura obtidos nos intervalos de 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hpi 
utilizando o kit Human Inflammatory Cytokine CBA, de acordo com as instruções do fabricante. As 
análises estatísticas: Two-way anova e pós-teste de Bonferroni. * p< 0,05 para comparação entre 
grupo MOCK e ZIKV.  
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6.4 O ZIKV modula a expressão de MMPs em células SH-SY5Y 

 

As análises da expressão das MMPs -1, -2, -3 e -9 foram conduzidas em 

células SH-SY5Y infectadas por ZIKV. De acordo com nossos achados, quando 

infectadas, estas células apresentam níveis de expressão de MMP-2 

significativamente diminuídos (Gráfico 15 B). Esta MMP é crucial para a proliferação 

e diferenciação de células progenitoras neuronais quando expressas em níveis 

basais. Além disso, a infecção por ZIKV aumentou significativamente a expressão de 

MMP-1, MMP-3 e MMP-9, também requeridas para angiogênese, neurogênese, 

entre outros processos relacionados ao desenvolvimento e manutenção do SNC 

(Gráficos 15 A, C-D). Uma desregulação na expressão destas proteínas, geralmente 

está relacionada à resposta pró-inflamatória que ocorre dentro do SNC, 

principalmente na presença de IL-6, IL-8, IL-1β e TNF e pode atrapalhar o 

desenvolvimento neurogênico. A literatura já tem demonstrado que o ZIKV prejudica 

o processo de neurogênese através de diversos mecanismos, porém este é o 

primeiro trabalho que aponta a possível participação das MMPs -1, -2, -3, -9, neste 

processo. 
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Figura 15- Expressão de MMPs em células SH-SY5Y infectadas por ZIKV 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Os gráficos apresentam o perfil de expressão de MMPs em células SH-SY5Y infectadas por 
ZIKV nos intervalos de 0, 6, 12, 24, 48 e 72 hpi. Os cDNAs foram confeccionados a partir do RNA 
celular total extraído dos grupos MOCK e ZIKV MOI 1,0. A RT-PCR foi realizada utilizando o kit 
SYBRTM Green PCR Master Mix e primers específicos para os genes alvo (MMP-1, -2, -3 e -9) e 
endógeno (18S). O fold-change foi calculado pelo método ΔΔCt tomando o grupo controle como 
referência e foi considerado significativo quando >2. Análises estatísticas: Two-way anova e pós-teste 
de Bonferroni. * p< 0,05 para comparação entre grupo MOCK vs. ZIKV.  

 

6.5 O ZIKV altera a expressão de TLR-3, IFNA1 e IFNB1 em células SH-SY5Y 

  

A expressão dos transcritos de TLR-3, TLR-7 e TLR-9, e de IFNA1 e IFNB1, 

moléculas chave para a ativação da resposta imune inata contra vírus de RNA, 

também foi avaliada neste trabalho. Notadamente, a infecção das células SH-SY5Y 

com ZIKV aumentou significativamente a expressão de TLR-3 (Figura 16).  A 

expressão dos TLRs -7 e -9, no entanto, foi menos evidente (Figura 16). Em relação 

aos transcritos de IFNA1 e IFNB1, a infecção in vitro modulou positivamente sua 

expressão, ressaltando a importância destas citocinas para a construção da 

resposta imune mediada pelo ZIKV no SNC (Figura 16). 
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Figura 16- Expressão de TLRs e IFN-I (α/β) em células SH-SY5Y infectadas com ZIKV 

 

Fonte: Lima et al. (2019, publicação nossa). 
Legenda: Representação da expressão dos transcritos de TLR-3, TLR-7, TLR-9, INFA1 e IFNB1 em 
células SH-SY5Y, após 48 horas de infecção por ZIKV MOI 1,0. O ensaio foi realizado pelo uso do kit 
TaqMan Universal PCR Master Mix e primers e sondas específicas. A expressão gênica foi 
normalizada pelo gene endógeno (GAPDH). O fold-change foi calculado pelo método ΔΔCt tomando 
o grupo controle como referência e foi considerado significativo quando >2. Os dados são 
representados pelos valores da média ± DP, calculados a partir de triplicatas biológicas.  

 

6.6 A inibição de IFN-Iα modula a resposta de células SH-SY5Y frente à 

infecção por ZIKV 

 

Este trabalho avaliou de forma mais robusta a participação do IFN-I no 

contexto da neuroinflamação mediada pelo ZIKV in vitro. A abordagem por nós 

utilizada foi a inibição parcial da via do IFN-I, através do uso de anticorpo específico 

para as moléculas de IFN-Iα. De acordo com os resultados, a resposta de IFN-I 

parece influenciar tanto na capacidade de replicação do vírus, quanto na indução de 

vias apoptóticas e inflamatórias (Figura 17). Tal sugestão ocorre, uma vez que o 

tratamento com duas concentrações distintas de anti-IFN-Iα, promoveu um aumento 

estatisticamente significativo no percentual de células mortas, quando comparados 

ao grupo ZIKV (Histograma A e Gráficos 17 B-C).  Apesar disso, a apoptose não 

parece ser um processo exclusivamente IFN dependente, já que o grupo 

experimental ZIKV apresentou valores de p significativos no que diz respeito ao 

número de células anexina v+/ 7-aad+ quando comparado ao MOCK (Histograma A e 

Gráficos 17 B-C). Em relação a carga viral, também foi mais acentuada nos grupos 

ZIKV MOI 0,5+ANTI-INF-I 1,0 ng/ml e ZIKV MOI 0,5+ANTI-INF-I 10,0 ng/ml em 

relação ao grupo ZIKV (p<0,05) (Gráfico 16 D). Em comparação ao grupo MOCK, a 

infecção induziu o aumento dos níveis das quimiocinas CXCL-8/ IL-8, CXCL-10/ IP-
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10, CCL-2/ MCP-1 e CCL-5/ RANTES detectadas no sobrenadante de cultura, com 

valores de p<0,05 (Gráficos 17 E-H). A inibição de IFN-I por sua vez, levou a uma 

redução dos níveis de CXCL-8/ IL-8, CXCL-10/ IP-10, e CCL-2/ MCP-1(Figura 17 E-

G). A modulação da resposta de quimiocinas é esperada, uma vez que a expressão 

de seus genes específicos depende em parte da sinalização de IFN-I. Estes dados 

corroboram com o perfil imune extraído das amostras de LCR de crianças com 

microcefalia associada à infecção congênita por ZIKV e reforça o possível 

envolvimento dessas quimiocinas com os mecanismos fisiopatológicos da síndrome.  
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Figura 17- Efeitos da inibição do IFN-Iα em células SH-SY5Y infectadas com ZIKV 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Os dot plots e gráficos são representativos das alterações apresentadas por células SH-
SY5Y após infecção por ZIKV MOI 0,5 e inibição parcial de IFN-Iα, nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 
hpi. A) os dot plots mostram a taxa de apoptose das células pela marcação com anexina v-FITC/ 7-
aad-PerCPCy5.5, de modo que o quadrante (Q) 1 representa células anexina v-/ 7-aad+, Q2 as 
células em apoptose ou necrose tardia, pela dupla marcação positiva, Q3 representa células vivas 
(anexina v-/ 7-aad-) e Q4 refere-se às células em processo apoptótico inicial (anexina v+ / 7-aad-); B) o 
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gráfico de barras mostra o percentual de células anexina v+/ 7-aad+ em 96 hpi; e C) o gráfico de 
pontos refere-se ao percentual de células anexina positivas considerando os diferentes intervalos 
pós-infecçao; D) quantificação da carga viral por RT-qPCR; e E-H) dosagem de quimiocinas por CBA 
nos sobrenadantes de cultura. Análises estatísticas: Two-way anova e pós-teste de Bonferroni. sendo 
consideradas diferenças estatisticamente significativas valores de p< 0,05. Os dados são 
representados pelos valores da média ± DP, calculados a partir de triplicatas biológicas. 

