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RESUMO 

 

Vinicius Guimarães Suzart Silva 

 

IMPORTÂNCIA DO IFNγ NO CONTROLE DA 

INFECÇÃO POR ZIKV EM MODELO MURINO 

 

Orientador: Dr. Marcelo Torres Bozza 

Co-orientadora: Carolina Gonçalves de Oliveira Lucas 

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para obtenção 

do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação no 

RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

O Zika vírus (ZIKV) se disseminou amplamente pelo cinturão equatorial do planeta nos 

últimos setenta anos, diferenciando-se em três linhagens virais, duas africanas e uma asiática. 

Negligenciado, este flavivírus causou uma grande epidemia nas Américas nos últimos anos, 

tornando-se um grave problema de saúde pública. Por esta razão, faz-se necessário elucidar o 

padrão de resposta imune desencadeada no hospedeiro e os mecanismos envolvidos no controle da 

infecção por ZIKV, a fim de se obter medidas profiláticas capazes de reduzir os índices de 

mortalidade e morbidade associados ao ZIKV. Utilizando duas cepas virais de linhagens diferentes 

do ZIKV, a cepa histórica africana MR766 e a cepa contemporânea asiática PE243, tivemos como 

objetivo avaliar em modelo murino imunodeficiente, além de divergências na progressão da 

infecção, a reposta imune adaptativa celular desenvolvida frente à infecção pelo ZIKV. A partir da 

infecção de um modelo susceptível de animais A129, deficiente para o gene do receptor de IFN do 

tipo I, de quatro semanas, com um inóculo viral de 2,0x105 PFU, por via intravenosa, descrevemos 

que a ativação do sistema imune ocorre de forma diferente de acordo com a cepa viral utilizada. 

Além disso, identificamos determinados componentes do sistema imune do hospedeiro, tais como 

células T CD4+ que apresentam intensa proliferação celular e produção de interferon gama (IFNγ), 

durante a infecção frente a tais cepas, têm uma influência direta na sobrevivência dos animais. 

Análises por citometria de fluxo demonstraram que a cepa asiática PE243 induz a ativação de 

linfócitos T, com aumento da expressão de marcadores de ativação e um aumento na produção de 

citocinas, como o IFNγ, de maneira mais robusta do que a cepa africana MR766, a qual é letal para 

camundongos A129. Contudo, a transferência adotiva de linfócitos T CD4+ produtores de IFNγ 

derivados de camundongos infectados com a cepa PE243, é capaz de proteger da letalidade da 

infecção pelo desafio com a cepa MR766 em camundongos A129. Camundongos AG129, por sua 

vez, os quais são deficientes para os genes dos receptores de IFN do tipo I e II, são susceptíveis e 

sucumbem à infecção por ambas as cepas. Ainda que a transferência adotiva de linfócitos T CD4+ 

produtores de IFNγ imunes contra a cepa PE243 seja capaz de reverter a letalidade da infecção por 

ZIKV em camundongos A129, o mesmo resultado não é observado em camundongos AG129. 

Juntos, estes resultados evidenciam o papel central do IFNγ no controle da infecção de ZIKV em 

modelos murinos de infecção. 

Palavras-chave: ZIKV, camundongos, infecção, resposta imune, IFNγ, proteção. 
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Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da 

Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para obtenção 

do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e aprovação no 

RCS Trabalho de Conclusão de Curso. 

 

 The Zika virus (ZIKV) has spread widely throughout the equatorial belt of the planet in 

the last 70 years, differentiating itself into three viral strains, two African and one Asian. Neglected, 

this flavivirus has caused a major epidemic in the Americas in recent years, becoming a serious 

public health problem. For this reason, it is necessary to elucidate the pattern of immune response 

triggered in the host and the mechanisms involved in the control of ZIKV infection, in order to 

obtain prophylactic measures capable of reducing the mortality and morbidity rates associated with 

ZIKV. Using two viral strains of different strains of ZIKV, the African historical strain MR766 

and the contemporary Asian strain PE243, we aimed to evaluate in immunocompromised murine 

model, in addition to divergences in the progression of infection, the cellular adaptive immune 

response developed against ZIKV infection. From the infection of four week old A129 susceptible 

mice, knockout for the type I IFN receptor gene with a viral inoculum of 2.0x105 PFU, 

intravenously, we describe a different activation of the immune system according to the viral strain 

used. In addition, we identified that certain components of the host immune system, such as CD4 

+ T cells exhibiting intense cell proliferation and interferon gamma (IFNγ) production have a direct 

influence on the survival of the animals upon infection against these ZIKV strains tested. Flow 

cytometric analysis demonstrated that the PE243 Asian strain induces the activation of T 

lymphocytes, with increased expression of activation markers and an increase in cytokine 

production, such as IFNγ, more robustly than the African strain MR766, which is lethal to A129 

mice. However, the adoptive transfer of IFNγ-producing CD4 + T lymphocytes derived from mice 

infected with the PE243 strain is able to protect A129 mice against the lethal challenge with the 

MR766 strain. AG129 mice, in turn, which are knockout for the genes of the type I and II IFN 

receptors, are susceptible and succumb to infection by both strains. Adoptive transfer of immune 

CD4 + T lymphocytes producing IFNγ purified from PE243-infected A129 mice, was able to 

reverse the lethality of MR766 infection in A129 mice, but not in AG129 mice. Taken together, 

these results evidence the central role of IFNγ in the control of ZIKV infection in mouse models 

of infection. 

 
 

 

Key-words: ZIKV, mice, infection, immune response, IFNγ, protection. 
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1 INTRODUÇÃO 

 
1.1 Histórico, epidemiologia e características genéticas do zika virus 

 

A fim de compreender mais sobre os ciclos urbano e silvestre do vírus da Febre Amarela 

(YFV) e avaliar a ocorrência de outras arboviroses, a Fundação Rockefeller financiou um estudo 

de vigilância epidemiológica no continente africano, alocando macacos Rhesus sentinelas em 

florestas tropicais, em abril de 1947 (Dick et al., 1952). No mesmo ano, um dos macacos do estudo 

desenvolveu febre seguida de morte na floresta tropical de Zika, localizada na península de 

Entebbe, em Uganda (Dick, 1952; Dick et al., 1952). A partir da amostra de sangue do primata, 

um novo vírus foi isolado, sendo a estirpe viral catalogada como MR766. Atualmente, essa estirpe 

representa o arquétipo africano do vírus da Zika (ZIKV), nomeado em homenagem à floresta de 

onde foi descrito. No ano seguinte, no mesmo local, o ZIKV foi também isolado de mosquitos 

Aedes africanus, espécie endêmica na região da África Oriental (Haddow et al., 1964; Weinbren e 

Williams, 1958).  

Até meados da década de 1950, a presença de anticorpos neutralizantes na população de 

Uganda e Nigéria contra o ZIKV era baixa, com prevalência de 10% a 20%, sem indicativo de 

quaisquer manifestações clínicas ocasionadas por este patógeno (Dick, 1953). Esse dado pode 

indicar tanto que o vírus circulou nessa região, gerando casos assintomáticos de infecção, quanto 

a possibilidade de reatividade cruzada nos testes sorológicos realizados na população com outros 

flavivírus circulantes na Uganda e Nigéria antes da década de 1950.  

Os primeiros casos reportados de doença envolvendo o ZIKV aconteceram em 1954, 

durante um surto de icterícia e febre no leste da Nigéria. O ZIKV foi isolado do soro de uma 

paciente de 10 anos, que apresentava febre alta e dor de cabeça (Macnamara, 1954). Programas de 

vigilância constataram a circulação periódica de outra cepa do ZIKV, no Senegal e em parte do 

oeste do continente africano, desde 1968, a qual foi catalogada de 41671-DAK (Faye et al., 2014). 

Na Ásia, a primeira detecção do ZIKV e de indicação de possível transmissão deste patógeno 

através de um vetor urbano ocorreu em 1969, quando o vírus foi isolado de mosquitos da espécie 

Aedes aegypti coletados em cidades da Malásia, no sudeste asiático (Marchette et al., 1969). A 

estirpe viral isolada dos mosquitos da península Malásia era diferente da MR766 isolada em 

Uganda, sendo a primeira cepa não-africana do ZIKV descrita. Referida como linhagem asiática 
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do ZIKV, o novo vírus foi catalogado como P6-740 (Haddow et al., 2012; Marchette et al., 1969). 

O primeiro diagnóstico do vírus em humanos na região foi em 1978, a partir de dados sorológicos 

que comprovaram a soroconversão contra o ZIKV (Olson et al., 1981).  

O vírus foi detectado em diferentes países africanos e asiáticos nos 40 anos seguintes, 

evidenciando sua expansão geográfica. Embora a possibilidade de ocorrência de reatividade 

cruzada entre os anticorpos contra o ZIKV com outros flavivírus torne os dados de circulação do 

vírus naquela época, de certa forma, imprecisos, dispersão do patógeno da África para a Ásia, com 

consequente divergência genética, pode estar relacionado com a ampla distribuição e endemia de 

mosquitos do gênero Aedes, vetores em potencial para a manutenção do vírus tanto na natureza 

quanto em centros urbanos (Oehler et al., 2014; Lanciotti et al., 2008; Smithburn, 1952). 

Há duas linhagens africanas do ZIKV descritas até o momento e os vírus pertencentes a 

estas foram isolados majoritariamente de mosquitos vetores em enzootias (Song et al., 2017; Ioos 

et al., 2014). O primeiro isolado descrito do ZIKV foi catalogado de MR766, e este representa o 

arquétipo viral da primeira linhagem do ZIKV descrita na história (Dick et al., 1952). Este vírus, 

isolado em Uganda, é idêntico a outros espécimes isolados que circularam em países próximos, 

como a República Centro-Africana, no período dos anos de 1947-2001. Já os vírus pertencentes à 

outra linhagem africana do ZIKV, por sua vez foram descritos a partir da análise clínicos na Nigéria 

e Senegal, no período dos anos de 1968-1997. A cepa 41671-DAK, isolada no Senegal, representa 

o arquétipo viral de referência da sua linhagem (Faye et al., 2014).  

O primeiro grande surto de infecção por ZIKV ocorreu em 2007. O vírus circulante pertence 

à linhagem asiática, que é representado pela cepa P6-740 da Malásia, que se dispersou ao longo da 

região sudeste do continente asiático e esteve sempre envolvido com casos de infecção em humanos 

e, potencialmente, mais adaptada a zonas urbanas (Haddow et al., 2012). Estima-se que cerca de 

70% da população residente da Ilha Yap, nos Estados Federados da Micronésia, com idades de três 

anos ou mais, foi infectada pelo vírus. No início, o agente etiológico suspeito de causar o surto era 

o vírus da Dengue (DENV), porém, a partir de resultados em RT-PCR e testes sorológicos de 

amostras de sangue de pacientes, foi constatada a presença de RNA viral e anticorpos neutralizantes 

específicos contra o ZIKV (Duffy et al., 2009; Lanciotti et al., 2008). Um em cada cinco pacientes 

infectados apresentaram manifestações clínicas como febre, artralgia, conjuntivite, rash cutânea e 

artrite (Lanciotti et al., 2008). A espécie Aedes (Stegomyia) hensilli foi indicada como sendo o 

principal vetor em potencial do surto, por ser abundante na Micronésia e ter sido o vetor nos surtos 
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de DENV na Ilha (Ledermann et al., 2014). Análises filogenéticas de vírus isolados em amostras 

de sangue de pacientes, indicaram que o ZIKV foi introduzido na Oceania pelo Sudeste Asiático 

(Duffy et al., 2009). Ainda em 2007, pessoas residentes de cidades no norte do Gabão, e de sua 

capital, Libreville, apresentaram febre acompanhada de dores intensas como manifestações clínicas 

mais recorrentes. O ZIKV foi confirmado como agente etiológico dos surtos após ter sido 

encontrado no soro de pacientes e em amostras de mosquitos da espécie Aedes albopictus coletados 

nas cidades gabanesas envolvidas no ocorrido, indicando esta como a principal espécie vetor do 

surto (Grard et al., 2014). Nos anos seguintes, casos esporádicos de infecção por ZIKV foram 

reportados em países do Sudeste Asiático, como Camboja, Tailândia, Malásia, Indonésia e Filipinas 

(Alera et al., 2015; Buathong et al., 2015; Tappe et al., 2015; Tappe et al., 2014; Kwong et al., 

2013; Heang et al., 2012). 

