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RESUMO 

 

O Zika virus (ZIKV) é um arbovírus emergente da família Flaviviridae e do gênero 

Orthoflavivirus, com tropismo para o sistema nervoso central (SNC), onde 

desencadeia uma série de danos celulares ao sistema nervoso (SN) incluindo 

neuroinflamação e neurodegeneração. Devido à sua confirmada associação com a 

microcefalia e outras complicações neurológicas, o ZIKV é considerado um vírus de 

importância de saúde pública global. Sabe-se que o ZIKV utiliza mecanismos celulares 

para se multiplicar nas células do hospedeiro e inibir a apoptose, incluindo a 

estimulação de vias de sobrevivência tais como a via PI3K/AKT. Este estudo teve 

como objetivo avaliar o impacto da via da fosfatidilinositol 3-quinase γ (PI3Kγ) durante a 

infecção pelo ZIKV. A PI3Kγ é uma quinase amplamente distribuída no cérebro e em 

leucócitos e exerce um papel vital em vários processos celulares, como a 

diferenciação, o recrutamento, e a sobrevivência celular. Para isso, culturas primárias 

de neurônios derivados de camundongos deficientes em PI3Kγ (PI3Kγkd/kd) ou 

culturas imortalizadas de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram tratadas com o 

inibidor da via PI3Kγ AS605240 e infectadas com o ZIKV. Para investigar o 

envolvimento da via PI3Kγ no processo neuroinflamatório desencadeado pelo ZIKV, 

camundongos deficientes para o receptor de interferons do tipo I α/β (A129) foram 

tratados com o inibidor seletivo AS605240 antes ou depois da infecção pelo ZIKV. Os 

resultados demonstraram que tanto o bloqueio farmacológico quanto a deficiência de 

PI3Kγ inibem a replicação do ZIKV e a morte neuronal in vitro. Da mesma forma, 

camundongos tratados com o inibidor de PI3Kγ mostraram maior proteção contra a 

infecção pelo ZIKV in vivo, resultando em menor replicação viral e lesões cerebrais 

mais brandas. Este fenótipo neuroprotetor foi associado à modulação diferencial da 

ativação de astrócitos e micróglia, com redução da produção de TNF nas microglia 

ativadas. Além disso, a inibição da via PI3Kγ preveniu o influxo e a ativação de células T 

CD8+, bem como a produção de mediadores pró-inflamatórios como IFN-γ e IL-17 no 

tecido cérebral de camundongos infectados pelo ZIKV. Nossas descobertas sugerem 

que a ativação da via PI3Kγ contribui para a replicação do ZIKV e indução da 

neuroinflamação, destacando um potencial terapêutico desta via na mitigação dos 

danos associados à infecção pelo ZIKV no SN. 

Palavras-chave: Vírus Zika (ZIKV); Neuroinflamação; SNC; Via PI3K/AKT; PI3Kγ. 



  

ABSTRACT 

Zika virus (ZIKV) is an emerging arbovirus of the Flaviviridae family and Orthoflavivirus 

genus, with tropism for the central nervous system (CNS), where it triggers a series of 

cellular damages to the nervous system (NS) including neuroinflammation and 

neurodegeneration. Due to its confirmed association with microcephaly and other 

neurological complications, ZIKV is considered a virus of global public health 

importance. ZIKV is known to utilize cellular mechanisms to multiply in host cells and 

inhibit apoptosis, including the stimulation of survival pathways such as the PI3K/AKT 

pathway. This study aimed to evaluate the impact of the phosphatidylinositol 3-kinase γ 

(PI3Kγ) pathway during ZIKV infection. PI3Kγ is a kinase widely distributed in the brain 

and leukocytes and plays a vital role in several cellular processes, such as 

differentiation, recruitment, and cell survival. For this purpose, primary cultures of 

neurons derived from PI3Kγ-deficient mice (PI3Kγkd/kd) or immortalized cultures of 

human neuroblastoma SH-SY5Y were treated with the PI3Kγ pathway inhibitor 

AS605240 and infected with ZIKV. To investigate the involvement of the PI3Kγ pathway 

in the neuroinflammatory process triggered by ZIKV, mice deficient for the type I 

interferon receptor α/β (A129) were treated with the selective inhibitor AS605240 before 

or after ZIKV infection. The results demonstrated that both pharmacological blockade 

and PI3Kγ deficiency inhibit ZIKV replication and neuronal death in vitro. Similarly, mice 

treated with the PI3Kγ inhibitor showed greater protection against ZIKV infection in vivo, 

resulting in reduced viral replication and milder brain lesions. This neuroprotective 

phenotype was associated with differential modulation of astrocyte and microglia 

activation, with reduced TNF production in activated microglia. Furthermore, inhibition 

of the PI3Kγ pathway prevented the influx and activation of CD8+ T cells, as well as the 

production of pro-inflammatory mediators such as IFN-γ and IL-17 in the brain tissue of 

ZIKV-infected mice. Our findings suggest that activation of the PI3Kγ pathway 

contributes to ZIKV replication and induction of neuroinflammation, highlighting a 

therapeutic potential of this pathway in mitigating damage associated with ZIKV 

infection in the SN. 

Keywords: Zika virus (ZIKV); Neuroinflammation; CNS; PI3K/AKT pathway; PI3Kγ.
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Breve histórico e contexto atual do Zika 

O Zika vírus (ZIKV) é um arbovírus emergente transmitido principalmente pelo 

mosquito do gênero Aedes. Recentemente, o ZIKV foi introduzido na América do Sul, 

causando em alguns casos, infecções com complicações neurológicas graves, 

oculares, distúrbios no desenvolvimento de bebês nascidos de mães infectadas pelo 

vírus durante a gestação, e também outras complicações como distúrbios 

neurológicos em adultos, como a síndrome de Guillain-Barré (SGB) (Musso D et al., 

2014). 

O ZIKV foi isolado pela primeira vez em macaco rhesus na floresta Zika, em 

Uganda, no ano de 1947 (DICK et al., 1952) (Figura 1). O isolamento ocorreu durante 

o monitoramento de febre amarela que era realizado no local (Gubler DJ et al., 2007). 

Esse programa de pesquisa foi essencial para a descoberta não só do ZIKV, mas 

também como para outros arbovírus, como West Nile vírus, vírus Ntaya e vírus 

Uganda S (Gubler DJ et al., 2007). 

Em 1954, foi documentado o primeiro caso de infecção pelo ZIKV em humanos 

(Figura 1). O vírus foi isolado do soro de uma menina nigeriana de 10 anos, e logo 

após, mais dois casos de infecções em humanos foram confirmados na Nigéria 

através de anticorpos neutralizantes em exames sorológicos (Macnamara et al., 

1954). Posteriormente, infecções humanas foram identificadas em diferentes países 

da África e da Ásia. Em 2007, o Estado de Yap relatou o primeiro grande surto de 

ZIKV, estimando que 73% (intervalo de confiança de ± 95%) dos residentes de Yap 

com 3 anos ou mais foram infectados. Apesar do alto número de casos, não houve 

confirmações de hospitalizações ou mortes relacionadas ao ZIKV (Duffy MR et al., 

2009). 
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Figura 1. Cenário epidemiológico mundial do ZIKV. O vírus foi isolado pela primeira vez em Uganda 
a partir do macaco rhesus e do mosquito Aedes africanus , seguido pelo primeiro isolamento em 
humanos em 1954 na Nigéria. As circulações subsequentes foram restritas à África e ao Sudeste 
Asiático. Em 2015, ocorreu o surgimento do vírus Zika na América do Sul. Adaptado de Tham Hwet 
et al., 2018. 

 

Nos anos seguintes, uma nova epidemia foi notificada na Polinésia Francesa, 

no sul do Pacífico, entre 2013 e 2014, com 28.000 casos detectados (CAO-LORMEAU 

et al., 2014; Musso D et al, 2014). Durante essa epidemia, foram relatados 42 casos 

de SGB, uma incidência 20 vezes maior do que o esperado (Musso D et al., 2014). 

Em 2014 e 2015, surtos menores ocorreram em outras regiões do Pacífico, 

contribuindo para a disseminação do vírus nas Américas (PETERSEN et al., 2016). 

Em 2015, o ZIKV já havia se espalhado pelo Brasil, começando pelos estados de 

Pernambuco (PE), Rio Grande do Norte (RN) e Bahia (BA) na região Nordeste, e 

depois para outras regiões do Centro-Oeste e Sudeste (Lowe, R et al., 2018). 

No período entre 2010 e 2014, o número anual de casos de microcefalia variava 

entre 150 a 200. Durante a epidemia de Zika vírus entre 2015 e 2016, foram 

notificados 7.623 casos de microcefalia (Pan American Health Organization, 2016). 

Em resposta a essa situação, no final de 2015, o Ministério da Saúde declarou a 

infecção pelo ZIKV como uma emergência nacional de saúde pública devido ao 

aumento significativo no número de recém-nascidos com microcefalia nas 

maternidades do Nordeste do Brasil (Lowe, R et al., 2018). Logo após, surgiram as 
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primeiras evidências apoiando essa ligação através da detecção do vírus no líquido 

amniótico de mulheres grávidas com fetos microcefálicos e no tecido cerebral fetal 

(Lowe, R et al., 2018). Por fim, em abril de 2016, o Centro de Controle e Prevenção 

de Doenças (CDC) dos EUA confirmou que a infecção pelo ZIKV está diretamente 

relacionada com microcefalia e outras anomalias graves do desenvolvimento cerebral 

(MLAKAR et al., 2016; RASMUSSEN et al., 2016). 

Segundo estimativas do Ministério da Saúde, em 2015 ocorreram entre 440 mil 

e 1,3 milhões de infecções pelo ZIKV no Brasil (Ministério da Saúde, 2015). Em 2016, 

foram registrados 213.350 casos prováveis de infecção pelo ZIKV no país. Nos anos 

seguintes, houve uma significativa redução no número de casos, com 17.593 casos 

prováveis em 2017, 8.219 em 2018, 10.318 em 2019, 8.209 em 2020, 6.207 em 2021 

e 8.315 em 2022. Mais recentemente, em 2023, a maioria dos casos foram registrados 

nas regiões Nordeste (3.391 casos) e Sudeste (2.265 casos), totalizando 7.292 casos 

prováveis sem nenhum caso de óbito em todas as regiões do Brasil (Ministério da 

Saúde, 2024). 

 

1.2 Transmissão do Zika vírus 

A transmissão do ZIKV ocorre principalmente por meio da picada de mosquitos 

fêmeas do gênero Aedes, principalmente pelas espécies Aedes aegypti e Aedes 

albopictus. Além de transmitir ZIKV, essas espécies de mosquitos também podem 

transmitir outros vírus nas Américas e ao redor do mundo, como o virus da Dengue 

(DENV), Chikungunya (CHIKV) e vírus da febre amarela (YFV) (MONAGHAN et al., 

2016). 

Apesar desses mosquitos do gênero Aedes apresentarem susceptibilidade à 

infecção pelo ZIKV, foi demonstrado que o A. aegypti e A. albopcitus são vetores 

poucos competentes. Isso sugere que existe outros fatores que contribuem para a 

rápida disseminação do ZIKV, como uma grande população susceptível ao vírus e a 

alta quantidade de mosquitos em contato com humanos (CHOUIN-CARNEIRO et 

al.,2016). Já foi descrito também que os mosquitos A. hensilli e A. polynesiensis 

participaram da transmissão do ZIKV nas Ilhas Yap e na Polinésia Francesa 

(LEDERMANN et al., 2014; RICHARD; PAOAAFAITE; CAO-LORMEAU, 2016). Por 
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fim, o ZIKV foi identificado em mosquitos Anopheles coustani, Mansonia uniformis e 

Culex quinquefasciatus, porém estes apresentam menor competência vetorial quando 

comparados aos mosquitos das espécies A. aegypt e A. albopictus (DIALLO et al., 

2014; GUEDES et al., 2017). 

O ciclo de transmissão do vírus Zika é composto por dois principais tipos de 

ciclos: o ciclo silvestre e o ciclo urbano (Figura 2). No ciclo silvestre, o vírus circula 

entre primatas não humanos e mosquitos do gênero Aedes que vivem em ambientes 

florestais. Já o ciclo urbano envolve a transmissão do vírus entre humanos e 

mosquitos, sendo o Aedes aegypti o vetor mais comum (KURSCHEIDT et al., 2019). 

Este ciclo ocorre principalmente em áreas suburbanas e urbanas, onde os mosquitos 

picam humanos infectados e depois transmitem o vírus para outros humanos 

(KURSCHEIDT et al., 2019). 

 

 

 

Figura 2: Esquema dos ciclos de transmissão do Zika virus. No ciclo silvestre o ZIKV 
é transmitido entre primatas não humanos e mosquitos Aedes (subgêneros Stegomyia e 
Diceromyia). No ciclo urbanos e suburbanos, ele é transmitido para humanos 
principalmente por mosquitos Aedes aegypti. Porém a transmissão pode ocorrer por outras 
vias, como sexual com um parceiro infectado, transfusão sanguínea e durante a gestação. 
Fonte: Kurscheidt e colaboradores (2019). 

 

Estudos demonstraram que o ZIKV também pode ser transmitido verticalmente, 

da mãe para o feto em desenvolvimento durante a gestação, de várias formas, como 
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por via transplacentária, durante o parto e durante a amamentação. Sabe-se também 

que o ZIKV pode ser transmitido por meio de transfusões de sangue e transplantes de 

órgãos, da mesma forma que outros membros do gênero Flavivírus, e por meio de 

contato sexual. Essas hipóteses são corroboradas pelos achados de RNA viral em 

amostras de soro, urina e leite materno, detectados por qPCR (GREGORY et al., 

2017; MUSSO et al., 2015; PETERSEN; BUSCH, 2010). 

 

1.3 O ZIKA VIRUS 

O ZIKV pertence ao gênero flavivírus e à família Flaviviridae (Byler et al., 2016). 