 

6.7 A resposta pró-inflamatória de células SH-SY5Y infectadas por ZIKV é 

parcialmente dependente da fosforilação de p38 

 

A cinética da fosforilação de p38 em células SH-SY5Y infectadas por ZIKV foi 

acessada através de ensaio de western blot (Figura 18 A, Gráficos B-E). Os 

resultados aqui obtidos sugerem fortemente que a infecção por ZIKV induz a 

fosforilação de p38, uma vez que a densidade de pp38 relativa ao controle 

endógeno (GAPDH) encontra-se aumentada nos intervalos de 0, 6 e 24 hpi quando 

comparado ao MOCK (Gráficos 18 B, C e E). Confirmando estes achados, a 

associação do SB202190 (inibidor da fosforilação de p38) com a infecção por ZIKV, 

levou a redução destes parâmetros (Figura A e Gráficos B-D). 

Para verificar os efeitos da inibição da fosforilação de p38 na resposta 

inflamatória desencadeada pelo vírus nestas células, citocinas pró-inflamatórias 

foram quantificadas nos sobrenadantes de cultura sob diferentes condições. 

Interessantemente, assim como ocorre para a fosforilação de p38, uma diminuição 

significativa de IL-1β, IL-10 e IL-12p70 foi identificada no grupo ZIKV MOI 

0,5+SB202190 10,0 µM em relação ao grupo ZIKV MOI 0,5, mais especificamente 

no intervalo de 12 hpi (Gráficos F, I e J). Além disso, uma tímida redução na 

quantificação de TNF também foi constatada entre os grupos, porém com valores de 

p> 0,05 (Gráfico 18 K). Considerando os grupos MOCK versus ZIKV, a infecção 

induziu o aumento significativo de IL-1β, IL-6, IL-10 e TNF em diferentes intervalos 

de análise (Gráficos F, G, I e K).  

Por fim, um ensaio de RT-qPCR foi realizado para quantificação da carga viral 

nos sobrenadantes de cultura infectadas, no entanto, diferenças estatisticamente 

significativas não foram encontradas (Figura 18 L). Juntos, estes dados reforçam a 

hipótese de que a ativação de p38 é crucial para a modulação da resposta pró-

inflamatória decorrente da infecção de células SH-SY5Y por ZIKV, sendo 

responsável, ao menos em parte, pela produção de mediadores químicos da 

inflamação.  
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Figura 18- Inibição de p38 e a modulação da resposta imune em células SH-SY5Y infectadas por 
ZIKV 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Células SH-SY5Y infectadas com ZIKV (MOI = 0,5) e tratadas com SB202190 [10,0 µM] 
foram coletadas em diferentes intervalos (0, 6, 12 e 24 hpi) e analisadas para a fosforilação de 
p38MAPK por Western blot (A-E). O GAPDH foi utilizado como controle endógeno do experimento. A 
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quantificação de citocinas pró-inflamatórias (F-K) e do número de cópias de RNA (L), foi acessada 
nos sobrenadantes de cultura por ensaio de CBA e RT-qPCR, respectivamente, de acordo com as 
instruções do fabricante. As análises estatísticas: Two-way anova e pós-teste de Bonferroni, sendo 
consideradas diferenças estatisticamente significativas valores de p< 0,05. Os dados são 
representados pelos valores da média ± DP, calculados a partir de triplicatas biológicas. MOCK: 
células cultivadas em meio MEM/F12; SB202190: células tratadas com SB202190, mas não 
infectadas com ZIKV; ZIKV MOI 1,0: células infectadas com ZIKV (MOI 1,0); ZIKV+SB202190: células 
tratadas com SB202190 e infectadas com ZIKV MOI=1,0. 
 

6.8 O citoesqueleto de actina facilita a replicação do ZIKV em HBMECs que 

produzem citocinas pró-inflamatórias  

 

O presente trabalho também se propôs a analisar os efeitos da infecção de 

HBMECs por ZIKV. A suscetibilidade e permissividade das células endoteliais ao 

vírus foi analisada pela quantificação do RNA viral extraído dos sobrenadantes de 

cultura obtidos em diferentes intervalos pós-infecção. A partir de 12 hpi foi 

observado o aumento exponencial no número de cópias de RNA do ZIKV, 

confirmando assim a capacidade do vírus em infectar e se replicar nestas células 

(Gráfico 19 A). De acordo com os gráficos 19 B e C, a replicação viral parece estar 

relacionada a integridade do citoesqueleto de actina, uma vez que o tratamento com 

diferentes concentrações de Citocalasina D, um inibidor da formação das fibras de 

actina, reduziu significativamente a carga viral quantificada tanto nos sobrenadantes 

de cultura, quanto nos extratos celulares (p< 0,05). Após confirmação da infecção, o 

perfil de citocinas pró-inflamatórias foi avaliado (Gráfico D-I). Valor de p significativo 

foi obtido para TNF, que estava aumentado nos sobrenadantes do grupo ZIKV em 

comparação ao MOCK (Gráfico 19 I). Contrariamente, um aumento na produção de 

IL-12p70 (p <0,05) foi identificado no grupo MOCK em relação ao ZIKV, no intervalo 

de análise de 24h (Gráfico 19 H). IL-1β, IL-6, IL-8 e IL-10 também foram detectadas, 

porém sem significância estatística entre os grupos (Gráfico 19 D-G). A detecção de 

TNF gera fortes indícios da participação das células da BHE para a amplificação da 

resposta pró-inflamatória que ocorre dentro do SNC frente à infecção por ZIKV. Além 

disso, as HBMECs podem ser a porta de entrada para o vírus no SNC, já que tem 

como uma de suas funções principais controlar a troca de moléculas entre sangue e 

cérebro. Porém, análises mais detalhadas precisam ser realizadas para confirmar 

esses dados. 
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Figura 19- Caracterização da infecção de HBMECs por ZIKV 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: HBMECs infectadas por ZIKV. A) RT-PCR para quantificação da carga viral em 
sobrenadante de HBMECs infectadas por ZIKV (MOI=5,0); B-C) e após o tratamento com Cyt D [0,5, 
1,0 e 2,0 µM], em diferentes intervalos pós-infecção. Os gráficos D-I) são representativos da 
quantificação de citocinas pró-inflamatórias nos sobrenadantes de cultura. Análises estatísticas: Two-
way anova e pós-teste de Bonferroni. *p< 0,05 para comparação entre grupo MOCK e ZIKV.  

 

6.9 Expressão de MMPs em HBMECs infectadas com ZIKV 

 

Dentre as diferentes atividades exercidas pelo TNF, a ativação de MMPs é 

bastante estudada no contexto da inflamação induzida por vírus neurotrópicos. Uma 
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vez que a infecção de HBMECs por ZIKV induziu a produção desta citocina, nós 

avaliamos o perfil de expressão das MMPs -1, -2, -3 e -9 nestas células. Mediante à 

infecção, a expressão de MMP-9 foi significativamente reduzida no primeiro intervalo 

de análise (Gráfico 20 D). Os transcritos de MMP-2 e MMP-3 nas HBMECs 

infectadas também se apresentaram discretamente reduzidos nos intervalos de 48 

hpi e 12 hpi, respectivamente, porém com valores de p> 0,05 (Gráficos B-C). Em 

relação a expressão de MMP-1, nenhuma alteração foi observada entre os grupos 

(Gráfico 20 A). 