A primeira grande epidemia do ZIKV aconteceu em 2013 nas ilhas da Polinésia Francesa, 

no Oceano Pacífico, com cepas filogeneticamente relacionadas à linhagem asiática do vírus. 

Embora nenhuma morte tenha sido notificada, cerca de 29.000 pessoas infectadas pelo vírus foram 

atendidas em postos de saúde e hospitais da região, correspondendo a aproximadamente 11% da 

população residente nas 67 ilhas. Nesse episódio, foi a primeira vez que o ZIKV foi associado ao 

desenvolvimento de quadros clínicos mais severos (Cao-Lormeau et al., 2014; ECDC, 2014). Um 

total de 72 pacientes manifestaram complicações neurológicas ou autoimunes, como a síndrome 

de Guillain-Barré (GBS), sendo 74% desses pacientes do sexo masculino. A ocorrência de 

complicações neurológicas envolvendo o ZIKV esteve potencialmente atrelada a possíveis casos e 

co-infecções com outros flavivírus, como Chikungunya (CHIKV) e Dengue (DENV), uma vez que 

ocorreram surtos de DENV-1 e DENV-3, concomitantemente, nas Ilhas (ECDC, 2014; Oehler et 

al., 2014), no entanto, a correlação entre co-infecções e complicações neurológicas ainda não foi 

elucidada. O inseto vetor mais provável para a manutenção da epidemia de 2013 foi o mosquito 

Aedes (Stegomyia) polynesiensis, devido a isolamentos do ZIKV e RNA viral de amostras coletadas 

nas ilhas do arquipélago (Lanciotti et al., 2008). 

Ainda em 2013, e início de 2014, foram reportados os primeiros casos não autóctones de 

infecção por ZIKV em outros países do pacífico (Kutsuna et al., 2014; Pyke et al., 2014). De 

Janeiro a Maio de 2014, na Ilha de Páscoa, território chileno, foram confirmados 51 casos de 

infecção por ZIKV, sendo estes os primeiros casos autóctones reportados no hemisfério ocidental. 

Análises filogenéticas revelaram que o vírus era muito similar ao circulante na Polinésia Francesa 
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(Tognarelli et al., 2016). 

Os primeiros casos de ZIKV no Brasil aconteceram na região nordeste, no final de 2014 e 

início de 2015 (Campos et al., 2015). Muito embora a maior parte dos indivíduos infectados pelo 

vírus tenham apresentado quadros assintomáticos, casos de febre associada a doença exantemática, 

conjuntivite e artralgia foram relatadas no surto. Em 29 de abril de 2015, a capital da Bahia, 

Salvador, foi a primeira cidade a anunciar o ZIKV como o agente etiológico do surto no nordeste, 

a partir de análises por RT-PCR positivas de 24 pacientes da cidade de Camaçari, região 

metropolitana da capital (Campos et al., 2015; Cardoso et al., 2015; Zanluca et al., 2015). Até o 

final de 2015, de 440.000 a 1.300.000 casos suspeitos, com quadro clínico semelhante aos 

reportados no nordeste, ocorreram em outros estados, afetando rapidamente todas as regiões do 

Brasil (Hennessey et al., 2016; WHO, 2015). 

Em paralelo, até fevereiro de 2016, ainda que se afirme imprecisão dos dados por falhas no 

diagnóstico, o número de recém-nascidos com microcefalia na região nordeste do Brasil aumentou 

(Frank et al., 2016), com mais de 5.000 casos notificados pelo Ministério da Saúde. Embora este 

aumento represente cerca de 20 vezes mais ocorrências de microcefalia em recém-nascidos na 

média histórica para o período, quando comparado com cinco anos anteriores, estima-se que apenas 

37% dos casos estejam envolvidos com infecção congênita pelo ZIKV (Paixão et al., 2016; WHO, 

2016). Em adição, aproximadamente 120 mortes relacionadas a má-formação congênita em recém-

nascidos estão relacionadas às infeções de gestantes pelo ZIKV. Durante o surto, gestantes que 

deram à luz bebês com microcefalia haviam apresentado febre, rash cutânea e conjuntivite como 

sintomas mais comuns reportados juntos à infecção (Brasil et al., 2016; Carteaux et al., 2016; de 

Oliveira et al., 2016). 

Levantamento retrospectivo de dados na Polinésia Francesa relativo ao período da epidemia 

de ZIKV, de 2013-2014, indicou que houve aumento do número de diagnósticos de microcefalia e 

outras más-formações neurológicas em recém-nascidos na região (Jouannic et al., 2016; Oehler et 

al., 2014). 

O ZIKV pertence ao gênero Flavivirus da família Flaviviridae, que compreende mais de 70 

outros vírus (Kuno et al., 1998). Entre os flavivírus, o ZIKV está geneticamente mais próximo a 

outros vírus, como DENV, YFV, vírus da encefalite japonesa (JEV) e vírus da febre do Oeste do 

Nilo (WNV), que também representam grande problema de saúde pública mundial, gerando altos 

índices de morbidade e mortalidade na população de países em desenvolvimento, localizados 
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majoritariamente nas zonas tropical e subtropical do globo (Kilpatrick et al., 2012; Song et al., 

2017). Como em qualquer outro flavivírus, o genoma do ZIKV, contido em uma fita simples de 

RNA polaridade positiva, codifica para três proteínas estruturais: C - capsídeo, prM/M - pré-

membrana/membrana, e E - envelope e sete não estruturais: NS1, NS2A, NS2B-NS3, NS4A-NS4B 

e NS5 (Haddow et al., 2012; Petersen et al., 2016). 

 

 

Figura 1 O zika vírus. O ZIKV pertence ao gênero Flavivirus da família Flaviviridae e o seu genoma do ZIKV é 

codificado em uma fita simples de RNA polaridade positiva, que possui uma única ORF de leitura descrita, codificando 

para três proteínas estruturais: C - capsídeo, prM/M - pré-membrana/membrana, e E - envelope e sete não estruturais: 

NS1, NS2A, NS2B-NS3, NS4A-NS4B e NS5 (Adaptado de Viral Zone. Acesso em 22 de junho de 2017. Disponível 

em: https://viralzone.expasy.org/39?outline=all_by_species). 

 

A variabilidade genética entre as linhagens do ZIKV ainda não foi completamente elucidada 

(Wang et al., 2016), contudo, algumas variações moleculares importantes foram descritas na cepa 

asiática. O genótipo da proteína de envelope do ZIKV africano que circulou entre macacos e 

mosquitos é idêntico, a partir de amostras isoladas durante a epidemia de 2007, constatou-se que, 

ao passo que a proteína de envelope da maioria dos flavivírus possui um sítio de glicosilação Asn-

X-Ser (Asparagina-X-Serina) na posição 154 (Rabaan et al., 2016), há ausência de glicosilação 

nessa posição em cepas da linhagem asiática, como nas que circularam nas Américas durante a 

epidemia de 2015, o que pode ser um forte indicativo putativo de polimorfismos entre as diferentes 

cepas circulantes do ZIKV no mundo (Metsky et al., 2017; Ramaiah et al., 2017). Há também uma 
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inserção de 4 a 5 resíduos nas posições 153-156/157 da proteína de envelope de cepas da linhagem 

asiática do ZIKV, relacionadas com DENV, JEV e WNV e que podem estar relacionadas ao 

neurotropismo do vírus (Ramaiah et al., 2017; Beasley et al., 2005). Três substituições de 

aminoácidos foram encontradas no sítio de glicosilação de cepas circulantes na epidemia americana 

de 2015, filogeneticamente associadas à linhagem asiática do ZIKV, quando comparadas com 

cepas isoladas de mosquitos antes antes da epidemia, o que sugere que a conformação das regiões 

circundantes ao sítio de glicosilação e a presença ou ausência de glicosilação variam entre as cepas 

de ZIKV, e esta característica pode estar relacionada com o aumento da infecciosidade do vírus em 

células humanas, fácil transmissão e rápida dispersão do vírus na população (Ramaiah et al., 2017 

; Sirohi et al., 2016). Essa região da proteína de envelope demonstra rápida evolução. Sugere que 

durante o curso de adaptação do ZIKV em ciclo no mosquito, o vírus adquiriu adaptações no gene 

codificante da proteína de envelope e que pode ter sofrido ainda mais mudanças para se adaptar ao 

ciclo replicativo em células humanas. Essas alterações de aminoácidos podem estar relacionadas 

não somente com a adaptação do vírus a células humanas, como também à pressão seletiva do 

sistema imune do hospedeiro sobre os diferentes epítopos presentes no loop de fusão da proteína 

de envelope (Sihori et al., 2016). Yuan et al., em estudo mais recente, descreveram que uma única 

substituição de aminoácidos, de serina em asparagina na posição 139 (S139N), da proteína 

precursora de membrana foi capaz de aumentar significativamente a infecciosidade do ZIKV em 

células progenitoras neurais, tanto de humanos quanto de camundongos. Desta forma, essa mutação 

pontual pode ter contribuído para oaumento da incidência de casos de microcefalia nas epidemias 

mais recentes de ZIKV, uma vez que a mutação teve origem antes da epidemia de ZIKV na 

Polinésia Francesa, quando foram reportados os primeiros casos de complicações neurológicas 

decorrentes da infecção pelo ZIKV (Yuan et al., 2017). 

Embora muito próxima filogeneticamente à linhagem asiática (Yun et al., 2016), acredita-

se que em 2014 foi presenciado o surgimento de uma quarta linhagem no ZIKV no mundo: a 

linhagem americana (Musso e Gubler, 2016). A linhagem americana, que inclui os vírus isolados 

no Brasil e Américas, tem como característica marcante, que a diferencia das outras duas linhagens, 

rápida radiação, que consiste em um padrão de diversificação intenso à medida que a linhagem se 

dissemina por novos territórios, com populações imunologicamente ainda não expostas ao vírus 

(Metsky et al., 2017; Song et al., 2017; Musso e Gubler, 2016). 

 



19 
 

 

 

Figura 2 Relação filogenética entre as linhagens africana e asiática do ZIKV. Em verde estão as linhagens 

africanas do ZIKV, agrupando as cepas do Senegal e de Uganda, cuja qual é o arquétipo africano do ZIKV, a cepa 

MR766. No círculo laranja está a linhagem asiática do vírus, com a cepa referência desta linhagem, a cepa P6-740. Em 

rosa, denominadas de “cepas epidêmicas americanas”, estão todas a cepas isoladas sequenciadas do ZIKV, envolvidas 

na grande epidemia de meados de 2015. As cepas do vírus que circularam no Brasil (Natal RGN e ZikaSPH2015, por 

exemplo) durante a epidemia de 2015 são filogeneticamente relacionadas à linhagem asiática e estão agrupadas 

também no círculo rosa (Adaptado de Song et al., 2017). 