Além do ZIKV, essa família inclui outros vírus importantes, como o vírus da dengue 

(DENV), o vírus da febre amarela (YFV- Yellow Fever Virus), o vírus do Oeste do Nilo 

(WNV – West Nile Virus) e o vírus da Encefalite Japonesa (JEV – Japanese 

Encephalitis Virus) (CULSHAW; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2018). 

Semelhante aos outros arbovírus da mesma família, o genoma do ZIKV é 

composto por ácido ribonucleico (RNA) de fita simples e polaridade positiva 

[fsRNA(+)], com aproximadamente 10.700 nucleotídeos. Seu genoma possui regiões 

não traduzidas nas extremidades 3’ e 5’, que flanqueiam a sequência de uma única 

poliproteína. Através de proteases virais e da hospedeira, essa poliproteína é clivada 

para dar origem a todas as proteínas estruturais do vírus (Figura 3), como capsídeo 

(C), precursora de membrana (prM)/membrana (M) e envelope (E), além das proteínas 

não estruturais que são as NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 ( Figura 4) 

(KUNO et al., 2017; MUSSO et al., 2016). As proteínas estruturais estão envolvidas 

principalmente na montagem de partículas virais, na adsorção e penetração viral. 
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Figura 3. Estrutura das partículas do ZIKV. A partícula madura do ZIKV é composta por três proteínas 

estruturais: proteína do capsídeo (C), a proteína associada à membrana (M) e a glicoproteína de 

envelope (E) disposta em dímeros. O genoma de RNA fita simples de polaridade positiva está localizado 

no interior do capsídeo. Adaptado de QADIR e colaboradores (2018). 

 

A proteína do capsídeo (C) tem como função facilitar a introdução do genoma 

viral na célula hospedeira e encapsular o genoma, formando o nucleocapsídeo (NC). 

A proteína prM/M, encontra-se presente na superfície do envelope das partículas do 

ZIKV, desempenha um papel crucial na montagem e maturação das partículas virais. 

Ela interage com a proteína E na membrana do retículo endoplasmático (RE) e 

encapsula o nucleocapsídeo viral para produzir novas partículas virais imaturas (HU 

H et al., 2023; GUO M et al., 2021). Após essa etapa, as partículas virais imaturas são 

transportadas para o aparelho de Golgi, onde a maior parte das proteínas precursoras 

prM é clivada por furinas da célula hospedeira para produzir a proteína na forma M, 

com 75 aminoácidos, e um polipeptídeo Pr, com 99 aminoácidos, que está presente 

em partículas extracelulares após a maturação viral (LINDENBACH et al., 2013). 

A proteína E é uma glicoproteína que possui aproximadamente 53 kDa, 

fundamental para a ligação do vírus aos receptores de superfície celular para a 

entrada do vírus na célula hospedeira e para fusão da membrana viral com a 

membrana do endossomo durante o ciclo de multiplicação do ZIKV (LINDENBACH et 

al., 2013; HU H et al., 2023; GUO M et al., 2021). A proteína E é a principal proteína 

responsável pelo reconhecimento imunológico e pela indução da produção de 
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anticorpos neutralizantes contra a infecção pelo virus (LINDENBACH et al., 2013; Hu 

H et al., 2023; GUO M et al., 2021). 

Estudos realizados por Shan e colaboradores mostraram que o ZIKV sofreu 

uma mutação na proteína E (V473M) antes de sua transmissão para as Américas em 

2013, o que contribuiu para o aumento da neurovirulência, da transmissão materno- 

fetal e da viremia, facilitando a disseminação urbana (SHAN C et al., 2016). Além 

disso, foi descrito que a glicoproteína E do ZIKV possui um sítio de glicosilação no 

resíduo de aminoácido asparagina (Asn154), que tem sido associada aos fatores que 

favorecem o tropismo do ZIKV para células do sistema nervoso (ANNAMALAI et al., 

2017; BARROWS et al., 2018). 

As proteínas não estruturais são responsáveis principalmente pela replicação 

viral, tradução e regulação da resposta imune nas células do hospedeiro (HU H et al., 

2023). A proteina NS1 é um glicoproteína que tem como função a evasão da resposta 

imune do hospedeiro e a modulação da permeabilidade endotelial. Já a NS2A e NS2B 

atuam no processo de montagem das partículas virais interagindo com a NS3 e NS5 

e como co-fator essencial para atividade proteolítica da proteína NS3 respectivamente 

(ZHANG et al., 2016; ZHANG et al., 2019). A NS3 é uma proteína bifuncional que atua 

no processamento proteolítico da poliproteína e replicação do genoma viral, visto que, 

o domínio C-terminal da NS3 possui atividade de RNA helicase, responsável pelo 

desenrolamento da fita de RNA durante o processo de replicação do genoma (Fig.4) 

(YANG et al., 2018; LINDENBACH et al., 2013). 

 

Figura 4. Representação do genoma e da poliproteína do ZIKV. O genoma do ZIKV é constituído 

de uma fita simples de RNA com polaridade positiva (sentido 5’- 3’) e uma única janela aberta de leitura, 

que codifica para uma poliproteína precursora, que é clivada em três proteínas estruturais e sete 

proteínas não estruturais. Adaptado Hossein F et al., 2020. 
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As proteínas NS4A e NS4B desempenham um papel crucial na inibição da 

resposta imune antiviral induzida pelos interferons (IFN), bloqueando a sinalização 

desencadeada pelos IFN α/β (LIANG et al., 2016; NGUYEN et al., 2019). A NS5, é 

considerada a proteína mais conservada entre os flavivírus, ela é fundamental na 

replicação e amplificação do RNA viral (DUBANKOVA; BOURA, 2019). A região N- 

terminal da NS5 possui atividade de metiltransferase, que é responsável pela 

metilação do RNA (capeamento), o que é essencial para aumentar a estabilidade do 

genoma viral. Já a região C-terminal da NS5 tem atividade de RNA polimerase 

dependente de RNA (ZHANG et al., 2017). 

 

1.4 Ciclo de multiplicação 

O ciclo de multiplicação do ZIKV começa quando fêmeas hematófagas liberam 

partículas virais maduras na epiderme ou derme do hospedeiro durante a picada. Após 

a inoculação, as partículas virais infectam primeiramente células permissivas ao ZIKV, 

como queratinócitos, fibroblastos, macrófagos, linfócitos e células dendríticas 

imaturas, além de monócitos que são recrutados para a região da derme (HAMEL et 

al., 2015). Estudos demonstraram que o ZIKV pode utilizar diferentes receptores 

celulares para a entrada viral, que variam de acordo com a população celular e o 

tecido alvo (Tabela 1). 

 
Tabela 1.Receptores utilizados para entrada do ZIKV 

 

Órgão/Sistema de 
Órgãos 

Tipo de célula Receptores 

Pele Fibroblastos 
dérmicos/queratinócitos 

AXL, TIM-1, TYRO3, RIG-I e 
MDA5 

Sistema imunológico Células dendríticas 
Monócitos 

DC-SIGN 
CLEC5A 

Cérebro Células progenitoras neurais 
(NPCs) 
Células gliais 
Astrócitos 

AXL, ácido siálico ligado a 
α2,3 da superfície celular AXL 
AXL 

Placenta Células de Hofbauer 
Células endoteliais 

AXL, Tyro3, TIM-1 
AXL, Tyro3, TIM-1 

Testículo Células de Sertoli 
Espermatozóides 

AXL 
TYRO3 

Adaptado de Bhardwaj et al. (2021). 
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Os principais receptores celulares envolvidos nesta etapa são os receptores do 

tipo tirosina quinase (TAM) tais como AXL e Tyro-3. Receptores do tipo DC-SIGN (do 

inglês, “dendritic cell-specific ICAM-grabbing non-integrin”) e TIM-1 (do inglês, “T-cell 

Immunoglobulin and Mucin domain 1”) (AGRELLI et al., 2019; HAMEL et al., 2015; 

UTKARSH B et al., 2021). 

Na primeira etapa do ciclo de multiplicação, chamada adsorção, ocorre a 

ligação entre a proteína do envelope viral (E) e os receptores de superfície celular 

(Figura 5). 

 
Figura 5. Ciclo de multiplicação do ZIKV. Na primeira etapa, as partículas de ZIKV se ligam a 
receptores de superfície celular (adsorção). Esses receptores (receptor de glicosaminoglicanos – GAG, 
receptor de lectina do tipo C presente na superfície dos macrófagos e células dendríticas - DC-SIGN, 
e receptores de superfície celular do tipo TIM e TAM) promovem a endocitose das partículas que são 
internalizadas pela célula hospedeira por meio de compartimentos endossomais. No interior do 
endossomos, o pH ácido promove a fusão da membrana viral com a endossomal e liberação do 
nucleocapsídeo. O RNA viral é traduzido em uma única poliproteína que é processada por proteases 
do hospedeiro e pela protease viral. Em seguida, ocorre a replicação o RNA viral e a formação do 
nucleocapsídeo na membrana no retículo endoplasmático. As partículas virais imaturas são 
direcionadas para o complexo de Golgi para clivagem da proteína prM em M e maturação das partículas 
virais. Os vírus maduros são liberados por exocitose e estão aptos para infectar outras células. 
Adaptado de QADIR et al., 2018. 

 
Após a etapa de adsorção, as partículas virais são internalizadas através da 

endocitose dependentes de clatrina e são armazenadas no interior de endossomos 
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(PERSAUD et al., 2018). No interior do endossomos, o pH ácido reorganiza os 

monômeros da glicoproteína E na forma de dímeros para trímeros, induzindo a fusão 

da membrana endossomal e membrana viral, ocorrendo então a liberação do 

nucleocapsídeo e consequentemente o RNA do ZIKV para o citoplasma da célula 

hospedeira (BARROWS et al., 2018; LINDENBACH et al., 2013). 

O RNA viral de polaridade positiva liberado no citoplasma será imediatamente 

traduzido em uma poliproteína por meio de uma única janela de leitura em um 

processo que ocorre em associação com a membrana do retículo endoplasmático 

(RE), formando o complexo de replicação viral. As proteínas estruturais e não- 

estruturais serão produzidas a partir da ação de proteases do hospedeiro e da serino 

protease viral NS2B-NS3 em sítios de clivagem altamente específicos. A fita de RNA 

viral, que possui polaridade positiva, é usada na sua replicação para a produção inicial 

de uma fita de RNA complementar com polaridade negativa. Em seguida, essa fita 

negativa é usada para a produção de múltiplas cópias de fitas de RNA com polaridade 

positiva (BARROWS et al., 2018). 

Em seguida, no lúmen do RE ocorre o envolvimento do genoma seguido da 

formação do nucleocapsídeo do vírus, essas partículas imaturas são dirigidas para a 

face trans do complexo de Golgi por meio de vesículas. Nesta etapa, a proteína prM 

é crucial para a estabilização conformacional da glicoproteína E, pois impede a fusão 

da membrana da vesícula em função do pH ácido no interior do Golgi. Além disso, o 

complexo de Golgi é responsável pela maturação do ZIKV por meio da ação 

proteolítica de furinas e proteases celulares, promovendo a clivagem da proteína prM 

em M, promovendo o transporte para a membrana plasmática e liberação das 

partículas virais maduras por meio de exocitose (LINDENBACH et al., 2013; QADIR 

et al., 2018). Essas partículas virais, ao serem lançadas para infectar outras células, 

são responsáveis por dar continuidade ao ciclo infeccioso (QADIR et al., 2018). 

 
1.5 Manifestações clinícas e patogênese 

 
Em 80% dos casos, a infecção pelo ZIKV é assintomática. Porém, casos 

sintomáticos existem, sendo que as principais manifestações clínicas se iniciam 

aproximadamente entre 6 à 8 dias após exposição ao vetor infectado e são 

inespecíficas e ocorrem após o estabelecimento da viremia (FOURIE et al., 2018). 

Estas são caracterizadas pela ocorrência de febre leve, erupções cutâneas vermelhas 

por todo corpo, mialgia, artralgia, conjuntivite, alterações na função gastrointestinal e 
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dores de cabeça (BASARAB et al., 2016; RUTVISUTTINUNT et al., 2015). Esses 

sintomas, podem ser confundidos com outras arboviroses a exemplo da Dengue e 

Chikungunya (MUSSO D et al., 2015). 

Além disso, devido à alta semelhança entre o ZIKV e o DENV, foi demonstrada 

em modelos in vitro e in vivo uma reatividade cruzada entre esses arbovírus(. Esse 

fenômeno é conhecido como “aumento da infecção dependente de anticorpos” (ADE, 

antibody-dependent enhancement). Sugere-se que o ADE pode contribuir para o 

agravamento da síndrome congênita do ZIKV em camundongos imunocompetentes 

(CAMARGOS et al., 2019). Estudos in vitro demonstraram que o ADE pode levar a 

cargas virais mais elevadas do vírus da dengue (KHANDIA et al., 2018; 

DEJNIRATTISAI et al., 2016; DEJNIRATTISAI et al., 2015). 

A hipótese é que, nas infecções secundárias por um sorotipo heterólogo, 

anticorpos produzidos durante uma infecção primária podem não ser efetivos e, ao 

contrário, contribuir para o aumento da carga viral. Nessa hipótese, anticorpos 

gerados na infecção primária atuam como anticorpos não-neutralizantes em uma 

segunda infecção, seja pelo ZIKV ou outro vírus de alta similaridade. Esses anticorpos 

não-neutralizantes formam complexos com o ZIKV, facilitam a entrada do vírus nas 

células e induzem a secreção de citocinas, aumentando a permeabilidade vascular e, 

consequentemente, a viremia e a disseminação das partículas virais (NGONO; 

SHRESTHA, 2018). 

Além disso, devido à alta semelhança entre o ZIKV e o DENV, foi demonstrado 

em modelos in vitro e in vivo uma reatividade cruzada entre esses arbovírus (SARIOL 

et al., 2018). Essa manifestação é um efeito denominado “aumento da infecção 

dependente de anticorpos” (ADE, antibody-dependent enhancement). Sugere-se que 

o ADE pode contribuir para o agravamento da síndrome congênita do ZIKV em 

camundongos imunocompetentes (CAMARGOS et al.,2019). Estudos in vitro, 

demonstraram que o ADE pode conduzir a cargas mais elevadas do vírus da dengue 

(KHANDIA et al., 2018; DEJNIRATTISAI et al.,2016; DEJNIRATTISAI et al., 2015). 