 

Figura 20- Expressão de MMPs em HBMECs infectadas com ZIKV 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: Expressão de MMPs -1, -2, -3 e -9 em HBMECs infectadas com ZIKV (MOI = 5,0) nos 
intervalos de 0, 6, 12, 24 e 48 hpi. O fold-change foi calculado pelo método ΔΔCt tomando o grupo 
controle como referência e foi considerado significativo quando >2. Análises estatísticas: Two-way 
anova e pós-teste de Bonferroni. *p< 0,05 entre os grupos MOCK vs. ZIKV. 

 

6.10 Expressão de ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECs 
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A expressão de ICAM-1 e VCAM-1 também é diretamente influenciada pela 

liberação de mediadores inflamatórios. A figura 21 retrata análises da expressão de 

ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECs infectadas por ZIKV, considerando a média de 

intensidade de fluorescência (MFI) em relação ao controle negativo (MOCK). 

Diferenças estatisticamente significantes não foram observadas entre os grupos 

MOCK e ZIKV, para ambos os receptores (Figura 21). Um discreto aumento de 

VCAM-1 pode ser notado no intervalo de 48 hpi em relação aos outros intervalos de 

análise, porém com valor de p> 0,05 (Gráfico 21 D). 

 

Figura 21- Influência da infecção por ZIKV na expressão de ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECS 

 

Fonte: A autora. 
Legenda: HBMECs infectadas com ZIKV (MOI=1,0). Os histogramas retratam a marcação de ICAM-1 
(A) e VCAM-1 (C), enquanto os gráficos de barra são representativos da MFI em relação ao MOCK. 
As análises foram realizadas por citometria de fluxo, em HBMECs obtidas em diferentes intervalos 
pós-infecção (24, 48, 72 e 96 h). Análises estatísticas: Ordinary one-way anova, sendo consideradas 
diferenças estatisticamente significativas valores de p< 0,05.  

 

Muitas variáveis podem estar associadas a esses resultados obtidos nos 

ensaios de infecção de HBMECs por ZIKV e, portanto, serão discutidas a seguir. De 

antemão, o uso de controles positivos (células tratadas com TNF e LPS, por 

exemplo), aumento da MOI e ensaios de coinfecção de células SH-SY5Y e 

HBMECs, talvez possam contribuir para uma ativação mais robusta da resposta pró-

inflamatória e assim gerar resultados com maior respaldo científico.  
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7. DISCUSSÃO 

 

A neuroinflamação parece ser um dos efeitos compulsórios da infecção por 

ZIKV, seja ela in vitro ou in vivo (CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; LIMA et al., 2019; 

MLADINICH; SCHWEDES; MACKOW, 2017). A perfeita regulação desta resposta 

engloba uma série de moléculas, vias e células imunes residentes do SNC, que 

interagem com a BHE e com células imunes periféricas (KLEIN et al., 2019; 

O’CALLAGHAN; MILLER, 2019). A intensidade com que a resposta inflamatória 

acontece é determinante para a recuperação do estado homeostático pós injúria, 

como também para a promoção de uma série de eventos que podem prejudicar a 

estrutura e o funcionamento do SNC (SHABAB et al., 2017) 

A caracterização imune de amostras de LCR oriundas de RNs com 

microcefalia associada à infecção congênita por ZIKV e controle saudável foi 

realizada. Todos os LCRs foram coletados em RNs com até quatro semanas de 

vida, cuja infecção foi confirmada pela detecção de IgM anti-Zika (96%) na maioria 

das amostras, enquanto que em apenas 4 (4%) delas foi possível detectar o RNA 

viral por RT-qPCR. Por se tratar de um estudo retrospectivo, o período gestacional 

em que a infecção ocorreu não pôde ser definido. Por outro lado, associando os 

resultados laboratoriais, ao fato de que mais de 60% dos casos de microcefalia são 

observados em RNs cujas mães foram expostas ao ZIKV entre o primeiro e segundo 

trimestres da gravidez, acredita-se que a infecção dos indivíduos incluídos neste 

estudo tenha ocorrido no mesmo período (AZAMOR et al., 2021; MUSSO; KO; 

BAUD, 2019). De acordo com Camacho-Zavala et al., (2021), a presença de 

sintomas da infecção por ZIKV em gestantes não é um fator predeterminante para o 

desenvolvimento da síndrome, o que pode justificar o alto percentual de mães 

assintomáticas no grupo microcefalia. 

As análises imunológicas revelaram valores significativamente aumentados 

de IFN-Iα, CXCL-9/ MIG e CXCL-10/ IP-10 no grupo microcefalia quando comparado 

ao grupo controle saudável. IL-1β, IL1-RA, IL-6 e CXCL-8/ IL-8 encontraram-se 

elevados, mas sem significância estatística entre os grupos. A produção desses 

mediadores geralmente está associada a um processo pró-inflamatório agudo, 

iniciado logo após o vírus ser reconhecido pelo organismo, como demonstrado por 

diferentes trabalhos (HAMEL et al., 2015; LIMA et al., 2019; SCREATON; 

CULSHAW; MONGKOLSAPAYA, 2018). Interessantemente, gestantes infectadas 
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por ZIKV apresentam um perfil imune similar àquele obtido por nós nas amostras de 

LCR, com elevação de citocinas anti-inflamatórias (IL-10, IL-1RA, e IL-2R), pró-

inflamatórias (IL-6, IFN-α, IFN-γ e IL-17) e quimiocinas CXCL-8/ IL-8 e CXCL-9/ MIG 

(CAMACHO-ZAVALA et al., 2021). O que mais chamou atenção foi o aumento 

significativo de CXCL-10/ IP-10 constatada em gestantes infectadas quando 

comparadas às gestantes sem ZIKV (CAMACHO-ZAVALA et al., 2021).  

Corroborando com esses dados, a regulação positiva de CXCL-10/ IP-10 e de 

outros genes relacionados à via do IFN-I também foi confirmada em tecidos 

placentários de casos da SCZ (AZAMOR et al., 2021). Estes dados indicam o 

desencadeamento de uma resposta imune regulatória na interface materno-fetal que 

poderia controlar a infecção e assim limitar o acesso do vírus ao SNC em formação 

(CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; LIMA et al., 2019; NASCIMENTO-CARVALHO et 

al., 2021). No entanto, a persistência dessas proteínas em amostras de LCR obtidas 

com até 29 dias após o nascimento, geram indícios da conversão imune a um 

estado inflamatório crônico e da sua possível atuação no desenvolvimento das 

alterações congênitas provocadas pelo ZIKV (ESTÉVEZ-HERRERA et al., 2021; 

LIANG et al., 2019; LIMA et al., 2019).  

Condições clínicas muito similares àquelas apresentadas em RNs com a 

SCZ, são frequentemente observadas e caracterizam um grupo heterogêneo de 

doenças monogênicas conhecidas como Interferonopatias do tipo I, ou Síndrome de 

Aicardi-Goutières (CROW; MANEL, 2015; FREITAS et al., 2020). Entre as principais 

alterações neurológicas, estão calcificações intracranianas, alterações na camada 

branca e atrofia cerebral, associadas à altas concentrações de IFN-Iα no LCR 

(CROW; MANEL, 2015; GOUTIÈRES, 2005). Além disso, a ativação excessiva de 

IFN é um precedente para anormalidades na barreira materno-fetal, para a restrição 

do crescimento, hipóxia fetal e abortos espontâneos (YOCKEY et al., 2018).  