 

 

Há duas diferentes hipóteses sobre a introdução do vírus no Brasil. A primeira indica que a 

entrada de turistas e delegações na Copa do Mundo de 2014, sediada em solo brasileiro e com 

arenas espalhadas em todas as regiões do país, possa ter importado o vírus de outros continentes, 

apesar de nenhuma seleção de países onde o ZIKV seja endêmico tenha participado do evento. A 

segunda hipótese, por sua vez, sugere que o vírus entrou no país por outro grande evento, o 

Campeonato Mundial de Sprint, sediado no Rio de Janeiro em Agosto de 2014, com atletas 

participando nas corridas de canoagem vindos de quatro países (Ilha de Páscoa, Ilhas Cook, Nova 
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Caledônia e Polinésia Francesa) que relataram casos de ZIKV no mesmo ano (Musso e Gubler, 

2016). Todavia, como os primeiros casos foram relatados no Nordeste, seria mais provável que a 

introdução do vírus tenha ocorrido nessa região (Campos et al., 2015). O sucesso de dispersão do 

vírus pelo Brasil e Américas deve-se provavelmente ao fato da grande diversidade da fauna de 

insetos vetores em potencial, principalmente de mosquitos do gênero Aedes tanto em zonas rurais, 

quanto urbanas nas regiões tropicais e subtropicais do continente (Musso e Gubler, 2016; WHO, 

2009). 

Desde o surto do Brasil, o ZIKV se alastrou pelo Mundo: América do Sul e Central, ilhas 

do Caribe, países europeus, o que levou à Organização Mundial de Saúde (OMS) a declarar estado 

de emergência de saúde pública e de interesse internacional, por um período que perdurou de 

Fevereiro a Novembro de 2016 (WHO, 2016). 

Ao fim de Novembro de 2016, 48 países e territórios nas Américas haviam reportado cerca 

de 171.500 casos autóctones de infecção pelo ZIKV, apesar de ligeira queda no número de casos 

em todos os países afetados desde o surto de 2015, exceto no México, Panamá, e nas ilhas de Caicos 

e Turks (PAHO/WHO, 2016a; PAHO/WHO, 2016b).  

Atualmente, o ZIKV ainda representa uma ameaça de pandemia mundial em potencial. O vírus 

circula nas ilhas do Oceano Pacífico, Sudeste Asiático, Américas, ilhas de Cabo Verde e costa 

Oeste Africana. Casos não autóctones de infecção pelo ZIKV foram relatados na Austrália, Havaí 

(EUA), Bélgica, Suíça, Holanda, França, Itália, Espanha e Portugal desde 2015 (CDC, 2016; De 

Smet et al., 2016; Diaz-Menendez et al., 2016; Duijster et al., 2016; Gyurech et al., 2016; Maria 

et al., 2016; Nicastri et al., 2016; Pyke et al., 2016; Ze-Ze et al., 2016).  

 

 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0165572816304830#bb0895
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Figura 3 Áreas de risco de infecção pelo ZIKV no mundo. A última atualização do CDC (Centers for Disease 

Control and Prevention), Junho de 2017, indica grande risco de infecção pelo ZIKV na zona Equatorial do Globo. 

Essa região foi palco de todas as epidemias de ZIKV já descritas. A endemia e densidade de vetores em potencial 

possibilita a manutenção do vírus nas regiões entre os trópicos, além das condições de saneamento básico e controle 

de vetores ser mais precária em países tropicais, influenciam no status de risco das áreas indicadas em roxo, no mapa 

(Adaptado de CDC, Traveler’s Health, Zika Travel Information https://wwwnc.cdc.gov/travel/page/world-map-areas- 

with-zika). 

 

 

1.2 Transmissão e infectividade do ZIKV 

 

Os arbovírus têm como principal característica a transmissão através da picada de vetores 

artrópode hematófagos entre hospedeiros vertebrados, em maioria mosquitos pertencentes ao 

gênero Aedes (Weaver et al., 2016; Diagne et al., 2015). O primeiro isolamento do ZIKV em 

artrópodes ocorreu em 1948, em amostra e Aedes africanus coletados em Ziika, Uganda (Haddow 

et al., 1964). Nos anos seguintes, Aedes apicoargenteus, A. opok, A. luteocephalus, A. vittatus, A. 

furcifer e A. aegyti formosus coletados em pontos da África subsaariana também apresentavam o 

vírus (Diagne et al., 2015; Diallo et al., 2014). A aquisição do vírus por vetores urbanos e 

antropofílicos, tais como o Aedes aegypti (Marchette et al, 1969), responsáveis pelo ciclo urbano 

de transmissão ao homem do DENV, por exemplo, desempenhou papel crucial para disseminação 

rápida e grande número de casos reportados de infecção pelo ZIKV em grandes centros urbanos e 

capitais no Brasil e no mundo (Ioos et al., 2014). 

O ZIKV possui dois ciclos distintos de transmissão: um ciclo de enzootia silvática, no qual 

https://www.cdc.gov/
https://www.cdc.gov/
https://wwwnc.cdc.gov/travel/page/world-map-areas-with-zika
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vírus é transmitido para primatas não-humanos através da picada de mosquitos selvagens do 

gênero Aedes; no segundo ciclo, a passagem do vírus ocorre de mosquitos urbanos, para humanos, 

em zonas urbanas (Weaver et al., 2016; Duffy et al., 2009). Estudos sorológicos indicam a 

presença de anticorpos contra o ZIKV em mamíferos e alguns roedores, mas não se sabe ao certo 

se estes desenvolvem doença ou se atuam apenas como reservatórios do vírus na natureza (Ioos et 

al., 2014). 

A infecção pelo ZIKV se inicia após o inóculo no hospedeiro pela picadade um mosquito 

vetor. O seu período de incubação é semelhante ao do DENV, variando de 4 a 5 dias (Duffy et al., 

2009). Os sinais e sintomas clássicos associados à infecção são: febre, artralgia, rash cutânea, dor 

retro orbital e conjuntivite (Brasil et al., 2016; Duffy et al., 2009; Macnamara, 1954). No 

entanto, podem ser observadas complicações associadas ao ZIKV, como: aborto, microcefalia e 

más-formações neurológicas em recém-nascidos, além de diferentes neuropatias em adultos, como 

a Síndrome de Guillain-Barré (ECDC, 2014; Oehler, et al., 2014). 

A patogênese do ZIKV ainda não foi totalmente elucidada (Wang et al., 2016). Uma 

característica dos flavivírus também observada no ZIKV é a infecção de fibroblastos da derme, 

queratinócitos da epiderme e células dendríticas imaturas, próximas ao local da picada do vetor 

(Hamel et al., 2015). O vírus replica inicialmente nestas células, devido à susceptibilidade e 

permissividade destas (Briant et al., 2014). A infecção de fibroblastos da pele leva formação de 

autofagossomos e autofagia celular, propiciando uma replicação viral exacerbada (Zanluca e 

Santos, 2016; Hamel et al., 2015). Posteriormente, o vírus atinge a corrente sanguínea, gerando 

uma viremia primária e, uma vez no sangue, o vírus pode se disseminar pelo corpo e infectar 

diferentes órgãos. O RNA do ZIKV já foi detectado em baço, cérebro, fígado, olho e placenta, 

indicando pantropismo viral (Bhatnagar et al., 2017; Waldorf et al., 2016). Sabe-se que o vírus 

possui afinidade por receptores celulares, como o DC-SIGN, e membros da família de receptores 

de fosfatidil serina: Tyro3, TIM-1, TIM-4 e AXL (Hamel et al., 2015; Perera-Lecoin et al., 2013). 

Os receptores Tyro3, AXL e Merk, denominados em conjunto como receptores TAM, são os 

receptores mais cogitados para a entrada do ZIKV nas células humanas, porém, paradoxalmente, 

em modelo murino, utilizando anticorpos bloqueadores para estes receptores, foi descrito que os 

receptores TAM não são essenciais para a entrada do vírus em células de camundongo (Hastings 

et al., 2017). O receptor AXL é altamente expresso em células endoteliais, da glia radial, 

astrócitos, micróglia (durante o desenvolvimento do córtex cerebral humano) e por células 
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progenitoras da retina. Uma vez que o RNA do ZIKV já foi obtido de amostras de olho e cérebro, 

além de o vírus estar relacionado com o desenvolvimento de complicações neurológicas em 

neonatos e adultos, este receptor pode ter papel fundamental no tropismo do ZIKV por tecidos 

neuronais e olhos (Bhatnagar et al., 2017; Nowakowski et al., 2016). Em adição, o ZIKV 

consegue estabelecer infecção persistente nas células de Sertoli, nos túbulos seminíferos, e esta 

característica está relacionada ao isolamento e viabilidade do ZIKV no sêmen, mesmo meses 

após o clearence viral, possibilitando a transmissão sexual do vírus (Siemann et al., 2017). 

Devido ao seu pantropismo, o ZIKV pode ser encontrado em diferentes fluídos corporais, tais 

como urina, saliva, lágrimas, além de sangue e sêmen. (Brasil Martines et al., 2016; Oliveira et 

al., 2016; Gourinat et al., 2015; Musso et al., 2015). Assim, sua transmissão ocorre, além da 

picada de mosquitos infectados (Boorman e Porterfield, 1956), por transfusão de sangue, da mãe 

para o feto durante a gestação e amamentação (Brasil et al., 2016), como também por contato 

sexual (Atkinson et al., 2016; Chen et al., 2016). 

 

1.3 Resposta imunitária contra ZIKV 

 

Os mecanismos de resistência e evasão viral utilizados durante a infecção pelo ZIKV 

ainda não foram completamente elucidados, bem como as vias de sinalização desencadeadas pela 

resposta imune antiviral contra o vírus (Hamel et al., 2015).  

Trabalhos anteriores, descritos na literatura, indicam que a infecção pelo ZIKV induz uma 

robusta resposta imune inata do hospedeiro a partir da infecção de células presentes no sítio da 

infecção ou adjacentes a este. Foi observado que após a infecção ocorre um aumento da expressão 

de receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) moleculares associados a patógenos 

(PAMPs) virais, tais como RIG-I, TLR3 e MDA5. Isso resulta na produção de interferon do tipo 

I, e consequentemente na indução do estado antiviral das células adjacentes, com produção de 

citocinas e quimiocinas inflamatórias, como CCL5 E CCL10, inibição da síntese proteica e 

indução de morte celular. Alguns artigos indicaram também um aumento da transcrição de genes 

de componentes envolvidos na ativação de inflamossomo, como AIM2 e IL-1β (Hamel et al., 

2015). Na infecção pelo ZIKV, ocorre e formação de autofagossomos em fibroblatos da pele 

associado a um aumento da replicação viral nessas células (Hamel et al., 2015). 

Genes estimulados por interferon têm sua expressão aumentada durante a infecção pelo 
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ZIKV. A produção e reconhecimento de interferon do tipo I e III induz atividade antiviral nas 

células do hospedeiro e são capazes de inibir significativamente a replicação viral durante a 

infecção (Hamel et al., 2015). O ZIKV é capaz de evadir a resposta de interferon do tipo I gerada 

em hospedeiros humanos (Winkler et al., 2017). A proteína NS5 do ZIKV inibe a função 

sinalizadora de STAT2, marcando a proteína para degradação via proteassoma, suprimindo a 

atividade antiviral downstream promovida pela sinalização via interferon, possibilitando a 

replicação viral. Todavia, a atividade inibitória de STAT2 por NS5 não é observada em modelo 

murino. Desta forma, camundongos selvagens conseguem controlar a infecção (Grant et al., 

2016).  

A infecção pelo ZIKV é responsável por induzir a expressão das quimiocinas CCL5, IP-

10 e RANTES; produção e secreção das citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL-1β e MIP1α, como 

também das citocinas co-estimulatórias IL-2, IL-4, IL-9 e IL-17, responsáveis por promover a 

ativação de linfócitos T durante a apresentação de antígeno por células especializadas, tais como 

as células dendríticas (Hamel et al., 2015; Tappe et al., 2016; Zammarchi et al., 2015). Células 

dendríticas são responsáveis pela detecção, endocitose e processamento de um patógeno, 

interligando a resposta imune inata e a adaptativa (Schmid e Harris, 2014). Estudos confirmam 

que células dendríticas são susceptíveis à infecção e replicação de diversos flavivírus como o 

DENV e WNV (Perera-Lecoin et al., 2014). De acordo Bowen et al., isolados das linhagens 

africana e asiática do ZIKV apesar de serem capazes de estabelecer uma infecção produtiva em 

células dendríticas, estes, não geram um aumento significativo da produção de citocinas pró-

inflamatórias e expressão de marcadores de ativação. Dessa forma, células dendríticas têm a sua 

capacidade de apresentação e ativação de células da imunidade adaptativa comprometida durante 

a infecção, por ambas as linhagens, do ZIKV (Bowen et al., 2017).  

