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RESUMO 

LUAN ROCHA LIMA 

MODULAÇÃO DA PRODUÇÃO E RESPOSTA A INTERFERONS DO TIPO I NA 

NEUROPATOLOGIA DA INFECÇÃO PELO VÍRUS ZIKA (ZIKV) 

Orientador: Luciana Barros de Arruda 

 

O vírus Zika (ZIKV) pertence à família Flaviviridae e foram possuem duas linhagens 

filogeneticamente distintas: uma africana e uma asiática, associada a epidemia nas Américas, 

onde foram relatadas manifestações neurológicas e foi demonstrada a presença do vírus em 

tecido cerebral e líquido cefalorraquidiano. Esses achados indicam que o ZIKV atinge o sistema 

nervoso central e sugerem que o mesmo seja capaz de atravessar a barreira hematoencefálica 

(BBB). Nós demonstramos que cepas de ZIKV das linhagens asiática (ZIKVPE243) e africana 

(ZIKVMR766) infectam células de endotélio microvascular cerebral humano (HBMECs), que são 

um modelo de BBB in vitro. Dados preliminares sugeriram que ZIKVMR766 induziu expressão 

de IFN-β dez vezes maior em relação a ZIKVPE243 nessas células. A infecção sistêmica de 

camundongos deficientes em IFNAR (SvA129) com ZIKVMR766, mas não com ZIKVPE243, 

levou os animais a óbito, associado a permeabilidade da BBB. Nesse projeto comparamos a 

eficiência de infecção e os efeitos induzidos em HBMECs e modelos animais 

imunocompetentes e imunodeficientes infectados com as cepas ZIKVPE243 e ZIKVMR766, 

avaliando a cinética de replicação e quantidade de partículas infecciosas geradas e a eficiência 

no escape a resposta ao IFN. Confirmamos que embora ambas as cepas apresentem cinética e 

eficiência semelhante de replicação, ZIKVMR766 de fato produz até 100x mais partículas 

infecciosas em tempos tardios a infecção e induz uma produção maior e mais rápida de IFN-β, 

associada a um aumento da expressão do receptor do tipo Toll 3 (TLR3). Observamos, ainda, 

que o ZIKVMR766 é cerca de 10 vezes mais resistente ao IFN-β quando comparado com o 

ZIKVPE243. Ambos os vírus foram capazes de replicar no cérebro de camundongos SvA129 

(IFNAR-/-) inoculados via icv, porém ZIKVMR766 foi capaz de produzir até 10x partículas 

infecciosas nesse animal. A resistência e escape a resposta ao IFN-β por ZIKVMR766 foi 

confirmada in vivo quando observamos que apenas ZIKVMR766 foi capaz de produzir partículas 

infecciosas no cérebro de Sv129 (IFNAR+/+) inoculados via icv mas não levando esses animais 

a óbito. Notamos também que ZIKVMR766 induziu produção de IFN-β até 10x maior a em ambos 

os modelos animais, e induziu resposta até 2x maior ao IFN-I em animais Sv129 (IFNAR+/+). 

Conjunto de dados mostra que apenas a replicação de ZIKV não é suficiente para indução da 

neuropatologia e destaca a importância do interferon para proteção desses animais. 

 

Palavras-chave: Vírus Zika, Células Endoteliais, Interferon, Barreira Hematoencefálica  
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ABSTRARCT  

LUAN ROCHA LIMA 

MODULATION OF PRODUCTION AND RESPONSE TO TYPE I INTERFERONS 

IN THE NEUROPATHOLOGY BY ZIKA VIRUS (ZIKV) INFECTION  

Orientador: Luciana Barros de Arruda 

 

Zika virus (ZIKV) belongs to the Flaviviridae family and has two phylogenetically distinct 

lineages: one African and one Asian, associated with the epidemic in the Americas, where 

neurological manifestations were reported and was demonstrated the presence of the virus in 

brain tissue and cerebrospinal fluid. These findings indicate that ZIKV reaches the central 

nervous system and suggest that it is able to cross the blood-brain barrier (BBB). We 

demonstrate that Asian (ZIKVPE243) and African (ZIKVMR766) strains of ZIKV infect human 

brain microvascular endothelium cells (HBMECs), which are a model of BBB in vitro. 

Preliminary data suggested that ZIKVMR766 induced ten-fold higher IFN-β expression than 

ZIKVPE243 in these cells. Systemic infection of IFNAR-deficient mice (SvA129) with 

ZIKVMR766, but not with ZIKVPE243, led to death, associated with BBB permeability. In this 

project, we compared the infection efficiency and the induced effects in HBMECs and 

immunocompetent and immunodeficient animal models infected with the ZIKVPE243 and 

ZIKVMR766 strains, evaluating the replication kinetics and the amount of infectious particles 

generated and the efficiency in escaping the IFN response. We confirm that although both 

strains show similar replication kinetics and efficiency, ZIKVMR766 does indeed produce about 

100 times more infectious particles at late times of infection and induces higher and faster 

production of IFN-β, associated with an increase in Toll-like receptor expression 3 (TLR3). We 

also observed that ZIKVMR766 is about 20 times more resistant to IFN-β when compared to 

ZIKVPE243. Both viruses were able to replicate in the brain of SvA129 (IFNAR-/-) mice 

inoculated via icv, but ZIKVMR766 was able to produce up to 10x infectious particles in this 

animal. Resistance and escape response to IFN-β by ZIKVMR766 was confirmed in vivo when 

we observed that only ZIKVMR766 was able to produce infectious particles in the brain of Sv129 

(IFNAR+/+) inoculated via icv but not leading these animals to death in. We also noticed that 

ZIKVMR766 induced up to 10x higher IFN-β production in both animal models, and induced up 

to 2 times higher response to IFN-I in Sv129 animals (IFNAR+/+). Data set shows that ZIKV 

replication alone is not enough to induce neuropathology and highlights the importance of 

interferon for protection of these animals. 

Key-words: Zika Virus, Endothelial Cells, Interferon, Blood Brain Barrier  
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RESUMO PARA LEIGOS  

LUAN ROCHA LIMA 

MODULAÇÃO DA PRODUÇÃO E RESPOSTA A INTERFERONS DO TIPO I NA 

NEUROPATOLOGIA DA INFECÇÃO PELO VÍRUS ZIKA (ZIKV) 

Orientador: Luciana Barros de Arruda 

 

O vírus Zika (ZIKV) possui duas linhagens principais: uma africana e outra asiática, associada 

a epidemia recente nas Américas. Durante essa epidemia foram relatados casos de microcefalia 

e outras manifestações neurológicas. Foi demonstrada a presença do vírus no sistema nervoso 

central (SNC), sugerindo que o ZIKV seja capaz de atravessar a barreira hematoencefálica 

(BBB), estrutura responsável por proteger o SNC. Nosso grupo de pesquisa demonstrou que 

ZIKV das linhagens asiática (ZIKVPE243) e africana (ZIKVMR766) infectam as células HBMECs, 

um modelo de estudo da BBB in vitro. Dados preliminares sugeriram que ZIKVMR766 induzi 

expressão de IFN-β (proteína com papel antiviral) dez vezes maior em relação a ZIKVPE243 

nessas células. Vale citar que respostas exacerbadas também podem ser prejudiciais ao 

indivíduo. Camundongos SvA129 (não possuem o receptor de IFN-I ou IFNAR) infectados via 

sistêmica com ZIKVMR766, mas não com ZIKVPE243, levou os animais a óbito, associado a danos 

de continuidade na BBB, mostrando maior virulência nessa cepa. Nesse projeto comparamos a 

eficiência de infecção e os efeitos induzidos em HBMECs e em modelos animais infectados 

com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766, avaliando sua replicação e a eficiência no escape a resposta ao 

IFN-I. Mostramos que ZIKVPE243 tem maior afinidade com as HBMEC, se ligando mais fácil a 

elas, porém ZIKVMR766 se mostrou mais eficiente em infecta-las. Confirmamos que embora 

ambas as cepas apresentem cinética e eficiência semelhante de replicação, a infecção com 

ZIKVMR766 de fato induz uma produção maior e mais rápida de IFN-β, associada a um aumento 

da expressão de TLR3 (um dos receptores responsáveis por detectar o vírus e in iniciar resposta 

imune). Observamos que ZIKVMR766 é cerca de 10 vezes mais resistente ao IFN-I quando 

comparado com o ZIKVPE243. Esse também foi confirmado in vivo, em modelos animais 

infectados diretamente no cérebro. Também observamos maior eficiência de ZIKVMR766 se 

replicar e induzir maior resposta ao IFN-I, o que pode ser responsável por causar dano à BBB 

e por levar os SvA129 à óbito.  
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Histórico epidemiológico 

O vírus Zika (ZIKV) é um arbovírus, ou seja, é transmitido para humanos principalmente 

através da picada de algumas espécies de mosquitos Aedes spp. que também são vetores de 

outros flavivírus, como o Vírus da encefalite Japonesa (JEV), Vírus do Nilo Ocidental (WNV), 

Vírus da Dengue (DENV) e o Vírus da Febre Amarela (YFV) (Gubler et al., 2017). Entretanto, 

outras formas de transmissão foram descritas para ZIKV, particularmente a transmissão vertical 

(Mlakar et al., 2016). O ZIKV foi isolado pela primeira vez em 1947 a partir do soro de um 

macaco rhesus, na floresta Zika na Uganda. O primeiro caso de infecção por ZIKV em humanos 

ocorreu também na Uganda entre 1962-1963 e até 2006 apenas 13 casos de infecção natural por 

ZIKV haviam sido reportados, todos na África ou Ásia (Simpson et al., 1964, Fagbami et al., 

1979, Oehler et al., 2013). Em 2007 ocorreu o primeiro surto de ZIKV fora desses continentes, 

na ilha de Yap, na Oceania no oceano Pacífico (Lanciotti et al., 2008). A partir de 2010, casos 

esporádicos de infecção pelo ZIKV foram relatados em países do sudeste asiático. Em 2013 o 

ZIKV chegou na Polinésia Francesa e em outras ilhas do Pacífico (Cao-Lormeau et al., 2013). 

Parte dos casos clínicos relatados nesse surto apresentou características clínicas semelhantes 

àquelas observadas no surto de Yap de 2007, porém, alguns dos casos graves foram reportados 

e associados a complicações neurológicas (Oehler et al., 2013). Em 2015 o ZIKV foi detectado 

pela primeira no Brasil (Campos et al., 2015). Ainda em 2015, foi observado aumento do 

número de recém-nascidos com microcefalia nas áreas afetadas pelo ZIKV (Schuler-Faccini L 

et al., 2016). A partir de 2016, o ZIKV se espalhou para outros países da América do Sul 

(Bogoch et al., 2016). No mesmo ano, a Organização Mundial da Saúde reconheceu o ZIKV 

como “emergência de saúde pública internacional” devido, principalmente, a provável 

associação entre a transmissão vertical de ZIKV e o desenvolvimento de microcefalia (OMS 

2016, acesso em setembro de 2021).   

