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Resumo 

A infecção pelo Zika virus (ZIKV) durante a gestação está associada com graves 

alterações congênitas, incluindo microcefalia, anormalidades sensoriais, articulares e 

musculares, entre outras, as quais são definidas como Síndrome Congênita pelo Zika. 

Ainda, diversas infecções durante a gravidez são associadas com o desenvolvimento 

de doenças neuropsiquiátricas secundárias às alterações no processo de 

neurodesenvolvimento. Entretanto, as consequências neuropsiquiátricas da prole 

nascida de mães infectadas pelo ZIKV durante a gravidez ainda permanecem 

desconhecidas. Neste trabalho, usando um modelo de camundongos 

imunocompetentes C57BL/6, uma caracterização dos efeitos da infecção congênita 

pelo ZIKV foi realizada nos estágios iniciais da gravidez até a idade adulta da prole 

nascida de mães infectadas pelo ZIKV. Para isso, camundongos fêmeas grávidas 

foram inoculadas com 1x106 UFP/animal de ZIKV por via intraperitoneal no dia 

embrionário 5,5 na presença ou ausência do anticorpo monoclonal pan-flavivirus anti-

envelope 4G2 para avaliar o fenômeno de aumento da infecção dependente de 

anticorpos (ADE). Os resultados revelaram que a infecção pelo ZIKV induziu ativação 

imune materna (AIM), na qual foi associada com a ocorrência de alterações 

embrionárias e morte fetal. Importantemente, a administração terapêutica do peptídeo 

antiviral AH-D durante os estágios iniciais da gravidez preveniu a replicação do ZIKV 

e reduziu a morte da prole. No período pós-natal da prole, a infecção congênita pelo 

ZIKV foi associada com uma redução no volume cerebral, anormalidades 

oftalmológicas, alterações na morfologia testicular e o comprometimento da 

microarquitetura óssea. Algumas alterações foram exacerbadas na presença do 

anticorpo 4G2. Além disso, as alterações neuropatológicas induzidas pelo ZIKV não 

refletiram em anormalidades comportamentais nos animais machos da prole adulta, 

mesmo quando submetidos a um segundo insulto ambiental no período pré-púbere. 

De forma geral, os resultados revelaram que a infecção materna pelo ZIKV causa 

diversas alterações congênitas em camundongos imunocompetentes, as quais podem 

ser exacerbadas pelo fenômeno de ADE e estão associados com AIM. 

Adicionalmente, o tratamento antiviral com o peptídeo AH-D pode ser benéfico durante 

a infecção pelo ZIKV no início da gestação. 

Palavras-chave: Zika virus. Infecção congênita pelo Zika vírus. Síndrome Congênita 

do Zika. Ativação Imune Materna. Aumento da infecção dependente de anticorpos. 



 

Abstract 

Zika virus (ZIKV) infection is associated with serious birth defects, including 

microcephaly, sensory, articular and muscle abnormalities, among others, which are 

defined as Congenital Zika Syndrome. Several infections during pregnancy are 

associated with the development of neuropsychiatric disorders secondary to changes 

in the neurodevelopmental process. However, neuropsychiatric consequences in the 

offspring born to ZIKV-infected dams are still unknown. Here, using an 

immunocompetent C57BL/6 mouse model, we performed an in-depth characterization 

of the effects of congenital ZIKV infection in the early stages of pregnancy until 

adulthood of offspring born to infected dams. For that, mouse pregnant dams were 

inoculated with 1x106 PFU/mouse of ZIKV by intraperitoneal route on the embryonic 

day 5.5 in the presence or absence of anti-envelope pan-flavivirus monoclonal 

antibody 4G2 to evaluate the phenomenon of antibody-dependent enhancement 

(ADE). Our results revealed that ZIKV induced maternal immune activation (MIA), 

which was associated with the occurrence of fetal alterations and death. Importantly, 

therapeutic administration of antiviral peptide AH-D during the early stages of 

pregnancy prevented ZIKV replication and reduced death of offspring. During the post-

natal period, congenital ZIKV infection was associated with a reduction in whole brain 

volume, ophthalmological abnormalities, changes in the testicular morphology, and 

disruption in bone microarchitecture. Some alterations were enhanced in the presence 

of 4G2 antibody. Moreover, neuropathological alterations induced by ZIKV did not 

reflect on behavioral abnormalities in the male adult offspring, even when subjected to 

a second environmental hit during the peripubertal period. Overall, our results revealed 

that early maternal ZIKV infection causes several birth defects in immunocompetent 

mice, which can be potentiated by the ADE phenomenon and are associated with MIA. 

Additionally, antiviral treatment with AH-D peptide may be beneficial during early 

maternal ZIKV infection.  

Keywords: Zika virus. Congenital Zika virus infection. Congenital Zika Syndrome. 

Maternal immune Activation. Antibody-Dependent Enhancement. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1) Breve histórico e contexto atual da Zika 

 

 O Zika virus (ZIKV) é um arbovírus emergente transmitido principalmente por 

culicídeos do gênero Aedes. A doença causada pela infecção do ZIKV recebeu grande 

atenção, devido à sua relação com complicações neurológicas graves e distúrbios no 

desenvolvimento de bebês nascidos de mães infectadas pelo vírus durante a gestação 

e também com as complicações neurológicas em indivíduos adultos, como a 

Síndrome de Guillain-Barré (SGB) (CAO-LORMEAU et al., 2016; RASMUSSEN et al., 

2016). 