O papel desempenhado por linfócitos T durante a infecção pelo ZIKV ainda não está 

completamente esclarecido. Células T CD8+ são células essenciais no controle de infecções 

virais, e dados recentes na literatura confirmam o papel dos linfócitos T CD8+ contra o ZIKV, 

bem como para outros flavivírus (Lima et al., 2017). Essas células participam do controle e 

proteção contra a infecção pelo DENV (Screaton et al., 2015; Zellweger e Shresta, 2014; Yauch 

et al., 2009; Guzmán et al., 2000). A imunidade mediada pelos linfócitos T CD8+ é importante 

para o clearance viral em infecções por flavivírus neuroinvasivos, como o WNV (Hughes et al., 

2012; Shrestha e Diamond, 2004), e um estudo em primatas não-humanos mostrou que o controle 
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e diminuição da carga viral no sistema nervoso central dos animais, durante infecção persistente 

pelo ZIKV, está associado ao início da resposta imune adaptativa celular, cerca de oito dias após 

infecção, caracterizado pelo aumento dessas células na corrente sanguínea dos animais (Aid et 

al., 2017). A infecção pelo ZIKV é capaz de induzir a proliferação e ativação de linfócitos T 

CD8+ em camundongos, o mesmo não foi observado em camundongos fêmeas grávidas, o que 

sugere a importância desse tipo celular no controle da disseminação do vírus para o feto e anexos 

embrionários (Winkler et al., 2017). Elong Ngono et al. descreveram também o papel protetor de 

linfócitos T CD8+ em modelo murino, uma vez que após depleção destas células in vivo, foi 

observado um aumento da carga viral e da letalidade nos animais infectados. Além disso, foi 

demonstrado que a transferência adotiva do compartimento de memória de células T CD8+ 

previamente estimuladas com o vírus, são capazes de conferir proteção no modelo de infecção 

letal de ZIKV (Elong Ngono et al., 2016). Por outro lado, o papel protetor de linfócitos T CD8+ 

em infecção primária pelo DENV pode ser revertido em uma infecção secundária por outro 

sorotipo de DENV, a partir da fraca reativação de linfócitos T CD8+ de memória, baixos níveis 

de degranulação celular e produção exacerbada de citocinas pró-inflamatórias, o que pode 

favorecer a ocorrência de quadros mais severos da doença (Weiskopf et al., 2013; Zivna et al., 

2002). Além disso, uma resposta robusta por parte dos linfócitos T CD8+ pode estar associada a 

processos autoimunes, como o desenvolvimento da síndrome de Guillain-Barré e com a síndrome 

congênita do ZIKV em fetos, devido ao fato de a resposta imune induzida pelo ZIKV 

possivelmente apresentar reatividade cruzada com antígenos presentes em tecidos nervosos do 

hospedeiro (Lucchese e Kanduc, 2016). Em estudo recente, Jurado et al. descreveram em modelo 

murino imunodeficiente (Ifnar1-/-) que a neuropatogênese da infecção pelo ZIKV desencadeia um 

papel patogênico de linfócitos T CD8+ para a progressão da doença. A infecção de astrócitos 

resulta na ruptura da barreira hematoencefálica que, consequentemente, gera a migração em 

maciça de células T CD8+ efetoras para o cérebro dos animais. Com isso, os camundongos 

infectados desenvolveram como neuropatologia, mediada por linfócitos T CD8+, a paralisia 

associada ao ZIKV (Jurado et al., 2017).   

Linfócitos T CD4+ são células centrais na ativação e na manutenção da resposta de 

linfócitos T CD8+ e células B e na produção de citocinas inflamatórias, como IFNγ, durante 

infecções virais (Lima et al., 2017; Sitati e Diamond, 2006). Essas células são essenciais para o 

clearance viral do DENV (Yaunch et al., 2010). Em modelo murino infectado com WNV, a 
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depleção de linfócitos T CD4+ implicou na diminuição de produção de IgG e ativação linfócitos 

T CD8+. Em adição, a infecção pelo ZIKV induz o fenótipo Th1 em linfócitos T CD4+, levando 

à produção de altos níveis de IL-2, IFNγ e TNFα, em camundongos C57BL/6 (Pardy et al., 2017) 

e, em amostra de pacientes com histórico de infecção pelo ZIKV, linfócitos T CD4+ de memória 

específicos contra o ZIKV faziam parte do repertório CXCR3+ Th1 (Stettler et al., 2016). Por 

outro lado, Cimini et al. descreveram, a partir de análises por citometria de fluxo de amostras 

clínicas de pacientes em fase aguda da infecção pelo ZIKV, que há redução significativa do 

número de linfócitos T CD4+ produtores de IFNγ circulantes em pacientes com ZIKV quando 

comparados com pacientes em fase aguda de infecção pelo DENV (Cimini et al., 2017). Então, 

ainda que estudos demonstrem semelhanças no perfil de ativação de linfócitos T CD4+ entre a 

infecção causada por diferentes flavivírus, o papel dessas células durante a infecção pelo ZIKV e 

demais flavivírus ainda precisa ser mais investigado.  

Apesar de um papel essencial descrito pela resposta humoral no controle da infecção pelo 

ZIKV, poucos dados relacionados às células B no contexto da infecção estão disponíveis na 

literatura. Silveira et al. descreveram em modelo animal, utilizando macacos rhesus, o aumento 

do número de células B circulantes três dias após infecção, e que os níveis de células B ativadas 

e células B de memória permanecem alterados e constantes até o septuagésimo dia após infecção. 

O aumento do número de total de plasmablastos circulantes, por sua vez, é alterado somente a 

partir do quinto dia após infecção, associado a um aumento do título de IgM e IgG específicos 

contra a NS1 do ZIKV (Silveira et al., 2017). Uma resposta humoral eficaz contra o ZIKV é 

mediada por anticorpos neutralizantes, produzidos a partir da ativação dessas células. O alto nível 

de identidade entre as cepas do ZIKV, de aproximadamente 99%, sugere que o soro do hospedeiro 

seja capaz de protege-lo de uma infecção secundária heterotípica do ZIKV, diferentemente da 

proteção humoral contra uma infecção secundária de DENV em um hospedeiro previamente 

infectado por outro sorotipo do vírus (Sumathy et al., 2017). O ZIKV compartilha epítopos 

conservados com outros flavivírus, e a infecção primária é capaz de proteger e aumentar a 

resposta do hospedeiro contra uma infecção por DENV, por exemplo (Grifoni et al., 2017). 

Todavia, ainda é controverso se a reatividade cruzada de soro imune específico contra o DENV 

com o ZIKV é capaz de desencadear o processo de ADE (sigla inglesa para antibody-dependent 

enhancement), que favorece a entrada do vírus nas células susceptíveis, aumentando o risco de 

ocorrência de quadros mais severos da doença, tanto in vitro quanto in vivo (Bardina et al., 2017; 
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Dejnirattisai et al., 2016). Anticorpos monoclonais, pertencentes ao isotipo IgG1, específicos para 

diversos epítopos, principalmente àqueles específicos contra o domínio III (EDIII), da proteína 

de envelope do ZIKV apresentam atividade neutralizante in vitro. Ensaios in vivo com imunização 

passiva de camundongos C57BL/6 com anticorpos monoclonais contra EDIII preveniu a infecção 

dos animais, e a imunização passiva de fêmeas grávidas imunocomprometidas (Ifnar1-/-) com os 

mesmos anticorpos monoclonais foi capaz de diminuir a letalidade dos fetos (Sapparapu et al., 

2016). 

 

 

1.4 Modelos murinos experimentais para estudo do ZIKV 

A necessidade de compreender mais sobre a patogênese da infecção pelo ZIKV requer o 

desenvolvimento de modelos animais susceptíveis à infecção. Diversos modelos experimentais 

in vivo já foram descritos para o estudo da patogênese da infecção de outros flavivírus. Modelos 

animais utilizando camundongos A129 (deficiente para o receptor de interferon do tipo I, α/β) e 

AG129 (deficiente para os receptores de interferon do tipo I e II, α/β/γ), por exemplo, são 

amplamente utilizados para o estudo de infecção pelo DENV (Zellweger et al., 2015; Prestwood 

et al., 2012; Yauch et al., 2010), da mesma forma que camundongos C57BL/6 CD4-/- e 

camundongos C57BL/6 MHC de classe II-/- são modelos experimentais susceptíveis à infecção 

subcutânea por WNV (Sitati e Diamond, 2006). Portanto, a partir disso, diversos grupos 

científicos vêm estabelecendo a infecção in vivo do ZIKV, a fim de avaliar e compreender os 

padrões de resposta imune inata e adaptativa gerados a partir da infecção. 

Camundongos C57BL/6 e BALB/c selvagens não desenvolvem sinais indicativos de 

doença e não sucumbem à infecção por cepas das linhagens africana e asiática do ZIKV, incluindo 

isolado da Polinésia Francesa, Brasil e Porto Rico (Morrison e Diamond, 2017). A infecção pelo 

ZIKV induz a proliferação de linfócitos T CD4+ em camundongos, porém não leva ao aumento 

da expressão de marcadores de ativação. Os níveis de linfócitos T CD4+ helper e T reguladoras 

(Foxp3+) não variam durante a infecção pelo ZIKV em animais C57BL/6 selvagens (Winkler et 

al., 2017). Animais C57BL/6 selvagens, que sofreram depletação de linfócitos T CD4+ e T CD8+ 

não perdem peso de forma significativa quando infectados (Winkler et al., 2017). Em contraste, 

o fenótipo resistente de camundongos imunocompetentes também pode ser associado à idade 
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destes no momento do inóculo do vírus. Camundongos selvagens de 35 dias de vida, que sofreram 

inóculo intracraniano da cepa africana do ZIKV MR766, sucumbem à infecção, apresentando 

sinais de morbidade desde o quinto dia após inóculo (Boorman e Porterfield, 1956). Duggal et al. 

descreveram em modelo murino imunocompetente, com camundongos CD-1/ICR, comparando 

a dose dos inóculos das cepas africana (MR766) e asiáticas (DakArd41524 e PRVABC59) 

variando de 101 a 106 PFU, que sinais de morbidade e mortalidade variam quando a idade dos 

camundongos também varia. Animais de 4, 8 e 12 semanas morrem após o inóculo intracraniano 

da cepa africana, mas não aqueles infectados com a cepa asiática PRVABC59. Contudo, a cepa 

asiática DakArd41524 foi responsável pela morte de mais de 20% dos camundongos de quatro 

semanas (Duggal et al., 2017). 

Sabendo que a supressão da resposta antiviral contra o ZIKV é necessária para o 

estabelecimento da infecção em humanos, o uso de camundongos imunodeficientes permite o 

estabelecimento de infecção primária do ZIKV em murinos, uma vez que a resposta a interferon 

do tipo I é capaz de controlar a infecção nestes animais (Lazear et al., 2016, Tripathi et al., 2017, 

Winkler et al., 2017). Quando camundongos C57BL/6 selvagens são tratados com anticorpos 

anti-Infar1, desenvolvem viremia, mas não doença associada à infecção pelo ZIKV (Lazear et al., 

2016). Por outro lado, animais deficientes para o gene Infar1 (gene codificante para o receptor de 

interferon do tipo I) desenvolvem doença. Animais C57BL/6 deficiente para STAT2, como 

também o triplo knockout Irf3-/- Irf5-/- Irf7-/-, por sua vez, são susceptíveis e desenvolvem doença 

severa a partir da infecção subcutânea de cepas das linhagens africana e asiática do ZIKV 

(Morrison e Diamond, 2017; Tripathi et al., 2017).  