A hipótese é que nas infecções secundárias por um sorotipo heterólogo, 

sugerem-se que anticorpos que foram produzidos na infecção primária não serão 

efetivos e desempenharão o papel inverso, contribuindo para o aumento da carga 

viral. Nessa hipótese, esse efeito ocorre quando anticorpos gerados na infecção 

primaria tem ação de anticorpos não-neutralizantes em uma segunda infecção, seja o 
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ZIKV ou outro vírus de alta similaridade. Sugerem-se que esses anticorpos não- 

neutralizantes formam complexos com o ZIKV, facilitam a entrada do vírus nas células 

e induzem a secreção de citocinas, aumentando a permeabilidade vascular e, 

consequentemente, a viremia e a disseminação das partículas virais (NGONO; 

SHRESTA, 2018). No entanto, não foram detectados casos de aumento da infecção 

dependente de anticorpos (ADE) do ZIKV associado à imunidade prévia à dengue em 

primatas não humanos nem em humanos previamente expostos à dengue. Portanto, 

a ocorrência de ADE ainda precisa ser avaliada e compreendida melhor no contexto 

dos resultados clínicos (SARIOL et al., 2018). 

As formas graves da doença causada pelo ZIKV estão associadas a 

complicações neurológicas significativas, como a síndrome de Guillain-Barré (SGB) 

em adultos e a microcefalia em neonatos. A SGB é uma condição rara, caracterizada 

por uma resposta imunológica inadequada ou exacerbada, que leva a uma resposta 

autoimune contra os componentes do sistema nervoso periférico. Esse processo 

resulta em danos às bainhas de mielina e aos axônios dos neurônios, causando perda 

de tônus muscular e podendo desencadear complicações generalizadas e até mesmo 

fatais (ELLUL; SOARES; SOLOMON, 2016). Essa condição pode ocorrer em 

infecções onde há semelhança entre os antígenos do patógeno e os antígenos do 

sistema nervoso do hospedeiro (WILLISON; JACOBS; VAN DOORN, 2016). A 

primeira associação da SGB com a infecção pelo ZIKV ocorreu durante um surto na 

Polinésia Francesa em 2013, onde 42 pacientes foram diagnosticados com a SGB e 

todos apresentaram anticorpos neutralizantes anti-ZIKV sendo que 98% desses 

pacientes apresentaram IgM ou IgG anti-vírus Zika (CAO-LORMEAU et al., 2016). 

A microcefalia é uma outra grave complicação neurológica associada ao vírus 

Zika (ZIKV). Durante as epidemias na Polinésia Francesa em 2013 e no Brasil em 

2015, essa anomalia cerebral afetou fetos de mães infectadas até o final do terceiro 

trimestre de gestação. Ela é caracterizada por um distúrbio no desenvolvimento 

neurológico, onde o cérebro do feto não se desenvolve normalmente, contribuindo 

para que o crânio também não se expanda e também para o fechamento das suturas 

cranianas prematuramente, resultando em uma redução do perímetro cefálico do 

crânio do recém-nascido, podendo em alguns casos, levar à morte (COULOMBIER et 

al., 2015; CHIMELLI et al., 2017). Além disso, como consequências dessa redução, 
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incapacidades motoras e/ou intelectuais acometem o paciente (CAUCHEMEZ et 

al.,2016). 

Posteriormente outros tipos de anomalias foram observados em crianças 

nascidas de mães infectadas e denominadas como Síndrome Congênita do Zika 

(SCZ) (DE OLIVEIRA MELO et al., 2016). As anomalias mais comuns abrangidas na 

SCZ são as deficiências cognitivas, sensoriais e motoras e as mais incomuns incluem 

artrogripose, contratura muscular, distúrbios auditivos e oftalmológicos, disfagia e 

dificuldades de aprendizagem ( MIRANDA FILHO et al., 2016; CHIMELLI et al., 2017). 

Já foi demonstrado que o ZIKV é capaz de se disseminar para diferentes órgãos 

através da circulação sanguínea/linfática, como na placenta, testículo, útero, olho 

entre outros (MINER; DIAMOND, 2017). Porém sabe-se que ele apresenta um 

tropismo principalmente para o SNC, especialmente por células progenitoras neurais, 

micróglias e astrócitos, causando a morte celular, neuroinflamação e 

consequentemente neurodegeneração (QUINCOZES-SANTOS et al., 2023). Esse 

neurotropismo do ZIKV pode ser atribuído à expressão do receptor de proteína 

tirosina-quinase AXL expressos nessas células. O AXL permite a entrada do ZIKV ao 

se ligar à partícula viral através da proteína Gas6, posteriormente ele também é 

responsável por inibir a sinalização de IFN tipo I, é essencial para bloquear a resposta 

antiviral do hospedeiro desencadeada pelo do ZIKV (MEERTENS et al., 2017). 

Estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que camundongos 

deficientes para o receptor de interferon do tipo I (IFN-α/βR −/−) são mais suscetíveis à 

infecção pelo Zika vírus (ZIKV) (COSTA; DEL SARTO et al., 2017). Sabe-se que, 

nesses camundongos, o ZIKV infecta e ativa células endoteliais, atingindo o sistema 

nervoso central (SNC) por meio de processos como liberação basolateral, transcitose 

ou transinfecção (PAPA M et al.,2017). A infecção pelo ZIKV em camundongos IFN- 

α/βR−/− aumenta a resposta inflamatória tanto de forma sistêmica quanto no tecido 

cerebral. Foi observado um aumento no recrutamento de leucócitos e nos níveis de 

mediadores inflamatórios, como as quimiocinas CCL5 e CXCL1, e as citocinas IL-1β e 

TNF-α, nos cérebros desses camundongos (COSTA; DEL SARTO et al., 2017).Esses 

achados também foram relatados em humanos infectados pelo ZIKV, onde o soro dos 

pacientes apresentou níveis elevados de IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, IL-

17, CCL3, CCL5, CXCL10 e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) durante 

as fases aguda e convalescente da infecção (TAPPE et al., 2016). A inflamação 
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induzida pelo ZIKV contribui para uma maior carga viral, microgliose e 

neurodegeneração nos cérebros dos camundongos IFN-α/βR−/− (COSTA; DEL 

SARTO et al., 2017). 

Além de bloquear a via de IFN-I do hospedeiro, o vírus desencadeia diversas 

alterações em vias de sinalização para se beneficiar, como a estimulação da via 

PI3K/AKT para promover a sobrevivência celular e garantir sua própria replicação viral 

(LEE, CHYAN-JANG et al., 2005). Devido a isso, existem diferentes terapias que têm 

como alvo as vias de sinalização da célula hospedeira ou enzimas envolvidas no ciclo 

de replicação viral (CHAN; Jasper Fuk-Woo et al., 2018). Por exemplo, as cinases das 

células hospedeiras estão cada vez mais ligadas à patogênese de infecções virais, 

uma vez que os vírus podem utilizá-las para facilitar sua replicação (Chu e Yang, 2007; 

Linero e Scolaro, 2009). 

 
1.6 Fosfatidilinositol 3-quinase γ 

 
O fosfatidilinositol é um componente abundante na membrana celular de 

eucariotos. Diferentemente de outros fosfolipideos, o fosfatidilinositol contém cinco 

hidroxilas livres com potencial para fosforilação em seu grupo Inositol. Diversos tipos 

de derivados de fosfatidilinositol (PtdIns) são formados na célula, cada um 

desempenhando funções específicas. Apesar de não ser o fosfolipídio mais 

abundante, ele desempenha um papel crucial na transdução de sinais e serve como 

precursor para várias moléculas mensageiras secundárias (FRUMAN et al., 1998). 

As fosfatidilinositol 3-quinases (PI3Ks) contituem uma família de enzimas que 

são responsáveis por catalisar a fosforilação de moléculas de fosfatidilinositol. Existem 

três classes de PI3Ks e que são divididas de acordo com sua estrutura, função e 

especificidade do substrato (FRUMAN et al., 1998). A Classe I da PI3K é composta 

por quatro isoformas (α,β,γ,δ), Classe II por três isoformas (C2α, C2β, C2γ) e a classe III por 

um único membro a proteína vacuolar 34 (Vps34) ( Aytenfisu TY et al., 2022; Backer 

J et al., 2008). 

As isoformas α,β,γ e δ da Classe I, catalisam a fosforilação do fosfatidilinositol- 4,5-

bifosfato (PIP2) na posição 3 do anel de inositol para gerar fosfatidilinositol-3,4,5-

trifosfato (PIP3; Fig. 6). PIP3 é um lipídio sinalizador utilizado como segundo 

mensageiro por diferentes receptores de superfície celular para controlar o 

movimento, crescimento, proliferação, diferenciação, motilidade e sobrevivência. As 
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funções dessas quatro isoformas se sobrepõem, porém, cada uma é adaptada para 

receber eficientemente estímulos de subtipos específicos de receptores. Na classe II 

as isoformas funções ainda são pouco compreendidas pois existem limitações como 

a falta de inibidores seletivos (Falasca et al. 2017). Mas, o pouco sabido é que a classe 

II pode estar envolvida na síntese de fosfolipídios de membrana e na regulação da 

endocitose (Posor et al., 2013; HAWKIN& STEPHENS, 2015). E a Classe III da PI3K, 

sintetiza o fosfolipídio PI em PI3P, que regula o tráfico de endossomos e lisossomos 

e a indução de autofagia, vias envolvidas na morte dos patógenos, processamento do 

antígeno e sobrevivência das células imunes. (HAWKINS & STEPHENS, 2015; 

Backer J et al., 2008). 



31  

 

 
Figura 6. Reações catalisadas por PI3Ks. PI3Ks transferem o γ-fosfato de ATP para a posição 3 no 

anel inositol. PI3Ks de classe I fosforilam seletivamente PI em PIP3. PI3Ks de classe II fosforilam PI e 

PI4P. A classe III é específico para fosforilação de PI em PI3P. Adpatado de HAWKINS & STEPHENS, 

2015. 
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No geral, as PI3Ks de classe I são heterodímeros formados por uma subunidade 

catalítica p110 (com isoformas α, β, δ e γ) e uma subunidade reguladora (principalmente 

p85, mas também p50, p55, p101 e p84). A classe I é subdividida em classe IA (p110 

α, β ou δ) e classe IB (p110γ), com base na sequência da subunidade p110, no domínio 

regulador utilizado e no substrato preferido (Posor et al., 2013 ). 

As PI3Ks de classe I são reguladas direta ou indiretamente por receptores de 

superfície celular (Posor et al., 2013; Aytenfisu TY et al., 2022). Após a ativação dos 

receptores tirosina quinase (RTKs) e dos receptores acoplados à proteína G (GPCRs), 

os principais efetores a jusante são os componentes da classe I, esses são 

responsáveis por converter os sinais de vários fatores de crescimento e citocinas em 

mensagens intracelulares por meio de fosfolipídios geradores, que resultam na 

ativação da proteína quinase serina-treonina AKT (também conhecida como proteína 

quinase B (PKB) e de outras vias efetoras downstream (CANTLEY & NEEL et al., 

1999). Após a ativação da AKT, ocorre a fosforilação de uma série de resíduos Ser/Thr 

em proteínas de sinalização celular, desencadeando sinais responsáveis por regular 

o crescimento celular, a entrada no ciclo celular e a sobrevivência celular (Figura 7). 

Diversas proteínas pró-apoptóticas foram identificadas como alvos da fosforilação 

pela AKT, incluindo BAD, um membro da família Bcl-2, e caspase-9. A fosforilação 

dessas proteínas pela AKT resulta em sua inativação e consequentemente, em um 

estímulo pro-sobrevivência para a célula. Dessa forma, ao inativar BAD a AKT pode 

adiar a apoptose (COORAY, 2004). 

 

 

 
Figura 7. Esquema da via de sinalização PI3K/AKT. O fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) é ativado 
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por meio do receptor de ligação (receptores tirosina quinases (RTKs) ou pelos receptores acoplados 

com a proteína G (GPCR), linha azul) pelos fatores de crescimento (GF) ou citocinas (CY) resultando 

em fosforilação de PIP2 em PIP3 subsequentemente serve como segundo mensageiro permitindo a 

ligação de proteínas parecidas com AKT contendo domínios homólogos a plecstrina. Este último passa 

por mudanças conformacionais levando a sua fosforilação e ativação da AKT. A AKT finalmente 

participa na regulação de processos celulares como tradução, crescimento celular e apoptose por meio 

da fosforilação de outras proteínas. Fonte: Modificado de DIEHLl & SCHAAL, 2013. 

 

Como visto, a atividade basal da via da PI3K/Akt garante a sobrevivência 

celular e executa um papel regulador crítico que gera em muitos processos celulares, 

como o processamento de RNA, tradução, autofagia e apoptose. Devido a isso, muitos 

vírus de diferentes gêneros para assegurar sua multiplicação, estimulam a atividade 

dessa via para garantir a sobrevivência celular, prevenindo ou adiando a apoptose 

(DIEHLI & SCHAAL et al., 2013). 

Foi demonstrado que durante a infecção pelo vírus influenza A, o vírus ativa 

a PI3K/AKT em diferentes estágios da multiplicação viral. Inicialmente, a ativação 

dessa via ocorreu para a o vírus ter uma a adsorção mais eficiente. Nos estágios mais 

tardios, PI3K parece suprimir a apoptose induzida pela infecção viral e parece também 

possuir funções antivirais (EHRHARDT & LUDWIG, 2009). 

Foi demonstrado que, durante a infecção pelo vírus influenza A, o vírus ativa 

a via PI3K/AKT em diferentes estágios da multiplicação viral. Inicialmente, essa 

ativação ocorre para aumentar a eficiência da adsorção viral. Nos estágios mais tardios, 

a PI3K 
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parece suprimir a apoptose prematura e também possui funções antivirais 

(EHRHARDT & LUDWIG, 2009). 