Segundo Azamor et al., (2021), o desequilíbrio inflamatório observado na 

infecção congênita por ZIKV é determinado pela presença de SNPs nos genes de 

IFNAR1. Ainda de acordo com os autores, o genótipo CG/CC de IFNAR1 

identificado em amostras de placenta de casos da SCZ, estaria associado à 

produção aumentada de IFN-I e diminuída de IFN-III(λ) (AZAMOR et al., 2021). Este 

último atua como antagonista do IFN-I, regulando assim a sua expressão (AZAMOR 

et al., 2021). A desarmonia na resposta dos IFNs levaria à ativação excessiva de 

genes pró-inflamatórios como CXCL-8/ IL-8, CXCL-9/ MIG, CXCL-10/ IP10 e MIP-1α, 
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que podem contribuir para a progressão dos quadros graves da infecção, como por 

exemplo, a microcefalia (AZAMOR et al., 2021; CAMACHO-ZAVALA et al., 2021; 

LIMA et al., 2019). 

Em infecções provocadas por outros Flavivírus, uma resposta pró-inflamatória 

robusta está associada à neuroinvasão e às alterações na permeabilidade de BHE 

(AL-OBAIDI et al., 2018; CHONG et al., 2019; NAVECA et al., 2018). O tropismo do 

ZIKV por células residentes da unidade neurovascular é um fenômeno já bem 

estabelecido (ALIMONTI et al., 2018; FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019; 

PAPA et al., 2017; VAN DEN POL et al., 2017). Redução da proliferação celular, 

diferenciação prematura e aumento de apoptose, são alguns dos efeitos citopáticos 

do ZIKV observados em células precursoras neuronais em diferentes estágios de 

diferenciação (DE MENDONÇA-VIEIRA et al., 2021; FERRARIS et al., 2019; 

GABRIEL et al., 2017; MINER; DIAMOND, 2017). Possivelmente, estes mecanismos 

estão intimamente relacionados à diminuição do perímetro cefálico, hipoplasia do 

tronco cerebral e do cerebelo, retardo do crescimento, dentre outras condições 

clínicas da SCZ (ESTÉVEZ-HERRERA et al., 2021; FERRARIS et al., 2019). A 

influência da resposta inflamatória para a ativação e/ ou potencialização desses 

mecanismos, no entanto, ainda não é bem compreendida.   

Corroborando com esses dados, nós observamos que o ZIKV infecta células 

SH-SY5Y de forma efetiva e leva ao aumento de morte celular e da produção de IL-

1β, IL-6 e TNF. Como mostrado por nós e outros, uma ampla gama de mediadores 

inflamatórios em sobrenadantes de células de linhagem neuronal no contexto da 

infecção por ZIKV já foi identificada (FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019; 

LONDONO-RENTERIA et al., 2017; ZHU et al., 2017). Déficits neurológicos e danos 

cerebrais têm sido frequentemente associados à regulação positiva de MMPs em 

decorrência da produção local de IL-1β, IL-6, TNF, CXCL-8/ IL-8 e CCL-5/ RANTES 

(AL-OBAIDI et al., 2018; ROE et al., 2012; ROSENBERG, 2002; VICTORIA et al., 

2020). Diante disso, nós avaliamos se a inflamação mediada por ZIKV em células 

SH-SY5Y modifica a expressão de MMPs importantes ao desenvolvimento e 

manutenção do SNC (AL-OBAIDI et al., 2018; VICTORIA et al., 2020).  

Curiosamente, o ZIKV promoveu a redução na expressão de MMP-2, 

enquanto regulou positivamente as MMPs -1, -3 e -9. Um desequilíbrio na atividade 

dessas moléculas está associado a degradação de matriz extracelular, perda de 

integridade de BHE e potencialização da neuroinflamação (AL-OBAIDI et al., 2018; 



104 

VICTORIA et al., 2020; YANG; HILL; ROSENBERG, 2011). No contexto da infecção 

por ZIKV, esta combinação pode contribuir para a redução da proliferação de células 

neuronais e astrócitos, aceleramento da diferenciação prematura, desregulação dos 

processos apoptóticos e de remodelação sináptica, resultando em neurogênese 

prejudicada (CHOPRA; OVERALL; DUFOUR, 2019; VICTORIA et al., 2020; ZHOU 

et al., 2014). Todos esses eventos já foram associados à infecção de células 

neuronais por ZIKV, porém esse é o primeiro trabalho que mostra a possível 

participação das MMPs na imunopatologia da SCZ (DE MENDONÇA-VIEIRA et al., 

2021; FERRARIS et al., 2019a; GABRIEL et al., 2017; MINER; DIAMOND, 2017). 

Estudos prévios têm demonstrado que o ZIKV e outros Flavivírus ativam os 

TLRs 3 e 7, e assim estimulam uma potente resposta antiviral inflamatória (DANG et 

al., 2016; HAMEL et al., 2015). Conforme mostrado neste trabalho, as células SH-

SY5Y apresentaram maior expressão dos transcritos de TLR3 quando infectadas por 

ZIKV. A regulação positiva de TLR3 já foi associada à cepa Asiática do ZIKV, 

enquanto a cepa Africana parece induzir mais TLR7 (FERRARIS et al., 2019). Por 

ser bastante expresso nos estágios iniciais do desenvolvimento cerebral e diminuir à 

medida que as células vão amadurecendo, o TLR3 deve ser considerado uma 

molécula chave para a neuroinflamação observada em fetos e RNs infectados por 

ZIKV (DANG et al., 2016; TSAI et al., 2009). Associado a isso, este PRR já foi 

previamente sugerido na literatura como um dos principais receptores associados à 

ativação da imunidade anti-ZIKV, e, por alterar a expressão de genes e quimiocinas 

relacionados ao neurodesenvolvimento e ativação de vias pró-apoptóticas (DANG et 

al., 2016; OJHA et al., 2018).  

Um aumento dos transcritos de IFNA1 e IFNB1 também foi observado 

mediante a infecção de células SH-SY5Y por ZIKV. Isso era esperado, uma vez que 

altas concentrações de IFN-Iα foram detectadas em LCR de RNs com microcefalia 

induzida pelo vírus, conforme mostrado anteriormente neste trabalho. Diferentes 

aspectos da participação do IFN-I vêm sendo largamente explorados em modelos de 

infecção por ZIKV in vitro, in vivo e ex vivo (AZAMOR et al., 2021; BOWEN et al., 

2017; FERRARIS et al., 2019; GRANT et al., 2016; HAMEL et al., 2015; LIMA et al., 

2019; TRIPATHI et al., 2017). É indiscutível a primordialidade da sua ativação para 

que o organismo consiga debelar a infecção (BOWEN et al., 2017; HAMEL et al., 

2015; NGAN et al., 2019). O processo evolutivo viral, no entanto, favoreceu o 

desenvolvimento de diferentes estratégias de evasão do sistema imune, que 
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favorecem a permanência do vírus no hospedeiro, a produção de maior carga viral e 

ao desenvolvimento de quadros graves da infecção (BOWEN et al., 2017; GRANT et 

al., 2016; LI et al., 2019; NGAN et al., 2019; WU et al., 2017).  