O modelo murino utilizando animais C57BL/6 H-2b (camundongos que foram tratados 

com anticorpos anti-IFNAR) e animais C57BL/6 LysMCre+ IFNARfl/fl (camundongos que não 

expressam o receptor de inteferon do tipo I em células mielóides) demonstrou a susceptibilidade 

do modelo à infecção pelo ZIKV, comparando duas cepas de linhagens distintas do ZIKV (uma 

africana e uma asiática). Foi observado nestes animais que linfócitos T CD8+ assumem fenótipo 

polifuncional e citotóxico na infecção, e demonstram que camundongos deficiente para células T 

CD8+ tiveram alta taxa de mortalidade frente à infecção (Elong Ngono et al., 2016). 

Camundongos C57BL/6 deficiente para Rag1 (gene codificante para proteína envolvida na 

ativação de recombinação somática), os quais possuem respostas adaptativa celular e humoral 

deficientes, após supressão da resposta de interferon do tipo I, através do tratamento destes com 
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anticorpo específico, quando infectados com a cepa africana do ZIKV, desenvolveram doença 

severa, com manifestações no Sistema Nervoso Central e camundongos C57BL/6 deficiente para 

Mavs (proteína adaptadora downstream a RIG-I na via de sinalização por interferon), que 

sofreram depleção de linfócitos T CD4+ e T CD8+, perdem peso de forma significativa durante 

a infecção pelo ZIKV (Winkler et al., 2017). 

Em outros modelos experimentais de infecção de ZIKV, a letalidade da infecção ocorre, 

e é mais evidente, em animais de menor idade. A letalidade da infecção de camundongos A129, 

a partir do inóculo de 1,0x104 PFU por via subctânea, por uma cepa do ZIKV isolada no Camboja, 

variou de acordo com a idade dos animais, sendo que 100% dos animais de três semanas, 50% 

dos animais de cinco semanas e 0% dos animais de onze semanas sucumbiram à infecção (Rossi 

et al., 2016). Já camundongos AG129 sucumbem à infecção pelo ZIKV independentemente da 

idade ou dose do inóculo viral (≥ 1 PFU) (Aliota et al., 2016; Rossi et al., 2016). 

Em um panorama geral, o desenvolvimento de modelos murinos imunodeficientes, e que 

sejam susceptíveis à infecção por ZIKV, permite a observação de uma viremia significante, carga 

viral em tecidos infectados e morte dos animais decorrente da infecção, a partir do inóculo de 

diferentes cepas do ZIKV por diversas vias, como subctânea, intradermal, intravenosa, 

intravaginal e intraperitoneal, e de acordo com a idade do animal durante a infecção (Lazer et al., 

2016, Tripathi et al., 2017; Duggal et al., 2017).  

 

1.5 Prevenção e tratamento 
 

Ainda não existe uma vacina comercial disponível para prevenção do ZIKV (CDC, 2016). 

Algumas vacinas, baseadas em diferentes estratégias (DNA, RNAm ou vírus inativado), embora 

tenham sido aprovadas extraordinariamente para teste pelo FDA (do inglês, Food and Drug 

Administration), já estão sendo estudadas em humanos voluntários (Gruber e Krause, 2017; 

Larocca et al., 2016; Invovio, 2016). No entanto, há dificuldade de se inferir tanto se a exposição 

a outros flavivírus pode afetar a resposta imune do indivíduo imunizado, quanto se a progressão 

para a doença pode de alguma forma ser intensificada. Desde modo, torna-se ainda incerta a 

aquisição rápida de uma vacina eficaz contra o ZIKV (Pulendran et al., 2013). 

Não existe um tratamento específico para os indivíduos infectados pelo ZIKV. 

Geralmente, o tratamento dos pacientes acometidos é direcionado às manifestações clínicas 
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desenvolvidas. Em suma, os sintomas mais comuns relatados associados à infecção são tratados 

com paracetamol ou dipirona, para controle da febre e dores pontuais, de cabeça e nas 

articulações e anti-histamínicos são indicados caso ocorra desenvolvido de rash cutânea com 

prurido. Assim como na infecção por DENV, a administração de fármaco anti-inflamatório e 

aspirina não é aconselhável, uma vez que há aumento de chance de desenvolvimento de 

complicações hemorrágicas (PAHO, 2016; Zanluca e Santos, 2016). 

Alguns compostos como Sofosbuvir, análogo nucleosídico terminador de cadeia, 

Cloroquina, agente bloqueador de endocitose, e Duramicina, inibidor do receptor TIM1, 

demonstram ação antiviral e são potenciais drogas para prevenção e tratamento, já aprovadas 

pelo FDA, que poderão ser comercializadas para uso contra o ZIKV em um futuro próximo 

(Sacramento et al., 2017; Delvecchio et al., 2016; Richard et al., 2015). A habilitação da 

administração segura desses compostos em gestantes infectadas é fundamental para diminuição 

de casos de complicações neurológicas e microcefalia em neonatos (Singh et al., 2017).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 
Apesar do intenso e grande avanço nos estudos do ZIKV, pouco ainda se conhece 

sobre a resposta imune gerada frente à infecção pelo vírus, além de quais mecanismos de 

defesa são induzidos no hospedeiro e quais componentes do sistema imune estão associados 

a uma resposta protetora. O entendimento pleno destes parâmetros são importantes para a 

compreensão da biologia viral e patogênese, bem como para geração de medidas profiláticas 

eficientes. 

Para isso, avaliamos a susceptibilidade de camundongos A129 frente a infecção por 

diferentes linhagens do ZIKV, assim como a ativação e modulação fenotípica de 

subpopulações de linfócitos T desencadeadas pela infecção. Uma vez claramente descrita a 

importância da resposta imune inata no controle da infecção, e o principal modelo murino se 

baseia na utilização de camundongos imunodeficientes, deficiente para o gene do receptor de 

IFN do tipo I. Neste trabalho, também avaliamos a importância de diferentes componentes da 

resposta imune adaptativa no controle da infecção e progressão da doença. 

Tendo em vista divergências genéticas e moleculares das linhagens do ZIKV já 

descritas, comparamos a resposta imune adaptativa induzida frente a duas cepas virais 

representantes das linhagens africana e asiática do ZIKV: a cepa histórica MR766 e a cepa 

contemporânea PE243, obtida de isolado clínico de um paciente que reportou caso de febre 

branda, em Pernambuco, durante a epidemia de ZIKV em 2015, respectivamente.  

Desta forma, tendo em vista quais elementos do sistema imune do hospedeiro estão 

envolvidos na geração de uma resposta antiviral protetora contra o ZIKV, estaremos mais 

próximos do desenvolvimento e aquisição de medidas profiláticas eficientes; uma vez que 

dados de morbidade e mortalidade da última epidemia influenciaram negativamente a 

qualidade de vida da população e economia de alguns países, além de marcar uma geração de 

crianças que necessitarão de assistência médica durante toda a vida, devido ao 

desenvolvimento de complicações neurológicas causadas pelo ZIKV. Visto que a epidemia 

de ZIKV pode ressurgir, diversos países atualmente são considerados como grupos de rico 

para novas epidemias, os vírus circulantes apresentam elevada taxa de mutação, como a 

substituição de serina em asparagina na posição 139 (S139N), da proteína precursora de 
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membrana, que resultou em maior incidência de microcefalia associada à infecção pelo ZIKV, 

adventos profiláticos são de extrema necessidade. 
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3  OBJETIVOS 

 

 

3.1 Ojetivo geral 

Avaliar diferentes componentes da resposta imune adaptativa no controle da infecção 

e progressão da doença decorrente da infecção por linhagens diferentes de ZIKV em modelo 

experimental murino.  

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Validar a susceptibilidade do modelo experimental à infecção pelo ZIKV com as cepas 

MR766 e PE243; 

1.1 Avaliar sobrevida e variação de peso de animais A129 infectados pelo ZIKV; 

1.2 Avaliar a cinética de carga viral em diferentes órgãos de camundongos A129 durante 

a infecção pelo ZIKV; 

2. Investigar a produção de IFNγ e o perfil fenotípico adquirido por subpopulações de 

linfócitos T de camundongos A129 durante a infecção pelo ZIKV; 

3. Avaliar a letalidade após desafio com a cepa africana MR766 a partir de transferência 

adotiva de linfócitos T CD4+ produtoras de IFNγ derivados de camundongos 

previamente infectados com a cepa asiática PE243 do ZIKV; 

4. Avaliar a importância de IFNγ no controle da infecção após desafio com a cepa MR766 

do ZIKV em camundongos AG129.   
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4  MATERIAL E MÉTODOS 

 
 

4.1 Preparações celulares 

 

Células C6/36 (linhagem celular oriunda de mosquito da espécie Aedes albopictus) 

que foram utilizadas para a propagação das cepas de ZIKV utilizadas neste estudo, foram 

crescidas em meio L-15 (Life Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB), 10% de triptose fosfato, 0.75% de bicarbonato de sódio e 0.2% L-glutamina (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO) à 28ºC. Células Vero (linhagem celular isolada de epitélio de rim de 

macaco verde africano), que foram utilizadas para a titulação viral, foram crescidas em meio 

DMEM suplementado com L- glutamina e 5% de SFB à 37ºC, com atmosfera 5% de CO2. 

Procedimento descrito por Coelho et al., 2017. 

Esplenócitos totais foram obtidos após sacrifício dos animais A129, AG129 e WT129 

dos grupos ZIKVMR766, ZIKVBR e Controle Não-Infectado (Controle N.I.), por inalação de 

dióxido de carbono (CO2), cinco dias pós infecção. Os baços dos camundongos foram 

retirados assepticamente, passados para uma placa de doze poços e macerados 

individualmente, com auxílio de êmbolo de seringa descartável de 5mL, em 1mL de meio 

RPMI não suplementado. As amostras foram centrifugadas em tubos estéreis de 2mL a 1600 

RPM, por cinco minutos. Posteriormente, parte das células foram plaqueadas e estímuladas, 

conforme será descrito na seção 4.5 deste capítulo para posterior análise. 

 
 

4.2 ZIKV 

 

Após prévia propagação do vírus em células C6/36, o título viral foi obtido a partir do 

número de unidades formadoras de plaque (PFU) na cultura de células Vero, as quais foram 

previamente plaqueada em placa de 24 poços, com concentração de 4,0x104 células por poço, 

em 1mL por poço de meio L-15 suplementado. 

 
4.2.1 ZIKVMR766

 

O ZIKVMR766 (cepa africana do ZIKV MR766) foi gentilmente cedido pelo Professor 

Dr. Amilcar Tanuri, do Instituto de Biologia, da Universidade Federal do Rio de Janeiro e 
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cultivado em células C6/36, como descrito anteriormente. 

4.2.2 ZIKVBR
 

O ZIKVBR (cepa asiática PE243 do ZIKV) foi isolado de um paciente apresentando 

caso febril em Recife, estado de Pernambuco, Brasil. Essa cepa foi catalogada e neste projeto 

nos referiremos a esta como PE243. 

O ZIKVBR foi igualmente cultivado cultivada em células C6/36 seguindo o mesmo 

procedimento utilizado para o vírus da linhagem africana. 

 
4.3 Animais 

Camundongos A129 (deficiente para o receptor de interferon do tipo I, α/β), 

camundongos AG129 (deficiente para os receptores de interferon do tipo I e II, α/β/γ) e 

camundongos 129/Sv (selvagem) de quatro semanas de idade, foram obtidos do biotério do 

Instituto de Microbiologia, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IMPG, UFRJ), Brasil. 