O ZIKV foi isolado inicialmente a partir do soro de um macaco Rhesus sentinela 

na Floresta de Ziika, Uganda, em abril de 1947, e também a partir de mosquitos Aedes 

africanus em janeiro de 1948 na mesma localidade, durante um estudo buscando 

isolar o vírus da febre amarela na natureza (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). A 

infecção pelo ZIKV em humanos foi descrita pela primeira vez em 1953, na Nigéria, 

onde o vírus foi isolado de um paciente sintomático, enquanto outros dois 

apresentaram anticorpos contra esse vírus (MACNAMARA, 1954). 

Apesar de terem sido descritos casos de infecção humana pelo ZIKV em 

diferentes regiões da África e Ásia, o vírus não recebeu grande importância até abril 

de 2007, quando ocorreu uma epidemia na ilha de Yap, na Micronésia, resultando na 

infecção de aproximadamente 73% da população local. Entretanto, apesar do elevado 

número de casos, nenhuma hospitalização ou morte relacionada à infecção pelo ZIKV 

foi confirmada (DUFFY et al., 2009; FAYE et al., 2014). 

Após esse acontecimento, houve um novo período sem registros epidêmicos. 

Porém, entre outubro de 2013 e abril de 2014, uma nova epidemia foi registrada na 

Polinésia Francesa, na região Sul do Pacífico, onde foi estimado que 

aproximadamente 32 mil pessoas apresentaram infecção sintomática pelo ZIKV, 

número correspondente à 11,5% da população daquela região (268.207 habitantes) 

(CAO-LORMEAU et al., 2014; MALLET; VIAL; MUSSO, 2015). Além disso, durante 

essa epidemia, estudos retrospectivos demonstraram que houve um inesperado 

aumento na incidência de SGB nessa população (MALLET; VIAL; MUSSO, 2015). 

Esta síndrome, apesar de rara, com incidência de aproximadamente 1,1 casos por 

100.000 pessoas por ano, é considerada a mais comum e grave neuropatia paralítica 
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periférica aguda (DONOFRIO, 2017). Durante a epidemia na Polinésia Francesa, 

ocorreram 42 casos de SGB, uma incidência 20 vezes maior que o esperado para a 

sua população, indicando uma possível relação entre SGB e a infecção pelo ZIKV 

(MALLET; VIAL; MUSSO, 2015; OEHLER et al., 2014). 

Posteriormente, ocorreram surtos menores em outras regiões do Pacífico em 

2014 e 2015 (Figura 1) (PETERSEN et al., 2016). Foi então que em março de 2015, 

o vírus emergiu pela primeira vez nas Américas, quando o ZIKV foi isolado durante 

uma epidemia de uma doença maculoexantemática na Bahia, estado do nordeste do 

Brasil (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015). Desde a sua introdução no Brasil, 

possivelmente entre 2013 (DE LIMA CAMPOS et al., 2018) e 2014 (MASSAD et al., 

2017), o ZIKV se espalhou rapidamente nas Américas e vários outros países. Dados 

de julho de 2019 mostram que a transmissão do vírus havia sido documentada em 87 

países e territórios diferentes, sendo que a transmissão ainda ocorre em 26 destas 

regiões (Figura 2) (WHO, 2019). Segundo estimativas do Ministério da Saúde, entre 

440 mil e 1,3 milhões de infecções pelo ZIKV podem ter ocorrido no Brasil em 2015, 

período que a epidemia iniciou no país (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). Enquanto 

ocorreram 216.207 casos prováveis de infecção pelo ZIKV em 2016, nos anos 

seguintes ocorreu uma grande redução no número de casos, embora ainda haja a 

circulação do vírus atualmente, sendo 17.593, 8.680, 10.708 e 2.545 os números de 

casos prováveis de Zika notificados no país em 2017 (SAÚDE, 2018), 2018 (SAÚDE, 

2019), 2019 (SAÚDE, 2020a) e 2020, até a semana epidemiológica 20 (SAÚDE, 

2020b), respectivamente.  Embora a maioria dos países das Américas e Caribe 

manifestaram um declínio nos casos de Zika desde o fim de 2017, a reintrodução do 

vírus e a exposição de população não imune pode ocorrer, principalmente nas áreas 