A cepa brasileira ZIKV PE243, isolada de uma área com alta endemicidade 

durante a epidemia de ZIKV no Brasil, – utilizada por nós neste trabalho –, por 

exemplo, foi associada à uma ativação menos robusta da resposta inflamatória 

(LIMA et al., 2019). Por outro lado, ela apresenta maior capacidade de evasão da 

resposta de IFN e da desregulação de outros processos celulares do que a cepa 

ZIKV/ Camboja (LIMA et al., 2019). Diferenças acerca da ativação da resposta 

imune inata e da fisiopatologia da infecção in vitro e in vivo entre as cepas Asiática e 

Africana do ZIKV já foi relatada por outros autores (DOWALL et al., 2017; ESSER-

NOBIS et al., 2019). Estes mecanismos podem explicar, ao menos em parte, o fato 

de a maior incidência de microcefalia ter sido identificada pela primeira vez no 

nordeste do Brasil, conforme sugerido por Lima et al., (2019). 

Nesse contexto, nós avaliamos como as células SH-SY5Y infectadas por 

ZIKV se comportariam frente à inibição parcial de IFN-I. Corroborando com a 

literatura, o tratamento com anti-IFN-Iα modulou de forma significativa a resposta 

celular mediante à infecção, ocasionando o aumento da carga viral e do percentual 

de células apoptóticas. Além disso, a redução de CXCL-8/ IL-8, CXCL-10/ IP-10, e 

CCL-2/ MCP-1 também foi identificada em comparação ao grupo ZIKV (CAMACHO-

ZAVALA et al., 2021; LIMA et al., 2019; NAVECA et al., 2018). A partir da ligação 

com CXCR3, um receptor expresso por células imunes, epiteliais e endoteliais, 

CXCL-10/ IP-10 promove a quimiotaxia de linfócitos para os locais de injúria e ativa 

vias pró-apoptóticas (DIOP et al., 2018; SIDAHMED et al., 2012). CXCL-8/ IL-8, por 

sua vez, caracteriza-se como uma citocina pró-inflamatória de fase aguda com 

propriedades quimiotáticas (KOO et al., 2006; SINGH et al., 2020). Ativação de 

MMPs, quebra de barreira endotelial e migração de neutrófilos e monócitos são 

decorrentes da produção de CXCL-8/ IL-8 em infecções por outros Flavivírus 

(BETAKOVA et al., 2017; JOVANOVIĆ et al., 2010; ROE et al., 2012). 

Nas infecções por DENV, por exemplo, CXCL-10 está associada ao 

desenvolvimento de febre hemorrágica da DENV e de quadros neurológicos como 

paralisia (FALLAHI; ELIA, 2016; NIRANJAN; MUTHUKUMARAVEL; 

JAMBULINGAM, 2019). Nestes casos, há um processo neuroinflamatório 

caracterizado por altas concentrações desta quimiocina e infiltrado de células TCD8+ 
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na unidade neurovascular (FALLAHI; ELIA, 2016; NIRANJAN; 

MUTHUKUMARAVEL; JAMBULINGAM, 2019; SIDAHMED et al., 2012). Mais 

recentemente, CXCL-10/ IP-10 foi apontada como um biomarcador importante da 

Covid-19 moderada (TRIPATHY et al., 2021). Junto a CXCL-9/ MIG, CXCL-8/ IL-8 e 

CCL-2/ MCP-1, atua como fator predeterminante na patogenicidade e mortalidade 

da infecção por diferentes cepas do vírus Influenza A humano (BETAKOVA et al., 

2017). Logo, muitas das alterações que ocorrem à níveis moleculares, tais como 

parada do ciclo celular, aumento da expressão de caspases efetoras da apoptose (3 

e 7) e ativação de MMPs, observadas em células da unidade neurovascular 

infectadas por ZIKV, estão possivelmente ligadas à atividade destas quimiocinas 

(DIOP et al., 2018; FERRARIS et al., 2019; LIMA et al., 2019).  

A via de MAPKp38 é estimulada por uma variedade de vírus (KUMAR et al., 

2018b; ZHU et al., 2017). Sua ativação é requerida para o controle da replicação 

viral através da indução de genes relacionados à resposta de IFN e de citocinas 

(KUMAR et al., 2018b; WANG et al., 2022). Aqui, identificamos que a resposta 

imune mediada por ZIKV em células SH-SY5Y conduz à ativação de p38, uma vez 

que houve aumento na fosforilação desta proteína nos intervalos 0, 6 e 24 hpi 

quando comparada ao MOCK. Para confirmar estes resultados, a inibição de p38 

junto à infecção, promoveu uma redução significativa da sua expressão, como 

também dos níveis de IL-1β, IL-10, IL-12p70 (p< 0,05) e IL-6 (p> 0,05) quantificados 

em sobrenadantes das culturas celulares. Corroborando com Zhu et al., (2017), e 

Khaiboullina et al., (2019), os dados aqui reunidos reforçam o papel central da via de 

MAPK p38 no estabelecimento da inflamação induzida por ZIKV em células de 

linhagem humana. A quantificação do RNA do ZIKV, no entanto, não foi alterada 

entre os grupos, o que pode estar relacionado ao fato de que alguns vírus utilizam a 

via de MAPK p38 para manipular as funções celulares e favorecer a sua replicação 

(KUMAR et al., 2018b; WANG et al., 2022). Estudos que avaliem de forma mais 

abrangente a interação ZIKV-MAPKp38 precisam ser realizados. 

No que diz respeito à infecção de células neuronais, os dados apresentados 

até aqui, indicam uma correlação entre a resposta neuroinflamatória e as 

desabilidades neurológicas que abrangem a SCZ. A BHE exerce uma função 

reguladora importante na resposta inflamatória do SNC, devido a sua interação com 

células neurais e imunes, além da liberação de mediadores químicos solúveis e, 

portanto, merece ser investigada (KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020). A 



107 

permissividade de HBMECs ao ZIKV foi confirmada pelo aumento do número de 

cópias de RNA viral detectados no sobrenadante das mesmas. A literatura já tem 

demonstrado que o ZIKV é capaz de infectar células endoteliais constituintes da 

barreira placentária, barreira sangue e testículos, da veia umbilical e da própria BHE 

(ALIMONTI et al., 2018; KHAIBOULLINA et al., 2019; KUMAR et al., 2018a; PAPA et 

al., 2017). Segundo Papa et al., (2017), o ZIKV infecta HBMECs e cruza a BHE por 

passagem transcelular, processo ao qual o citoesqueleto de actina é indispensável. 

Nós identificamos que a infecção de HBMECs por ZIKV está relacionada à 

integridade do citoesqueleto de actina, visto que o tratamento com citocalasina D, 

reduziu a carga viral tanto nos sobrenadantes de cultura, quanto nos extratos 

celulares. O citoesqueleto de actina é essencial para que os vírus consigam entrar e 

se replicar nas células-alvo, e o seu remodelamento no endotélio de grandes vasos 

mediante a infecção por ZIKV e DENV já foi mostrado por nós e outros 

(MLADINICH; SCHWEDES; MACKOW, 2017; PAPA et al., 2017; ZHANG et al., 

2016; LIMA, 2018, p. 67). Associado a isso, alterações na estrutura do citoesqueleto 

de actina favorecem a perda de força e contratilidade das HBMECs, abertura dos 

espaços intercelulares e consequente aumento da permeabilidade de barreira 

endotelial (AL-OBAIDI et al., 2018; TAYLOR; KOYUNCU; ENQUIST, 2011).  