O Comitê de Ética do Centro de Ciências da Saúde (CCS), da UFRJ, aprovou a realização 

desses experimentos nos animais requisitados para este projeto. 

 
4.4 Inoculação viral 

As alíquotas de vírus, tanto a do ZIKVMR766, quanto do ZIKVBR, passaram por 

diluições seriadas em PBS 1x (do inglês phosphate buffered saline) para obtenção de 2,0x105 

PFU por mL de suspensão viral. Antes do inóculo, os animais foram anestesiados via 

intraperitoneal com 100µL, por animal, de uma solução anestésica 10% Ketamina 2% 

Xilasina diluídas em PBS 1x estéril. O vírus foi inoculado por via intravenosa, através do 

sinus retro-orbital, em um volume total de 200µL por animal. Animais que perderam mais de 

25% da massa corporal e apresentando sinais indicativos de doença, foram sacrificados e 

contabilizados como mortos em alguns experimentos. 

 
4.5 Análise da carga viral por PCR em tempo real 

 

 Baço: metade do baço de cada camundongo foi separada e repassada para uma placa 

de doze poços, macerada individualmente com auxílio de êmbolo de seringa 

descartável de 5mL, em 300µL de meio RPMI não suplementado. O produto foi 



36 
 

passado para tubo estéril de 2mL (o volume do produto macerado foi transferido para 

o novo tubo ajustado de acordo com o peso do órgão, de forma a ser equivalente entre 

os animais dos diferentes grupos experimentais), com adição de 1mL de TRIzol, para 

isolamento de RNA das amostras. As amostras foram guardadas a -80ºC até o 

momento de análise. Posteriormente, as amostras serão tratadas com DNAse I a fim 

de evitar contaminação com DNA da amostra. cDNA foi sintetizado utilizando Kit 

High-Capacity da empresa Life Technologies®, de acordo com o manual do 

fabricante. O cDNA sintetizado será utilizado para quantificar RNA viral pela técnica 

de PCR em tempo real através da plataforma StepOnePlus Real-time PCR system da 

empresa Life Technologies® e reagentes Taqman Master Mix (Life Technologies®), 

utilizando primers específicos para a sequência E, do envelope viral do ZIKV, 

conforme descrito por Lanciotti et al., 2008. Transcritos de RNA variando de 75.000 

(máximo) a 0,75 (mínimo) foram utilizadas para estipular curva padrão estimativa de 

cópias do genoma. Os valores obtidos foram normalizados a partir da quantificação 

do gene eucariótico constitutivo GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase), 

para análises posteriores. 

 Cérebro: O lobo frontal do hemisfério esquerdo do cérebro de cada camundongo foi 

repassado para uma placa de doze poços e macerado individualmente, com auxílio de 

êmbolo de seringa descartável de 5mL, em 500µL de meio RPMI não suplementado. 

O produto foi passado para tubo de 2mL (o volume transferido para o novo tubo será 

ajustado de acordo com o peso do órgão, de forma a ser equivalente entre os animais 

dos diferentes grupos experimentais), com adição de 1mL TRIzol. As amostras foram 

guardadas a -80ºC até o momento de análise. A quantificação de RNA viral foi idêntica 

à metodologia descrita no item “Baço” desta seção. 

 

4.6 Análise da produção de citocinas e análise fenotípica dos esplenócitos totais por 

citometria de fluxo 

 

 Esplenócitos totais foram processados e obtidos como descrito anteriormente, e 

condicionados individualmente em diferentes grupos (ZIKVMR766, ZIKVBR e Controle N.I.).  
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 Anticorpos monoclonais contra proteínas de camundongos utilizados para a marcação 

celular e intracelular são mostrado na tabela 1. Para avaliar citocinas intracelulares, os esplenócitos 

foram estimulados com o uso de 13-acetato de 12-miristato de forbol (20 ng / mL) (Sigma-Aldrich) 

e ionomicina (4 μg / mL) (Merck Milipore, Billerica, MA) na presença de Brefeldina A 1X 

(eBioscience, San Diego, CA) a 37 ° C, 5% de CO2, durante 4 horas. Em seguida, as células foram 

lavadas, marcadas com anticorpos contra marcadores de superfície durante 30 minutos, e fixado 

em paraformaldeído a 1% (PFA). Finalmente, as citocinas intracelulares foram marcadas com 

anticorpos diluídos em tampão de Permeabilização 1X (eBioscience) durante 40 minutos. 

Aquisição foi realizada no citômetro de fluxo BD FACSCanto II (BD Biosciences 

Immunocytometry Systems, San Jose, CA) da Plataforma de Imuno-Análises do Instituto de 

Biofísica, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil, e os dados foram analisados por 

usando o software FlowJo vX (Tree Star Inc., Ashland, OR). 

Esplenócitos totais foram processados e obtidos como descrito anteriormente, e 

condicionados individualmente em diferentes grupos (ZIKVMR766, ZIKVBR e Controle N.I.). 

As células foram plaqueadas em placa de 96 poços, 0,5x106 células por poço, para marcação 

de superfície e intracelular, conforme descrito no item 4.6 desta seção. 

A fim de estabelecer uma análise mais clara do perfil fenotípico, mixes de anticorpos foram 

elaborados para essa avaliação, conforme plano explicitado na tabela a seguir: 
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Tabela 1 Misturas de anticorpos que serão utilizados para marcações de superfície e intracelular de 

esplenócitos. Os flurocromos aos quais os anticorpos são conjugados e suas concentrações específicas são 

explicitados. 

 

A aquisição das células positivas e análise das amostras marcadas pelas diferentes 

misturas foram realizadas conforme descrito no item 4.6 desta seção. 

 
4.7 Marcação com CFSE 

 

 Esplenócitos imunes derivados de camundongos A129 doadores, previamente 

infectados com a cepa asiática do ZIKV PE243, foram marcados usando CFSE (sigla do inglês 

Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidyl Ester) a uma concentração final de 5 μM durante 

10 minutos a 37 °C. As células marcadas foram transferidas para animais receptores, e 

analisadas 3-5 dias após transferência adotiva por citometria de fluxo. Transferências adotivas 

de linfócitos T CD8+ (1,0x107 células por animal) e T CD4+ (4-5,0x107 células por animal) 

imunes e marcados com CFSE foram feitas em concomitante ao desafio com a cepa MR766 

do ZIKV por via i.v. 

 

 

 

 

 

 

4.8 Purificação de linfócitos T CD4+ 

 

 Camundongos infectados com ZIKV foram sacrificados e os baços foram extraídos e 

homogeneizados, seguidos de lise de eritrócitos com o tampão de lise ACK. Linfócitos T CD4+ 

foram isoladas por seleção positiva usando beads magnéticas (MACS), de acordo com 
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instruções do fabricante (Miltenyi biotech, Bergisch Gladbach, Alemanha). A pureza da células 

T CD4+ foi determinada por citometria de fluxo, e variaram de 90%-96%, entre os 

experimentos. 

 

4.9 Transferência adotiva 

 

  Camundongos doadores A129, infectados, ou não, com a cepa ZIKV PE243, foram 

sacrificados sete dias após infecção, para extração e purificação de esplenócitos naïves 

(5,0x107 / camundongo) e linfócitos T CD4+ (4-5 × 107 / camundongo). As células foram 

transferidas por via intravenosa (sinus retro-orbital) em animais A129 ou AG129 receptores, 

simultaneamente ao desafio com a cepa africana MR766 (A129) ou com a cepa asiática PE243 

(AG129) do ZIKV.  

 

4.10 Análise estatística 

Os dados foram avaliados pelo software PRISM (versão 6), e representados como 

média e desvio     padrão.     Os     dados     foram     analisados      pelo      teste      t      de      

Student.    Os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos (testes 

bilaterais). 
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5. RESULTADOS  

 

 

5.1 Infecção de camundongos 129 WT com a cepa africana do ZIKV MR766  

 

 Uma vez que a proteína NS5 do ZIKV não é capaz de inibir a função sinalizadora de 

STAT2, e, consequentemente, não suprime a atividade antiviral downstream promovida pela 

sinalização via interferon, em camundongos, neste trabalho, inicialmente nós avaliamos a 

existência/susceptibilidade de camundongos selvagens, frente ao ZIKV. Camundongos 129 WT de 

quatro semanas foram infectados com 2,0x105 PFU/mL da cepa africana do ZIKV MR766 por via 

intravenosa. A infecção viral foi determinada através do acompanhamento de peso, sinais 

indicativos de doença e sobrevida dos animais por um período de 15 dias desde a infecção (Figura 

4A). Os animais infectados com a cepa MR766 do ZIKV e animais não infectados (grupo controle) 

ganharam peso de forma semelhante durante o período de acompanhamento. Nenhum sinal 

indicativo de doença, como atrofia das patas traseiras ou desidratação, foi apresentado pelos 

animais. 

A infecção com a cepa africana do ZIKV não foi letal neste modelo, indicando uma 

resistência de camundongos da linhagem 129 WT frente à infecção por ZIKV por via intravenosa 

(Figura 4B).  
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Figura 4 Percentual de ganho de peso e sobrevida de camundongos 129 WT infectados com a cepa africana do 

ZIKV MR766. Camundongos 129 WT (n=2 animais no grupo controle não infectado; n=3 animais no grupo infectado 

com a cepa MR766) de quatro semanas foram infectados com 2,0x105 PFU/mL por via i.v. com a cepa africana do 

ZIKV MR766. Percentual de ganho de peso (A) e sobrevida (B) foram acompanhados durante 15 dias após a infecção. 

Os dados estão representados em média e desvio padrão. 
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5.2 Infecção de camundongos A129 com a cepa africana do ZIKV MR766  

 

Dados prévios na literatura indicam que IFN do tipo I é uma resposta inata essencial frente 

à infecção por ZIKV e que camundongos A129 são susceptíveis à infecção pelo ZIKV. A fim de 

validar a susceptibilidade dos nossos camundongos A129 à infecção pelo vírus, camundongos de 

quatro semanas foram infectados com 2,0x105 PFU/mL da cepa africana MR766, por via 

intravenosa. A porcentagem de ganho de massa corporal dos animais foi acompanhada por um 

período de 15 dias desde a infecção (Figura 5A). Os animais infectados com a cepa do ZIKV 

MR766 perdem peso rápido e progressivamente durante o curso da infecção. 

A infecção com a cepa africana leva à 100% de mortalidade dos animais infectados entre 

quatro e seis dias após infecção (Figura 5B). Todos os animais apresentaram sinais indicativos de 

doença, como paralisia das patas traseiras, dificuldade de locomoção, inanição e desidratação antes 

da morte. A apresentação destes sinais se iniciou cerca de dois dias pós infecção, com agravamento 

quatro dias após infecção. Animais muito debilitados e com perda de mais de 25% da massa 

corpórea apresentada no dia 0 de infecção, foram sacrificados e contabilizados como mortos neste 

ensaio. 
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Figura 5 Percentual de ganho de peso e sobrevida de camundongos A129 infectados com a cepa africana do 

ZIKV MR766. Camundongos A129 (n=2 animais por grupo) de quatro semanas foram infectados com 2,0x105 

PFU/mL por via i.v. com a cepa africana do ZIKV MR766. Percentual de ganho de peso (A) e sobrevida (B) foram 

acompanhados durante 15 dias após a infecção. Os dados estão representados em média e desvio padrão.  
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5.3 Infecção de camundongos A129 com a cepa asiática do ZIKV PE243 

 

Com finalidade de avaliar comparativamente em nosso modelo, a progressão da infecção 

por duas linhagens diferentes de ZIKV em camundongos A129, utilizamos também a cepa asiática 

PE243, isolada a partir de amostra clínica de um paciente em Pernambuco durante a epidemia de 

ZIKV nas Américas. Após infecção, realizamos o acompanhamento do peso, sinais indicativos de 

doença e sobrevida dos animais por um período de 15 dias desde a infecção. Os animais infectados 

com a cepa africana do ZIKV MR766 não só deixam de ganhar massa corporal como também 

perdem peso gradativamente durante o curso da infecção (Figura 6A). O mesmo não é observado 

para animais infectados com a cepa asiática PE243. 