 

1.2. Estrutura genômica e ciclo replicativo do ZIKV 

O ZIKV é um vírus envelopado, com genoma de RNA fita simples sentido positivo, pertencente 

ao gênero Flavivirus e à família Flaviviridae. Seu genoma possui quase 11 mil nucleotídeos 

(Kuno et al., 2007) que codificam três proteínas estruturais: capsídeo (C), membrana precursora 

(prM) e envelope (E) e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B 

e NS5) (Figura 1A). As proteínas estruturais e o RNA genômico viral, formam vírions. As 
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proteínas não estruturais participam da replicação viral, montagem e evasão do sistema imune 

do hospedeiro (Javed et al., 2018). Análises filogenéticas, baseadas nas sequências completas 

de genoma de ZIKV demonstraram que a existência de duas linhagens distintas (Gong et al., 

2016): uma asiática, que é associada a epidemia de 2015 nas Américas, e outra linhagem 

africana, descrita previamente em outras regiões. Diversos tipos celulares já foram reportados 

como permissivos à infecção por ZIKV, incluindo neurônios (Li et al., 2016); astrócitos, 

microglia e oligodendrócito; (Retallack et al., 2016); células da placenta, como trofoblastos, 

células endoteliais, fibroblastos células de Hofbauer (Tabata et al., 2016), macrófagos da 

placenta (Quicke et al., 2016) e células HUVEC (Khaiboullina et al., 2019). Além dessas, nosso 

grupo descreveu que o ZIKV também é capaz de infectar células do endotélio microvascular 

cerebral humano (HBMEC) (Papa et al., 2017).  

O receptor tirosina quinase AXL e a molécula de adesão intercelular específica para células 

dendríticas (DC-SIGN) podem facilitar a entrada e adesão de flavivírus (Hamel et al., 2015). A 

entrada de ZIKV é aumentada pela expressão de Axl (Meertens et al., 2017), contudo o nocaute 

de Axl em células progenitoras neurais e organoides não restringiu a infectividade do ZIKV ou 

morte celular (Wells et al., 2016), e não preveniu a patologia do ZIKV em camundongos 

(Hastings et al., 2017), sugerindo que Axl não é o principal receptor usado pelo ZIKV para 

adsorção nas células testadas ou que há redundância funcional nos receptores. Ainda não é claro 

se as cepas de ZIKV de linhagens africanas e asiáticas possuem a mesma afinidade aos 

receptores para adesão à superfície celular para iniciar a infecção. Como mostrado na figura 

1B, após a ligação do ZIKV com o receptor da célula hospedeira, o vírus entra na célula por 

endocitose mediada por clatrina de forma dependente de sua glicoproteína E que, em pH ácido, 

sofre alterações estruturais, permitindo a fusão do envelope viral com a membrana endossômica 

e a liberação do genoma viral no citoplasma da célula hospedeira (Song et al., 2017). Após a 

entrada na célula hospedeira, o genoma do ZIKV é traduzido em uma única poliproteína 

contendo as três proteínas estruturais e as sete proteínas não estruturais. A clivagem da 

poliproteína é mediada por proteases do hospedeiro, e pela NS3 codificada pelo vírus 

(Mukhopadhyay et al., 2005). A replicação do genoma viral ocorre quando as proteínas NS do 

ZIKV se reúnem no retículo endoplasmático (ER) para formar o complexo de replicação viral 

(RC), que também contêm proteínas da célula hospedeira necessários para a síntese de novas 

cópias de RNA viral (Song et al., 2017). Após a replicação, é dado início o processo de 

montagem de novas partículas virais, que ocorre próximo ao retículo endoplasmático. O 

genoma do vírus é envolvido pelas proteínas estruturais formando os vírions que são 
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transportados com auxílio de proteínas NS através da via secretora do hospedeiro até chegarem 

a membrana da célula. As novas partículas virais formadas são liberados da célula por meio de 

exocitose (Song et al., 2017). 

 

   

Figura 1: Estrutura genômica e ciclo replicativo do ZIKV. (A) Reprresentação esquemática do genoma 

do ZIKV, mostrando o genoma viral em cinza, as proteínas estruturais em verde e as proteínas não 

estruturais em roxo. (B) Ciclo replicativo do ZIKV com as principais etapas : adesão, adsorção, 

endocitose, fusão da membrana, tradução do genoma viral, replicação do RNA, montagem das particulas 

virais, maturação e sua liberação. (Yun and Lee, 2014) 
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1.3. Fisiopatologia e quadro clínico 

A infecção por ZIKV é assintomática na grande maioria dos casos e, quando ocorrem os 

sintomas são geralmente leves, autolimitados e inespecíficos, se manifestando de 3-12 dias após 

a infecção. Os sinais e sintomas clínicos da doença branda incluem febre, conjuntivite, dores 

de cabeça e nas articulações e mialgia, raramente durando mais de 2 semanas (Oehler et al., 

2013). Durante os surtos mais recentes, na Polinésia Francesa e no Brasil, no entanto, outras 

manifestações clínicas foram relatadas, associadas a síndromes neurológicas. A ligação entre o 

ZIKV e anomalias do sistema nervoso central (SNC) começou em 2015 quando foi reportado 

um surto do vírus junto com aumento da incidência de recém-nascidos com microcefalia no 

Brasil (Schuler-Faccini et al., 2016). Os casos de microcefalia e de outras desordens 

neurológicas em fetos, recém-nascidos e natimortos foram associadas a infecção materna e 

transmissão vertical de ZIKV (Mlakar et al., 2016). Síndromes acometendo sistema nervoso 

periférico e central também foram reportadas em adultos, incluindo Síndrome de Guillain-

Barré, encefalite e encefalomielite (Oehler et al., 2013 e Broutet et al., 2016). O RNA do ZIKV 

já foi detectado no cérebro de camundongos inoculados por diferentes vias (Cugola et al., 

2016); em organóides cerebrais infectados in vitro (Pignatari et al., 2016); no líquido 

cefalorraquidiano de macacos rhesus infectados (Garcez et al., 2016); em tecido cerebral de 

fetos com microcefalia (Mlakar et al., 2016) e líquido cefalorraquidiano de adultos (Dudley et 

al., 2016), sugerindo que, após disseminação, o vírus atravesse a barreira hematoencefálica 

(BBB), atingindo o SNC. A patogênese da infecção pelo ZIKV e os mecanismos utilizados pelo 

vírus para a chegar ao SNC ainda não são claros. 

 

1.4. Barreira hematoencefálica e o ZIKV 

A barreira hematoencefálica (BBB) é uma estrutura complexa, formada por células endoteliais, 

associadas a pericitos, astrócitos e micróglia. As células endoteliais que formam a BBB estão 

fortemente aderidas e a integridade dessa estrutura é fundamental para o controle do fluxo de 

solutos, células e patógenos, incluindo vírus, da circulação para o SNC (Mustafá et al., 2019). 

Dessa forma, infecções virais no SNC e neuroinflamação podem induzir o aumento da 

permeabilidade das células endoteliais (Dallasta et al., 1999). Nosso grupo de pesquisa vem 

investigando os efeitos da infecção por ZIKV em células endoteliais microvascular cerebral 

humana (HBMEC), utilizadas como modelo de BBB in vitro, analisando os mecanismos de 

replicação viral, ativação e estresse celular, e permeabilidade. As HBMECs são permissíveis a 
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infecção pelas cepas ZIKVMR766 (Africana) e ZIKVPE243 (Brasileira). A infecção dessas células 

resultou na liberação baso-lateral de partículas infecciosas (Papa et al., 2017). Nosso grupo 

também mostrou que os vírus cruzaram a barreira endotelial sem aumento aparente na 

permeabilidade, o que foi confirmado pela manutenção da expressão e localização de proteínas 

de junções ocludentes (Papa et al., 2017). No mesmo estudo, foi possível notar algumas 

diferenças entre as cepas usadas: ZIKVPE243 não induziu um efeito citopático notável e nem 

morte celular nas culturas, enquanto a infecção com ZIKVMR766 induziu efeito citopático e 

morte celular em períodos mais tardios da infecção.  

Para entendimento da patogênese da infecção por ZIKV in vivo, diferentes modelos animais 

têm sido utilizados. Camundongos adultos são pouco suscetíveis a infecção por ZIKV e não 

desenvolvem sintomas da infecção, limitando sua utilidade como modelo de doença. Como 

alternativa, tem-se utilizado animais imunodeficientes, como os camundongos SvA129 

(deficientes em IFNAR, o receptor para Interferon do tipo I). Esses animais são susceptíveis a 

infecção mesmo quando adultos, demonstrando a importância da resposta induzida por IFN do 

tipo I na proteção a infecção por ZIKV. Nosso grupo estabeleceu um modelo de infecção 

sistêmica (intravenosa) utilizando esses camundongos e demonstramos a replicação de ambas 

as cepas de ZIKV, com detecção de replicação viral em tecidos sistêmicos e no cérebro. Quando 

infectados com ZIKVMR766, os camundongos SvA129 vieram a óbito, mas os camundongos 

infectados com ZIKVPE243, não. ZIKVMR766 também demonstrou maior replicação no cérebro 

desses animais ao comparar com ZIKVPE243. Deve-se considerar que a cepa ZIKVMR766, quando 

isolada, foi extensivamente passada em cérebros de camundongos (Dick, Kitchen e Haddow, 

1952), o que poderia explicar alguns dados relatados acima. Importante apontar que os vírus 

foram detectados no cérebro dos camundongos antes de apresentar ruptura na barreira 

hematoencefálica, corroborando os dados in vitro de que o vírus é capaz de infectar e atravessar 

a barreira de células endoteliais, sem alterar sua integridade (Papa et al., 2017). No entanto, 

evidências de ruptura da BBB foram observadas em períodos subsequentes, mas apenas 

naqueles animais que vieram a óbito, sugerindo que esse evento pode ser determinante para 

lesão neurológica e morte induzidas pela infecção (Lucas et al., 2018). 
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1.5. Reconhecimento e ativação de resposta imune inata por ZIKV 

O reconhecimento de patógenos virais é o primeiro ponto para início de uma resposta do sistema 

imune inato. As células de mamíferos utilizam os PRRs (receptores de reconhecimento de 

patógenos) que são proteínas capazes de reconhecer PAMPs (padrões moleculares associados 

a patógenos) presentes durante o curso da infecção. Os PRRs podem estar presentes ligados à 

membrana na superfície das células ou em vesículas endocíticas, ou no citoplasma (Medzhitov 

et al., 1997). Os PRRs reconhecem diferentes proteínas virais estruturais, como proteínas do 

envelope e capsídeo, ou não estruturais, como seu genoma. Ao ocorrer essa ligação, é iniciada 

uma cascata de reações que induzirão a formação de uma resposta imunológica para o controle 

da infecção, como a secreção de citocinas inflamatória, quimiocinas, e de interferons do tipo I 

(IFN-α/β). Vírus que apresentam RNA como genoma, como o ZIKV, podem ser reconhecidos 

por sensores de RNA citoplasmáticos ou intravesiculares. Entre os sensores de RNA 

citoplasmáticos podemos citar os RLR (RIG-I-like receptors) e os sensores de RNA vesiculares 

são os receptores do tipo Toll (TLRs, de tlr-like receptors) (Figura 2). TLR-7 e TLR-8 

reconhecem fitas simples de RNA, enquanto RIG-I e o TLR3 reconhecem RNAs de fita dupla. 