em que ocorre a circulação do vetor artrópode  (ECDC, 2019). 
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Figura 1: Infecções humanas pelo Zika virus ao longo do tempo, de 2007 a março de 2016. Regiões em cores mais escuras representam 
registros de infecções humanas pelo ZIKV mais recentes. Fonte: Petersen e colaboradores (2016). 
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Figura 2: Transmissão do Zika virus no mundo atualmente. Mapa gerado de acordo com as categorias de transmissão do Zika virus 
estabelecidas pela Organização Mundial da Saúde. Categoria 1 (vermelha) representa áreas que houve nova ou reintrodução do vírus e também 
há transmissão atualmente. Categoria 2 (amarela) representa áreas com evidência de circulação antes de 2015, mas que não há evidência de 
interrupção dessa transmissão. Categoria 3 (azul) representa áreas com transmissão interrompida e com potencial para futura transmissão. 
Categoria 4 (cinza) representa áreas com competência vetorial estabelecida, mas sem transmissão passada ou atual registrada; a subcategoria 
em cinza escuro é diferenciada de sua contrapartida por representar áreas em que possam ocorrer transmissão por estarem próximas às regiões 
da Categoria 2, sendo pertencentes à mesma zona ecológica e com evidência de transmissão do Dengue virus. Fonte: European Centre for 
Disease Prevention and Control. (2018).
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Semelhante ao observado na epidemia na Polinésia Francesa, houve um 

aumento incomum no número de manifestações neurológicas em adultos e bebês 

nascidos de mães infectadas após a introdução do ZIKV no Brasil. Segundo um alerta 

da Organização Pan Americana de Saúde (OPAS) / OMS publicado em dezembro de 

2015, 76 pacientes com síndromes neurológicas e histórico de infecção pelo ZIKV 

recente foram identificados até 13 de julho de 2015, sendo 42 destes diagnosticados 

como SGB. Entre estes, 62% (26/42) apresentaram sintomas relacionados à Zika 

antes do início dos sintomas neurológicos (PAN AMERICAN HEALTH 

ORGANISATION, 2015). Em novembro de 2015, foi reportado que 10 de 224 

pacientes com casos suspeitos de dengue apresentavam infecção pelo ZIKV, sendo 

que 7 destes apresentavam sintomas neurológicos. Situação semelhante também foi 

observada em El Salvador, em janeiro de 2016 (PAN AMERICAN HEALTH 

ORGANIZATION, 2016). Ainda mais importante, foi registrado um inesperado 

aumento no número de recém-nascidos com microcefalia e alterações neurológicas 

associadas, caracterizadas pela redução no perímetro cefálico fetal (COULOMBIER 

et al., 2015). No Brasil, enquanto 150-200 casos de microcefalia foram notificados 

anualmente entre 2010 e 2014, 7.623 casos de microcefalia foram notificados de 

outubro de 2015 a maio de 2016 (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2016). 

Desde 2015 até início de janeiro de 2018, o número de casos confirmados de 

síndrome congênita associados à infecção pelo ZIKV foi de 2.952, o que correspondeu 

à 79% do total de casos em todas as Américas neste período (PAN AMERICAN 

HEALTH ORGANIZATION, 2018). 

Corroborando com esses achados, uma análise retrospectiva dos dados  

referentes ao período da epidemia de ZIKV na Polinésia Francesa revelou um elevado 

número de casos de microcefalia, sugerindo uma forte relação entre a infecção pelo 

ZIKV durante a gravidez e a microcefalia (CAUCHEMEZ et al., 2016). Por fim, baseado 

nessas evidências sobre o potencial teratogênico do ZIKV, em abril de 2016, o Centro 

de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) dos EUA confirmou a relação causal 

entre a infecção pelo ZIKV e microcefalia e outras anomalias graves do 

desenvolvimento cerebral (MLAKAR et al., 2016; RASMUSSEN et al., 2016). Neste 

período, o ZIKV foi considerado pela OMS uma emergência de saúde pública de 

importância internacional, a qual foi posteriormente encerrada em 18 de novembro de 

2016 (GULLAND, 2016; PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2016). 
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1.2) O Zika virus 

 

 O Zika virus (ZIKV) pertence ao reino Riboviria, família Flaviviridae, do gênero 

Flavivirus (MUSSO; GUBLER, 2016). Este gênero também inclui importantes 

patógenos humanos, como o Dengue virus (DENV), o vírus da Febre Amarela (YFV – 

Yellow Fever Virus), o vírus do Oeste do Nilo (WNV – West Nile Virus), o vírus da 

Encefalite Japonesa (JEV – Japanese Encephalitis Virus), o vírus da Encefalite 

transmitida por Carrapatos (TBEV – Tick-borne Encephalitis Virus), entre outros 

(CULSHAW; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2018). O ZIKV apresenta diferentes 

linhagens conhecidas, sendo a primeira delas a Leste Africana, a qual deu origem às 

outras duas linhagens: Oeste Africana e Asiática (LANCIOTTI et al., 2016). Amostras 

virais isoladas nas Américas pertencem ao genótipo asiático e foram derivadas das 

amostras envolvidas nas epidemias de Yap, Camboja, Tailândia e Polinésia Francesa 

em 2013 (FARIA et al., 2016). 

Assim como outros flavivirus, o genoma do ZIKV é constituído de RNA fita 

simples e polaridade positiva, apresentando aproximadamente 10,7 kb contendo 

regiões 3’ e 5’ não traduzidas que flanqueiam a sequência de uma única poliproteína, 

na qual dá origem a todas as proteínas estruturais [capsídeo (C), precursora de 

membrana (prM)/membrana (M) e envelope (E)] e não-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, 

NS3, NS4A, NS4B e NS5) do vírus (CULSHAW; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 

2018). 