Enquanto a infecção com a cepa africana leva a 100% de mortalidade dos camundongos 

A129 infectados (Figura 6B), os animais infectados com a cepa asiática PE243 sobrevivem à 

infecção. Parte dos animais infectados com a cepa PE243 apresentaram alguns dos mesmos sinais 

indicativos de doença apresentados por aqueles infectados com a cepa MR766, como dificuldade 

de locomoção, de forma mais branda cerca de três dias após infecção, contudo, os camundongos 

foram capazes de reverter tais manifestações clínicas e não sucumbiram à infecção. Portanto, de 

acordo com a progressão da infecção apresentada pelos animais infectados com ambas as cepas do 

ZIKV, constata-se que houve uma diferença de virulência entre as cepas neste modelo de infecção.  
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Figura 6 Percentual de ganho de peso e sobrevida de camundongos A129 infectados com a cepa asiática PE243 

do ZIKV. Camundongos A129 (união de dados de experimentos independentes, totalizando n=12 animais por grupo) 

de quatro semanas foram infectados com 2,0x105 PFU/mL por via i.v. ou com a cepa africana MR766 ou com a cepa 

asiática PE243 do ZIKV. Percentual de ganho de peso (A) e sobrevida (B) foram acompanhados durante 15 dias após 

a infecção. Os dados estão representados em média e desvio padrão.  
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5.4 Análise da carga viral em camundongos A129 infectados com cepa africana MR766 vs. 

camundongos A129 infectados com a cepa asiática PE243 do ZIKV 

 

Dados na literatura confirmam que o Zika é um vírus neurotrópico. Baseados nisso, 

comparamos a carga viral em amostras de cérebro dos camundongos A129 infectados ou com a 

cepa africana MR766 ou com a cepa asiática PE243 do ZIKV. Além disso, avaliamos também a 

carga viral do ZIKV em amostras do baço dos camundongos, uma vez que este órgão reflete o 

quadro de uma infecção sistêmica. Detectamos altos níveis de RNA viral no baço dos animais após 

infecção com a cepa PE243, quando comparado com a cepa MR766. Em adição, após infecção 

com a cepa africana é possível observar elevadas concentrações de RNA viral no cérebro dos 

camundongos (Figura 7A, B). Dados de ensaio de placa detectaram a presença de partículas 

infecciosas apenas da cepa MR766 no cérebro dos animais, com pico no sexto dia pós infecção. 

(Figura 7C). 
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Figura 7 Análise da carga viral do baço e cérebro de camundongos A129 infectados ou com a cepa africana 

MR766 ou com a cepa asiática PE243 do ZIKV. Camundongos A129 (n=4 animais no grupo infectado com a cepa 

MR766 no dia 3 após infecção e n=2 no dia 5 após infecção; n=3/4 animais no grupo infectado com a cepa PE243 no 

dia 3 após infecção e n=3 no dia 5 após infecção) de quatro semanas foram infectados com 2,0x105 PFU/mL das 

respectivas cepas virais: PE243 e MR766 do ZIKV por via i.v. A presença de RNA viral foi avaliada nos dias 3 e 5 

após infecção no baço (A) e cérebro (B) por qRT-PCR e análise de partículas virais infecciosas no cérebro por ensaio 

de placa (C).  

 

 

5.5 Análise do perfil fenotípico de subpopulações de linfócitos T de camundongos A129 

infectados com cepa africana MR766 vs. camundongos A129 infectados com a cepa asiática 

PE243 do ZIKV  

 

Devido a grande diferença observada no curso da infecção de camundongos A129 frente as 
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diferentes cepas do ZIKV estudadas, em seguida, comparamos modulações induzidas nos 

compartimentos efetor e de memória de subpopulações de linfócito T, além de variações 

fenotípicas geradas pela infecção por ZIKV. Para tal, esplenócitos totais foram obtidos cinco dias 

após infecção de camundongos A129 para análises por citometria de fluxo.  

A infecção com a cepa asiática PE243 do ZIKV foi capaz de induzir fenótipo efetor em 

linfócitos T CD8+ e T CD4+, além de demonstrar maior potencial de ativação de linfócitos T, 

quando comparada à cepa africana MR766 (Figura 8A-D). Linfócitos T CD8+ de animais 

infectados com a cepa PE243 produzem cerca de três vezes mais IFNγ quando comparados àqueles 

dos animais infectados com a cepa MR766 ou ao controle não infectado (Figura 8E, F). Padrão 

semelhante de produção de IFNγ foi observado para com os linfócitos T CD4+ (Figura 8G, H). Por 

conseguinte, a cepa asiática PE243 induz um fenótipo característico de ativação de linfócitos 

TCD8+/TCD4+ e maior produção de IFNγ do que a cepa africana MR766 do ZIKV neste modelo. 

Sabendo que os linfócitos T CD4+ que residem nos folículos de células B são uma 

subpopulação especializada em promover a maturação das células B em plasmócitos e em células 

B de memória de longa duração (Miles et al., 2016), investigamos os efeitos da infecção das duas 

cepas de ZIKV no perfil de ativação e produção de IFNγ para com essas células.  

Análises por citometria de fluxo indicaram que a infecção de camundongos A129, de quatro 

semanas, com a cepa asiática PE243 induziu expansão de linfócitos T CD4+ foliculares de forma 

mais robusta que a infecção com a cepa africana MR766 (Figura 9A, B). A análise de 5 dias após 

infecção revelou que a infecção com a cepa PE243, além de gerar expansão de linfócitos T CD4+ 

foliculares, induz a produção de IFNγ por estas células (Figura 9C). Assim sendo, a cepa asiática 

PE243 do ZIKV foi responsável pela ativação de células T, bem como altos níveis de produção de 

IFNγ, de forma mais potente quando comparada à cepa africana MR766 do ZIKV, neste modelo. 
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Figura 8 Análise do perfil fenotípico de subpopulações de linfócitos T de camundongos A129 infectados ou com 

a cepa africana MR766 ou com a cepa asiática PE243 do ZIKV. Camundongos A129 (n=2 animais no grupo 

controle não infectado; n=4 animais no grupo infectado com a cepa MR766; n=2 animais no grupo infectado com a 

cepa PE243) de quatro semanas foram infectados com 2,0x105 PFU/mL das respectivas cepas virais: PE243 e MR766 

do ZIKV por via i.v. Os animais foram sacrificados cinco dias após infecção para análises, por citometria de fluxo, dos 

compartimentos efetor e de memória de linfócitos T CD8+ (A) e T CD4+ (C), a partir da marcação de CD62L e CD44, 

além da produção de IFNγ por essas respectivas células, a partir da marcação CD8, CD4 IFNγ (E, G). Os gráficos com 
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número total de células positivas em porcentagem, para sua análise, relacionam as duas cepas de ZIKV (B, D, F e H). 

Countor plot representativo de um grupo de 2 a 4 camundongos por grupo. Dados estatisticamente analisados pelo 

teste t de Student. 
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Figura 9 Análise do perfil fenotípico de linfócitos T foliculares de camundongos A129 infectados ou com a cepa 

africana MR766 ou com a cepa asiática PE243 do ZIKV. Camundongos A129 (n=2 animais no grupo controle não 

infectado; n=4 animais no grupo infectado com a cepa MR766; n=2 animais no grupo infectado com a cepa PE243) 

de quatro semanas foram infectados com 2,0x105 PFU/mL das respectivas cepas virais: PE243 e MR766 do ZIKV por 

via i.v. Os animais foram sacrificados cinco dias após infecção para análises, por citometria de fluxo, do compartimento 

efetor de linfócitos T CD4+ foliculares, partir da marcação de CXCR5 e PD-1, selcionadas no gate de células CD4+ 

(A). Os gráficos com número total de linfócitos T CD4+ foliculares e linfócitos T CD4+ foliculares produtores de 

IFNγ, em porcentagem, relacionam as duas cepas de ZIKV (B, C). Countor plot representativo de um grupo de 2 a 4 

camundongos por grupo. Dados estatisticamente analisados pelo teste t de Student. 

 

 

5.6  Avaliação do papel protetor da transferência adotiva de linfócitos T CD4+ produtores de 

IFNγ e imunes contra a cepa PE243 do ZIKV em camundongos A129 infectados com a 

cepa MR766  

 

Uma vez que a cepa asiática, PE243, induz uma resposta imune inata mais robusta após 

infecção em camundongos, posteriormente, com a finalidade de analisar o papel protetor desses 

esplenócitos totais, foram realizadas transferências adotivas seguidas de desafio letal com a cepa 

africana em camundongos receptores. Esplenócitos totais imunes (derivados de camundongos 
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A129 de quatro semanas infectados com a cepa asiática PE243 do ZIKV) e esplenócitos naïves, 

estes obtidos de camundongos A129 de quatro semanas não infectados foram obtidos sete dias após 

infecção. Os animais foram sacrificados para extração e purificação dos esplenócitos totais, o 

procedimento de transferência celular foi realizado pela mesma via de inoculação viral instantes 

antes de os animais receptores serem desafiados com a cepa letal africana MR766. A transferência 

adotiva de esplenócitos totais naïves não alterou a progressão da infecção e letalidade da cepa 

MR766. No entanto, a letalidade da infecção pela a cepa africana é revertida por completo, com 

ganho de peso progressivo dos animais depois do quarto dia após infecção, a partir da transferência 

de esplenócitos totais imunes (Figura 10A, B). 

A fim de avaliar quais tipos celulares, presentes nos esplenócitos imunes eram responsáveis 

pelo papel protetor observado, foram realizados experimentos para a observação de proliferação 

celular in vivo. Simultaneamente à infecção com cepa africana, foram realizadas transferências 

adotivas dos linfócitos T imunes purificados, linfócitos T CD8+ ou linfócitos T CD4+, em uma 

ordem de 107 células por animal previamente marcados com CFSE. Três dias após infecção, foi 

possível detectar por análise por citometria de fluxo que, os linfócitos T CD4+ apresentaram alta 

taxa de proliferação, ao passo que os linfócitos T CD8+ não proliferaram em mesmo grau. Em 

adição, apenas os linfócitos T CD4+ que proliferaram nos camundongos receptores apresentaram 

grande produção de IFNγ (Figura 10C). 

Interessantemente, a transferência adotiva de linfócitos T CD8+ não foi capaz de reverter a 

letalidade da infecção pela cepa africana MR766 do ZIKV, neste modelo (Figura 10D). Contudo, 

linfócitos T CD4+, imunes derivados de animais infectados com a cepa asiática PE243, quando 

transferidos para camundongos A129 de quatro semanas desafiados, em concomitante, com a cepa 

MR766, proliferam e produzem altos níveis de IFNγ.  Portanto, a transferência adotiva de linfócitos 

T CD4+ imunes produtores de IFNγ possibilitou, neste modelo, o controle da infecção pela cepa 

letal africana MR766. 
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Figura 10 Percentual de ganho de peso e sobrevida de camundongos A129 infectados com a cepa africana do 

ZIKV MR766 após transferência adotiva de linfócitos T CD4+ produtores de IFNγ e imunes contra a cepa 

PE243. Esplenócitos totais naïves foram obtidos de camundongos A129 (n=5 animais por grupo) de quatro semanas 

não infectados, e foram transferidos (5,0x107 células por animal) em concomitante ao desafio com 2,0x105 PFU/mL 

da cepa MR766 do ZIKV por via i.v. para animais A129 receptores. Esplenócitos totais foram obtidos de camundongos 

A129 de quatro semanas 7 dias após infecção com 2,0x105 PFU/mL da cepa PE243, e foram transferidos (5,0x107 

células por animal) em concomitante ao desafio com a cepa MR766 do ZIKV por via i.v. Análises por citometria de 

fluxo foram feitas para avaliar a proliferação de linfócitos T CD8+ e T CD4+ imunes marcados com CFSE, além da 

produção de IFNγ por essas respectivas células (C). Transferências adotivas de linfócitos T CD8+ (1,0x107 células por 

animal) e T CD4+ (4-5,0x107 células por animal) imunes foram feitas em concomitante ao desafio com a cepa MR766 

do ZIKV por via i.v., prezando pela transferência de número de células proporcionais à proporção destas no purificado 

de esplenócitos totais de um baço proveniente de um animal infectado com a cepa PE243 do ZIKV (D). 