O ZIKV tem RNA fita simples como genoma e, durante sua replicação, ocorre a formação da 

estrutura de RNA de fita dupla, um intermediário de replicação. Portanto, o ZIKV, pode ser 

reconhecido por TLR7 e TLR8 ou TLR3 endossômicos, ou por RIG-I no citoplasma. A ligação 

da fita dupla de RNA viral, causa uma mudança conformacional em RIG-I, que é translocado 

para mitocôndria, onde ocorre interação com MAVS (proteína de sinalização antiviral 

mitocondrial) e sua ativação (Kell et al., 2015) que leva a ativação de TBK1 (TANK-binding 

kinase 1) e IKKε (IκB kinase) (McNab et al., 2015). Após a reconhecimento da fita dupla de 

RNA viral, TLR3 interage com TRIF (TIR domain-contataining Adaptor inducing interferon 

β), que interage com TRAF3. Essa interação leva a ativação de TBK1 e IKKε (Nazmi et al., 

2014). TBK1 e IKKε promovem ativação de IRF-3, IRF-5 e IRF-7 (Fator regulador de 

interferon) e NF-κB (Fator nuclear-Kappa Beta) que são translocados para o núcleo celular 

levando a transcrição de citocinas inflamatórias, e de IFNs do tipo I (Suthar et al., 2013).  
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Figura 2: Reconhecimento do ZIKV pelo sistema imune inato. Após entrada na células, o RNA viral 

pode ser reconhecido por sensores vesiculares, como o TLR3 (setas amarelas), ou por sensores 

citoplasmáticos, como os receptores do tipo RIG-I (RLR, RIG-I like receptors) (setas verdes).  A 

infecção por ZIKV resulta na estimulação e ativação de STING (estimulador de genes de IFN) (setas 

roxas). Essas vias lavam à fosforilação de TBK1 e IKKε que ativam IRF3/7 e NF-κB, que são fatores 

de transcrição que regulam positivamente a produção de IFN do tipo I. (Adaptado de Coldbeck-Shackley 

et al., 2020). 
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1.6. Interferons e seu papel antiviral e protetor 

Os interferons são citocinas pró-inflamatórias que participam de diferentes eventos da resposta 

imunológica, como auxiliar na resposta a infecções, e recrutar outros tipos celulares. São 

classificados em tipo I (IFN-α e β), tipo II (IFN-γ), e tipo III (IFN-ʎ), de acordo com o receptor 

celular e resposta que ativam. Os IFNs do tipo I são fundamentais na resposta antiviral (Takaoka 

et al., 2006). Diversos tipos celulares são capazes de produzir IFN-I (Schneider et al., 2014). 

Após a infecção por flavivírus e outros vírus, a produção de IFN é desencadeada principalmente 

pelo reconhecimento do RNA viral por PRRs, como descrito. O IFN-I secretado pela célula e 

se liga ao receptor de IFN-I (IFNAR) presente na superfície de forma autocrina ou paracrina 

(Figura 3). Após a ligação do IFN aos seus receptores na superfície celular, ocorrem mudanças 

conformacionais levando a ativação de JAK, que se encontra ligado a porção citoplasmática do 

receptor. Quando ativada, JAK promove a ligação a STAT. No caso do IFN-I, os STATs 

fosforilados nessa ligação são STAT1 e STAT2. Esse evento de fosforilação leva à interação 

com IRF9 (fator regulador de IFN). Esse complexo é translocado para o núcleo celular e atua 

como ativador transcricional se ligando à ISRE (elementos reguladores estimulados por IFN) 

no DNA a montante dos ISGs, resultando na transcrição de centenas de ISGs (genes 

estimulados por interferon) (Suthar et al., 2013; Schneider et al., 2014). Dentre os ISGs de 

função conhecida, podemos citar IRFs e PRRs, que amplificam a resposta, sensibilizando as 

células para a detecção de patógenos; a 2’5’ oligoadenilato sintetase (OAS), que ativa RNAse 

L, capaz de detectar e degradar RNA exógeno, contribuindo para restringir a replicação e 

disseminação viral; e o MX1 capaz de se ligar a componentes virais e impedindo seu 

translocamento celular, inibindo a replicação do vírus (Schneider et al., 2014). Alguns ISGs 

codificam proteínas pró-apoptóticas, levando à morte celular sob certas condições (Schneider 

et al., 2014).  

A resposta por IFN-I in vitro é induzida por DENV e WNV e o pré-tratamento com IFN-I 

resulta na inibição da replicação desses vírus (Muñoz e Fredericksen, 2010).  Foi observada a 

indução de resposta a IFN-I durante a infecção por ZIKV em células da BBB (Mustafá et al., 

2018) e a indução de ISGs em células dendríticas humanas (Bowen et al., 2017). A replicação 

do ZIKV foi reduzida em diversos tipos de células humanas na presença de IFN-I (Hamel et 

al., 2015), mostrando que a resposta por IFN-I é fundamental para o controle da replicação e 

disseminação do vírus. Apesar de haver resposta por IFN-I, DENV, WNV e ZIKV ainda são 

capazes de estabelecer infecções produtivas, o que indica que esses vírus possuem maneiras de 

antagonizar ou escapar da resposta por IFN-I.  
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Figura 3: Produção de ISGs e a indução do estado anti-viral. Após a detecção de vírus pelo sistema 

imune inato, ocorre uma cascata de reação que resultam na produção e secreção de IFNs. Após secretado, 

o IFN-I se liga ao seu receptor de superfície celular (IFNAR), ativando a sinalização da via de JAK-

STAT (setas pretas), levando à fosforilação de STAT1 e STAT2, que se ligam à IRF9, formando o 

complexo ISGF3, que regula positivamente a transcrição de genes estimulados por interferon (ISGs). 

Os ISGs são responsáveis por promover efeitos antivirais contra ZIKV. (Adaptado de Coldbeck-

Shackley et al., 2020). 
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1.7. Mecanismos de escape da resposta ao interferon por diferentes flavivírus 

Muitos vírus desenvolveram mecanismos para antagonizar respostas antiviral do hospedeiro. 

Os mecanismos desenvolvidos por flavivírus para antagonizar a resposta IFN costumam ser 

redundantes e baseiam-se no antagonismo da ativação de PRRs específicos ou inibição ou 

degradação de moléculas e proteínas da via de indução de IFN ou de resposta a IFN (Figuras 

4). Esses mecanismos de antagonismo a resposta ao hospedeiro estão ligados com a função de 

algumas de suas proteínas não estruturais. Na presença de IFN-I em determinados tipos 

celulares, as proteínas NS2A e NS4 do DENV aumentaram a replicação de vírus sensíveis a 

IFN-I, e quando expressa juntas, a NS2A e a NS4 foram capazes de eliminar completamente a 

sinalização de IFN-I, indicando que essas proteínas são capazes de inibir a via de sinalização 

de IFN-I (Munoz et al., 2003). A proteína não estrutural NS4B dos vírus DENV, YFV e WNV 

também apresentou função no antagonismo da via de IFN pois foi capaz de prejudicar a 

sinalização de JAK/STAT em células Vero (Munoz et al., 2005). A NS4 do DENV se mostrou 

capaz fazer o antagonismo a via de IFN se ligando a MAVS, bloqueando sua interação com 

RIG-I, impedindo a via de sinalização desse receptor (He et al., 2016). Outra proteína com 

importante papel no antagonismo na resposta ao IFN é a NS5. A NS5 do JEV inibe a produção 

de IFN-I bloqueando a translocação de IRF3 e NF-κB do citoplasma para o núcleo (Ye et al., 

2017). Em relação a DENV, sua NS5 e capaz de promover degradação de STAT2, bloqueando 

resposta induzida por IFN-I (Ashour et al., 2009). Assim como outros flavivirus, o ZIKV 

desenvolveu mecanismos para escape da resposta inata antiviral. A NS3 do ZIKV bloqueia a 

sinalização antiviral mediada por RIG-I (Riedl et al., 2019) A sua NS5, assim como a de DENV, 

inibe a sinalização de IFN-I em células humanas ao se ligar e degradar o STAT2 humano (Grant 

et al., 2016). 
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Figura 4: Papel das proteínas não estruturais do ZIKV no escape da resposta ao interferon. A figura 

mostra onde e quais proteínas do ZIKV (em amarelo) e sfRNAs (em laranja) interagem com fatores 

celulares (em verde) para impedir a elaboração da resposta antiviral mediada por interferon. (Estévez-

Herrera et al., 2021) 

 

Dados do nosso grupo demonstraram que cepas ZIKVPE243 e ZIKVMR766 infectam e replicam 

em HBMECs in vitro e induzem a expressão de IFN-β (Papa et al., 2017), sendo ZIKVMR766 

capaz de induzir níveis detectáveis de IFN-β a partir de 16 horas após a infecção, enquanto 

ZIKVPE243 induzia níveis detectáveis de IFN-β somente a partir 24 após a infecção (Mustafá et 

al., 2018). A cepa africana (ZIKVMR766) também foi capaz de induzir a morte celular em 

HBMECs mais rapidamente que a cepa brasileira (ZIKVPE243) (Papa et al., 2017). A infecção 

por ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 em HBMECs resultou em uma inibição da resposta a IFN-β e 

modulação negativa da expressão de ISGs, o que deve estar associado a permissividade a 

replicação e extravasamento de vírus. Por outro lado, essas células ainda podem produzir IFN-

β e secretá-lo e esse pode induzir o estado antiviral em células adjacentes não infectadas, 

restringindo a replicação do vírus no tecido (Mustafá et al., 2018). Suas estratégias não são bem 

compreendidas como de outros flavivirus, tornando necessários mais estudos para o melhor 

entendimento de como o escape as respostas inatas do hospedeiro por esses flavivirus impacta 
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na progressão e severidade da doença. Foi observado que camundongos deficientes em IFNAR 

e STAT2 infectados com ZIKV apresentaram quadro clinico mais grave quando comparado 

com camundongos imunocompetentes (Tripathi et al., 2017), mostrando mais uma vez o papel 

da via de interferon no controle de replicação e disseminação desse vírus. Entre os animais 

infectados, os que receberam cepas da linhagem Africana de ZIKV apresentaram maior perda 

de peso e mortalidade em comparação com os animais infectados com cepas da linhagem 

Asiática (Tripathi et al., 2017) demonstrando maior virulência e agressividade da linhagem 

Africana.  

 

2. JUSTIFICATIVA 

Existem grandes diferenças entre a cepa da linhagem africana ZIKVMR766 e a cepa da linhagem 

asiática ZIKVPE243, principalmente referentes a sua virulência, agressividade e capacidade de 

disseminação. A comparação entre esses diferentes cepas de ZIKV pode esclarecer os 

mecanismos moleculares associados à doença ou proteção, incluindo a contribuição das 

diferenças de sequência para virulência, tropismo de tecidos, patologia e evasão imunológica. 

Nosso grupo tem particular interesse em investigar como esses vírus disseminam para o sistema 

nervoso central e o papel da replicação viral e resposta a essa infecção por células endoteliais 

da BBB. Nós demonstramos que ZIKVMR766 induziu níveis maiores de IFN-β em HBMECs, em 

comparação com a cepa asiática ZIKVPE243. Apesar disso, a infecção com ZIKVMR766 induziu 

efeito citopático mais evidente e morte celular em tempos mais tardios da infecção. Ainda, a 

infecção sistêmica de camundongos com ZIKVMR766, mas não com ZIKVPE243, levou a morte 

dos animais, associada à ruptura de BBB. Acreditamos que a maior replicação da cepa 

ZIKVMR766 pode estar associada a maior eficiência de escape a resposta a IFN do tipo I. Por 

outro lado, a resposta exacerbada contra a infecção pode ocasionar lesão tecidual e a maior 

indução de IFN-I pela infecção da cepa ZIKVMR766 em comparação a ZIKVPE243 pode ser um 

dos mecanismos associados a maior virulência dessa cepa. Por isso, aqui investigamos os 

mecanismos de indução da produção e escape da resposta a IFN do tipo I em HBMECs, 

buscando compreender os eventos associados a maior virulência da cepa ZIKVMR766 em relação 

a ZIKVPE243. Estudos estão em andamento infectando camundongos com deficiência em 

IFNAR condicionada ao endotélio, para melhor entendermos o papel desse tecido na proteção 

ou agravamento da doença. O entendimento do mecanismo de evasão a respostas imunes inatas 

nos deixa mais perto de escolher um alvo de ação para novos antivirais, podendo assim interver 

no curso da doença. É possível que tais descobertas possam ajudar a desvendar estratégias que 
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podem ser usadas por outros vírus, uma vez que os mecanismos e de evasão as respostas dos 

hospedeiros são conservados entre flavivírus.  

 

 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo geral 

Comparar a eficiência de infecção e a modulação da resposta a IFN do tipo I em HBMECs e 

modelos animais infectados com as cepas ZIKVPE243 e ZIKVMR766. 