O ciclo de multiplicação do ZIKV ainda não foi completamente elucidado 

(MUSSO; GUBLER, 2016). Ainda assim, esse ciclo é semelhante a outros membros 

da família Flaviviridae. Em geral, o ciclo tem início através da ligação e internalização 

da partícula viral à célula hospedeira por um processo conhecido como endocitose 

mediada por receptor, o qual está presente na membrana da célula hospedeira. No 

endossomo, o ambiente ácido induz a fusão das membranas celular e viral, ocorrendo, 

então, a liberação do nucleocapsídeo e, consequentemente, o RNA genômico no 

citoplasma (LINDENBACH B., THIEL H., 2007). 

O RNA é traduzido, provavelmente, logo após essa liberação, onde a porção 

N-terminal da poliproteína nascente contém um peptídeo sinal de direcionamento ao 

retículo endoplasmático (RE). Assim, ocorre a rápida associação dos ribossomos que 

estão traduzindo o RNA viral com membranas do RE. Essa associação resulta em 

uma complexa localização das proteínas codificadas pelo genoma viral durante a 



25 
 

tradução no RE. As proteínas PrM, E, NS1, e algumas sequências da NS2A, NS4A e 

NS4B estarão localizadas internamente, no lúmen do RE. Já as proteínas C, NS3 e 

NS5 estarão situadas externamente ao RE, ou seja, no citoplasma celular. Além disso, 

algumas sequências das proteínas NS2A, NS2B e NS4B estarão transversais à 

bicamada lipídica do RE (GARCIA-BLANCO et al., 2016; SAGER et al., 2018). O 

complexo protease NS2B-NS3, codificado pelo genoma viral, processa a poliproteína 

viral em peptídeos individuais, clivando as ligações localizadas na porção 

citoplasmática do RE. Além disso, proteases celulares e sinal-peptidase clivam 

ligações expostas no lúmen do RE (GARCIA-BLANCO et al., 2016). 

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. Então, essas sequências de polaridade positiva 

podem ser usadas para novos ciclos de replicação/tradução ou para montagem de 

novas partículas virais (GARCIA-BLANCO et al., 2016). Essa montagem de novas 

partículas virais ocorre em estruturas sub-celulares associadas ao RE. As partículas 

imaturas são transportadas à face trans do complexo de Golgi para a maturação dos 

vírions, processo que acontece após a clivagem da proteína prM para M mediado pela 

enzima furina (CHIRAMEL; BEST, 2018). Por fim, as novas partículas virais montadas 

são liberadas no meio extracelular por exocitose (LINDENBACH B., THIEL H., 2007). 

A estrutura da partícula viral madura do ZIKV é semelhante ao DENV e WNV, 

como demonstrado por criomicroscopia eletrônica (Figura 3A). A principal diferença 

entre as estruturas do ZIKV (Figura 3B) e DENV está na região dos sítios de 

glicosilação na glicoproteína E, os resíduos Asparagina 154 (Asn154) no ZIKV e Asn153 

no DENV (Figura 3C). Além disso, apenas um sítio de glicosilação (Asn154) é 

encontrado na glicoproteína E do ZIKV, enquanto o DENV possui dois sítios de 

glicosilação (Asn67 e Asn154). Uma vez que o DENV se liga ao receptor DC-SIGN 

(Dendritic Cell Specific ICAM-3-Grabbing Non Integrin) por meio da sua interação com 

glicanos localizados nos resíduos Asn67 de duas glicoproteínas E adjacentes, essa 

diferença entre as estruturas virais pode implicar em uma variação no tropismo celular 

do ZIKV ou em diferentes manifestações da doença (POKIDYSHEVA et al., 2006; 

SIROHI et al., 2016). 
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grande potencial de expansão geográfica para países onde mosquitos Aedes spp., 

especialmente A. aegypti, estão presentes (CHOUIN-CARNEIRO et al., 2016). 

O ZIKV foi isolado inicialmente de A. africanus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 

1952). Posteriormente, o vírus foi isolado de A. aegypti em 1966, representando o 

primeiro isolamento do ZIKV no continente Asiático e também em outra espécie 

vetorial além do A. africanus (MARCHETTE; GARCIA; RUDNICK, 1969). Atualmente, 

o vírus já foi isolado de outras espécies de Aedes, como A. furcifer, A. taylori, A. 

luteocephalus, A. vittatus, entre outras (DIALLO et al., 2014; MUSSO; GUBLER, 

2016). Além disso, o ZIKV foi isolado de um pool de A. furcifer machos, indicando 

fortemente que o vírus também é transmitido verticalmente nesta espécie, pois são as 

fêmeas que realizam o repasto sanguíneo, o que pode ser um importante mecanismo 

de manutenção do vírus na natureza. Por fim, o ZIKV foi isolado de outras espécies 

de mosquitos em Senegal, como Anopheles coustani, Culex perfuscus e Mansonia 

uniformis. No entanto, apesar do vírus ter sido isolado uma única vez, o isolamento 

viral a partir destas espécies não implica que elas também sejam vetores do ZIKV, por 

isso, estudos para verificar essa possibilidade são necessários (DIALLO et al., 2014).  