Neste mesmo contexto, estudos importantes evidenciam o papel da via da 

PI3K/Akt na patogênese do DENV e da encefalite japonesa (JEV). Nesses estudos, o 

DENV e o JEV, ativam a via PI3K/Akt em diversos tipos celulares, incluindo células 

neuronais (N18), epiteliais (A549) e fibroblastos (BHK-21), para inibir a apoptose 

celular e aumentar a replicação viral (LEE, CHYAN-JANG et al., 2005). Em outro 

estudo, foi demonstrado que o RNA subgenômico (sgRNA) do DENV-2, gerado após 

a infecção, é determinante para induzir o aumento da apoptose por meio da ativação 

da via PI3K/Akt através de um mecanismo relacionado com Bcl-2 (LIU et al., 2014). 

Durante a infecção pelo ZIKV, descobriu-se que a AKT fosforila as proteínas 

NS5 do vírus e afeta diferencialmente a atividade da RNA polimerase, contribuindo 

para a replicação viral (Albentosa-González L et al., 2021). Além disso, foi 

demonstrado que o ZIKV é inibido através da regulação negativa da via PI3K/Akt ao 

usar o inibidor AR-12 em células neuronais e em camundongos A129 infectados pelo 

ZIKV (LEE, CHYAN-JANG et al., 2005). 

Dentro do grupo da classe I da PI3K, a fosfatidilinositol 3-quinase γ (PI3Kγ) é 

composta pela subunidade catalítica p110γ e pelas subunidades regulatórias p101 ou 

p84. PI3Kγ é expressa constitutivamente em diversos tipos celulares, incluindo 

leucócitos, células endoteliais, células da glia e neuronais (HAWKINS & STEPHENS 

et al., 2015). Esta enzima tem recebido bastante atenção em doenças inflamatórias 

devido às suas múltiplas funções nas diferentes populações de leucócitos (COSTA C, 

2011; RUCKLE et al., 2006). Por isso, o desenvolvimento de inibidores de p110γ para o 

tratamento dessas doenças tem sido investigado (RÜCKLE et al., 2006; FRUMAN et 

al., 2017). 

Além disso, em estudos in vivo camundongos deficientes para a PI3Kγ (PI3Kγ-

/-) têm sido usados o papel da PI3Kγ e demonstrar suas diversas funções biológicas 

como recrutamento de monócitos e macrófagos para o ambiente inflamatório, 

desenvolvimento de timócitos, ativação de linfócitos T e degranulação de mastócitos 

(SMIRNOVA et al., 2014). 

Foi observado que camundongos que possuem deficiência na subunidade 

catalítica p110 da PI3Kγ apresentam sérios defeitos na migração de neutrófilos. 

Especificamente, há uma redução na capacidade de quimiotaxia dessas células 

devido a problemas no rolamento dos neutrófilos, não afetando o processo de adesão 
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(Sasaki et al., 2000). Pinho e colaboradores (2007) mostraram que o papel da PI3Kγ 

no recrutamento de neutrófilos varia de acordo com o estímulo inflamatório específico 

e o tecido envolvido. Estudos adicionais indicaram que a ausência de PI3Kγ prejudica a 

migração de macrófagos induzida por citocinas tanto em configurações de cultura 

celular quanto em modelos in vivo. 

Foi evidenciado que a PI3Kγ desempenha um papel importante na ativação e 

diferenciação dos linfócitos. As isoformas PI3Kδ e PI3Kγ são fundamentais para as 

células T, é necessário uma regulação precisa da via PI3K para manter o equilíbrio 

entre a tolerância imunológica e a inflamação (Ladygina et al., 2013). A desregulação 

dessa via está associada a doenças autoimunes e inflamatórias mediadas por células 

T (Ghigo et al., 2010; Way et al., 2016). De acordo com isso, pesquisas têm mostrado 

resultados promissores ao modular a via da PI3K para controlar o conjunto de células 

T auxiliares para tratar doenças autoimunes, inflamatórias e câncer. No entanto, ainda 

é necessário aprofundar o entendimento sobre a função específica das diferentes 

isoformas de PI3K em subconjuntos de células imunes patogênicas e protetoras, em 

diferentes patologias (Cameron B et al., 2022). 

 

2. JUSTIFICATIVA 
 

A patogênese do ZIKV envolve uma interação complexa entre fatores do 

hospedeiro e do vírus. Desde a epidemia ocorrida em 2015/2016 a infecção pelo ZIKV 

tem se configurado como uma ameaça à saúde pública, devido à sua associação à 

complicações neurológicas em crianças nascidas de mães infectadas durante a 

gestação que, no pior cenário possível, incluem a microcefalia. Este impacto no 

sistema nervoso está pelo menos em parte associado a resposta imune do hospedeiro 

frente a infecção, fenômeno conhecido como neuroinflamação. Desse modo, avaliar 

o papel da via da fosfatidilinositol 3-quinase γ, uma molécula ubiquamente expressa 

em diferentes tipos celulares, incluindo leucócitos, neurônios e células da glia, frente 

à infecção pelo ZIKV é de extrema importância, pois pode auxiliar a identificação de 

potenciais alvos terapêuticos no tratamento dos acometimentos neurológicos 

associados à síndrome congênita do zika (SCZ). 
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3.OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o papel da via da fosfatidilinositol 3-quinase γ (PI3Ky) na patogênese 

da infecção pelo ZIKV. 

3.2 Objetivos específicos 

I – Determinar os efeitos da ativação da via da PI3Ky na replicação do ZIKV em 

cultivos de neurónios primários de animais deficientes para a subunidade catalítica 

(PI3Kkd/kd), bem como na morte neuronal induzida pela infecção. 

III- Investigar o efeito do bloqueio farmacológico da PI3Ky em camundongos 

deficientes para o receptor de Interferon do tipo I (A129) infectados pelo ZIKV. Para 

isso serão analisados: 

a) Avaliação dos parâmetros clínicos após a infecção pelo ZIKV. 

b) Avaliação de lesão tecidual no cérebro. 

 

c) Avaliação de células positivas para iba-1 e S100b no cérebro. 

 

d) Avaliação da produção de citocinas anti-inflamatórias e pró-inflamatórias, 

quimiciocinas e fator neurotrófico no cérebro dos animais 

IV- Investigar o perfil celular no cérebro dos camundongos infectados pelo ZIKV 

tratados com inibidor farmacológico da PI3Ky. 

a) Avaliação de células mieloides e a produção de mediadores anti-inflamatórios 

e pró-inflamatórios liberadas por elas no cérebro de camundongos. 

b)  Avaliação de células linfoides e a produção de mediadores anti-inflamatórios 

e pró-inflamatórios liberadas por elas no cérebro de camundongos. 
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V- Investigar o efeito terapêutico do bloqueio farmacológico da PI3Ky em 

camundongos deficientes para o receptor de Interferon do tipo I (A129) infectados pelo 

ZIKV. Para isso os mesmos parâmetros avaliados em III serão realizados. 

VII- Investigar se o ZIKV modula a via da PI3Ky em Cultura de Neuroblastoma 

Humano (SH-SY5Y). 

a) Avaliação da fosforilação da AKT em diferentes tempos após infecção. 

VII- Investigar o efeito do bloqueio farmacológico da PI3Ky em Cultura de 

Neuroblastoma Humano (SH-SY5Y) infectado pelo ZIKV; 

a) Avaliação do inibidor da PI3Ky na fosforilação da AKT 

b) Avaliação da viabilidade e morte celular. 

c) Avaliação do título viral no sobrenadante celular. 

 

4. METODOLOGIA 
 

4.1 Animais 
 

Camundongos da linhagem A129 deficientes para o gene que codifica o 

receptor dos Interferons do Tipo-I e os camundongos geneticamente modificados para 

a atividade catalítica da enzima (PI3Kγkd/kd) foram obtidos do Biotério de matrizes de 

São Paulo (USP).Camundongos da linhagem C57BL/6 foram adquiridos no Centro de 

Bioterismo da UFMG. Todos animais foram mantidos no Biotério do Departamento de 

Bioquímica e Imunologia do ICB/UFMG, sob condições controladas de temperatura 

(28ºC a 30°C), umidade (50%), ventilação, ciclos de iluminação de 12 horas e ração e 

água sem restrições. Ambos machos e fêmeas adultos foram utilizados no presente 

estudo, possuindo entre 6 a 8 semanas de idade. Este estudo, tal como todos os 

procedimentos experimentais foram previamente submetidos ao comitê de ética em 

experimentação animal (CEUA) da UFMG. Protocolo: 72/2020. 

 

4.2. Vírus 

O vírus utilizado nesse estudo foi o isolado clínico do ZIKV (ZIKV HS 2015 

BA1; disponível em ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX520666), obtido a partir do soro de 

um paciente infectado em Salvador-BA em 2015. O ZIKV foi propagado em células de 

mosquito Aedes albopictus C6/36 (BCRJ 0343) como descrito anteriormente(Costa et 

al 2017). Os estoques virais foram produzidos em células VERO-CCL81 (BCRJ 0245), 
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mantidas em estufa com atmosfera umidificada a 37ºC na presença de CO2, em meio 

de cultivo RPMI (1x) suplementado com 1% antibióticos, 1% L-Glutamina, 1% 

aminoácidos não essenciais, 10% Soro Fetal Bovino, durante 3-5 dias. Após a 

propagação, todo o sobrenadante foi coletado e concentrados (Centricon Millipore) e 

armazenados em freezer -80°C previamente ao uso. 

 

4.3 Tratamento 

Para investigar o papel do PI3Kγ na infecção pelo ZIKV, utilizamos o inibidor 

seletivo AS605240 (Sigma Aldrich). No modelo in vivo, camundongos A129 foram 

tratados diariamente com uma dose subcutânea de 30 mg/kg do inibidor AS605240, 

dissolvido em solução salina (Cloreto de Sódio 0,9%) com 3% de DMSO, com base 

em dados previamente descritos na literatura (Camps et al., 2005). 

 

4.4 Cultura de neurônios primários e ensaio de morte celular (Live/Dead). 

Inicialmente, o ciclo estral das fêmeas foi avaliado por citologia vaginal, 

conforme descrito por Byers e colaboradores (2012), para determinar o período fértil 

(ovulatório) das fêmeas e, assim, determinar a data exata da fecundação durante os 

acasalamentos. Para a obtenção dos embriões com 15 dias (D15) de gestação, casais 

de camundongos C57BL/6 e PI3Kγkd/kd (proporção de um macho para cada fêmea 

nas fases proestro ou estro do ciclo estral) foram acondicionados em uma mesma 

caixa pelo período de 24 horas. Após, foram realizadas a verificação da presença do 

plug vaginal, que é um sinal de cópula, e foi avaliado o ciclo estral, a fim de se obter 

um indicativo de fecundação anterior à inoculação nesses animais. As fêmeas 

consideradas grávidas foram separadas em outra caixa e o período gestacional 

anotado. As culturas neuronais foram feitas a partir do córtex e das regiões estriatais 

dos cérebros de embriões das linhagens C57BL/6 e PI3Kγkd/kd, no dia 15 (D15) de 

gestação. No ensaio para obtenção de células neuronais, foi realizado um 

procedimento de dissecção do tecido cerebral, que foi submetido a tripsina, seguido 

de dissociação celular utilizando uma pipeta de Pasteur polida pelo fogo. O tratamento 

das placas com poly-L-ornithine foi realizado durante 1 hora, 24 horas antes do 

plaqueamento das células neuronais, que foi feito em meio neurobasal suplementado 

com B27, N2, GlutaMAX 2mM, penicilina 50 μg/ml e estreptomicina 50 μg/ml. As 

células foram incubadas a 37°C e 5% de CO2 em uma incubadora umidificada e 
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cultivadas por 5 dias in vitro. Após isso, foi realizada a infecção das células neuronais 

com ZIKV (MOI 0,1) durante 1 hora de adsorção. O resíduo de vírus foi retirado da 

placa e lavado duas vezes com meio neurobasal incompleto. Depois disso, foi 

adicionado um novo meio suplementado conforme descrito anteriormente. As células 

foram incubadas novamente em uma estufa úmida de CO2. Em diferentes tempos de 

infecção, o sobrenadante celular foi coletado para análises posteriores, como titulação 

viral e ELISA. Além disso, com as células aderidas na placa, foi realizado o ensaio de 

morte celular descrito como LIVE/DEAD (FIGURA 8). 

 

Figura 8. Esquema representativo para avaliar o papel da via PI3Ky durante a infecção pelo ZIKV 

em cultura de neurônios primários. A cultura primária de neurônios foi realizada a partir de embriões 

de camundongos WT; deficiente para a subunidade catalítica da enzima (PI3Kγkd/kd). Após 24, 48 e 

72 horas da infecção pelo ZIKV, o sobrenadante foi coletado para titulação viral e as células aderidas 

foram submetidas ao ensaio de morte celular (LIVE/DEAD). 

 

No ensaio de morte celular (LIVE/DEAD) os neurônios foram corados com 2 

μM éster acetoximetílico de calceína (AM) e 2 μM de homodímero de etídio 1, tempo de 

incubação 15 minutos, foi determinado que a frações de células vivas (calceína AM 

positiva) e mortas (células positivas para o homodímero de etídio 1). As células 

neuronais foram visualizadas e fotografadas em um microscópio de fluorescência, a 

Estação de Imagem Celular FLoid ® (Thermo Scientific). Foi realizado a análise de 

triplicatas experimentais e biologicas no software ImageJ. Células mortas foram 
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expressas como uma porcentagem do número total de células, como descritas em 

(COSTA & DEL SARTO et al., 2017). 

4.5 Experimentação animal, parâmetros clínicos, eutanásia e coleta das 

amostras 

Para avaliar se o ZIKV modula a via da PI3Kγ em cérebros de camundongos, 

realizamos um estudo cinético para analisar a fosforilação da AKT em diferentes 

momentos de infecção. Para isso, camundongos A129 foram infectados com ZIKV 

(4x10³ PFU/200 µl) por via intravenosa. Os animais foram eutanasiados sobredose de 

anestésico (cetamina 80 mg/kg e xilazina 15 mg/kg) em seguida de deslocamento 

cervical em diferentes tempos: 6 horas, 1 dia, 3 dias e 5 dias após a infecção para 

coletar o cérebro para analises posteriores de western blot (FIGURA 9). 