 

3.2. Objetivos específicos 

- Comparar a cinética e níveis de IFN-β produzidos em HBMEC infectadas com as cepas 

ZIKVPE243 e ZIKVMR766; 

- Comparar cinética e eficiência da replicação viral e quantidade de partículas infecciosas 

geradas em HBMEC infectadas com as cepas ZIKVPE243 e ZIKVMR766; 

- Comparar a capacidade de ligação e entrada das cepas ZIKVPE243 e ZIKVMR766 em HBMECs; 

- Avaliar a indução de PRR associado a indução da produção de IFN-β nas células infectadas 

por ambas as cepas; 

- Comparar a eficiência no escape a resposta ao IFN-β por ambas as cepas; 

- Comparar cinética de replicação viral e quantidade de partículas infecciosas em animais 

IFNAR+/+ e IFNAR-/- infectados via intracerebroventricular com ZIKVPE243 e ZIKVMR766 

- Comparar níveis de IFN-β produzidos em animais IFNAR+/+ e IFNAR-/- infectados via 

intracerebroventricular com ZIKVPE243 e ZIKVMR766; 

- Comparar a indução de resposta ao IFN-β em animais IFNAR+/+ infectados via 

intracerebroventricular com ZIKVPE243 e ZIKVMR766; 
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4. MÉTODOS 

4.1. Cultura de Células: 

As HBMEC (células de endotélio microvascular cerebral humano) foram gentilmente cedidas 

pelo Dr. Dennis Grab (The Johns Hopkins University, Baltimore, MD, EUA). As células foram 

mantidas em garrafas ou placas TPP em M199 (Medium 199) suplementado com 10% de SFB 

(soro fetal bovino) e cultivadas a 37°C/5%CO2. Para todos os experimentos realizados, as 

HBMECs estavam entre as passagens 25 e 30.  

As células VERO (linhagem celular de epitélio de rim de macaco verde africano) foram 

mantidas em garrafas ou placas Kasvi com DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) 

suplementado com 5% de SFB e cultivadas a 37°C/5%CO2. Para todos os experimentos 

realizados, as células VERO estavam entre as passagens 15 e 30.  

 

As células C6/36 (linhagem celular de glândula do mosquito Aedes albopictus), foram 

gentilmente cedidas pela Dra. Andrea T. da Poian (Intituto de Bioquímica Médica- IbqM, 

UFRJ), foram mantidas em garrafas ou placas Kasvi com meio Leibovitz (L‐15 – 

ThermoFisher) suplementado com de 5% de SFB, 3% de triptose fosfato (ThermoFisher), 7,5% 

de bicarbonato de sódio (ThermoFisher), 2% de L-glutamina, aminoácidos não essenciais 0,2 

mM (ThermoFisher) e cultivadas a 28°C. Para todos os experimentos realizados, as células 

C6/36 estavam entre as passagens 10 e 20.   

  

4.2. Manutenção dos estoques virais: 

Foram utilizadas 2 cepas de ZIKV: A cepa ZIKVMR766 (ATCC VR1838), da linhagem africana, 

isolada de macaco rhesus, gentilmente cedida por Dr. Amilcar Tanuri (Instituto de Biologia, 

UFRJ), e a cepa ZIKVPE243 (KX197192), um isolado clínico humano brasileiro de Pernambuco, 

gentilmente cedido por Dr. Ernesto T. A. Marques Jr. (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, 

FIOCRUZ, PE). A propagação viral foi feita em células C6/36, plaqueadas em garrafas de 75 

cm2 e cultivadas no dia seguinte com as diferentes cepas de ZIKV em moi de 0.01 com meio 

L-15 sem SFB por 2 horas a 28°C. Outra garrafa foi mantida nas mesmas condições, mas sem 

adição do vírus. Após esse tempo, foi acrescido 10mL de meio com 2% de SFB. As células 

serão mantidas assim por 7 dias. Após esse tempo, seu sobrenadante foi recolhido, centrifugado 

a 15000rpm por 10 minutos e filtrado em filtro de 0,22μm e posteriormente armazenados à - 
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80ºC. A garrafa mantida sem vírus também teve seu sobrenadante recolhido, centrifugado e 

filtrado e servirá como mock. O título dos vírus estoques foi determinado por ensaio de placa 

de lise em células Vero (Coelho et al., 2017) detalhado a seguir. 

 

4.3. Titulação viral por ensaio de plaque: 

Células Vero foram plaqueadas em placas de 24 poços com 4x104 células por poço com 500μL 

de meio DMEM com 5% SFB e deixadas overnight para adesão ao poço. No dia seguinte as 

células foram cultivadas com diluições seriadas das amostras de estoques virais, sobrenadante 

de HBMECs cultivadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766, ou sobrenadante do tecido macerado de 

camundongos infectados com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 em meio DMEM sem SFB por 2 horas 

a 37°C. Em seguida os poços foram lavados com PBS para remoção dos vírus não adsorvidos 

e o meio foi substituído por 1,5mL meio DMEM com 1,5% de carboxi-metil- celulose (CMC) 

e 1% de SFB. As placas foram incubadas por 5 dias a 37°C e após esse período, as células foram 

fixadas com adição de 1mL formaldeído 10% nos poços e no dia seguinte, as placas foram 

lavadas com água corrente para remoção do formaldeído, como descrito anteriormente (Coelho, 

et al., 2017). Adicionamos 1mL de cristal violeta 1% diluído em metanol a 20%, por 10 min 

para colorir a células fixadas e após esse tempo lavamos a placa novamente com água corrente 

para contagem das placas de lise. As placas de lise formadas foram contadas e o resultado será 

expresso em log de unidades formadoras de placa por mL (PFU/mL). Vale lembrar que em 

células VERO, utilizadas para titulação do estoque viral e em células C6/36, utilizadas para 

propagação dos estoques virais, ambos os vírus apresentam cinética de replicação muito 

semelhante entre si, mesmo em diferentes MOI (Papa et al., 2017). 

 

4.4. Infecção das HBMECs com ZIKV: 

As HBMECs foram plaqueadas em placas TPP de 24 poços com 5x104 células por poço com 

500uL de meio M199 suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas overnight a 

37°C/5%CO2 para aderência. No dia seguinte, os poços com células foram lavados com 

Tampão fosfato-salino (PBS) para remoção do SFB, já que as proteínas presentes no soro 

podem dificultar o processo de adsorção viral, e foram cultivadas com os vírus ZIKVPE243 ou 

ZIKVMR766 diluídos em 200μL de meio M199 sem soro, em MOI de 1 (multiplicidade de 

infecção). Como controle, as células foram cultivadas com mock ou meio de cultura. As placas 
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foram incubadas por 2h a 4°C, para normalizar a adsorção viral. Após a incubação, os poços 

foram lavados com PBS para remoção dos vírus não adsorvidos e foi adicionado meio M199 

com 10% soro fetal bovino. Após 0, 2, 16, 24 e 48 horas de infecção, os lisados celulares e 

sobrenadantes das culturas foram coletados, separadamente, para quantificação de RNA viral 

por RT-qPCR (lisados e sobrenadante) e de partículas infecciosas por ensaio de plaque 

(sobrendante).  

 

4.5. Infecção de camundongos e obtenção de tecidos para análise de carga viral in vivo  

Os experimentos realizados em modelo murino foram avaliados e aprovados pela Comissão de 

Ética no Uso de Animais (CEUA) em Experimentação Cientifica do Centro de Ciências da 

Saúde da Universidade Federal do Rio de Janeiro (protocolo n° 104/16). 

Os camundongos SV129 (WT, IFNAR+/+) e SvA129 (IFNAR-/-) foram mantidos em sistema 

de ventilação intra-caixa (IVC) em Racks Ventilados (mini-isolador ALESCO) e desmamados 

3 semanas após seu nascimento. A partir desse dia seu peso será monitorado diariamente. 

Quando atingiram peso corporal de 12g, os camundongos foram anestesiados com isoflurano e 

inoculados via intracerebroventricular (i.c.v.) (Figueiredo et al., 2013) com Mock, ZIKVPE243 

ou ZIKVMR766 com 2x105 PFU/mL por animal (2μL de nosso estoque viral). O peso corporal, 

alterações fenotípicas e sobrevivência dos animais foram acompanhados, diariamente, por até 

4 dias. Parte dos animais foi eutanasiada após 2, 3, e 4 dias de infecção (dpi) para coleta de 

cérebro para análise da replicação viral e produção de interferon.  

Os camundongos foram anestesiados utilizando isoflurano, eutanasiados por deslocamento 

cervical, e os cérebros e baços foram removidos e mantidos a -800C até seu processamento. As 

amostras de cérebro e baço foram pesadas e foi adicionado 1μL de meio RPMI com 1% de 

gentamicina para cada 0,1mg de tecido. As amostras foram, então, centrifugadas a 1500rpm por 

10 minutos e os sobrenadantes recolhidos e utilizados para extração de RNA ou titulação por 

plaque.  
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4.6. Manutenção e processamento do tecido dos animais: 

Os cérebros mantidos a -80°C foram macerados. Para isso os órgãos serão pesados e 

adicionamos 1μL de meio RPMI com 1% de gentamicina para cada 0,1mg de tecido. Utilizando 

um macerador, o tecido foi triturado. Para obtenção do sobrenadante, o microtubo foi 

centrifugado a 1500rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e adicionado em outro 

microtubo para extração de RNA ou para titulação, como descritos será posteriormente.  

 

4.7. Medida de RNA viral por RT-qPCR 

As HBMECs foram plaqueadas e cultivadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766, como descrito 

anteriormente. Após 0, 2, 16, 24 e 48 horas de infecção, foram recolhidos o sobrenadante e as 

células para quantificar o RNA viral. As células, seu sobrenadante recolhido e o sobrenadante 

do tecido macerado de camundongos infectados com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 passaram pelo 

processo de extração de RNA utilizando o reagente Trizol (ThermoFisher), seguindo as 

recomendações do fabricante. Para dosagem do RNA, foi adicionado 1μL do RNA total obtido 

na extração em um Nanodrop (ThermoFisher). Após a dosagem a concentração de RNA 

extraído das células foi quantificada e normalizada por uma quantidade entre 1-2μg e a esse 

volume foi acrescido H2O purificada para avolumar 7,1μL. Esse material foi misturado a 2,9μL 

do mix do kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems), e colocados no 

termociclador por 25ºC por 10 min, 37ºC por 120 min, 85ºC por 5 min e 4ºC. Posteriormente, 

5μL do cDNA obtido foi submetido ao PCR quantitativo (qRT- PCR) para quantificação do 

RNA utilizando o kit TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems), usando primers e 

sonda (IDT) descritos na tabela 1 (Lanciotti et al., 2008), de acordo com recomendação do 

fabricante. A reação foi realizada no aparelho Real Time PCR System 7300 (Applied 

Biosystems) com os seguintes ciclos: 50ºC por 2 min e 40 ciclos de 95°C por 10 min, 95ºC por 

15 segundos e 60ºC por 1 minuto para ambos os vírus. Foi utilizada uma curva padrão com 

diferentes concentrações de PFU para determinar concentração equivalente de RNA. 
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4.8. Análise da expressão de RNAm de IFN-β em células e animais infectados por ZIKV: 

As HBMECs foram plaqueadas e cultivadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766, como descrito 

anteriormente. Após 0, 2, 16, 24 e 48 horas de infecção, as células foram recolhidas. Essas 

células junto com o sobrenadante do tecido macerado de camundongos infectados com 

ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 foram utilizados para quantificar a expressão de RNA de IFN-β por 

qRT-PCR utilizando o kit PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems). A reação 

foi realizada no aparelho Real Time PCR System 7300 (Applied Biosystems) com os seguintes 

ciclos: 50ºC por 2 min, 95°C por 10 min e 40 ciclos de 95°C por 15 s, 55ºC por 30 s e 60ºC por 

1 min, seguido de 95°C 15 s. Para análise da expressão de RNA por qRT-PCR foram utilizados 

os primers para IFN-β, GAPDH e ISG15 descritos na tabela 1. A quantificação de GAPDH será 

utilizada como um controle de expressão endógeno celular. Todos os valores obtidos de 

expressão gênica foram normalizados a partir da divisão pelos valores obtidos de GAPDH e 

mock por cálculo de ∆∆CT.  