Conforme acontece para as células neuronais, a infecção de HBMECs por 

ZIKV resultou em um perfil imune pró-inflamatório, com aumento significativo para 

TNF. Em contraste aos resultados de Papa et al., (2017), nós não identificamos 

aumentos significativos na quantificação de IL-6, nem níveis reduzidos de CXCL-8/ 

IL-8. Nas infecções por JEV e VNO, IL-1β, IL-6, TNF e CXCL-8/ IL-8 estão 

associadas com expressão aumentada de MMP-2 e MMP-9, degradação das 

proteínas de junções intercelulares e perda de estabilidade da BHE, contribuindo 

para a imunopatologia da infecção (AL-OBAIDI et al., 2018; MUSTAFÁ et al., 2019; 

ROE et al., 2012; KHAIBOULLINA et al., 2019; SPINDLER; HSU, 2012).  

Conforme nossos achados, o ZIKV reduziu a expressão de MMP-9 em 

HBMECs, com valores de p< 0,05. Esta proteína está particularmente relacionada 

com angiogênese e restabelecimento do fluxo sanguíneo em quadros de injúria 

cerebral (TURNER; SHARP, 2016). Quando aumentada, é uma das principais 

mediadoras da quebra de BHE, junto com MMP-2. Aumento da permeabilidade 

endotelial em HUVECs infectadas por ZIKV já foi demonstrada na literatura 

(KHAIBOULLINA et al., 2019). De acordo com Khaiboullina et al., (2019), este 



108 

processo é mediado pela regulação positiva de MMP-8, MMP-10 e MMP-13 e de 

VE-caderina (KHAIBOULLINA et al., 2019). Por outro lado, modificações na 

integridade e permeabilidade de BHE frente à infecção por ZIKV não foram 

observadas em estudo conduzido por Alimonti et al., 2018. Khaiboullina et al., 

(2019), sugere que a inconsistência dos dados pode estar relacionada as 

particularidades fisiológicas que células endoteliais constituintes de grandes e 

pequenos vasos carregam (KHAIBOULLINA et al., 2019; WANG; KHALIL, 2018). 

A expressão de ICAM-1 e VCAM-1, essenciais à migração de células imunes 

periféricas pela BHE, não foi modificada pela infecção. Nas infecções por VNO, o 

aumento da expressão de moléculas de adesão celulares e transmigração de 

células imunes infectadas e não-infectadas é um dos principais mecanismos de 

acesso do vírus ao SNC e da amplificação da resposta neuroinflamatória (AL-

OBAIDI et al., 2018; ROE; ORILLO; VERMA, 2014; KLEIN et al., 2019).  Juntos, 

estes eventos contribuem para os extensivos danos que ocorrem à nível de BHE e 

desenvolvimento dos quadros neurológicos (AL-OBAIDI et al., 2018; ROE; ORILLO; 

VERMA, 2014; KLEIN et al., 2019).  

Diante do exposto, sugerimos que as alterações de BHE mediadas por ZIKV, 

podem ser um efeito secundário da resposta pró-inflamatória gerada pela infecção 

de neurônios, micróglias, astrócitos e pericitos. Contextualizando essa hipótese, as 

células da barreira placentária atuam como um reservatório viral que favorece o 

acesso do ZIKV à circulação fetal. Uma vez que a BHE somente começa a ser 

formada a partir da oitava semana de gestação, o cérebro fetal estaria mais exposto 

ao vírus, caso a infecção ocorresse neste período, o que justifica por exemplo, o alto 

percentual de abortos espontâneos e casos de artrogripose quando a infecção 

materna ocorre ainda no primeiro trimestre da gravidez (SONAR; LAL, 2018; 

SWEENEY et al., 2019; MUSSO; KO; BAUD, 2019). 

À medida que a gestação evolui, as HBMECs dão início a formação da BHE 

(KADRY; NOORANI; CUCULLO, 2020; SWEENEY et al., 2019). A expressão de 

AXL, um dos principais receptores de entrada para o ZIKV nestas células, no 

entanto, favorece a infecção e ativação da barreira (ALIMONTI et al., 2018). Esse 

processo contribui para a disseminação do vírus no SNC e regula a resposta 

inflamatória local pela liberação de citocinas (ALIMONTI et al., 2018; MLADINICH; 

SCHWEDES; MACKOW, 2017; PAPA et al., 2017).  
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Citocinas, quimiocinas e MMPs produzidas pelas células neuronais 

infectadas, poderiam desencadear uma série de eventos que alteram o 

funcionamento da BHE, tais como: 1) amplificação da produção de mediadores 

inflamatórios pelas HBMECs; 2) recrutamento de linfócitos, macrófagos e neutrófilos, 

devido ao aumento da expressão de moléculas de adesão celulares – Análises 

histológicas de tecido cerebral, já demonstraram infiltrado destas células frente a 

infecção por ZIKV – (MANANGEESWARAN; IRELAND; VERTHELYI, 2016); e, 3) 

destruição e/ ou interação diminuída das proteínas de junções intercelulares e do 

citoesqueleto de actina, responsáveis pela manutenção da integridade de barreira 

endotelial (AL-OBAIDI et al., 2018; LI et al., 2015). Juntos, esses processos ampliam 

a disseminação do ZIKV e a liberação de moléculas neurotóxicas dentro do SNC, 

contribuindo para o desenvolvimento das alterações congênitas.  

Juntos, estes dados sugerem fortemente a neuroinflamação como um 

processo determinante para o desenvolvimento da SCZ. As moléculas e vias aqui 

identificadas podem ser alvo de estudos futuros para o desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas e preventivas que diminuam a morbimortalidade associada 

à infecção de fetos e RNs por ZIKV.  
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8. CONCLUSÕES 

 

● O ZIKV induz um perfil pró-inflamatório persistente em LCR de crianças 

com microcefalia associada à infecção, caracterizado pela detecção de 

IFN-Iα, CXCL-9 e CXCL-10/ IP-10, principalmente; 

● As células SH-SY5Y e HBMECs são suscetíveis e permissivas à 

infecção por ZIKV in vitro; 

● A infecção in vitro de células SH-SY5Y reproduz uma assinatura imune 

pró-inflamatória, com diferenças estatisticamente significativas para IL-

1β, IL-6 e TNF; 

● O ZIKV diminui a expressão de MMP-2 e aumenta a expressão de 

MMP-1, MMP-3 e MMP-9 em células SH-SY5Y in vitro; 

● Os transcritos de TLR3, IFNA1 e IFNB1 são regulados positivamente 

em células SH-SY5Y infectadas por ZIKV in vitro; 

● O IFN-Iα é uma citocina inflamatória chave para o clearence viral e 

modulação da resposta imune desencadeada em células SH-SY5Y 

infectadas por ZIKV, uma vez que a inibição desta molécula, regulou 

negativamente a produção de quimiocinas, como CXCL-10/ IP-10, 

CXCL-8/ IL-8 e CCL2/ MCP-1, além de promover o aumento da carga 

viral e do número de células apoptóticas; 

● A produção de mediadores inflamatórios por células SH-SY5Y 

infectadas com ZIKV é parcialmente dependente da ativação de MAPK 

p38; 

●  A infecção de HBMECs por ZIKV está relacionada à integridade do 

citoesqueleto de actina e induz aumento da produção de TNF e IL-

12p70; 

● Os níveis de expressão de MMP-1, MMP-2, MMP-3 e MMP-9 é 

discretamente influenciada pelo vírus em HBMECs; 