 

 

Figura 9: Esquema representativo para avaliar a fosforilação da AKT em diferentes tempos de 

infecção pelo ZIKV. Animais fêmeas e machos de 6-8 semanas foram infectados por via intravenoso 

com inóculo de 4x103 PFU/200µl na hora zero. 6 horas, 1 hora, 3 horas e 5 horas após a infecção foi 

realizada a eutanásia dos animais e a coleta do cérebro para analises posteriores. 

 

Para estudar o papel da via da PI3ky foi realizado o bloqueio farmacológico 

da via através do uso do inibidor AS605240 (Sigma Aldhrich) nos animais após a 

infecção com ZIKV (4x103) por via intravenosa. Como controle experimental foram 

usados camundongos inoculados a solução veículo – DMSO 3%. O AS605240 foi 

administrado por via subcutânea na dose de 30mg/kg do animal no esquema de pré- 

tratamento (administração do composto 1 hora antes da infecção e a cada 24 horas 

por quatro dias) ou pós-tratamento (administração do composto nos dias 2, 3 e 4 após 

a infecção). No decorrer do experimento, foram realizadas o monitoramento das 

medidas do peso e da pressão intraocular (IOP) dos animais. As medições de IOP 

foram realizadas nos dias 0, 3 e 5 após a infecção pelo ZIKV, utilizando um tonômetro 
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de aplanação Tono-Pen Vet (Reichert Technologies, NY, USA) que foi calibrado e 

somente após mensurou a iop como previamente descrito em (FOUREAUX et al, 

2015). Para evitar variações as medidas mesmo que em dias diferentes foram 

realizadas no mesmo horário. 

No Dia 5 após a infecção, os animais foram anestesiados com uma solução 

de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) por via i.p, para coleta de sangue, foi 

realizada laparotomia mediana seguida pela coleta do sangue em seringas contendo 

EDTA pela punção da veia cava inferior. Posteriormente, os animais foram 

eutanasiados por sobredose de anestésico seguido de deslocamento cervical para a 

coleta do cérebro para realizar analises como titulação viral, ELISA, histologia e 

imunohistoquímica ou citometria de fluxo (FIGURA 10). 

 

Figura 10. Representação esquemática para avaliar o papel do inibidor AS605240 durante a 

infecção pelo ZIKV. AS605240 foi administrado 1 hora antes ou 2 dias depois da infecção e a cada 24 

horas até a eutanásia (dia 5 da infecção). O peso corporal foi avaliado diariamente e a pressão 

intraocular foi analisada nos dias 0, 3 e 5. No dia 5 da infecção, o cérebro foi colhido para analises 

posteriores. 

 

4.6 Determinação dos títulos virais pelo método de Unidades formadoras 

de placas. 

Foi realizado a titulação viral dos cérebros, nervos ópticos e olhos dos 

camundongos infectados. Para isso, foi realizado o ensaio de placa em células da 

linhagem VERO CCL-81 (células derivadas de rim do macaco verde africano - 

Cercopithecus aethiops) (BCRJ código 0343). Inicialmente, as células VERO CCL-81 

foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(SFB) e na presença dos antibióticos penicilina (100U/mL) e gentamicina (50μg/mL). 

As células foram tripsinizadas, homogeneizadas e plaqueadas em placas de 24 poços 
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a uma densidade de 1x10⁵ células/poço. As placas foram incubadas em uma estufa a 

37ºC com atmosfera de 5% de CO₂ por cerca de 24 horas. O ensaio foi realizado 

quando os poços apresentaram uma monocamada de células com uma confluência 

de 90%. 

As amostras de cérebro foram pesadas, maceradas com cadinho e pistilo de 

porcelana estéreis e diluídas serialmente, seguindo a proporção de 10% peso/volume, 

em meio RPMI com antibióticos, na ausência de SFB. Em cada poço de uma placa 

foram adicionados 300μL das diluições (10⁻⁵ a 10⁻⁸). 

O controle de células foi realizado em um poço sem amostra com vírus, ao qual 

foi adicionado apenas o meio RPMI 1640 com antibióticos. As placas foram incubadas 

por uma hora a 37ºC (período de adsorção viral), sendo movimentadas a cada quinze 

minutos para garantir uma distribuição homogênea das partículas virais sobre a 

monocamada de células. Após o período de adsorção, o meio foi retirado dos poços 

e descartado, e as células foram lavadas cuidadosamente com meio RPMI 1640. Em 

seguida, foi adicionado 1mL por poço de meio RPMI 1640 contendo 1,6% de 

carboximetilcelulose, antibióticos e 2% de SFB. As placas foram incubadas a 37ºC por 

quatro dias, período no qual os efeitos citopáticos puderam ser observados ao 

microscópio invertido. 

Após este período, as células foram fixadas em formol tamponado a 10% e, 

posteriormente, corados com solução de cristal violeta a 1% p/v em formol tamponado 

a 10% durante 2 horas. Posteriormente, os poços das placas foram lavados com água 

e deixados para secar. A contagem das placas de lise formadas pelo vírus foi realizada 

manualmente para a determinação do título das amostras, os quais foram expressos 

em PFU/mL (unidades formadoras de placa). 

 

4.7 Dosagem de citocinas por ELISA 

Para dosagem dos mediadores inflamatórios, tais como citocinas (IFN-γ, IL-1β, 

IL-6 e BDNF) e quimiocinas (CCL-2, CCL-3, CCL-4 e CXCL-1), fragmentos de 

cérebros foram homogeneizados em solução de PBS 1X contendo inibidor de 

proteases (0,1mM fenilmetilsulfonil fluoreto; 0,1mM clore7to de benzatonio; 10mM 

EDTA e 20 KI aprotinina A) e 0,05% Tween 20, na proporção de 0,1g de tecido para 

cada mL de solução. Foi utilizado um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125, 

Fisher Scientific, Pennsylvania, EUA). Em seguida, as amostras foram 

centrifugadas a 10.000 g por 10 minutos a 4ºC (Centrífuga BR4, Jouan, Winchester, 
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VA, EUA) e os sobrenadantes foram recolhidos e estocados em microtubos (Tubo 

2mL, Eppendorf do Brasil) a -20ºC, para posterior análise. 

As amostras de tecidos foram analisadas na diluição 1:2 em PBS contendo 

0,1% de albumina bovina (BSA). Foram utilizados kits de anticorpos (R&D Systems, 

EUA), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Todos os ensaios foram 

realizados em placas de 96 poços (C96 MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher 

Scientific, EUA). Para a realização do ensaio, os anticorpos de captura foram diluídos 

em PBS (pH 7,4), sendo que a sensibilização ocorreu durante 18h a 4ºC. A reação foi 

bloqueada com BSA 1% em PBS . As amostras, os padrões e o branco (albumina 

0,1%) foram adicionados aos poços e incubados por 18h. A reação foi detectada pela 

incubação com streptavidina conjugada com peroxidase (HRP-Streptavidin 

Pharmingen – 1:4000) e revelada com OPD (o-fenilenodiamina dihidrocloreto – 59 

Sigma-Aldrich, EUA). Após 30 minutos, a reação foi interrompida com H₂SO₄. A leitura 

foi feita no leitor de ELISA (Status Labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) 

em comprimento de onda de 492nm. 

 

4.8 Avaliação histopatológica e imuno-histoquímica 

Após a eutanásia dos camundongos, metade do cérebro foi coletada e fixada 

em formaldeído a 10% em PBS por 48 horas. Posteriormente, foram lavados com 

água deionizada e mantidos em álcool a 70% até o processamento, que foi realizado 

através de passagens em etanol com concentrações crescentes, xilol e parafina 

líquida. Uma vez processados, os tecidos foram incluídos em parafina, cortados em 

micrótomo e fixados em lâminas histológicas. As lâminas dos cérebros foram coradas 

com Hematoxilina e Eosina (H&E), conforme descrito por Jackman e colaboradores 

(2018). O grau de inflamação foi quantificado por um patologista que analisou o índice 

histopatológico do córtex cerebral, hipocampo e inflamação da meninge de maneira 

cega. As amostras de córtex cerebral foram graduadas da seguinte forma: 0, sem 

danos; 1, destruição tecidual mínima e/ou gliose/inflamação leve; 2, destruição 

tecidual leve e/ou gliose/inflamação moderada; 3, destruição tecidual definida (perda 

neuronal e dano parenquimal) e inflamação intensa; 4, necrose. A inflamação 

meníngea foi graduada de 0 a 4: 0, sem inflamação; 1 a 4 correspondem a 1 a 4 

camadas celulares, respectivamente. A soma dos índices do córtex cerebral e 

meninge compreendeu o índice final, de até 8 pontos, conforme descrito em ( MARIM 

F et al., 2021; AMARAL et al., 2011). 
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Para a imunohistoquímica, foi realizada a avaliação do número de células 

positivas para micróglia (Iba-1), astrócitos (S100β) e apoptose (Casp-3). Para isso, 

foram feitas fatias de córtex parafinizadas conforme o processamento descrito 

anteriormente, e esses cortes foram fixados em lâminas sinalizadas para 

imunohistoquímica (StarFrost). Em seguida, as lâminas passaram por um protocolo 

de desparafinização, onde foram imersas duas vezes em xilol absoluto por 15 minutos. 

Depois, as lâminas passaram por um processo de hidratação, sendo imersas em 

diferentes concentrações de etanol: etanol absoluto, seguido por etanol 90%, 80%, 

70% e água deionizada, durante 5 minutos em cada banho. 

Após isso, foi realizada a recuperação antigênica. As lâminas marcadas para 

IBA-1 foram imersas em solução de citrato (pH 6), sendo que para CASP-3 e S100β 

as lâminas foram imersas em solução de EDTA (pH 8) durante 20 minutos a 96 graus. 

Em seguida, as lâminas foram lavadas três vezes com água deionizada e incubadas 

com o bloqueio de reações inespecíficas (solução de peróxido de hidrogênio, dois 

banhos de 15 minutos cada) e com bloqueio de ligações inespecíficas (protein block - 

ABCAM durante 5 minutos). 

Após isso, os anticorpos primários para micróglia (Iba-1), astrócitos (S100β) e 

apoptose (Casp-3) foram incubados por 18 horas. Depois, as lâminas foram incubadas 

com o respectivo anticorpo secundário por 30 minutos e incubadas durante 30 minutos 

com estreptavidina-peroxidase (KIT ABC - ABCAM). Em seguida, elas foram 

reveladas com DAB (Dako) durante 30 segundos cada uma. Após, as lâminas foram 

coradas com hematoxilina e depois passaram por uma bateria de etanol para 

desidratação: etanol 70%, 80%, 90% e absoluto, durante 5 minutos em cada banho. 

Por fim, antes da montagem da lâmina com a lamínula, as lâminas passaram por três 

banhos de xilol absoluto durante 5 minutos, conforme descrito em ( MARIM F et al., 

2021). 

 

4.9 Citometria de Fluxo 

Imunofenotipagem de células do cérebro dos animais serão realizadas, os 

cérebros serão macerados em cadinho de porcelana e a suspensão de células em 

meio de cultura filtrada em filtros de 70μm (Falcon) para isolar células. A citometria de 

fluxo será realizada seguindo a metodologia descrita por (ZAIDAN et al., 2022). Para 

isto avaliaremos diferentes subpopulação de células imune com base em marcadores 

moleculares de cada subconjunto de células: células T CD4 + (CD4 + /CD3 + ), células 
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T CD8 + (CD8 + /CD3 + ), células T regulatórias (Foxp3 + /CD4 + /CD3 + ), células NK 

(CD3 − /NK + ), os macrófagos (CD45+Gr-1-F4/80+), monócitos(CD45+Gr-1+F4/80+) e 

neutrófilos (CD45+Gr-1+F4/80-). No mesmo subconjunto de células avaliaremos 

também receptores e mediadores como TNF, IFN- γ, iNOS, CD206 e IL-10. 

 

4.10 Cultura de Neuroblastoma humano e ensaio de citotoxidade 

Para avaliar a viabilidade celular e o título viral em células de neuroblastomas 

humanas infectadas pelo ZIKV, tratadas ou não com o inibidor da PI3Kγ. Para isso, 

os neuroblastomas humanos foram implantados em microplacas de 96 poços (1×10⁵ 

células/poço) e incubados a 37°C por 24 horas em uma estufa de CO₂. Em seguida, 

as células foram infectadas com 100 μL de ZIKV (MOI 1) diluído em DMEM sem 

suplementação de SFB, por uma hora. Após o período de adsorção, o meio de cultivo 

infectado foi removido e substituído por 200 μL de novo meio DMEM F12, 

suplementado com 10% de SFB, com ou sem o inibidor AS605240. 

Após 48 horas de incubação, o meio de cultura foi coletado e armazenado para 

análises posteriores, incluindo titulação viral, LDH e ELISA (FIGURA 11). Para avaliar 

a viabilidade celular, foi adicionado 10 μL de uma solução de brometo de 3-(4,5- 

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) (2 mg/mL diluídos em PBS 1X) nas células 

ainda aderidas na placa. Após 90 minutos de incubação em estufa de CO₂, o 

sobrenadante foi descartado e 100 μL de DMSO foram adicionados em cada poço. A 

placa foi homogeneizada e a absorbância do comprimento de onda (λ = 540 nm) de 

cada poço foi medida em um espectrofotômetro de ELISA. 