 

4.9. Análise de adsorção e entrada viral: 

As HBMECs foram plaqueadas como descrito anteriormente e foram resfriadas a 4°C pelo 

menos 20 minutos na presença de M199 suplementado com SFB a 10% antes da adsorção. As 

células pré-resfriadas foram lavadas em PBS frio e incubadas a 4 °C e cultivadas com ZIKVPE243 

ou ZIKVMR766, (MOI=1) por 2h como descrito anteriormente. Parte dos poços foi recolhida em 

seguida para extração de RNA (0h) e outra parte será cultivada por mais 60min a 370C (1h). 

Em seguida, os poços foram lavados com PBS e as células foram recolhidas para quantificar o 

RNA viral por qRT-PCR. As células recolhidas passaram pelo processo de extração de RNA, 

transcrição reversa e qRT-PCR para dosagem de RNA viral, como descrito anteriormente. Para 

calcularmos o percentual de internalização, consideramos a quantidade de vírus do tempo de 

0h pós infecção como 100% dos vírus ligados a célula e a quantidade de vírus em 1h pós 

infecção como o total de vírus internalizado. Será feita uma razão entre os dois valores para 

calcularmos, percentualmente, quanto dos vírus aderidos à célula foram capazes de se 

internalizarem.  
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4.10. Análise da expressão de RIG-I e TLR3 por Western Blotting: 

As HBMECs foram plaqueadas em placas TPP de 6 poços, na concentração DE 3x105 células 

por poço com 1.5mL de meio M199 suplementado com 10% SFB e deixadas overnight para 

adesão ao poço. No dia seguinte, as células foram cultivadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 

como descrito anteriormente. Como controle, as células foram cultivadas com mock e meio de 

cultura. Após 2, 8 e 16 horas de infecção, as células foram recolhidas em tampão de lise (Tris-

HCl 10 mM (pH 7,5) com NaCl 150 mM, desoxicolato de sódio a 1%, SDS a 0,1%, Triton X-

100 1%) com adição de inibidor de protease 1:500 (Roche Applied Science). O debrit celular 

foi removido por centrifugação 7500 rpm por 2 min e o sobrenadante foi guardado em -80ºC. 

A concentração das amostras foi normalizada de acordo com a concentração total de proteínas, 

por método de quantificação por Bradford (Bio-Rad). O lisado celular foi ressuspendido em 

tampão SDS contendo 2- mercapto-etanol, então aquecidos por 5 min a 95ºC, posteriormente 

foram adicionados volume equivalente a 50 g de cada amostra em gel de poliacrilamida 10%, 

seguido de transferência para membrana de Polyvinylidene difluoride (PVDF) Immobilon 

(Millipore). Os marcadores de peso molecular (Amersham Pharmacia Bisteca), foram 

utilizados como padrões. Depois a membrana foi bloqueada com solução de TBS 10% com 5% 

de soro albumina bovina (BSA-Sigma Aldrich) por 1 hora e foi lavada três vezes com TBS-

0,05% de Tween 20 (TBS-T) para a incubação a 4°C overnight no agitador orbital com 

anticorpos monoclonais de coelho anti-RIG-I e anti-TLR3 (Cell Signaling) diluídos 1:1000 em 

solução de TBS-T BSA 1%. Em seguida, a membrana foi lavada três vezes com TBS-0,05% de 

Tween 20 (TBS-T) e depois incubada com anticorpo IgG anti-coelho conjugado com 

peroxidase (Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc., West Grove, PA) diluído 1:5000 por 

2 horas no agitador orbital. O mesmo processo foi feito para marcação da β-actina, usando o 

anticorpo monoclonal de camundongo anti-β-actina diluídos 1:1000 e depois a membrana foi 

incubada com anticorpo IgG anti-camundongo conjugado com peroxidase diluído 1:10000 por 

2 horas no agitador orbital. Após marcação, a membrana foi lavada três vezes com TBS-T e 

será revelada utilizando o kit ECL™ Prime Western Blotting System para detecção das 

proteínas. O nível de expressão de cada receptor foi avaliado a partir da medida das bandas 

usando o software ImageJ e o cálculo da razão entre RIG-I ou TLR-3 e β-actina (controle de 

carregamento). 
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4.11. Avaliação da resistência de ZIKV a IFN-I: 

As HBMECs foram plaqueadas em placas TPP de 96 poços com 5x103 células por poço, com 

200μL de meio M199 suplementado com 10% de SFB e deixadas overnight a 37°C para adesão 

ao poço. No dia seguinte os poços foram lavados com PBS e as células foram tratadas com 

diferentes concentrações de IFN-β: 10-4, 10-3, 10-2, 10-1, 1, 5, 10, 102 e 103 por 24 horas. Como 

controle, alguns poços não receberam tratamento com o IFN-β. Após esse tempo, o meio com 

IFN-β foi removido e foi adicionado um novo meio com os vírus ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 

diluídos em 100μL meio M199 sem soro, em MOI de 1 por 2h a 4°C para normalizar adsorção 

viral. Como controle, as células foram cultivadas com mock e meio M199 sem soro. Em seguida 

o meio contendo vírus foi removido, os poços foram lavados com PBS para remoção dos vírus 

que não adsorveram às células e depois foi adicionado 200μL de meio M199 suplementado com 

10% de SFB. As placas foram mantidas por 24h a 37°C/5%CO2. Após esse tempo, seu 

sobrenadante foi recolhido para quantificação de partículas virais por meio da titulação viral 

por ensaio de plaque. 

 

4.12. Análises estatísticas 

Os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism. O teste t de Student bicaudal 

foi usado para calcular a significância entre os grupos onde (*) p ≤ 0,05; (**) p ≤ 0,01; (***) p 

≤ 0,001; (****) p ≤ 0,0001. Os valores para todas as medições são expressos como média ou 

média ± desvio padrão.  
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Quadro 1: Sequências de primers e sonda utilizados para os ensaios de PCR em tempo real 

Primer Orientação Sequência 

ZIKV 1086 Senso 5´-CCGCTGCCCAACACAAG-3´ 

ZIKV 1162c Antisenso 5´-CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT-3´ 

ZIKV Sonda 5'-/56FAM/AGCCTACCTTGACAAG 

CAGTCAGACACTCAA/3BHQ_1/-3' 

GAPDH humano Senso 5'-GTGGACCTGACCTGCCGTCT-3' 

GAPDH humano Antisenso 5'-GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT-3' 

IFN-β humano Senso 5'-TAGCACTGGCTGGAATGAGA-3' 

IFN-β humano Antisenso 5'-TCCTTGGCCTTCAGGTAATG-3' 

GAPDH murino Senso 5'-CTTTGTCAA GCTCATTCCCTG G-3' 

GAPDH murino Antisenso 5'-TCTTGCTCAGTGTCCTTGC-3' 

IFN-β murino Senso 5'-GAACATTCGGAAATGTCAGG-3' 

IFN-β murino Antisenso 5'-ACTGTCTGCTGGTGGATGTC-3' 

ISG15 murino  Senso 5-AACTGCAGCGAGCCTCTGA-3' 

ISG15 murino Antisenso 5'-CACCTTCTTCTTAAGCGTGTCTACAG-3' 
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5. RESULTADOS  

5.1. ZIKVPE243 e ZIKVMR766 apresentam cinética semelhante de replicação em HBMECs. 

Dados anteriores demonstraram que a infecção de HBMECs com a cepa ZIKVMR766, mas não 

com ZIKVPE243 induziu efeito citopático e morte celular após 72h de cultura. Além disso, 

quando camundongos SvA129 eram infectados com ZIKVMR766 vieram a óbito, mas os 

camundongos infectados com ZIKVPE243, não (Papa, et al., 2017; Lucas, et al., 2018). A 

infecção em HBMECs com ZIKVMR766 induzia níveis mais elevados de IFN-β em comparação 

com ZIKVPE243 (Mustafá et al., 2018). Para avaliar os possíveis mecanismos responsáveis pelas 

diferenças entre as cepas ZIKVPE243 e ZIKVMR766, como a diferença de indução de expressão de 

IFN-β, inicialmente, comparamos a eficiência na replicação e a quantidade de partículas 

infecciosas geradas durante a infecção em células HBMEC.  

Para manter a multiplicidade de infecção utilizada nos experimentos anteriores, mas normalizar 

a etapa de adsorção viral, as células foram inoculadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 por 2h a 

4°C. Após 0, 2, 16, 24 e 48 horas de infecção, foram recolhidos o sobrenadante e as células para 

dosagem do RNA viral por qRT-PCR. Ambas as cepas apresentaram níveis de RNA intracelular 

e extracelular semelhantes ao longo do tempo (Figura 5A). Curiosamente, níveis ligeiramente 

maiores de RNA liberado no sobrenadante foram observados quando as células eram infectadas 

com a cepa ZIKVPE243, em relação a cepa ZIKVMR766 (Figura 5C). No entanto, quando esses 

valores foram normalizados de acordo com o “input”, calculando-se a razão entre o número de 

cópias obtido em cada tempo de coleta por aquele detectado em 0 hpi (fold induction), 

detectamos um pequeno aumento no número de cópias de RNA intracelular de ZIKVMR766, em 

relação a ZIKVPE243 (Figura 5B) e um aumento de 5 vezes na concentração de RNA extracelular 

de ZIKVMR766.  

Para avaliar a cinética de produção de partículas infecciosas fizemos a titulação viral por um 

ensaio de plaque, como descrito em métodos. Observamos que o título de partículas infecciosas 

(PFU/ml) liberadas por HBMECs infectadas por ambos os isolados era semelhante nas 

primeiras horas de infecção (Figura 5E). No entanto, a partir de 24 horas, foram observamos 

títulos maiores nas culturas infectadas com ZIKVMR766 em relação a ZIKVPE243. 

Interessantemente, quando esses valores foram normalizados de acordo com o “input”, notamos 

um aumento de 100x nos valores de PFU produzidas após a infecção com ZIKVMR766 em relação 

a ZIKVPE243, após 24 horas de infecção (Figura 5F). Esses dados indicam maior eficiência de 

replicação e produção de partículas infeciosas da cepa ZIKVMR766, o que explica a maior 
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citotoxidade e morte celular observada após 48 horas de infeção nas HBMECs cultivadas com 

o ZIKVMR766 quando comparado com ZIKVPE243 (Papa et al., 2017). É importante notar, ainda, 

que a diferença observada na concentração de PFU é muito maior do que aquela detectada em 

relação ao número de cópias de RNA, o que pode estar relacionado ao escape de mecanismos 

antivirais intracelulares, permitindo maior eficiência na maturação viral. A maior eficiência de 

replicação da cepa ZIKVMR766 pode estar associada, ainda, a maior letalidade dessa cepa em 

modelos experimental de infecção murina.   
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 Figura 5: HBMECs foram cultivadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 por 2h/4°C para adsorção. Em 

seguida, o meio foi substituído por meio completo e as células foram mantidas por diferentes períodos 

de tempo. A concentração de RNA viral nas células (A) e sobrenadantes (C) foram avaliados por qRT-

PCR (n=4). A concentração de RNA viral nas células e sobrenadante foi normalizada por Fold Induction 

(B e D). A concentração de partículas infecciosas liberadas foi avaliada por ensaio de plaque em células 

VERO (n=4) (E) e normalizada por Fold Induction (F). Os dados foram analisados pelo teste T de 

Student. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. 