Nas Américas, as únicas espécies de Aedes conhecidas são A. aegypti e A. 

albopictus (PETERSEN et al., 2016). Surpreendentemente, apesar de serem 

susceptíveis à infecção viral, elas possuem baixa capacidade vetorial do genótipo 

Asiático do ZIKV, determinada pela baixa presença do vírus na saliva coletada da 

probóscide dos mosquitos após alimentação em uma amostra de sangue infectada. 

Porém, isso pode ser contrabalanceado pelo alto nível de infestação desses 

mosquitos e seu contato próximo com os humanos (CHOUIN-CARNEIRO et al., 

2016). De forma geral, as observações na região do Pacífico, onde o ZIKV pode ter 

sido transmitido por diferentes espécies do vetor, A. hensilii na ilha de Yap e A. aegypti 

e/ou A. polynesiensis na Polinésia Francesa, indicam que o vírus é altamente 

adaptável e não possui uma espécie vetorial principal (MUSSO; GUBLER, 2016). 

Durante a epidemia no Brasil, foi fortemente sugerido que mosquitos Culex spp. 

poderiam estar envolvidos na transmissão do ZIKV. O vírus foi detectado no intestino 

médio, glândulas salivares e saliva de C. quinquefasciatus alimentados artificialmente. 

Além disso, mosquitos infectados pelo ZIKV foram coletados em uma região com alta 

incidência de microcefalia associada ao ZIKV (Recife, Brasil), dos quais o vírus foi 

isolado e sequenciado parcialmente (GUEDES et al., 2017). Embora outro trabalho 

tenha demonstrado dados semelhantes anteriormente (GUO et al., 2016), outros 
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pesquisadores reportaram que C. quinquenfasciatus e C. pipens não foram capazes 

de transmitir o ZIKV (AMRAOUI et al., 2016). De acordo com o último estudo citado, 

C. quinquefasciatus coletados no estado do Rio de Janeiro não foram capazes de 

transmitir cepas do ZIKV isoladas de casos humanos daquela região (FERNANDES 

et al., 2016). Dessa forma, embora os dados sejam controversos, esses culicídeos se 

apresentam como potenciais vetores do ZIKV e estudos adicionais devem ser 

conduzidos. 

Além da transmissão tradicional via picada por culicídeos do gênero Aedes, 

diferentes vias de transmissão do ZIKV (Figura 4) já foram relatadas, como por 

transfusão sanguínea, transmissão sexual e transmissão materno-fetal  

(KURSCHEIDT et al., 2019). A transmissão de arbovírus, incluindo o DENV e o WNV, 

por transfusão de produtos derivados do sangue já foi descrita anteriormente 

(MUSSO; GUBLER, 2016; PETERSEN; BUSCH, 2010). Corroborando essa hipótese, 

durante a epidemia de ZIKV ocorrida na Polinésia Francesa, amostras de doadores 

de sangue foram testadas para detecção do RNA viral, sendo encontradas amostras 

positivas de doadores assintomáticos no momento da doação. Embora a infecção pelo 

ZIKV por transfusão sanguínea não tenha sido registrada durante essa epidemia, essa 

possibilidade não pode ser descartada (BIERLAIRE et al., 2014; MUSSO; GUBLER, 

2016). Ainda, a primeira sequência completa do ZIKV descrita no Brasil foi obtida a 

partir do vírus isolado de um paciente que recebeu transfusão sanguínea de um 

doador assintomático (CUNHA et al., 2016). 
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Figura 4: Esquema dos diferentes ciclos de transmissão do Zika virus. O Zika vírus é 
transmitido entre primatas não humanos e mosquitos Aedes (subgêneros Stegomyia e 
Diceromyia) num ciclo silvestre na África, onde eventual spillover pode ocorrer. Nos ambientes 
urbanos e periurbanos, o vírus é transmitido para humanos principalmente por mosquitos 
Aedes aegypti. A transmissão por outras vias também possa ocorrer, como sexual com um 
parceiro infectado, transfusão sanguínea e durante a gravidez. Fonte: Kurscheidt e 
colaboradores (2019). 
 

Um caso ocorrido em 2008 havia sugerido a ocorrência de transmissão sexual 

do ZIKV. Um cientista americano desenvolvendo um trabalho de campo em Senegal 

apresentou sintomas relacionados à infecção pelo ZIKV logo após retornar aos EUA. 

A esposa do cientista nunca havia viajado para Ásia ou África e não havia saído dos 

EUA desde 2007. Ainda, as condições climáticas não eram compatíveis com a 

dinâmica de transmissão do ZIKV por Aedes spp. e por fim, o casal mantivera relações 

sexuais antes do paciente apresentar os sintomas da doença e a esposa desenvolveu 

os sintomas 9 dias após o retorno do seu marido. Embora o vírus não tenha sido 

isolado, testes sorológicos indicaram infecção pelo ZIKV. Tais fatores sugeriram 

fortemente uma possível transmissão por via sexual. Entretanto, outra possibilidade 

seria a transmissão por contato direto ou por outros fluidos corporais, como saliva, 

mas nenhum dos quatro filhos dos pacientes desenvolveu sintomas da doença (FOY 

et al., 2011). Em seguida, outras evidências rapidamente foram reportadas, como a 

detecção do RNA de ZIKV em amostras de sêmen e urina, além do isolamento do 

vírus a partir da amostra de sêmen de um paciente durante a epidemia ocorrida na 

Polinésia Francesa em 2013 (MUSSO et al., 2015), a detecção do RNA viral por qPCR 
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em uma amostra de sêmen de um paciente após retornar das ilhas Cook em 2014 