 

 

Figura 11. Representação esquemática da estratégia experimental para avaliar os efeitos 

terapêuticos do inibidor PI3Kγ AS605240 e a expressão de pAKT. Primeiramente, as células SH- 

SY5Y foram infectadas pelo ZIKV (MOI 1). Posteriormente, foram tratadas ou não com o inibidor 

AS605240 nas concentrações de 0,5; 5; e 50 µM. Após 48 horas, foram realizadas análises de 

viabilidade celular e título viral nas células de neuroblastoma. Para avaliar a fosforilação da AKT em 

resposta ao inibidor da PI3Kγ, o lisado celular foi coletado após 48 horas dos grupos infectados ou não 

infectados, tratados ou não com o inibidor AS605240 na concentração de 0,5 µM. 
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4.11. Ensaio de lactato-desidrogenase (LDH) 

O LDH foi realizado usando o kit Bioclin e Triton como controle positivo. Para 

realizar o ensaio, uma alíquota (4 μL) do sobrenadante celular de cada poço foi 

transferido para uma placa de microtitulação de 96 poços e 200 μL do reagente LDH 

(reagente 1: tamponado substrato e reagente 2: coenzima, na proporção 1:5) foi 

adicionado. A absorbância foi medida a 340 nm em um leitor de microplacas 

imediatamente após adicionar o LDH reagente e 1, 3 e 4 minutos depois. A viabilidade 

celular foi calculado usando a seguinte equação (Kit Bioclin LDH): Δ/min= 

[(Absorbância 1ª leitura – Absorbância 2ª leitura)+(Absorbância 3ª leitura – 

Absorbância 4ª leitura)]/ 2×20794,34, onde o número é um fator de correção fornecido 

pelo fabricante do kit. 

 

4.12 Análise Estatística 

Os cálculos estatísticos como teste t e anova foram realizados por meio do 

programa GraphPad PRISM 7 2017®. Os resultados com um valor de P <0,05 foram 

considerados significativos. 

 
5.RESULTADOS 

 
5.1 Redução da morte neuronal e do título viral em neurônios derivados 

de embriões deficientes para a enzima catalítica PI3Kγkd/kd 

Estudos realizados pelo nosso grupo revelaram que neurônios primários têm 

alta suscetibilidade à infecção pelo ZIKV, resultando em morte neuronal (COSTA & 

DEL SARTO et al., 2017; MARIM et al., 2021). Como a via PI3K/AKT desempenha um 

papel crucial na sobrevivência celular, investigamos se a ativação da via PI3Kγ 

poderia modular a replicação do ZIKV e a morte neuronal induzida pelo vírus. Para 

isso, realizamos a cultura primária de neurônios derivadas do córtex e estriado de 

embriões C57BL/6 (WT) e PI3Kγkd/kd que são portadores de uma mutação de perda 

de função da PI3Kγ. Após 5 dias de cultivo, infectamos com ZIKV (MOI 0,1) as células 

neuronais por 24, 48 e 74 horas. Após, o sobrenadante foi coletado para avaliação do 

título viral por ensaio de placas e as células foram submetidas a ensaios de viabilidade 

celular utilizando o ensaio LIVE/DEAD (Figura 12A). Nos tempos de 24 e 48 horas 

após a infecção, observou-se que os neurônios primários derivados de embriões WT 
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apresentaram uma maior replicação viral em comparação com os neurônios primários 

sem atividade catalítica da enzima PI3Kγ (Figura 12B). No tempo mais tardio, de 72 

horas, não houve diferença significativa entre os grupos. 

Ao avaliar a morte neuronal, inicialmente, no tempo de 24 horas, não se 

observou diferença significativa entre os grupos infectados e não infectados. Contudo, 

em 48 horas após a infecção, os neurônios de embriões WT apresentaram maior 

morte neuronal em comparação com os neurônios derivados de embriões PI3Kγkd/kd 

(Figuras 12C-D). No tempo mais tardio, de 72 horas, não se observou diferença na 

morte neuronal entre os neurônios derivados de embriões WT e PI3Kγkd/kd. Esses 

resultados sugerem que a inibição da via PI3Kγ reduz a replicação viral, implicando 

diretamente na redução da morte neuronal. Em conjunto, estes achados indicam que 

a inibição da via PI3Kγ é benéfica durante a infecção pelo ZIKV em células neurais 

murinas. 
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Figura 12. Cultivo de neurônios deficientes para PI3Ky apresentam reduzida carga viral e morte 

celular após infecção pelo ZIKV. A cultura primária de neurônios foi realizada a partir de embriões de 

camundongos C57BL/6; deficiente para a subunidade catalítica da enzima (PI3Kγkd/kd). Após 24, 48 e 

72 horas da infecção pelo ZIKV (A), o sobrenadante foi coletado para avaliar o título viral (B) e a morte 

celular (C) foi avaliada usando o ensaio de viabilidade celular LIVE/DEAD. (D) Imagens representativas 

no tempo de 48horas de neurônios infectados ou não infectados pelo ZIKV. Esses foram corados com 

calceína AM (verde indica células vivas) e homodímero de etídio (vermelho indica células mortas). As 

barras indicam os valores médios e como representam o desvio padrão. *0,01 < P < 0,05; **0,001 < P 

< 0,01; ***P < 0,001; e ****P < 0,0001. 
 

 

5.2 A inibição do PI3Ky melhora a doença induzida pelo ZIKV 
 

Em seguida, investigamos a influência da via PI3Ky durante a infecção pelo 

ZIKV in vivo. Camundongos A129-/-, que são suscetíveis à infecção por ZIKV (COSTA; 
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DEL SARTO et al., 2017), foram inoculados por via intravenosa com ZIKV (4x103 PFU) 

e tiveram seu cérebro coletado em vários momentos diferentes após a infecção, como: 

6 horas, 1, 3 e 5 dias (Figura 13A). A infecção pelo ZIKV não alterou a ativação da 

AKT no cérebro dos animais, uma vez que a AKT fosforilada (pAKT) não apresentou 

alteração nos diferentes dias de infecção quando comparada com o grupo mock (não 

infectado) (Figura 13B - C). 

Posteriormente, para investigar a via PI3Kγ na patogênese do ZIKV, realizamos 

outro delineamento experimental no qual tratamos camundongos A129-/- com um 

inibidor seletivo de PI3Kγ (AS605240; 30 mg/kg) uma hora antes da infecção pelo 

ZIKV (4x10³ PFU) e a cada 24 horas até a eutanásia, realizada no 5º dia pós-infecção 

(dpi). Em nosso modelo experimental, o 5 dpi corresponde ao pico da doença induzida 

pelo ZIKV (Figura 13D). Como resultado, a infecção pelo ZIKV induziu uma perda 

significativa de peso nos camundongos, que não foi revertida pelo tratamento com 

AS605240 (Figura 13E). No entanto, ao avaliarmos outros parâmetros, observamos 

que o ZIKV aumentou a pressão intraocular a partir do 3º dia de infecção, e a inibição 

da via PI3Kγ foi capaz de reduzir essa pressão no 5º dpi (Figura 13F). A replicação 

viral nos grupos infectados, verificamos que os camundongos tratados com o inibidor 

da via PI3Kγ apresentaram uma redução de mais de 1 log no título viral em 

comparação com o grupo apenas infectado (Figura 13G). Além disso, na análise 

histopatológica, os camundongos sem tratamento, apenas infectados pelo ZIKV, 

apresentaram maior escore de meningite, maior ativação de vasos sanguíneos no 

córtex com sinais de hiperemia, maior infiltrado de células inflamatórias e também 

gliose, quando comparados com camundongos que receberam o tratamento com o 

inibidor AS605240 após a infecção pelo ZIKV (Figuras 13H-I). Esses dados sugerem 

que a inibição farmacológica do PI3Kγ desempenha um papel neuroprotetor no 

contexto da infecção por ZIKV. 
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Figura 13. O inibidor da via PI3Ky melhora os parâmetros clínicos, reduz os títulos virais e a 

lesão cerebral em camundongos A129 infectados pelo ZIKV. (A) Representação esquemática da 

estratégia experimental, camundongos A129 foram inoculados (iv) com 4x103 PFU/200μL de ZIKV e 

depois sacrificados em diferentes momentos de infecção para avaliar a expressão de pAKT. (B) 
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quantificação representativa da imagem (C) da expressão pAKT no cérebro dos animais após a 

infecção. (D) Representação esquemática da estratégia experimental para avaliar o papel do inibidor 

AS605240 durante a infecção pelo ZIKV. AS605240 foi administrado 1 hora antes da infecção e a cada 

24 horas até a eutanásia (dia 5 da infecção). (E) O peso corporal foi avaliado diariamente e (F) a pressão 

intraocular foi analisada nos dias 0, 3 e 5. No dia 5 da infecção, o cérebro foi colhido para (G) análise 

de ensaio de placa e para (H) análise semiquantitativa (histopatológica). pontuação) após coloração 

H&E de seções cerebrais. (I) Imagens representativas de seções cerebrais. As barras indicam os 

valores médios e como representam o desvio padrão. *0,01 < P < 0,05; **0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001; 

e ****P < 0,0001. 

 
5.3 A inibição da PI3Ky reduz a neuroinflamação induzida pelo ZIKV sem 

alterar os níveis de citocinas pró ou anti-inflamatórias. 

 
Foi demonstrado que o ZIKV promove a neuroinflamação ao infectar e ativar 

células da glia, particularmente micróglia e astrócitos, levando à liberação de citocinas 

pró-inflamatórias (MARIM et al., 2021). Para investigar a influência da via PI3Kγ nas 

alterações celulares causadas pelo ZIKV, realizamos uma imunocoloração para 

quantificar o número de células mieloides, como macrófagos residentes ou micróglia 

(IBA-1+) e astrócitos (S100β+) (Figura 14A). Conforme descrito na literatura, no 

modelo experimental atual, a infecção pelo ZIKV induziu um aumento significativo no 

número de macrófagos/micróglia (IBA-1+) (Figura 14A) e de astrócitos (S100β+) 

(Figura 14B) no córtex cerebral. Em contrapartida, a inibição de PI3Kγ com AS605240 

foi capaz de reduzir o número de células positivas para IBA-1 (Figura A e D) e evitar 

o aumento de células positivas para S100β induzido durante a infecção pelo ZIKV 

(Figuras 14B e D). Além disso, investigamos se a morte induzida pelo ZIKV nos grupos 

tratados ou não com AS605240 era causada por apoptose, medindo a presença de 

caspase-3 clivada (Figura 14C-D). Considerando que a via PI3K/AKT está relacionada 

à sobrevivência celular e sua inibição leva à apoptose, esperávamos ver diferenças 

entre os grupos. No entanto, nossos resultados mostraram que não houve diferença 

significativa na quantidade de caspase-3 clivada no córtex cerebral entre os grupos 

infectados e não infectados. 
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Figura 14. O tratamento com inibidor de PI3Ky reduziu a ativação de células inflamatórias no 

cérebro induzida pela infecção por ZIKV. A imunohistoquímica de (A) IBA-1+, (B) S100B e (C) CASP- 

3 clivada foi realizada no cérebro de camundongos a 5 dpi. (D) Imagens representativas de seções 

cerebrais. As barras indicam os valores médios e como representam o desvio padrão. *0,01 < P < 0,05; 

**0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001; e ****P < 0,0001. 

 

Sabe-se que os neurônios e as células gliais podem desempenhar papéis 

cruciais no processo de neuroinflamação, liberando principalmente citocinas e 

quimiocinas durante a infecção por Zika (FOK-MOON L et al., 2017). Portanto, 

buscamos compreender melhor o ambiente inflamatório induzido pelo ZIKV e o efeito 

do tratamento com inibidor da via da PI3Kγ diante a infecção pelo ZIKV, quantificando 

citocinas pró-inflamatórias TNF, IL-1β, IL-6 e IFN-γ e quimiocinas CCL-2, CCL3, CCL4 e 

CXCL-1. 
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Embora o TNF não tenha apresentado diferença entre os grupos infectados e 

não infectados (mock), nossos resultados demonstraram que o ZIKV induziu um 

aumento significativo das citocinas pró-inflamatórias IFN-γ, IL-6 e IL-1β no tecido 

cerebral. O tratamento com inibidor da PI3Kγ não foi capaz de alterar os níveis dos 

mediadores avaliados (Figura 15A-D). Da mesma forma, o ZIKV aumentou a liberação 

das quimiocinas CCL-2, CCL-3, CCL-4 e CXCL-1 (Figura 15E-H) durante a infecção 

em comparação com o grupo mock, e o tratamento com inibidor da PI3Kγ novamente 

não foi capaz de diminuir ou evitar esse aumento induzido pela infecção. 

Posteriormente, considerando que a sinalização mediada pela PI3K pode 

regular as respostas inflamatórias e induzir a produção de citocinas anti-inflamatórias 

como a IL-10 (ANTONIV et al., 2011). Avaliamos se o tratamento com o inibidor 

AS605240 teria algum efeito na IL-10 e no fator neurotrófico BDNF, que é crucial para 

a homeostase neuronal, durante a infecção pelo ZIKV. Nossos resultados mostraram 

que os grupos infectados com ZIKV e os grupos tratados com inibidor da PI3Ky 

reduziram a de IL-10 (Figura 15I). No entanto, ao comparar os grupos infectados e 

infectados tratados, não houve diferença significativa. Ao dosar os níveis do BDNF 

nos cérebros dos animais (Figura 15H), observamos que a quantidade de BDNF no 

grupo tratado com AS605240 e infectado pelo ZIKV foram maiores que nos demais 

grupos. Isso pode conferir efeitos protetores adicionais aos neurônios durante a 

infecção (LIMMA et al 2019). 
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Figura 15. O tratamento com inibidor de PI3Ky não alterou o aumento de citocinas e quimiocinas 

induzida durante a infecção pelo ZIKV. A produção de citocinas pró-inflamatórias (A-D), quimiocinas 
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(E-H), citocina anti-inflamatório (I) e fatores neurotróficos (J) foram avaliadas em cérebros de 

camundongos. As barras indicam os valores médios e como representam o desvio padrão. *0,01 < P < 

0,05; **0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001; e ****P < 0,0001. 