 

5.2. ZIKVMR766 possui maior eficiência de entrada em HBMEC que ZIKVPE243. 

Apesar de ambas as cepas apresentarem uma cinética semelhante de replicação, observamos 

que a cepa ZIKVPE243 apresentou maior valor de input ou concentração de RNA e partículas 

infecciosas logo após adsorção em todos os experimentos realizados, enquanto que ZIKVMR766 

apresentava títulos virais maiores nos períodos mais tardios.  

A adsorção do vírus à superfície da célula hospedeira e sua internalização são essenciais para o 

início da infecção viral e podem ser relevantes para a maior indução de IFN-β observado quando 

as células foram infectadas com a cepa ZIKVMR766. Estudos anteriores demonstram que é 

possível que haja diferença na capacidade de adsorção e entrada viral entre cepas de diferentes 

linhagens de ZIKV (Bos et al., 2018).  

Para investigar se as cepas ZIKVPE243 e ZIKVMR766 possuem diferença na capacidade de 

adsorção e entrada viral em HBMECs, essas células foram cultivadas com ZIKVPE243 ou 

ZIKVMR766 a 4°C por 2h para avaliar adsorção. Em seguida, parte das células foi imediatamente 

coletada (0 hpi), e outra parte foi incubada a 370C e mantidas por mais 60 minutos para avaliar 

entrada viral (1 hpi). Nós observamos maior concentração de RNA viral no tempo 0h nas células 

infectadas com ZIKVPE243, em relação as células infectadas com ZIKVMR766, sugerindo que a 

primeira tem uma maior capacidade de ligação as HBMEC (Figura 6A). Porém, ao observarmos 

o tempo de 1 hora pós infecção notamos que essa diferença entre as cepas é nula, o que indica 

maior eficiência de entrada do isolado ZIKVMR766.   Para quantificarmos esse dado, 

consideramos a quantidade de RNA viral dosada após adsorção (0hpi) como 100% e calculamos 

o percentual de RNA pós entrada (1hpi). De fato, foi observado que ZIKVMR766 possui maior 

eficiência de internalização em células HBMEC quando comparado com ZIKVPE243 (Figura 

6B), o que pode estar associado a maior ou mais rápida disponibilidade de RNA viral para 

sensibilização de sensores intracelulares. 
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Figura 6: HBMECs foram cultivadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 por 2h/4°C para adsorção. Em 

seguida, o meio foi substituído por meio completo e as células foram mantidas por diferentes por 0 e 1 

hora. A concentração de RNA viral nas células (A) foi avaliada por qRT-PCR (representativo de n=3). 

(B) Razão entre a quantidade de vírus internalizado nas células é vírus aderidos, mostrando o percentual 

de vírus capaz de se internalizar. Os dados foram analisados pelo teste T de Student. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 

0,01, onde valor de p = 1.396.  

 

5.3. ZIKVMR766 induz maior expressão de TLR3 do que ZIKVPE243. 

Para avaliar os mecanismos associados a maior indução de IFN-β por ZIKVMR766, investigamos 

a expressão dos sensores intracelulares de RNA de RIG-I e TLR3 nas HBMECs infectadas com 

ambas as cepas. Para isso HBMECs foram plaqueadas e cultivadas com ZIKVMR766 ou 

ZIKVPE243 por 2h/4°C para adsorção. Em seguida, o meio com vírus não adsorvido, foi 

substituído por meio completo. As células foram recolhidas 2, 8 e 16 horas após a infecção para 

quantificar, por Western Blotting, a expressão de TLR3 e RIG-I induzida pela infecção.  

Nas figuras 7A e B podemos observar que não houve diferença na expressão de RIG-I induzido 

pela infecção pelas diferentes cepas de ZIKV. Por outro lado, observamos um aumento de 

expressão de TLR3 após 16h de infecção com ZIKVMR766 em relação a infecção com ZIKVPE243. 

A maior expressão de TLR3 a partir das 16 horas de infecção por ZIKVMR766 coincide com o 
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início da expressão de IFN-β pela mesma cepa no mesmo ponto da infecção (Mustafá et al., 

2018).  

Esses dados sugerem que há um reconhecimento mais rápido ou mais eficiente do RNA de 

ZIKVMR766, possivelmente, devido a maior disponibilidade de determinada estrutura ou 

conformação de RNA dessa cepa especificamente. Alternativamente, é possível que a própria 

produção de IFN-β tenha induzido maior expressão de TLR3, embora o mesmo não tenha sido 

observado com relação a RIG-I. Vale ressaltar, no entanto, que o experimento foi feito uma 

única vez e precisa ser repetido para confirmação dos dados. Ainda, a importância desses 

receptores para a produção de IFN-β será avaliada após silenciamento dos mesmos e dosagem 

da citocina. 
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Figura 7: HBMECs foram cultivadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 por 2h/4°C para adsorção. Em 

seguida, o meio foi substituído por meio completo. A expressão de RIG-I e TLR-3 foi avaliada por 

Western Blotting. (A) Marcação dos receptores e (B) sua quantificação normalizando pela β-actina 

usando o software ImageJ. (n=1). 

 

5.4. ZIKVMR766 induz maiores níveis de RNAm de IFN-β que ZIKVPE243. 

Anteriormente, observamos que a infecção em HBMECs com ZIKVMR766 induzia níveis 

elevados de IFN-β, a partir de 16 horas pós infecção enquanto ZIKVPE243 induziu níveis mais 

elevados somente a partir de 24 horas pós infecção (Mustafá et al., 2018). Nesses experimentos, 

a etapa de adsorção não foi normalizada. Como observamos maior capacidade de ZIKVMR766 

invadir as HBMECs e produzir partículas infecciosas, nos perguntamos se ao normalizar a 

adsorção teríamos diferença no momento ou níveis de indução de produção de interferon por 

esses cepas.  

Para normalizar a etapa de adsorção, as HBMEC foram plaqueadas e inoculadas com ZIKVPE243 

ou ZIKVMR766 ou mock por 2h a 4°C. Após 0, 2, 16, 24 e 48 horas de infecção, as células foram 

recolhidas para quantificação do RNAm de IFN-β por qRT-PCR e GAPDH como controle de 

expressão endógeno celular. Os valores de expressão gênica obtidos através dessa qRT-PCR 

foram normalizados a partir da divisão pelos valores obtidos de GAPDH e mock por cálculo de 

∆∆CT.  

Como resultado, podemos confirmar que a partir de 16 horas após a infecção, ambas as cepas 

tiveram o maior nível de indução de produção de IFN-β e, como observado anteriormente, a 

infecção com ZIKVMR766 induziu níveis até 5 vezes maiores de RNAm de IFN-β quando 

comparado com a cepa ZIKVPE243. Com isso, confirmamos essa maior indução de IFN-β 

causada por ZIKVMR766 em comparação ao ZIKVPE243. 
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Figura 8: (A) HBMECs foram cultivadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 por 2h/4°C para adsorção. Em 

seguida, o meio foi substituído por meio completo a expressão de mRNA correspondente a IFN-β foi 

avaliada por qRT-PCR 2, 16, 24 e 48h p.i. Figura mostra resultado de 3 experimentos independentes 

feitos em duplicatas (n=6). 

 

5.5. ZIKVMR766 é mais resistente ao IFN-I do que ZIKVPE243 

Nós observamos que ZIKVMR766 promoveu uma expressão maior e mais rápida de IFN em 

comparação à cepa ZIKVPE243. Ainda assim, ZIKVMR766 apresenta níveis mais elevados de 

replicação, produção de partículas infecciosas e citotoxicidade, quando comparado com 

ZIKVPE243, mostrando que o vírus replica mesmo na presença de níveis aumentados de IFN, 

indicando que ZIKVMR766 seja capaz escapar ou resistir aos efeitos do IFN-β de forma mais 

eficiente que ZIKVPE243. 

Para comparar a resistência a IFN entre as cepas ZIKVMR766 e ZIKVPE243, avaliamos os níveis 

de replicação viral de cada cepa na presença de diferentes concentrações de IFN-β. O tratamento 

com IFN-β é feito antes da infecção, pois dados prévios mostram que HBMECs infectadas com 
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ZIKV bloqueiam as respostas ao IFN, no entanto, são inibidas quando as células são tratadas 

24h antes da infecção (Mustafá et al., 2018).  

Para isso determinarmos o IC50 de IFN-β: As células HBMEC foram plaqueadas e tratadas 

com as seguintes concentrações de IFN-β: 10-4, 10-3, 10-2, 10-1, 1, 5, 10, 102 e 103, por 24 horas. 

Após esse tempo as células foram cultivadas com ZIKVPE243 ou ZIKVMR766, sendo a etapa de 

adsorção normalizada como descrito anteriormente. 24 horas após a infecção, o sobrenadante 

das HBMECs foi recolhido e a concentração de partículas infecciosas liberadas foi avaliada por 

ensaio de plaque como descrito em métodos.  

Nós observamos que seria necessária a concentração de 0.14 U/ml de IFN-β para inibir em 50% 

a replicação do ZIKVPE243 (Figura 9A), enquanto para inibir a replicação do ZIKVMR766 em 

50%, são necessárias 2.54 U/ml de IFN-β (Figura 9B), uma concentração 20 vezes maior. Então 

podemos dizer que ZIKVMR766 é 20 vezes mais resistente aos efeitos do IFN-β quando 

comparado com a cepa ZIKVPE243. Esse achado pode explicar como a cepa ZIKVMR766 induz 

maiores níveis de IFN-β durante as infecções em HBMECs e ainda assim ser capaz de replicar 

ligeiramente mais eficientemente, além de causar maior efeito citopático, quando comparado 

com ZIKVPE243. 

 

Figura 9: HBMECs foram tratadas com diferentes concentrações IFN-β por 24h. Em seguida, as células 

foram infectadas com (A) ZIKVPE243 ou (B) ZIKVMR766. Seus sobrenadantes foram recolhidos 24h p.i., 

e titulados em células VERO. O IC50 foi avaliado utilizando prisma. (n=4).  
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5.6. Produção e resposta a interferons do tipo I não impede a replicação de ZIKVMR766, 

mas protege contra infecção letal em modelos experimentais murinos  

Para comparar o efeito da infeção in vivo de ambas as cepas na presença ou ausência de resposta 

aos interferons do tipo I, foram utilizadas duas linhagens de camundongos: (i) camundongos da 

linhagem parental selvagem Sv129 expressam os receptores de IFN (IFNAR+/+) e são 

responsivos a tais citocinas; (ii) camundongos SvA129 não expressam receptores para IFN do 

tipo I (IFNAR-/-), sendo, portanto, não responsivos a tal estímulo. Com base no modelo 

experimental descrito pelo grupo anteriormente, no qual foi induzida letalidade por ZIKVMR766, 

mas não por ZIKVPE243 (Lucas, et al., 2018), os animais foram infectados com 4 semanas de 

idade. Diferente desse modelo, no entanto, aqui realizamos inoculação intracerebroventricular 

(i.c.v.), com o objetivo de avaliar exclusivamente o impacto do IFN na replicação de células do 

SNC e BBB, sem a interferência dos diferentes níveis proteção sistêmica induzido por cada 

cepa, observados anteriormente.  

A sobrevivência, fenótipo e peso corporal de cada animal foi monitorado, diariamente, até 4 

dias, quando todos os camundongos IFNAR -/- inoculados com ZIKVMR766 foram a óbito ou 

foram eutanasiados por perda de mais 20% da massa corporal (Figura 10A). No terceiro dia pós 

infeção, alguns animais dos animais inoculados com ZIKVMR766 apresentaram pelos arrepiados 

na região da nuca e costas e também apresentaram vermelhidão na região abdominal e patas. 