(ATKINSON et al., 2016), a detecção do RNA viral no sêmen por 6 meses após o início 

dos sintomas (NICASTRI et al., 2016), além de relatos de caso ocorridos na França 

(D’ORTENZIO et al., 2016; FRÉOUR et al., 2016) e EUA em 2016 (HILLS et al., 2016; 

MCCARTHY, 2016) apoiaram a hipótese de que o ZIKV poderia ser sexualmente 

transmitido. Atualmente, essa forma de transmissão do vírus já é bem reconhecida 

(RUSSELL et al., 2017).  

Por fim, dois casos de transmissão materno-fetal de ZIKV foram registrados 

durante a epidemia ocorrida na Polinésia Francesa (BESNARD et al., 2014). A partir 

das evidências demonstradas nestes casos, diversas formas de transmissão foram 

consideradas: (A) transplacentária; (B) durante o parto; (C) durante amamentação ou 

(D) pelo contato próximo entre mãe e seu recém-nascido. Corroborando essas 

hipóteses, RNA viral foi detectado por qPCR, em diferentes ocasiões: em amostras 

de soro, urina e leite materno. Apesar do RNA viral não ter sido detectado no soro de 

um dos recém-nascidos no dia do parto, o que pode indicar que não ocorreu 

transmissão via transplacentária, o RNA viral foi detectado nas amostras de leite 

materno e no soro do recém-nascido logo no dia seguinte ao início da amamentação, 

sugerindo que a infecção desta criança não ocorreu via amamentação. Entretanto, 

apesar de partículas virais viáveis não terem sido detectadas nas amostras de leite 

materno, a detecção do RNA viral nessa amostra demonstra que essa via de 

transmissão não deve ser desconsiderada (BESNARD et al., 2014). Além disso, o 

genoma viral foi detectado e sequenciado a partir de amostras de líquido amniótico de 

duas mulheres grávidas, nos quais os fetos foram diagnosticados com microcefalia, 

no Brasil em 2016 (CALVET et al., 2016). Posteriormente, em um novo relato de caso, 

o genoma completo do ZIKV foi isolado a partir do cérebro de um feto com 

microcefalia, cuja mãe foi infectada no Brasil em 2015, confirmando, assim, um caso 

de transmissão materno-fetal do ZIKV (MLAKAR et al., 2016). 

 

1.4) Aspectos clínicos da infecção pelo Zika virus 

 

O período de incubação do ZIKV, que é o tempo entre a exposição ao vírus e 

o início dos sintomas, é de 6,8 dias, aproximadamente. Além disso, esse período 

normalmente não ultrapassa 15,4 dias (FOURIE et al., 2018). 
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A primeira descrição clínica da infecção pelo ZIKV foi reportada de um 

voluntário humano em 1956. O paciente recebeu uma dose viral por via subcutânea e 

apresentou enxaqueca, leve indisposição e febre após 3,5 dias após a inoculação. 

Nenhum outro sintoma foi registrado. Na manhã do 7º após a inoculação, o paciente 

se sentia bem e sua temperatura havia voltado ao normal (BEARCROFT, 1956). 

Durante a epidemia na ilha de Yap em 2007, os pacientes com infecção 

confirmada pelo ZIKV apresentaram os seguintes sintomas: erupções cutâneas 

(90%), febre (65%), artrite ou artralgia (65%), conjuntivite (55%), mialgia (48%), 

enxaqueca (45%), dor retro orbital (39%), edema (19%) e vômito (10%). Na pesquisa 

sorológica realizada na região, entre os 557 residentes, 414 (74%) dos participantes 

apresentaram anticorpos IgM contra o ZIKV. Entre os participantes soropositivos, 154 

(38%) relaram ter desenvolvido sintomas relacionados à infecção pelo ZIKV durante 

a epidemia, embora 27 (19%) pessoas entre os 143 soronegativos também relataram 

sintomas da doença naquele período (DUFFY et al., 2009). De acordo, durante a 

epidemia ocorrida na Polinésia Francesa e em um estudo conduzido com mulheres 

grávidas no Rio de Janeiro (Brasil), a frequência de sintomas apresentados nos casos 

confirmados foi semelhante à observada na epidemia de Yap (BRASIL et al., 2016; 

MALLET; VIAL; MUSSO, 2015). Além disso, nenhuma hospitalização, complicação 

hemorrágica ou morte devido à infecção pelo ZIKV foi registrada na epidemia em Yap 

(DUFFY et al., 2009). 