● A expressão de ICAM-1 e VCAM-1 em HBMECs não foi modificada 

pela infecção por ZIKV. 
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ANEXO A – PARECER DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

DO IAM/FIOCRUZ 
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ANEXO B – CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS E LABORATORIAIS DOS RNs INCLUÍDOS NO ESTUDO 

 

INFORMAÇÕES CLÍNICAS (RNs ao nascer) 

ID 
amostra 

Data de 
nacimento 

Idade (dia da 
coleta da 
amostra) 

Sexo 
Circunferência da 

cabeça (cm) 
Peso    

(gramas) 
Comprimento 

(cm) 
Nascimento Definição da SCZ 

CS1 27/11/2015 <1 mês F 32,0 2410 47,0 A termo Saudável 

CS2 24/01/2016 <1 mês F 32,0 2410 49,0 A termo Saudável 

CS3 23/11/2015 1 dia F 32,0 2560 47,0 A termo Saudável 

CS4 23/11/2015 2 dias M 32,0 2390 40,0 A termo Saudável 

CS5 19/11/2015 7 dias M 33,0 3290 48,0 Pós termo Saudável 

CS6 24/11/2015 7 dias M 33,0 3250 49,0 A termo Saudável 

CS7 20/11/2015 21 dias F 32,0 2670 46,0 A termo Saudável 

CS8 22/11/2015 19 dias M 33,0 3190 48,0 A termo Saudável 

CS9 18/11/2015 <1 mês F 33,0 3650 53,0 A termo Saudável 

CS10 09/11/2015 <1 mês F 31,0 2650 45,0 Pré termo Saudável 

CS11 27/11/2015 <1 mês F 32,0 2125 44,0 A termo Saudável 

CS12 30/12/2015 6 dias F 32,0 2535 44,0 A termo Saudável 

CS13 02/01/2016 4 dias F 32,0 3030 48,0 A termo Saudável 

CS14 11/01/2016 4 dias M 32,0 2440 46,0 A termo Saudável 

CS15 11/01/2016 4 dias M 32,0 2440 46,0 A termo Saudável 

CS16 14/01/2016 4 dias F 32,0 3580 49,5 A termo Saudável 

CS17 07/01/2016 13 dias F 31,5 2335 43,0 Pré termo Saudável 

CS18 22/01/2016 3 dias F 32,0 3260 45,0 A termo Saudável 

CS19 04/12/2015 <1 mês F 32,0 3040 48,0 A termo Saudável 

CS20 05/12/2015 <1 mês F 32,0 2690 49,0 A termo Saudável 

CS21 15/11/2015 <1 mês F 32,0 2900 46,0 A termo Saudável 

CS22 27/11/2015 <1 mês M 32,0 2590 46,0 A termo Saudável 

CS23 13/02/2016 9 dias M 32,0 2670 49,0 A termo Saudável 

CS24 15/01/2016 <1 mês F 32,0 2800 49,0 A termo Saudável 

CS25 05/03/2016 2 dias M 31,0 2705 51,0 A termo Saudável 

CS26 25/02/2016 17 dias M 30,0 2150 27,0 A termo Saudável 

CS27 10/02/2016 <1 mês F 32,0 2700 45,0 A termo Saudável 

M1 16/10/2015 27 dias M 31,0 3750 48,0 A termo Microcefalia 
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M2 01/10/2015 <1 mês M 25,0 1890 40,0 Pré termo Microcefalia 

M3 22/11/2015 2 dias M 31,0 2785 46,0 A termo Microcefalia 

M4 21/10/2015 <1 mês M 29,0 2830  Pré termo Microcefalia 

M5 15/10/2015 <1 mês F 25,0 1980  Pré termo Microcefalia 

M6 05/12/2015 2 dias M 31,0 3338 46,0 A termo Microcefalia 

M7 10/12/2015 4 dias F 31,5 3000 47,5 A termo Microcefalia 

M8 13/11/2015 <1 mês M 31,0 3020 46,0 A termo Microcefalia 

M9 30/12/2015 9 dias M 29,0 2610 43,5 Pré termo Microcefalia 

M10 30/12/2015 28 dias F 31,0 2830 45,0 A termo Microcefalia 

M11 06/01/2016 <1 mês F 31,0 2770 50,0 A termo Microcefalia 

MG1 19/11/2015 <1 mês F 28,0 2765 45,0 A termo Microcefalia Grave 

MG2 10/12/2015 <1 mês F 29,0 2540 43,0 A termo Microcefalia Grave 

MG3 31/10/2015 17 dias M 29,0 3100  A termo Microcefalia Grave 

MG4 08/11/2015 9 dias M 27,0 2750 44,0 A termo Microcefalia Grave 

MG5 22/10/2015 26 dias M 29,5   A termo Microcefalia Grave 

MG6 16/10/2015 <1 mês M 28,0 2300 43,0 A termo Microcefalia Grave 

MG7 20/11/2015 4 dias F 29,0 2870 46,0 A termo Microcefalia Grave 

MG8 21/11/2015 3 dias F 26,0 2580 45,0 A termo Microcefalia Grave 

MG9 17/10/2015 <1 mês F 30,0 2460 44,0 A termo Microcefalia Grave 

MG10 07/10/2015 <1 mês F 29,0 2580 42,5 A termo Microcefalia Grave 

MG11 23/11/2015 2 dias F 28,0 2920 48,0 A termo Microcefalia Grave 

MG12 25/11/2015 2 dias F 27,0 2750 46,0 A termo Microcefalia Grave 

MG13 21/11/2015 9 dias M 29,0 2540  Pós termo Microcefalia Grave 

MG14 28/11/2015 3 dias M 26,5 2385 45,0 A termo Microcefalia Grave 

MG15 24/11/2015 9 dias M 30,5 2585 46,5 A termo Microcefalia Grave 

MG16 14/11/2015 19 dias M 29,5 2640 48,0 A termo Microcefalia Grave 

MG17 05/12/2015 2 dias M 29,5 3850 45,5 A termo Microcefalia Grave 

MG18 05/12/2015 4 dias F 28,5 2170 40,5 A termo Microcefalia Grave 

MG19 17/10/2015 <1 mês M 29,0 3300 46,0 A termo Microcefalia Grave 

MG20 12/11/2015 <1 mês M 30,0 3210 47,0 A termo Microcefalia Grave 

MG21 10/11/2015 <1 mês F 30,0 3250 47,0 A termo Microcefalia Grave 

MG22 02/12/2015 16 dias M 30,0 2830 46,0 A termo Microcefalia Grave 

MG24 16/12/2015 2 dias F 28,0 2320 45,0 A termo Microcefalia Grave 

MG25 22/11/2015 <1 mês F 26,0 1980 46,0 A termo Microcefalia Grave 
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MG26 22/12/2015 6 dias M 30,0 3225 47,0 A termo Microcefalia Grave 