5% de animais vieram a óbito no terceiro dia pós infecção. Pouco antes de virem a óbito, esses 

animais apresentavam sinais de danos neurológicos, com comportamento agitado, correndo em 

círculos, pulando ou batendo nas paredes da caixa ventiladora. Os animais que não vieram a 

óbito (mas foram eutanasiados por perda de peso) apresentavam comportamento apático, não 

tentavam fugir ao serem pegos para eutanásia ou sequer emitiam sons. Nenhum camundongo 

infectado com ZIKVPE243 morreu nesse período.  

Avaliação da massa corporal demonstrou que os camundongos inoculados com Mock ou 

ZIKVPE243 ganharam peso gradualmente durante o tempo que foram acompanhados até a 

eutanásia, porém os animais inoculados com ZIKVMR766 ganharam peso somente até o segundo 
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dia pós infecção e a partir do terceiro dia, parte dos animais apresentaram uma leve, porém 

significativa perda de peso, que foi mais acentuada no quarto dia pós infecção (Figura 10B).  

Já os camundongos Sv129 ganharam peso normalmente e não apresentaram nenhum sinal 

clínico de doença ou abatimento até o dia da eutanásia independente do vírus inoculado. 

Nenhum animal Sv129 veio a óbito durante o tempo observado (Figura 10C-D).  

 

 

Figura 10: Camundongos SvA129 (IFNAR-/-) (A e B) E Sv129 (IFNAR+/+) (C e D) infectados com 

Mock, ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 via intracerebroventricular tiveram sua sobrevivência (A e C) e peso 

corporal (B e D) monitorados até 4d p.i. (Sv129: n=15; SvA129: n=25). Os dados foram analisados pelo 

teste T de Student. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** p ≤ 0,001; **** p ≤ 0,0001. 
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Em seguida, avaliamos a carga viral em cada um desses modelos animais, infectados com 

ambas as cepas de ZIKV. Os camundongos Sv129 (IFNAR+/+) e SvA129 (IFNAR-/-) foram 

inoculados via i.c.v. com Mock, ZIKVMR766 ou ZIKVPE243, eutanasiados 2, 3 e 4 dias pós 

infecção, e os cérebros coletados. As medidas de RNA viral e partículas infecciosas foram feitas 

por qRT-PCR e ensaio de plaque, respectivamente e normalizadas pela massa dos tecidos.  

Surpreendentemente, altos níveis de RNA viral foram detectados nos cérebros tanto de 

camundongos IFNAR-/- (Figura 11A), como IFNAR+/+ (Figura 11B), sugerindo que a resposta 

a IFNs do tipo I não é suficiente para impedir o estabelecimento da infecção, pelo menos quando 

o inóculo é intracerebral. Níveis ligeiramente aumentados, mas não significativos, de RNA 

foram detectados após inoculação com ZIKVMR766, em relação a ZIKVPE243 em ambas as 

modelos murinos. 

Por outro lado, diferenças importantes foram observadas quando analisamos a produção de 

partículas infecciosas. Como esperado, nos animais SvA129 (IFNAR-/-), ambas as cepas 

produziram partículas infecciosas desde o segundo dia pós infecção (Figura 11C), porém a cepa 

ZIKVMR766 gerou até 100x mais partículas quando comparado com a cepa ZIKVPE243. Esses 

dados estão de acordo com os estudos baseados em inoculação sistêmica realizados 

anteriormente (Lucas, et al., 2018). Em camundongos Sv129 (IFNAR+/+), notamos que, apenas 

a cepa ZIKVMR766 foi capaz de produzir partículas infecciosas desde o segundo dia pós infecção 

(Figura 11D) enquanto a cepa ZIKVPE243 foi capaz de produzir partículas infecciosas apenas a 

partir do quarto dia pós infecção e ainda assim em títulos significativamente inferiores a cepa 

ZIKVMR766, sugerindo escape de ZIKVMR766 a resposta antiviral mediada por IFN.  
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Figura 11: Camundongos SvA129 (A e C) e Sv129 (B e D) infectados com Mock, ZIKVPE243 ou 

ZIKVMR766 via intracerebroventricular foram eutanasiados 2, 3 ou 4d p.i. e tiveram cérebro recolhidos 

para quantificação carga viral por qRT-PCR (A e B) ou ensaio de plaque (C e D). (n=6). Os dados foram 

analisados pelo teste T de Student. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. 

 

Para suportar a hipótese de escape a IFN do tipo I, precisávamos confirmar se a infecção in 

vivo, de fato, induzia produção e resposta a IFN no modelo de camundongo IFNAR+/+, tal qual 

previamente observado in vitro. Para tal, a expressão de IFN-β e ISG15 foi investigada nas 

amostras de tecido cerebral por RT-qPCR. Nós observamos que a infecção por ambas as cepas 

induz produção de IFN-β, com níveis significativamente maiores nos cérebros dos animais 

infectados com ZIKVMR766 (Figura 12A e B). De forma semelhante, a expressão de ISG15 foi 

também detectada após inoculação por ambas as cepas e significativamente mais elevada nos 

animais inoculados com ZIKVMR766 (Figura 12C), indicando que, de fato, houve indução da 

produção e da resposta a IFN do tipo I nesses animais. Ainda, os dados corroboram os estudos 

in vitro de maior indução de IFN por ZIKVMR766. Vale ressaltar que não detectamos diferentes 

entre amplificação do IFN-β em qRT-PCR entre animais IFNAR+/+ e IFNAR-/- inoculados 

com mock.  
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O conjunto dos dados in vivo indica que a cepa ZIKVMR766 replica com mais eficiência no SNC, 

induzindo maior produção e resposta a IFN do tipo I. A resposta antiviral induzida por essas 

citocinas não foi suficiente para inibir a replicação viral, no entanto, protegeu os animais das 

manifestações neurológicas e letalidade. Experimentos em andamento, a respeito da integridade 

da BBB e do infiltrado inflamatório estão em andamento para esclarecer o papel específico da 

resposta a IFN nesse compartimento na neuropatologia da Zika. 

 

Figura 12: Camundongos Sv129 (A e C) e SvA129 (B) infectados com Mock, ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 

via intracerebroventricular foram eutanasiados 3 ou 4d p.i. e tiveram cérebro recolhidos para 

quantificação da inducção de produção de IFN-β e ISG15 em resposta a infecção por qRT-PCR. (n=2). 

Os dados foram analisados pelo teste T de Student. * p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01. 
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6. DISCUSSÃO 

No presente trabalho, nós avaliamos a produção, resposta, e escape ao IFN-, induzidos em 

HBMECs, por duas cepas de ZIKV, representantes das linhagens africana e asiática (ZIKVMR766 

e ZIKVPE243). Dados anteriores gerados por nosso grupo já haviam demonstrado que a infecção 

de HBMEC com ZIKVMR766 induzia maior efeito citopático (CPE) do que a infecção com 

ZIKVPE243, embora a cinética e eficiência de replicação viral fosse semelhante. Contra 

intuitivamente, a cepa MR766 também promovia uma expressão mais rápida e mais elevada de 

IFN- (Papa, et al., 2017). Esses resultados nos levaram a hipótese de que ZIKVMR766 poderia 

escapar com mais eficiência dos efeitos antivirais de IFN ou que o IFN produzido contribuísse 

para o CPE observado. Essas hipóteses foram então avaliadas, ainda utilizando o modelo de 

HBMECs. 

HBMECs são uma linhagem de células endoteliais microvasculares cerebrais humanas, que tem 

sido utilizadas como modelo de endotélio de barreira hematoencefálica, in vitro, em diferentes 

modelos (Stins et al., 2001 e Grab, et al., 2009). A escolha desse modelo celular foi motivada 

por sabermos que o ZIKV foi detectado no tecido cerebral e líquido cefalorraquidiano de fetos 

com microcefalia, indicando que seja capaz de atravessar a barreira hematoencefálica (BBB) e 

atingir o SNC (Mlakar, et al., 2016). Alguns flavivirus podem atravessar a BBB associados a 

leucócitos infectados ou por infecção direta ou sistêmica de células da barreira, causando 

inflamação e consequente ativação de células imunes que afetam a permeabilidade da barreira 

através da liberação de mediadores inflamatórios (Mustafá, et al., 2019). Sabemos também que 

ZIKV é capaz de infectar essas células, sem induzir efeito citopático e que sua infecção em 

HBMECs resulta na liberação de ZIKV das superfícies apicais e basolaterais, sendo esse o 

potencial mecanismo para o ZIKV cruzar a BBB e atingir o SNC (Mladinich, et al., 2017; Papa, 

et al., 2017). 

Antes de iniciarmos os ensaios para avaliar o escape das cepas virais ao IFN, optamos por 

repetir alguns dos ensaios realizados anteriormente, incluindo replicação viral e medida da 

produção de IFN-β, mas agora buscando uma melhor normalização dos ensaios, já que objetivo 

seria comparar as respostas as duas cepas. Os experimentos anteriores foram feitos fazendo a 

infecção com MOI de 1. Uma possível estratégia para normalizar a infecção entre as duas cepas 

seria utilizarmos MOIs mais altos na infecção, visando a infecção síncrona de todas as células 

na cultura. Por outro lado, alteração de MOI poderia levar a outras variáveis em relação aos 

experimentos anteriores, impedindo, por exemplo, a observação do efeito parácrino antiviral do 
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IFN. Assim, optamos por fazer essa normalização, realizando a etapa de adsorção a 4°C, de 

modo a, pelo menos sincronizar o momento de internalização viral, ainda que apenas parte das 

células da cultura seja infectada nesse primeiro ciclo, já que 35% das HBMECs são infectadas 

com ZIKVMR766 até 72h p.i. enquanto somente 20% das HBMECs foram infectadas com 

ZIKVPE243 no mesmo período pós infecção (Papa, et al., 2017).  

Após normalização da adsorção viral fizemos algumas observações em relação a cinética e 

eficiência da replicação. A cepa ZIKVPE234 foi ligeiramente mais eficiente ao se ligar a 

superfície celular, porém após 1h de incubação a 370 para permitir a entrada das partículas, os 

níveis de RNA intracelulares eram semelhantes entre as duas cepas. O cálculo de percentual de 

entrada em relação a adsorção (1hpi/0hpi) revelou que a cepa ZIKVMR766 era mais eficiente 

nesse processo. Medida do número de cópias de RNA viral em períodos subsequentes sugeriu 

que, após a entrada, ambas as cepas possuem cinética semelhante de replicação. 

Interessantemente, no entanto, a produção de partículas infecciosas foi de até 1000 vezes maior 

em HBMECs infectadas com ZIKVMR766, em relação as infectadas com ZIKVPE243, sugerindo 

maior eficiência de maturação ou escape de fatores de restrição ou mediadores antivirais 

endógenos. De fato, em períodos mais tardios, a concentração de RNA viral intra ou 

extracelular nas culturas de HBMECs infectadas com ZIKVMR766 também era maior, o que deve 

ser reflexo de sucessivos ciclos após a liberação de mais partículas infecciosas.  

Tal qual detectado anteriormente, a produção de IFN-β induzida por ZIKVMR766 foi maior do 

que aquela induzida por ZIKVPE243 e foi detectada a partir de 16hpi. Nesse mesmo tempo, 

detectamos um aumento na expressão de TLR-3, o que pode indicar que há maior atividade de 

reconhecimento e sinalização por esse sensor, possivelmente responsável pela maior produção 

de IFN-β apenas nas culturas infectadas com ZIKVMR766. Hamel, et al.,2015 demostrou que a 

cepa PF-25013-18 um isolado clínico da Polinésia Francesa, e pertencente a linhagem asiática, 

induziu aumento na expressão de TLR3, RIG-I entre outros receptores em fibroblastos, mas 

somente em tempos posteriores a 24h p.i., tornando necessária a investigação do aumento da 

expressão desses receptores em tempos posteriores ao observados neste projeto.  