 De forma geral, os sintomas apresentados com a infecção pelo ZIKV são 

semelhantes a outros arbovírus de importância médica, como DENV e Chikungunya 

virus (CHIKV). Uma comparação entre os sintomas está resumida na Tabela 1. Desta 

forma, o quadro clínico do paciente pode ser facilmente confundido entre estas 

infecções virais (HADDOW et al., 2012). Isso é bastante preocupante em regiões onde 

todos esses vírus estão presentes, como o Brasil. Em 2015, ano que o ZIKV foi 

introduzido no país, mais de 1,6 milhões de casos de dengue e mais de 20 mil casos 

de febre de Chikungunya foram notificados (SAÚDE, 2016). A co-circulação do DENV, 

CHIKV e ZIKV já havia sido observada neste período, em estudo realizado no estado 

de Pernambuco, localizado no nordeste do Brasil, sendo, inclusive, detectada a 

coinfecção de DENV-1 e ZIKV em dois pacientes. Embora a coinfecção viral não tenha 

causado efeitos sinérgicos graves nos pacientes estudados, o valor amostral deste 

trabalho foi pequeno, o que é uma limitação para suas conclusões. Deste modo, o 

efeito da coinfecção do ZIKV com outros arbovírus circulantes na gravidade da doença 
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precisa ser mais bem analisado (PESSOA et al., 2016). No entanto, a descrição da 

Zika como uma doença branda sem complicações graves foi baseada em apenas uma 

epidemia e um número limitado de casos. Posteriormente, essa percepção da doença 

mudou com as epidemias na Polinésia Francesa e Brasil, devido à ocorrência de 

complicações neurológicas graves relacionadas à infecção do ZIKV (MUSSO; 

GUBLER, 2016).  

 
Tabela 1. Comparação entre alguns sintomas comuns em pacientes infectados por 

Zika virus, Dengue virus ou Chikungunya virus. 

Apresentação clínica Zika Dengue Chikungunya 

Febre + +++ +++ 

Erupções cutâneas +++ ++ ++ 

Mialgia + +++ + 

Artralgia ++ + +++ 

Edema ++ - - 

Dor retro orbital + ++ + 

Conjuntivite +++ - +++ 

Linfadenopatia + ++ ++ 

Hepatomegalia - - +++ 

Hemorragia - + - 

Adaptado de Eckerle et al. (2018). +++ muito comum, ++ observado frequentemente, + 
observado ocasionalmente, + atípico. 

 

A principal complicação neurológica observada em adultos durante as 

epidemias na Polinésia Francesa e no Brasil foi a SGB (MALLET; VIAL; MUSSO, 

2015; PAN AMERICAN HEALTH ORGANISATION, 2015). Nessa síndrome, ocorre 

uma estimulação inadequada/exacerbada do sistema imune do hospedeiro associada 

a uma resposta imune celular e humoral contra componentes do sistema nervoso 

periférico (autoimunidade). Geralmente, isso é precedido por alguma infecção onde 

há similaridades entre antígenos do microrganismo causador da infecção e do sistema 

nervoso. Nesse processo, ocorrem lesões na mielina ou no axônio dos neurônios, 

gerando uma rápida e progressiva fraqueza dos membros, podendo também ocorrer 

manifestações generalizadas com complicações respiratórias potencialmente fatais 

(WILLISON; JACOBS; VAN DOORN, 2016).  
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Além da SGB, a ocorrência de anomalias fetais, sendo a principal delas a 

microcefalia (Figura 5), foi inicialmente observada durante a epidemia de ZIKV no 

Brasil, e também na Polinésia Francesa, após investigações retrospectivas 

(CAUCHEMEZ et al., 2016; PAN AMERICAN HEALTH ORGANISATION, 2015; 

PETERSEN et al., 2016). A microcefalia é uma condição caracterizada por um 

distúrbio no desenvolvimento neurológico, onde o cérebro do feto não se desenvolve 

normalmente e, desta forma, o crânio também não expande e as suturas cranianas 

podem se fechar prematuramente. Por isso, é observada a redução da circunferência 

occipital frontal do recém-nascido, abaixo da média de sua idade gestacional, gênero 

e etnia (COULOMBIER et al., 2015). Com a redução do volume cerebral, também são 

observadas incapacidades motoras e/ou intelectuais do paciente (CAUCHEMEZ et al., 

2016).  

Trabalhos subsequentes demonstraram que crianças nascidas de mães 

infectadas pelo ZIKV apresentavam um conjunto de anomalias fetais, não limitada 

apenas à microcefalia, no qual passou a ser definido como Síndrome Congênita do 

Zika (SCZ) (DE OLIVEIRA MELO et al., 2016). Segundo Moore e colaboradores 

(2017), as principais alterações da SCZ, que também são comuns em outras infecções 

congênitas, são as deficiências cognitivas, sensoriais e motoras. Porém, outras 

alterações incomuns em infecções congênitas também são observadas na SCZ, que 

incluem a microcefalia grave com colapso parcial do crânio, córtex cerebral fino com 

calcificações subcorticais, cicatrização macular e pigmentação mosqueada focal da 

retina, contraturas congênitas (artrogripose), hipertonia precoce marcante e sintomas 

de envolvimento extrapiramidal. O reconhecimento do fenótipo dessas alterações 

permite a diferenciação da SCZ de outras infecções congênitas e, assim, auxiliam no 

seu diagnóstico e melhor acompanhamento das crianças afetadas (MOORE et al., 

2017). 
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Figura 6: A entrada do ZIKV na célula hospedeira, replicação e interação com vias 
celulares. Após entrada e replicação do ZIKV na célula hospedeira, o vírus pode ativar as 
vias de TLR3 e de autofagia, que potencialmente medeiam sua replicação e viabilidade dentro 
da célula. Ainda, exossomos liberados pela célula infectada podem conter proteínas do ZIKV. 
O vírus também pode ativar uma via de proteínas não-enoveladas e levar ao reparo de DNA, 
homeostase celular ou apoptose. Fonte: Ojha e colaboradores (2018). 
 