 

 

 

5.7 Avaliação do papel protetor da transferência adotiva de linfócitos T CD4+ produtores de 

IFNγ e imunes contra a cepa PE243 do ZIKV em camundongos AG129 infectados com a 

cepa MR766 

 

Uma vez que a infecção pela cepa asiática PE243 do ZIKV não é letal para camundongos 

A129 de quatro semanas, induz a ativação linfócitos T CD4+ secretores de IFNγ durante a infecção; 
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além de purificadas, estas células se mostraram responsáveis pelo controle frente ao desafio letal 

com a cepa africana MR766, em seguida, buscamos avaliar a importância do IFNγ para com o 

controle da infecção. Para tal, analisamos o curso da infecção em animais AG129, os quais são 

deficientes para os genes dos repectores de interferon do tipo I (α/β) e interferon do tipo II (γ), 

frente as duas cepas virais, africana e asiática. Realizamos ensaios de transferência adotiva de 

linfócitos T CD4+ imunes de camundongos A129 para camundongos AG129.  

Camundongos AG129 assim como os A129 são susceptíveis à infecção com as cepas 

asiática PE243 e africana MR766 do ZIKV, no entanto, também observamos letalidade nos animais 

infectados com a cepa 243, até o sétimo dia após infecção (Figura 11A). A incapacidade do 

reconhecimento e sinalização do interferon dos tipos I e II pelo animal se mostrou ponto crucial 

para a letalidade da infecção por ambas as cepas, neste modelo.  

O procedimento de obtenção e purificação de linfócitos T CD4+ de camundongos A129, 

assim como a transferência adotiva e desafio com a cepa africana, foi o mesmo que o descrito no 

item 5.7 deste capítulo, no entanto, para camundongos AG129 receptores. 

A transferência adotiva de esplenócitos totais, ou linfócitos T CD4+ imunes de 

camundongos A129 para camundongos receptores AG129 não foi capaz de previnir a letalidade da 

infecção pela cepa africana do ZIKV, neste modelo. Este dado denota papel fundamental do IFNγ 

no controle da infecção por ZIKV em nosso modelo (Figura 11B). 
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Figura 11 Percentual de ganho de peso e sobrevida de camundongos AG129 infectados com a cepa africana do 

ZIKV MR766 após transferência adotiva de linfócitos T CD4+ produtores de IFNγ e imunes contra a cepa 

PE243. Camundongos A129 (n=5 animais por grupo) de quatro semanas foram infectados com 2,0x105 PFU/mL da 

cepa PE243 ou da cepa MR766 e o percentual de sobrevida foi acompanhado (A). Esplenócitos totais naïves foram 

obtidos de camundongos A129 de quatro semanas não infectados, e foram transferidos (5,0x107 células por animal) 

em concomitante ao desafio com 2,0x105 PFU/mL da cepa MR766 do ZIKV por via i.v. Linfócitos T CD4+ imunes 

foram obtidos de camundongos A129 de quatro semanas 7 dias após infecção com 2,0x105 PFU/mL da cepa PE243, e 

foram transferidos (4-5,0x107 células por animal) em concomitante ao desafio com 2,0x105 PFU/mL da cepa MR766 

do ZIKV por via i.v. e o percentual de sobrevida foi acompanhado (B). 
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8 DISCUSSÃO 

 

Camundongos 129 selvagens de quatro semanas infectados com a cepa africana MR766 do 

ZIKV são resistentes à infecção e não apresentam sinais indicativos de doença, como paralisia das 

patas traseiras, dificuldade de locomoção, inanição e desidratação, quando infectados. Este dado 

corrobora a descrição de Grant et al. de que, em camundongos, a proteína NS5 do ZIKV não é 

capaz marcar STAT2 para degradação via proteassoma, o que permite a atividade antiviral 

downstream promovida pelo reconhecimento de interferon, impossibilitando a replicação viral. 

Além disso, os nossos dados são compatíveis com os dados descritos no trabalho de Morrison e 

Diamond, de que camundongos imunocompetentes são resistentes à infecção, sem a ocorrência de 

sinais indicativos de doença. 

Uma vez que camundongos imunocompetentes são resistentes à infecção pelo ZIKV, 

buscamos explorar modelos susceptíveis à infecção para estudar e compreender a resposta imune 

ao ZIKV. Sendo assim, utilizando camundongos A129 deficientes da sinalização de IFNR1, 

observamos que quando são infectados com a cepa MR766 do ZIKV apresentam sinais indicativos 

de doença, como paralisia das patas traseiras, dificuldade de locomoção, inanição e desidratação, 

antes de sucumbirem à morte, reproduzindo, desta forma, os dados apresentados por Rossi et al. 

em seu trabalho. A letalidade da cepa MR766 em camundongos A129 está associada com uma 

baixa ativação de linfócitos T CD8+ e CD4+ e a um maior neurotropismo, característica adquirida 

após sucessivas passagens do vírus (>100 passagens) em camundongos desde o seu isolamento em 

1947 (Dick et al., 1952). De fato, observamos o aumento progressivo da carga viral no cérebro que 

culminou com óbito dos camundongos. Todavia, a infecção pela cepa asiática PE243 do ZIKV não 

foi capaz de gerar a mesma progressão da doença ou letalidade em camundongos A129. Esses 

dados sugerem que a indução da ativação da resposta imune adaptativa é essencial no controle da 

disseminação viral e previne a morte dos animais após infecção com a cepa asiática do ZIKV. 

Porém, o mesmo não é observado para outras cepas da linhagem asiática do ZIKV neste modelo. 

Rossi et al. descrevem a letalidade de camundongos A129 a partir infecção de uma cepa asiática 

do ZIKV, isolada no Camboja, utilizando um inóculo de 1,0x104 PFU por animal, ou seja, dose 

inferior à utilizada em nosso trabalho (2,0x105 PFU).  

A cepa asiática PE243 foi capaz de induzir a proliferação de linfócitos T CD8+ e T CD4+ 

com fenótipo efetor e produtor de IFNγ durante infecção de camundongos A129 de quatro semanas 

de forma mais robusta do que a cepa MR766. Esta ativação da resposta imune adaptativa, associada 
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a altos níveis de produção de IFNγ por essas células, parece ter sido um dos mecanismos que atuou 

no controle da infecção. É sabido que o IFNγ é capaz de mediar a ativação de mecanismos efetores 

da resposta imune adaptativa, como a ativação de linfócitos T CD8+ citotóxicos e o switch de 

classes de imunoglobulinas, que contribui para o clearance viral de outros flavivírus, de acordo 

com os trabalhos de Hughes et al. e Shrestha e Diamond. Também foi observado que a cepa asiática 

PE243 do ZIKV foi capaz de induzir a ativação de linfócitos T CD4+ foliculares, e que esta 

ativação está relacionada ao aumento da produção de IFNγ por essas células. Uma vez que essas 

células promovem a maturação de células B em plasmócitos e em células B de memória de longa 

duração (Miles et al., 2016), a ativação de linfócitos T CD4+ foliculares pode ser um dos fatores 

que auxiliam no controle da infecção pela cepa PE243 de ZIKV em camundongos A129. O grande 

nível de produção de IFNγ por essas células pode ser responsável por coordenar um switch de 

classes de imunoglobulinas que, desta forma, é capaz de induzir a síntese de anticorpos com alto 

potencial neutralizante contra a cepa PE243 do ZIKV. Dados preliminares do nosso grupo mostram 

a presença de altos níveis de anticorpos específicos contra o domínio III da proteína de envelope 

(EDIII) do ZIKV na infecção por ambas as cepas PE243 e MR766, em diferentes momentos da 

infecção. Contudo, somente os anticorpos produzidos durante a infecção com a cepa PE243 

possuem alto potencial neutralizante, sugerindo que o IFNγ liberado durante a infecção tem 

potencial participação na geração desses anticorpos neutralizantes. Os anticorpos anti-EDIII 

produzidos durante a infecção com a cepa MR766 não possuem alta capacidade neutralizante como 

àqueles contra a cepa PE243, o que pode levar à ocorrência de processos como ADE. A produção 

de anticorpos com baixa ação neutralizante durante a infecção com a cepa africana MR766, assim 

como a sua capacidade neutralizante e a sua associação ao ADE deveriam ser mais investigados no 

contexto da infecção por ZIKV. 

Neste trabalho, descrevemos que o IFNγ possui papel crucial para a sobrevivência de 

camundongos A129 à infecção com a cepa asiática do ZIKV PE243, e que, além disso, a partir da 

transferência adotiva de linfócitos T CD4+ produtores de IFNγ e imunes contra a cepa PE243 foi 

possível prevenir os animais da letalidade causada pela infecção com a cepa MR766. As células T 

CD4+ imunes proliferam in vivo frente ao desafio com a cepa africana MR766, produzindo altos 

níveis de IFNγ. Isso indica que a transferência de uma célula ativada em uma infecção primária e 

especializada na produção de IFNγ é capaz de conferir proteção contra infecção pelo ZIKV. Por 

outro lado, a transferência adotiva de linfócitos T CD4+ produtores de IFNγ e imunes contra a cepa 
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PE243, de camundongos A129 para camundongos AG129, não protege os animais da letalidade da 

infecção pela cepa asiática PE243 do ZIKV. Aliota et al. descreveu em seu trabalho a 

susceptibilidade e mortalidade de animais AG129 infectados com o ZIKV. Por serem incapazes de 

responder ao IFNγ, os camundongos AG129 sucumbem à infecção por ambas as linhagens de 

ZIKV e morrem mesmo recebendo linfócitos T CD4+ efetores. O acesso a dados da infecção de 

ZIKV no modelo AG129 nos permitiu avaliar a importância do reconhecimento de interferon do 

tipo II para controle e proteção contra a infecção. Portanto, os nossos dados indicam que IFNγ 

possui papel fundamental e essencial no controle da infecção, seja ativando a resposta imune 

adaptativa citotóxica quanto a humoral, como na promoção de proteção contra o ZIKV, em 

camundongos A129. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os dados obtidos neste trabalho colocam o IFNγ e os linfócitos T CD4+ como peças chave, 

essenciais para proteção e controle da infecção por ZIKV em camundongos A129. A letalidade da 

cepa africana neurotrópica MR766 do ZIKV pode ser previnida a partir da transferência adotiva de 

linfócitos T CD4+ imunes (derivados de camundongos A129 infectados com a cepa PE243) em 

camundongos A129. Além disso, sugerimos que a proteção induzida por células T CD4+, seja 

dependente de IFNγ, uma vez que demonstramos a alta produção dessa citocina por estas células. 

Em adição, a letalidade em camundongos AG129 não pôde ser previnida com transferências 

adotivas de linfócitos T CD4+ imunes produtores IFNγ, visto que estes animais são incapazes de 

responder ao estímulo gerado pelo reconhecimento de IFNγ. Sendo assim, o IFNγ possui papel 

fundamental e essencial no controle da infecção e promoção de proteção contra infecção por ZIKV 

em camundongos imunodeficientes. 
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