Para investigar o papel desses sensores na indução da produção de IFN, pretendemos silenciá-

los por técnica de RNA de interferência e, então, dosar a expressão da citocina e dos genes 

estimulados por IFN (ISGs). A padronização desses ensaios já está em andamento 

Alternativamente, a maior expressão de TLR3 pode ser consequência da maior produção de 

interferon induzida pelo vírus, uma vez que já foi demonstrado que sua expressão pode ser 
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positivamente modulada por IFN-β e IFN-α (Lee, et al., 2019; Tissari, et al., 2005; revisado por 

Schneider et al., 2014). Embora ainda não possamos responder se o aumento da expressão de 

TLR3 é causa ou consequência da maior produção de IFN-, acreditamos que haja maior 

sinalização intracelular disparada pelo mesmo, uma vez que dados do nosso grupo 

demonstraram um aumento dos níveis de IRF3 fosforilado (Mustafá, tese em andamento). Para 

melhor compreender o papel de IFN nesses processos, poderíamos utilizar anticorpos 

neutralizantes específicos IFN- e IFN- e/ou para IFNAR. Outros ensaios que estamos 

padronizando é a depleção de IFNAR por técnica de CRISPR/Cas9; até o momento 

estabelecemos as estratégias de transfecção com os plasmídeos, buscando maior eficiência com 

baixa toxicidade. 

O modelo de HBMECs depletadas de IFNAR será também importante para determinar o papel 

dessa citocina e sua sinalização para o controle da replicação de ZIKV ou indução de efeito 

citopático. O fato de que a concentração de partículas infecciosas liberadas por HBMECs 

infectadas com ZIKVMR766 foi muito superior àquela detectada nos sobrenadantes das células 

infectadas com ZIKVPE243 pode estar relacionado a uma maior resistência da cepa africana a 

sinalização antiviral disparada por IFN. De fato, cálculos de IC50 demonstraram que uma 

concentração 20 vezes maior de IFN-β foram necessários para 50% de efeito antiviral sobre 

ZIKVMR766, em relação a ZIKVPE243.  

Em seguida, tentamos estabelecer um modelo para avaliar o papel das respostas ao IFN in vivo, 

utilizando dois modelos animais Camundongos IFNAR-/- são largamente reconhecidos por 

serem susceptíveis a infecção com ZIKV (Rossi, et al., 2016) e foram previamente utilizados 

por nosso grupo para avaliação de integridade da BBB e dos mecanismos de proteção imunes, 

a partir de inoculação sistêmica (Papa et al., 2017; Lucas et al., 2018). Nesses trabalhos foi 

descrito que cepas das linhagens asiática e africana atingem o SNC dos animais SvA129 onde 

ambas são capazes de replicar. Porém somente os animais infectados por ZIKVMR766 vieram a 

óbito. Esses animais apresentaram sinais de hemorragia e infiltrado leucocitário em tempos 

posteriores a detecção do vírus no SNC. Esses estudos sugerem que o ZIKV é capaz de 

atravessar a BBB sem causar ruptura de sua integridade; no entanto, uma vez no SNC há a lesão 

mais tardia da BBB, possivelmente devido a indução de uma resposta neuroinflamatória. Além 

disso, a indução de resposta mediada por linfócitos TCD4+ sistêmicos e produção de anticorpos 

neutralizantes foi estimulada, principalmente, nos animais infectados com ZIKVPE243, 

protegendo-os da neuroinvasão e lesão de BBB.  
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Em paralelo, utilizamos também camundongos IFNAR+/+ para avaliarmos modulação de 

resposta ao IFN-I e podermos investigar a infecção e integridade da BBB na presença de 

resposta a IFN. No entanto, estudos anteriores reportaram que esses animais são resistentes a 

infecção sistêmica por ZIKV (Lazear, et al., 2016). Essa resistência parece se dever ao fato de 

que o ZIKV é capaz de degradar STAT2 humana, mas não STAT murino (Grant, et al., 2016).  

Além disso, nosso grupo demonstrou que a infecção de camundongos gestantes C57Bl/6, ou 

seja WT no que diz respeito a expressão de IFNAR, embora não induza manifestações clínicas 

evidentes na mãe, leva a alterações significativas na prole, indicando que há replicação viral, 

com impacto fenotípico, mesmo na presença de IFNs do tipo I (Andrade, et al., 2021). 

Para sobrepujar a resposta imune sistêmica protetora e investigar o impacto da replicação do 

vírus no SNC sobre a BBB, os animais foram inoculados via intracerebroventricular (i.c.v.). 

Estudos anteriores, utilizando essa via de inoculação demonstraram um aumento progressivo 

de RNA viral em camundongos suíços infectados com ZIKVPE243, além da expressão de 

citocinas pró-inflamatórias como IL1β e, TNF-α de forma depende de replicação. Também foi 

encontrada microgliose proeminente nos córtex parietal e frontal consistente com a presença de 

RNA viral nessas regiões do cérebro no mesmo período pós infecção, porém não levando os 

animais a óbito (Figueiredo, et al., 2019).  

Tal como reportado por Lucas e colaboradores no modelo de infecção sistêmica, nós 

observamos que animais IFNAR-/-, infectados i.c.v., apresentaram perda de peso e vieram a 

óbito apenas pela infecção pelo vírus ZIKVMR766, mas não por ZIKVPE243. No modelo de 

inoculação intravenosa, parte desses animais vinham a óbito entre o terceiro e sexto dia, porém 

no modelo de infecção i.c.v. mais de 90% dos animais vieram a óbito já no quarto dia pós 

infecção. Observamos alta carga de RNA viral nos cérebros, a partir de 2 dias de infecção, sem 

diferença estatística entre as concentrações observadas de cada vírus. No entanto, notamos 

produção quase 1000x maior de partículas infecciosas de ZIKVMR766 em relação a ZIKVPE243, 

semelhante ao observado no modelo de inoculação i.v. 

Já os animais IFNAR+/+ infectados por ZIKVPE243 ou ZIKVMR766 não apresentaram perda de peso, 

morte ou qualquer outro sinal clínico durante o período de tempo observado, mostrando que a 

resposta ao IFN-I, provavelmente disparada no próprio SNC, é necessária na proteção contra 

as manifestações neurológicas e letalidade induzidas pela infecção. De fato, detectamos a 

expressão de IFN- e de ISG15 no cérebro dos animais, infectados com ambas as cepas de 

ZIKV, confirmando que houve produção e resposta a IFN nesse modelo.  
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Para tentarmos explicar como a resposta a citocina pode proteger o animal IFNAR+/+, 

analisamos a carga viral no cérebro desses animais. Observamos que ZIKVPE243 não foi capaz 

de produzir partículas infecciosas até o 4 dia pós infecção, enquanto ZIKVMR766 foi capaz de 

produzir partículas infeciosas em títulos semelhantes ao produzidos em animais IFNAR-/-, 

mostrando que esse vírus escapa de forma muito eficiente a resposta ao IFN-I. Esses achados 

são surpreendentes, uma vez que os estudos anteriores indicavam que os mecanismos de escape 

ao IFN dependiam da degradação de STAT-2 e que esse vírus não degradavam STAT-2 murina. 

Os trabalhos de Grant et al., 2016 foram feitas com clone sintetizado com base na sequência 

GenBank KJ776791.1 do isolado da Polinésia Francesa, intimamente relacionado às cepas de 

ZIKV envolvidas na epidemia em andamento nas Américas (isolados da linhagem Asiática).  

No nosso trabalho, o vírus utilizado foi isolado ancestral MR766 e devemos lembrar que após 

ser isolado, esse vírus foi extensivamente passado em células de cérebro de camundongo (Dick, 

Kitchen e Haddow, 1952), o que pode tê-lo tornado mais adaptado a replicação no cérebro 

desses animais. Ainda assim, é importante notar que, embora a replicação de ZIKVMR766 tenha 

sido semelhante nos animais IFNAR-/- e IFNAR+/+, apenas os primeiros apresentaram 

manifestações neurológicas foram óbito. Esses dados sugerem que a resposta mediada por 

interferons do tipo I não protegeu os camundongos da replicação viral, mas foi suficiente para 

protegê-los do dano neurológico e morte. Além disso, outros mecanismos, independentes de 

IFN foram importantes para o controle da replicação viral, uma vez que houve diferença nos 

níveis de replicação, no fenótipo e letalidade dos camundongos infectadas com ZIKVMR766, em 

relação a ZIKVPE243 nos animais deficientes de IFNAR. Ainda, a replicação viral nas células 

infectadas não é suficiente para gerar dano neurológico e morte, uma vez que ZIKVMR766 

replicação com semelhante eficiência em camundongos IFNAR-/- e IFNAR+/+, no entanto, só 

os primeiros foram a óbito. 

A infecção por ZIKV ganhou atenção do mundo quando sua infecção foi associada a graves 

distúrbios neurológicos no surto nas Américas em 2015. Apesar de existirem duas linhagens de 

ZIKV (Africana e Asiática) (Gong et al., 2016), apenas as cepas da linhagem asiática foram 

associadas a doenças graves em humanos (Lanciotti et al., 2015).  Assim, muitos grupos de 

pesquisa realizaram estudos comparando diferentes isolados virais, com o objetivo de 

compreender as diferenças observadas na clínica de indivíduos infectados com vírus das 

linhagens africana e asiática. É importante notar, no entanto, que para esse propósito é 

necessário que se compare diferentes isolados de ambas as linhagens, o que não foi feito no 

presente estudo. Além disso, muitos desses trabalhos, incluindo o nosso, se basearam na cepa 
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ancestral MR766 que, como descrito, pode ter sofrido neuroadaptação para replicação em 

camundongos durante seu isolamento. Ainda assim, essas comparações podem ser relevantes 

para desvendar as diferenças moleculares e biológicas entre as cepas com distintas e 

reconhecidas sequências de genoma.  Sendo esse o motivo do seu sucesso replicativo, podemos 

considerar que foi incorporado alguma mudança no genoma ou estrutura desse vírus que 

permita que ZIKVMR766 seja altamente eficiente em evadir a resposta ao IFN-I. Foi descrito por 

Lanciotti et al., 2008 que cepas de ZIKV da linhagem asiática possuem quatro aminoácidos a 

mais na sequência correspondente a proteína do envelope, não estão presentes em ZIKVMR766 

(linhagem africana) Entretanto, não se sabe se essa diferença estaria relacionada com as 

diferenças observadas entre as linhagens. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



41 
 

7. CONCLUSÕES  

- A cinética de replicação de ZIKVPE243 e ZIKVMR766, em HBMECs, é semelhante, no entanto, 

há maior produção de partículas infecciosas após a infecção por ZIKVMR766; 

- ZIKVPE234 é mais eficiente ao se ligar as HBMECs, porém a cepa ZIKVMR766 possui maior 

capacidade de invadir a célula; 

- A infecção de HBMECs com ZIKVMR766 induz maior expressão de TLR3 em relação a 

infecção com ZIKVPE243. Não foi detectada diferença na indução de expressão dos receptores 

RIG-I em nenhum dos momentos analisados; 

- A cepa ZIKVMR766 induz uma maior produção de IFN-β e é mais resistente à resposta quando 

comparada a cepa ZIKVPE243;   

- ZIKVMR766 é capaz de produzir mais partículas infecciosas que ZIKVPE243 in vivo;  

- Ambos os vírus são capazes de replicar em animais IFNAR-/-, mas apenas ZIKVMR766 replica 

em animais IFNAR+/+ em tempos mais iniciais a infecção, mostrando que essa cepa também é 

capaz de escapar da resposta ao IFN-I in vivo; 
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