 

5.4 A inibição da PI3Ky suprime a ativação celular induzida pela infecção 

pelo ZIKV 

5.4.1Populações de células mielóides 
 

O próximo passo em nosso estudo foi investigar os efeitos da inibição da PI3K 

nas populações de células mielóides e linfóides no cérebro de camundongos 

infectados pelo ZIKV. Para este experimento, camundongos A129-/- foram inoculados 

por via intravenosa com 4x10³ PFU de ZIKV. Uma hora antes da infecção, os 

camundongos foram tratados com AS605240 (30 mg/kg), com doses subsequentes 

administradas a cada 24 horas até 5 dias pós-infecção (dpi). Amostras de cérebros 

foram coletados no 5 dpi para citometria de fluxo (Figura 16A). Gráficos de densidade 

representativos mostram a estratégia de controle utilizada para identificar células 

micróglias ativadas (CD45intCD11b+F4/80+MHCII+) (Figura 16B). Nossos resultados 

demonstraram que a infecção pelo ZIKV induziu a ativação da micróglia (Figuras 16C- 

D). Por outro lado, o tratamento com AS605240 preveniu essa ativação induzida pela 

infecção pelo ZIKV (Figura 16D). 

Para avaliar o perfil inflamatório, caracterizamos a expressão de mediadores 

pró-inflamatórios, como iNOS e TNF. Nossos resultados mostraram que, embora não 

houvesse alteração na expressão de iNOS nas micróglias ativadas entre os grupos 

(Figura 16E), a infecção pelo ZIKV aumentou significativamente os níveis de TNF na 

micróglia ativada (Figura 16F). Adicionalmente, o tratamento com AS605240 foi capaz 

de prevenir o aumento de TNF causado pelo ZIKV na micróglia ativada durante a 

infecção (Figura 16F). Além disso, observamos que o ZIKV aumentou tanto a 

expressão do receptor de manose (CD206+) quanto a produção de IL-10. E o 

tratamento com AS605240 diminuiu não apenas a expressão do receptor CD206, mas 

também reduziu a produção de IL-10 (Figuras 16G-H) nas micróglias ativadas. 
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Figura 16. O inibidor da via PI3Ky diminui a ativação microglial e a produção de TNF induzida 

pela infecção pelo ZIKV. (A) Esquema de infecção por ZIKV e tratamento com AS605240. (B) Gráficos 

de densidade representativos da proporção de (CD45inter), (CD11b+), micróglia ativada (F4/80+/MHC- 

I+) de um único cérebro infectado pelo ZIKV. (C) Micróglia (CD45intCD11b+F4/80+MHC-I-), (D) 

Micróglia ativada (CD45intCD11b+F4/80+MHC-1+), (E) Micróglia ativada expressando receptor de 



62 
 

manose (CD45intCD11b+F4/80+MHC-I+CD206+). (E) Micróglia produtora de IL10 

(CD45intCD11b+F4/80+MHC-I+IL-10+), (F) atividade de iNos (CD45intCD11b+F4/80+MHC-I+iNos+) e 

(G) liberação de TNF (CD45intCD11b +F4/80+MHC-I+TNF+). As barras indicam os valores médios e 

como representam o desvio padrão. *0,01 < P < 0,05; **0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001; e ****P < 0,0001. 

 

Ao avaliar outras populações de células mieloides, não foram observadas 

alterações no número ou na produção de mediadores pro-inflamatórios e anti- 

inflamatórios por monócitos, macrófagos e neutrófilos no grupo tratado com AS605240 

e infectado pelo ZIKV em comparação com os grupos mock ou controle infectado pelo 

ZIKV (Figura 17A-O). No geral, estes resultados sugerem que em células mieloides, 

o tratamento com AS605240 previne a ativação microglial e modula a produção de 

citocinas pró e anti-inflamatórias, potencialmente melhorando a resposta à infecção 

pelo ZIKV. 
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Figura 17. A infecção pelo ZIKV e a inibição da via da PI3Ky não alteraram a ativação ou liberação 

de mediadores em outros tipos células mieloides. (A-E) Números de monócitos inflamatórios 

(CD45+CD11b+Gr-1+F4_80+), (F-J) Macrofagos (CD45+CD11b+Gr-1-F4_80+) e (K-O) neutrófilos 

(CD45+CD11b+Gr-1+F4_80-), liberando produtores de de iNOS+, IFNγ+, IL-10 e expressando 

receptor de manose CD206+. As barras indicam os valores médios e como representam o desvio 

padrão. *0,01 < P < 0,05; **0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001; e ****P < 0,0001. 
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5.4.2 Populações de células linfóides 

 
Durante uma infecção viral aguda no SNC, a ativação da micróglia e dos 

astrócitos pode contribuir para a recrutamento de células linfóides, principalmente 

células T com atividade antiviral, que por sua vez exercem controle da replicação viral 

através de mecanismos indiretos, como a liberação de citocinas e ativação de outras 

células. Porém, já foi descrito que na infecção pelo ZIKV, o excesso dessas citocinas 

pró-inflamatórias, como o IFN-y, mediado por células citotóxicas T CD8+, pode 

danificar estruturas neuronais e promover apoptose neuronal (SATCHIDANANDAM et 

al., 2021; KREUTZFELDT et al., 2013; GARBER et al., 2019). Por causa disso, 

investigamos células TCD8+ diante do tratamento e infecção pelo ZIKV. Gráficos de 

densidade representativos mostraram a estratégia de controle usada para células T 

CD8+ (CD45highCD3+CD8+) (Figura 18A). Nossos resultados demonstraram que o 

ZIKV induz um aumento no número de células T CD8+ e que o tratamento com o 

inibidor AS605240 reduziu o número de células T CD8+ (Figura 18B). A infecção pelo 

ZIKV aumenta a liberação de mediadores pró-inflamatórios (INF-γ e IL-17) em células 

TCD8+. No entanto, o tratamento com o inibidor AS605240 foi capaz reduzir a 

produção desses mediadores, tanto INF-γ quanto IL-17 (Figura 18C-D) induzidos 

durante a infecção pelo ZIKV. Com base nisso, nossos resultados indicam que a 

inibição da via PI3Ky pode estar beneficiando a condição causada pelo ZIKV, uma vez 

que a inibição está associada à diminuição da inflamação no SNC e à redução da 

morte neuronal durante a infecção pelo ZIKV. 
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Figura 18. O tratamento com inibidor da via PI3Kγ diminui a ativação de CD8 T e a produção de 

IFN-ɣ e IL-17 desencadeada pela infecção pelo ZIKV. (A) Gráficos de densidade representativos da 

proporção de células T (CD45high), (CD3+), CD8 (CD3+CD8+) de um único cérebro infectado pelo ZIKV. 

(B) Célula T CD8 (CD3+CD8+). (C) Célula T CD8 produtora de IFN-ɣ expressando 

(CD45+CD3+CD8+IFN-ɣ+), (E) Célula T CD8 produtora de IL17 (CD45+CD3+CD80+IL-17+), Barras 

indicam média valores e como eles representam o desvio padrão. 0,01 < P < 0,05; **0,001 < P < 0,01; 
*P < 0,001; e ***P < 0,0001. 

 
Ao investigar outras populações de células linfóides, não foram observadas 

alterações nos números de células T do tipo CD4+ (Figura 19A) e T Reg+ (Figura 19B). 

No entanto, ao examinar a população de células NK+ (Figura 19C), observamos que o 

ZIKV aumentou o número de células NK+ em comparação com o grupo Mock. Já na 

população de células NKT+ (Figura 19D), observamos que, além do ZIKV aumentar o 

número de células NKT+, o tratamento com o inibidor da PI3Kγ foi capaz de reduzir o 

número dessas células durante a infecção. 

 
Ao investigar a produção dos mediadores pró-inflamatórios IFN-γ (Figura 19E- 

H) e IL-17 (Figura 19I-L) nessas populações celulares, constatamos que não houve 

diferença estatística entre os grupos infectados e não infectados. No geral, esses 

resultados sugerem que, em populações de células linfoides, o tratamento com 

AS605240 reduz a ativação de células T CD8+ e NKT, além de modular a produção de 
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citocinas pró-inflamatórias em células T CD8+, potencialmente melhorando a resposta 

à infecção pelo ZIKV. 
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Figura .19 Efeitos da infecção pelo ZIKV e do inibidor PI3Kγ nas populações de células linfoides 

e na produção de citocinas pró-inflamatórias. (A) Números de células T CD4+ (CD3+CD4+), (B) T 

Reg (CD3+CD4+ & FoxP3+), (C) NK+ (CD3-NK+), (D) NKT+ (CD3+NKT+), liberando (E-H) produtores 

de IFN-γ+ e (I-L) IL-17. As barras indicam os valores médios e como representam o desvio padrão. 

*0,01 < P < 0,05; **0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001; e ****P < 0,0001. 

 
 

5.4 A inibição terapêutica de PI3Kγ reduz a replicação do ZIKV e mitiga os 

danos cerebrais induzidos pelo ZIKV. 
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Para avaliar o potencial terapêutico da inibição de PI3Kγ, o tratamento com 

AS605240 (30mg/kg) foi iniciado no 2º dia pós-infecção e continuado diariamente até 

a eutanásia (Figura 20A). Amostras de cérebro, nervo óptico e olhos foram coletadas 

cinco dias após a infecção. Embora tenha ocorrido perda significativa de peso corporal 

devido à infecção pelo ZIKV, o tratamento com AS605240 iniciado no 2º dia pós- 

infecção não reverteu esse efeito (Figura 20B). A infecção pelo ZIKV levou ao aumento 

da pressão intraocular (PIO), e não houve diferenças significativas observadas em 

comparação ao grupo infectado e tratado com AS605240 (Figura 20C). No entanto, 

quando quantificamos os vírus viáveis, observamos que o tratamento com AS605240 

reduziu efetivamente os títulos virais (Figura 9D), inflamação e danos histopatológicos 

nos cérebros dos camundongos tratados em comparação com o grupo apenas 

infectados pelo ZIKV (Figuras 20E-F). A análise de imunocoloração revelou uma 

diminuição nas células IBA-1+ sem alterações nas células S100β+ em camundongos 

tratados em comparação com o grupo de veículos ZIKV (Figuras 20G-I). Assim, a 

inibição do PI3Ky apresenta oportunidades terapêuticas promissoras para mitigar a 

replicação do ZIKV e lesões cerebrais associadas.
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Figura 20.A administração terapêutica com o inibidor da via PI3Ky reduz os títulos virais, a lesão 

e a inflamação induzidas pelo ZIKV. (A) Representação esquemática da estratégia experimental, 

camundongos A129 foram inoculados (iv) com 4x103 PFU/200μL de ZIKV. 2 dias após a infecção, os 

camundongos foram tratados com AS605240 (30 mg/kg) a cada 24 horas durante 5 dias. (B) O peso 

corporal foi avaliado diariamente e (C) a pressão intraocular foi analisada nos dias 0, 3 e 5. No dia 5 da 

infecção, o cérebro foi colhido para (D) análise de ensaio de placa e para (E) análise semiquantitativa 

(histopatológica). pontuação) após coloração H&E de seções cerebrais. (F) Imagens representativas 

de seções cerebrais. Imunocolorações de (G) IBA-1+, (H) S100-β e (H) Imagens representativas de 

seções cerebrais. As barras indicam os valores médios e como representam o desvio padrão. *0,01 < 
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P < 0,05; **0,001 < P < 0,01; ***P < 0,001; e ****P < 0,0001. 

 
5.5 Os neuroblastomas humanos são protegidos pelo tratamento 

terapêutico com o inibidor AS605240 durante a infecção pelo ZIKV. 

Em seguida, investigamos os efeitos do inibidor PI3Ky na infecção por ZIKV em 

células de neuroblatomas humanos da linhagem SH-SY5Y. Para isso, infectamos 

neuroblastomas humanos com MOI 1 por 1 hora, após a adsorção tratamos com 

inibidor AS605240 a cada 24 horas em concentrações de 0,5; 5; e 50 µM durante 48 

horas (Figura 21A). Após 48 horas, para avaliar a morte celular (LDH) e o título viral, 

coletamos o sobrenadante celular. Os resultados demonstram que o ZIKV aumenta 

significativamente a morte neuronal e o tratamento com o inibidor AS605240 foi capaz 

de reduzir a morte neuronal induzida pelo ZIKV, independente da dose administrada 

(Figura 21B). Também, demonstramos que o tratamento com AS605240 reduz mais 

de um Log na replicação viral (Figura 21C) quando comparado com o grupo infectado 

apenas pelo ZIKV. 

Para confirmar a inibição da via de sinalização PI3Ky, quantificamos a 

expressão de pAKT após 48 horas de infecção pelo ZIKV com tratamento na 

concentração de 0,5 μM AS605240. Embora o ZIKV tenha aumentado os níveis de 

pAKT em comparação ao grupo não infectado, o grupo infectado pelo ZIKV e tratado 

com AS605240 não apresentou esse aumento, demonstrando a eficácia do inibidor 

da via (Figura 21D-E). Novamente, nossos resultados demonstram que a inibição da 

via PI3Ky é benéfica para a infecção pelo ZIKV tanto em neurônios murinos quanto 

em células neurais humanas. 
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Figura 21. Redução da morte neuronal e do título viral em neuroblastomas humanos (SH-SY5Y). 

Representação esquemática da estratégia experimental para avaliar os efeitos terapêuticos do inibidor 

PI3Ky AS605240 e a expressão de pAKT (A). SH-SY5Y foi infectado pelo ZIKV (moi 1), posteriormente 

foi tratado ou não com o inibidor AS605240 nas concentrações de 0,5; 5; e 50 µM. Após 48 horas, 

foram realizadas (B) análise de morte celular e (C) título viral em células de neuroblastoma. E para 

confirmar o efeito do inibidor AS605240, quantificamos a expressão de pAKT, neuroblastomas 

humanos foram infectados por ZIKV (moi 1) e posteriormente tratados com 0,5 μM AS605240. (D) As 

células foram utilizadas para quantificação de pAKT e (E) imagens representativas. 