MG27 26/12/2015 2 dias F 28,0 2620 46,0 A termo Microcefalia Grave 

MG28 20/12/2015 8 dias F 29,5 2440 46,5 A termo Microcefalia Grave 

MG29 17/11/2015 <1 mês F 30,0 3090 46,0 A termo Microcefalia Grave 

MG30 13/11/2015 <1 mês F 29,5 2790 46,0 A termo Microcefalia Grave 

MG31 29/12/2015 1 dia F 28,5 2770 49,0 A termo Microcefalia Grave 

MG32 29/12/2015 1 dia F 29,0 2800 47,5 A termo Microcefalia Grave 

MG33 18/11/2015 8 dias M 27,5 2690  A termo Microcefalia Grave 

MG34 05/12/2015 6 dias M 29,0 2600 44,0 A termo Microcefalia Grave 

MG35 11/12/2015 1 dia F 26,0 1470 41,0 A termo Microcefalia Grave 

MG36 10/12/2015 1 dia F 30,0 2680 48,0 Pré termo Microcefalia Grave 

MG37 29/12/2015 6 dias F 28,0 3195 46,0 A termo Microcefalia Grave 

MG38 13/11/2015 <1 mês F 30,0 2100 42,0 A termo Microcefalia Grave 

MG39 17/11/2015 <1 mês F 30,0 3010 45,0 Pós termo Microcefalia Grave 

MG41 25/11/2015 <1 mês F 29,0 3880 48,0 A termo Microcefalia Grave 

MG42 30/11/2015 <1 mês F 27,0 2910 45,0 A termo Microcefalia Grave 
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   INFORMAÇÕES LABORATORIAIS 

   Sífilis CITOMEGALOVÍRUS (CMV) 

INFORMAÇÕES CLÍNICAS DAS MÃES (período gestacional) Soro CMV IgG (soro) CMV IgM (soro) 

Febre Rash Outros Sintomas VDRL 
Pos Neg Kit (método) Pos Neg Kit (método) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado  X CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado     X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Artralgia; Mialgia; Edema articular 
Não 

detectado       
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Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  
CMV IGG II LIAISON 

(DIASORIN)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado  X CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe Sim Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe Sim Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe Sim Artralgia 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe Não Não reportado Não X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X CMV IgM II LIAISON 
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reportado detectado (Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIASON (Diasorin)  X CMV IgM II LIASON (Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe Sim Não reportado 
Não 

detectado  X CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado  X CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 
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Não sabe Sim Artralgia 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Artralgia 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado  X CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X CMV-M Liaison (Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe Não Não reportado Não X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X CMV IgM II LIAISON 
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reportado detectado (Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado       

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado  X CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Não sabe 
Não 

reportado Não reportado 
Não 

detectado X  CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado       

Sim Sim Não reportado 
Não 

detectado  X CMV IgG II LIAISON (Diasorin)  X 
CMV IgM II LIAISON 

(Diasorin) 
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VÍRUS CHIKUNGUNYA VÍRUS DENGUE 
CHIKV RT-PCR 

(LCR) CHIKV IgM (soro) 
DENV RT-PCR 

(LCR) DENV IgM (soro) 

Pos Neg Pos Neg Kit (método) Pos Neg Pos Neg Kit (método) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue -IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X     X    

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X     X    

      X    

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X DENGUE IGM-Capture ELISA (PANBIO) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X     X    

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X    

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X DENGUE IGM-Capture ELISA (PANBIO) 

 X     X    

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 
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 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

        X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

          

 X     X    

          

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue -IgM - Capture ELISA (Panbio) 

        X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

      X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X     X    

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X     X    

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X     X    

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)      
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   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

          

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue Virus IgM Capture DxSelect (Focus Diagnostics) 

 X     X    

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

          

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

 X  X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)  X  X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 

          

   X MAC-ELISA (CDC/Atlanta)    X Dengue IgM - Capture ELISA (Panbio) 
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PARVOVÍRUS B19 

Parvovírus IgG (soro) Parvovirus IgM (soro) 

Pos Neg Kit (método) Pos Neg Kit (method) 

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)    

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

      

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

      

      

      

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)    

      

      

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X  

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

X    X  

      

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 
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    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

      

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

      

      

      

      

 X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

    X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

      

    X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

      

      

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 
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X  RIDASCREEN Parvovirus B19 IgG (R-Biopharm)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)    

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)    

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)    

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)    

    X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

      

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 

      

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

 X Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X RIDASCREEN Parvovirus B19 IgM (R-Biopharm) 

      

X  Parvovírus B 19 IgG Enzyme Immunoassay (Biotrin)  X Parvovírus B 19 IgM Enzyme Immunoassay (Biotrin) 
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RUBÉOLA 

Rubéola IgG (soro) Rubéola IgM (soro) 

Pos Neg Kit (método) Pos Neg Kit (método) 

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubéola IgM (Diasorin) (Diasorin) 

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubéola IgM (Diasorin) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

      

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

 X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

      

      

    X Rubella IgM (Diasorin) 

      

      

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM (Diasorin) 

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM (Diasorin) 

      

 X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM (Diasorin) 

X  ETI-RUBEK-G PLUS (DIASORIN)  X Rubella IgM (Diasorin) 

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM (Diasorin) 

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM (Diasorin) 

 X Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM (Diasorin) 

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM (Diasorin) 

      

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM (Diasorin) 

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM LIAISON (Diasorin) 

X  ETI-RUBEK-G PLUS (DIASORIN)  X Rubella IgM (Diasorin) 

      

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

 X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS)  X Rubella IgM (Diasorin) 
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X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

      

      

      

      

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM (Diasorin) 

      

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

      

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS  X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

 X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

      

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

 X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

    X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Rubella IgM (Diasorin) 

    X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

      

      

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS) 
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X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Rubella IgM (Diasorin) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS  X Rubella IgM (Diasorin) 

    X Rubella IgM (Diasorin) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Rubella IgM (Diasorin) 

    X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

      

      

X  Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Vírus/IgM (SIEMENS) 

      

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubéola IgM (Diasorin) (Diasorin) 

X  Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgG (SIEMENS)  X Enzygnost Anti-Rubella-Virus/ IgM (SIEMENS) 

      

X  Eti - RUBEK-G Plus (Diasorin)  X Rubella IgM LIAISON (Diasorin) 
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TOXOPLASMOSE VÍRUS ZIKA 

Toxoplasmose IgG (soro) Toxoplasmose IgM (soro) ZIKV RT-qPCR (LCR) Zika IgM (LCR) 

Pos Neg Kit Pos Neg Kit (method) Pos Neg Pos Neg Kit (método) 

         X in house CDC MAC ELISA 

 X 
Toxo IgG IMMULITE 2000 - 

SIEMENS  X 
Toxo IgM IMMULITE 2000 - 

SIEMENS    X in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

       X  X in house CDC MAC ELISA 

       X  X in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin    X in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

       X  X in house CDC MAC ELISA 

       X  X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X   X  X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

       X  X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IGG II-LIAISON (DIASORIN)  X     X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin    X in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin    X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X   X  X in house CDC MAC ELISA 

       X  X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X  X in house CDC MAC ELISA 

       X  X in house CDC MAC ELISA 

         X in house CDC MAC ELISA 

       X  X in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 
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X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

        X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X   X X  in house CDC MAC ELISA 

        X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin X (in serum)  X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin 
X (in serum and 

urine)  X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X   X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 
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 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

X  TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 

       X X  in house CDC MAC ELISA 

 X TOXO IgG II - Liaison (Diasorin)  X Toxo IgM LIASON - Diasorin  X X  in house CDC MAC ELISA 
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VÍRUS HERPES 1/2 

Herpes IgM (soro) 

Pos Neg Kit (method) 

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

   

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

 X HSV 1/2 IGM LIASON (DIASORIN) 

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

 X  

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

   

   

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 
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 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 
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 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

   

   

   

   

   

   

   

   

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 

   

 X HSV 1/2 IGM Liason (Diasorin) 
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ANEXO C – ARTIGO COMPLETO PUBLICADO EM REVISTA INDEXADA E COM 

COMPROVADA RELAÇÃO COM O PROJETO DE TESE 
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