 

6.DISCUSSÃO 
 

Após surtos de Zika nas Américas, estudos demonstraram que o ZIKV é 

neurotrópico e desencadeia uma resposta inflamatória que compromete a integridade 

da Barreira Hematoencefálica (BHE), facilitando sua disseminação para outras células 
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do SNC, como neurônios, astrócitos e micróglia. Em resposta à infecção, as células 

liberam citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias. Tal resposta do hospedeiro 

potencializa o sistema imunológico a combater a infecção. No entanto, esse processo 

desencadeia também um desequilíbrio na homeostase e contribui para a 

neuroinflamação (CLE et al., 2020). Como consequência da morte celular, a 

neuropatogênese induzida pelo ZIKV causa vários distúrbios cerebrais, como a 

microcefalia causada pelo desenvolvimento fetal durante a gravidez (MLAKAR et al., 

2016). Portanto, é urgente compreender possíveis mecanismos celulares que o vírus 

possa utilizar para se beneficiar e desenvolver terapias. 

No presente trabalho, investigamos o potencial efeito neuroprotetor da inibição 

da via PI3Kγ durante a infecção pelo ZIKV usando uma estratégia farmacológica (o 

inibidor AS605240) ou uma abordagem genética (camundongos deficientes PI3Kγ 

kd/kd), tanto em experimentos in vitro quanto in vivo. Nossos principais achados 

foram: (I) Redução na morte e no título viral em neurônios derivados de embriões 

deficientes para a enzima catalítica PI3Kγkd/kd. (II) Redução dos títulos virais, lesão, 

ativação celular de células inflamatórias e citocinas pró-inflamatórias liberadas por 

elas no cérebro de camundongos previamente tratados com inibidor AS605240 e 

infectados por ZIKV. (III) Redução dos títulos virais, lesão, ativação celular de células 

inflamatórias no cérebro de camundongos infectados pelo ZIKV e tratados 

terapeuticamente com inibidor AS605240. (IV) Redução na morte e no título viral em 

neuroblastomas humanos (SH-SY5Y) tratados com inibidor AS605240. 

A via PI3K/Akt desempenha um papel crucial no controle de funções celulares 

essenciais, incluindo migração celular, sobrevivência, metabolismo e proliferação 

(HAWKINS et al., 2015; CANTLEY et al., 1999). A isoforma PI3Kγ é particularmente 

expressa em células leucocitárias, células endoteliais, células gliais e células 

neuronais (LANAHAN et al., 2022). Devido ao papel fundamental da PI3Ky na 

migração leucocitária, esta via tornou-se alvo de estudos em doenças inflamatórias, 

sejam elas não infecciosas ou infecciosas. 

Estudos anteriores destacaram a importância da via PI3Kγ em várias infecções 

virais (DUNN et al., 2012). Por exemplo, a via PI3K/AKT regula a replicação de vários 

vírus, incluindo vírus JEV e DEN-2 (LEE et al., 2005), vírus da hepatite B e C ( SHIH 

et al., 2000; HE, Y et al., 2002), vírus Vaccinia e Cowpox (SOARES et al., 2009), vírus 

Usutu (USUV) , vírus do Nilo Ocidental (WNV) (ALBENTOSA-GONZÁLEZ et al., 
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2021), entre outros. Esses vírus impactam a via PI3K/AKT de diversas maneiras, como 

a entrada do vírus na célula, a tradução da proteína viral e principalmente a 

sobrevivência celular, pois esse mecanismo adia a apoptose da célula hospedeira e 

garante a persistência do vírus na infecção (DIEHL et al 2013). Quando investigamos 

a inibição seletiva de PI3Kγ com AS605240 em neuroblastomas humanos ou em 

neurônios primários derivados de embriões com PI3Kγkd/kd, que são células 

extremamente importantes na infecção por ZIKV, observamos redução na replicação 

viral e mortalidade celular quando comparado ao grupo controle, apenas infectado 

com ZIKV. Essas descobertas corroboram um estudo anterior, onde os pesquisadores 

mostraram que o tratamento com o inibidor de quinase derivado do celecoxib AR-12 

(OSU-03012) inibe o vírus Zika através da regulação negativa de PI3K/Akt em células 

neuronais (CHAN et al., 2018). Além disso, foi demonstrado que durante a infecção 

pelo ZIKV, a AKT da célula hospedeira interage com a proteína NS5 do vírus, 

contribuindo para a replicação viral. Estes resultados foram confirmados pelo 

tratamento com o inibidor específico de AKT, MK-2206, que reduziu a carga viral em 

células vero infectadas com ZIKV (ALBENTOSA-GONZÁLEZ et al., 2021). 

Em seguida, investigamos os efeitos da inibição farmacológica do PI3Kγ na 

infecção pelo ZIKV em sistemas in vivo. Descobrimos que a inibição farmacológica da 

via PI3Kγ (AS605240), administrada tanto antes ou quanto após a infecção pelo ZIKV, 

foi capaz de reduzir a replicação viral no cérebro dos animais. Este resultado vai de 

encontro com a literatura existente, a qual sugere que a regulação negativa da AKT 

reduz a replicação do ZIKV no cérebro de camundongos A129 (CHAN et al., 2018). 

Além disso, nossos resultados mostram que a inibição farmacológica da via 

PI3Kγ com o AS605240 também reduz as lesões cerebrais provocadas pelo vírus. Já 

foi demonstrado que o AS605240 é capaz de reduzir a fosforilação da AKT no cérebro 

dos camundongos (PASSOS et al.,2010; SHANG et al., 2019). Em outro contexto 

patológico, como em um modelo murino de acidente vascular cerebral (AVC), o 

AS605240, ao reduzir a fosforilação da AKT no cérebro dos camundongos, exerce um 

efeito protetor, melhorando a pontuação na função neurológica, diminuindo o tamanho 

do infarto e reduzindo a ativação dos astrócitos nos camundongos após a lesão 

(SHANG et al., 2019). 

Posteriormente, investigamos algumas células-alvo do ZIKV que poderiam 

contribuir para o aumento da inflamação no cérebro, como micróglia e astrócitos 

(VEILLEUX et al.,2022; FOK-MOON et al., 2017). Nossos resultados confirmaram que 
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o ZIKV desencadeou um aumento no número de células positivas para IBA1 e S100b. 

A Microglia, quando ativada durante a infecção pelo ZIKV, produz altos níveis de 

fatores neurotóxicos e pró-inflamatórios associados à neuroinflamação, favorecendo 

a propagação do vírus no cérebro (FOK-MOON et al., 2017). Da mesma forma, os 

astrócitos, quando infectados, contribuem para a replicação viral, resultando em 

neuroinflamação e morte neuronal (VEILLEUX et al.,2022). É importante ressaltar que 

o tratamento com um inibidor PI3Kγ no grupo de camundongos infectados pelo ZIKV 

foi capaz de prevenir tanto o aumento de células positivas para IBA-1 quanto para 

S100b quando comparado ao grupo infectado apenas pelo ZIKV. Nossos resultados 

corroboram com estudos anteriores, visto que o inibidor seletivo de PI3Kγ, o 

AS605240, foi capaz de atenuar o acúmulo de astrócitos ativados e microglia no 

hipocampo em um modelo murino de Alzheimer (PASSOS et al.,2010). Sabe-se 

também que, frente a outros estímulos inflamatórios, a via PI3K/AKT desempenha um 

papel importante na microglia ativada, como na ativação de vias de resposta 

inflamatória dependentes de NF-κB (SAPONARO et al., 2012). Dessa mesma forma, 

estudos realizados por nosso grupo demonstraram que camundongos deficientes para 

PI3Kγ (PI3Kγ-/-) na infecção por malária apresentam redução de hemorragia, 

obstrução vascular e acúmulo de leucócitos, bem como menor ativação microglial 

(microglia reativa Iba-1 +) no cérebro desses animais (LACERDA-QUEIROZ et 

al.,2024). Também já foi descrito que existe uma correlação entre a regulação positiva 

da via PI3K/AKT e a reatividade dos astrócitos (CHENG et al., 2020; ZHANG et al., 

2024). Esses astrócitos reativos exibiram níveis aumentados de PI3K, pAKT e AKT 

contra estímulos inflamatórios causados por LPS+IFNy (CHENG et al., 2020). 

Embora tenhamos observado que a inibição da PI3Ky previne o aumento de 

células inflamatórias no cérebro de camundongos A129, é interessante notar que não 

há diferença nos níveis de mediadores pró-inflamatórios ou quimiocinas entre os 

únicos grupos infectados e aqueles infectados e tratados com o inibidor por PI3Ky. No 

nosso grupo, esse mesmo fenótipo foi detectado em outros contextos infecciosos. Por 

exemplo, embora a neurodegeneração induzida pelo ZIKV tenha sido prevenida pelo 

tratamento com memantina, a produção de mediadores inflamatórios e a perda de 

peso em camundongos IFN-α / βR -/- não foram afetadas (COSTA & DEL SARTO et 

al., 2017). Da mesma forma, um inibidor de triptofano também reduziu a microglia e 

os astrócitos, embora não tenha interferido nos títulos virais do ZIKVe na mediadores 
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inflamatorios (MARIM et al., 2021). Além desses mediadores, foi identificado um fator 

neurotrófico (BDNF), responsável por promover a sobrevivência, manutenção e 

reorganização do microambiente neuronal no SNC (LIMA et al.,2018). Curiosamente, 

nossos resultados demonstraram que os níveis de BDNF estão aumentados apenas 

no grupo infectado e tratado com AS605240. Esse aumento do BDNF no grupo tratado 

com AS605240 e infectado pelo ZIKV pode estar associado a mecanismos celulares 

para garantir a homeostase cerebral e o controle da infecção, visto que, o tratamento 

contribuiu para a redução das lesões e ativação celular. Considerando que a 

neuroinflamação é regulada por fatores que também estão envolvidos na modulação 

da expressão do BDNF e pacientes com distúrbios psiquiátricos e neurodegenerativos 

frequentemente apresentam concentrações reduzidas de BDNF no sangue e no 

cérebro (LIMA et al.,2018). Estudos anteriores com ZIKV demonstraram uma 

diminuição importante nos níveis de BDNF nas placentas de pacientes infectados pelo 

ZIKV, especialmente em grupos de bebês com microcefalia (RABELO et al., 2020). 

Com intuito de investigar o perfil celular envolvido nas respostas inflamatórias 

e imunológicas desencadeadas no combate contra o ZIKV no SNC. Nossos resultados 

indicaram que a infecção pelo ZIKV em camundongos A129 causou aumento na 

ativação microglial, aumentou a produção do mediador pró-inflamatório TNF e, 

curiosamente, também aumentou a expressão do receptor CD206+ e a produção da 

citocina anti-inflamatória. IL-10 inflamatória. Esses achados sugerem a possibilidade 

de um controle da homeostase, uma vez que já foi demonstrado que a IL-10 tem a 

capacidade de modular a via PI3K na microglia, resultando na inibição da produção e 

liberação de TNF-α induzida pelo LPS (FOK-MOON et al., 2017). Quando avaliamos 

camundongos tratados com o inibidor AS605240, vimos que o AS605240 foi capaz de 

inibir o aumento da ativação microglial juntamente com a expressão de TNF, receptor 

CD206+ e IL-10, sugerindo que a inibição da PI3Kγ pode ser benéfica na infecção 

pelo ZIKV. Corroborando com nossos dados trabalhos anteriores descreveram a via 

PI3K/AKT é modulada pela microglia ativada, uma vez ativada essa via resulta no 

aumento da produção de fatores pró-inflamatórios, como o TNF, e na aquisição de um 

fenótipo neurotóxico (SAPONARO et al.,2012). 

Sabe-se que a ativação de micróglia e astrócitos durante uma infecção viral 

contribui para o influxo de células efetoras TCD8 no SNC [37]. As Células T CD8+ em 

camundongos Ifnar1-/- durante a infecção pelo ZIKV são responsáveis por prevenir a 
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replicação viral através de mecanismos indiretos, como a liberação de citocinas 

(BALINT et al.,2024). Embora as células T CD8 + tenham atividade antiviral no 

cérebro, limitando a infecção dos neurônios pelo ZIKV, sua atividade também contribui 

para a estimulação da paralisia associada ao ZIKV (BALINT et al.,2024). Ao analisar 

o grupo previamente tratado com o inibidor AS605240, observamos que o tratamento 

previne o aumento de células T CD8+ e, consequentemente, o aumento dos 

mediadores IFN-γ e IL-17. Já foi descrito que na infecção por WNV ou ZIKV, o excesso 

dessas citocinas pró-inflamatórias, como o IFN-γ, mediado por células T CD8+, pode 

danificar estruturas neuronais e promover a apoptose neuronal [37-39]. Além disso, 

também foi descrito que PI3Kγ desempenha um papel crucial na migração de células T 

CD8 efetoras para locais inflamatórios, demonstrando que células T CD8 efetoras 

deficientes em p110γ exibem migração prejudicada ou reduzida tanto in vitro quanto 

in vivo (MARTIN et al., 2008). Assim, nossos resultados sugerem que a inibição de 

PI3Kγ é importante para controlar a migração de células T CD8, o ambiente 

neurotóxico e a morte celular proporcionada pelas células T CD8 durante a infecção 

pelo ZIKV. 

Estas descobertas fornecem evidências de que o inibidor AS605240 pode 

desempenhar um papel protetor significativo em ambientes in vitro e in vivo durante a 

infecção pelo ZIKV. Estas descobertas abrem novas perspectivas promissoras para o 

uso do inibidor AS605240 como estratégia terapêutica para combater o dano neuronal 

associado à infecção pelo ZIKV em ambientes clínicos. 

 

7.CONCLUSÃO 
 

Nossos achados demonstram que a inibição da PI3Kγ exerce um efeito 

neuroprotetor ao atenuar a replicação viral e os danos ao SNC associados à infecção 

pelo ZIKV. Este achados decorrem da redução dos títulos virais e da neuroinflamação 

associada a diminuição da ativação de células específicas, incluindo micróglia e 

células T CD8, levando a uma redução subsequente na liberação de mediadores pró-

inflamatórios por essas células. Investigações adicionais são necessárias para 

elucidar completamente os mecanismos neuroprotetores e antivirais subjacentes à 

inibição da PI3Kγ . No entanto, nossos resultados implicam que a inibição da PI3Kγ é 

promissora como estratégia terapêutica para o tratamento da infecção pelo ZIKV. 
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