Semelhante ao que é observada para outros flavivírus, a infecção de 

fibroblastos pelo ZIKV promove um aumento da expressão de genes de receptores de 

reconhecimento de padrões (PRRs), como o receptor do tipo toll-3 (TLR3), o gene 

induzível por ácido retinoico I (RIG-I) e o gene associado à diferenciação de melanoma 

5 (MDA-5), que são capazes de detectar padrões moleculares associados a 

microrganismos (MAMPs). Essa infecção também promove a expressão de genes 

associados à resposta imune antiviral, produzindo interferons (IFNs) (IFN-α e IFN-β) 

e também expressando genes estimulados por IFNs, como 2'-5' oligoadenilato 

sintetase 2 (OAS2), ISG15 (Interferon-Stimulated Gene 15) e MX1 (MX dynamin like 
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GTPase 1), além das quimiocinas CXCL10, CXCL11 e CCL5. Foi demonstrado que a 

replicação do ZIKV foi inibida por IFNs do tipo I e II, sugerindo o papel dessas citocinas 

no mecanismo de defesa do hospedeiro.  Além disso, a infecção de fibroblastos 

induziu a formação de autofagossomos, os quais possivelmente contribuem com a 

multiplicação viral na célula hospedeira (HAMEL et al., 2015b). 

Um estudo preliminar realizado com seis pacientes infectados pelo ZIKV no 

Sudeste Asiático, Polinésia e Brasil demonstrou que durante a fase aguda da doença 

ocorre uma ativação polifuncional do sistema imune, caracterizada pela produção de 

diversas citocinas e quimiocinas, como citocinas associadas às respostas Th1 (IL-2), 

Th2 (IL-4 e IL-13), Th17 (IL-17) e Th9 (IL-9). Os níveis dos ligantes das quimiocinas 

CCL5 (ligante do receptor CCR5) e de CXCL10 (ligante do receptor CXCR3) estavam 

elevados em relação a pacientes normais durante as fases aguda e de recuperação, 

embora a primeira quimiocina mais pronunciadamente na fase aguda e a última em 

maior concentração na fase de recuperação. Similar à infecção pelo DENV, além de 

IL-4 e CXCL10, níveis elevados de IL-6, IL-8 e IL-10 foram observados, sendo que o 

nível de IL-10 também estava aumentado durante a fase de recuperação. Entretanto, 

em contraste ao observado na dengue, as concentrações de IL-1β, IL-2, CCL2 e o 

fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) não aumentaram na infecção pelo 

ZIKV. Já os níveis de IFN-γ e TNF, em contraste à dengue, não aumentaram na 

infecção pelo ZIKV (TAPPE et al., 2016). Barros et al. (2018) também encontraram 

níveis elevados de CCL5, CXCL10 e IL-9 em indivíduos com infecção aguda pelo ZIKV 

comparados com doadores saudáveis. Entretanto, em contraste ao estudo de Tappe 

e colaboradores (2016), os níveis de outros mediadores estavam elevados nos 

pacientes avaliados, como IFN-γ, IL-7, IL-5 e IL-1ra. Além disso, os níveis elevados 

de CXCL10 e IL-5 nos pacientes infectados foram correlacionados com exantema e 

enxaqueca, o aumento de IL-1ra com artralgia e baixos níveis de fator estimulador de 

colônia de granulócitos (G-CSF) com febre (BARROS et al., 2018). Semelhante a 

esses estudos, Lum e colaboradores (2018) também encontraram um aumento nos 

níveis de CXCL10, IL-1RA e IL-8, além de elevação de CCL2, do fator de crescimento 

placentário 1 (PIGF-1) e uma redução do número de células CD8+, CD4+ e células T 

duplo negativas em pacientes sintomáticos na fase virêmica da infecção por ZIKV 

(LUM et al., 2018). 

O ZIKV pode disseminar também para outros órgãos (Figura 7) através da 

circulação sanguínea/linfática, possivelmente para músculos esqueléticos, miocárdio 
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(WEINBREN; WILLIAMS, 1958), sistema nervoso central (SNC) e também para o feto, 

no caso de mulheres grávidas (MLAKAR et al., 2016). Estudos experimentais in vivo 

realizados no período do isolamento da linhagem africana do ZIKV já haviam 

evidenciado a neurovirulência do vírus, sendo que os camundongos albinos suíços 

infectados pelo ZIKV mostraram-se susceptíveis à inoculação intracerebral e o vírus 

não foi recuperado de nenhum outro órgão, senão o cérebro destes animais (DICK, 

1952; DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Posteriormente, alterações patológicas em 

músculos esqueléticos e miocárdio também foram relatadas em camundongos jovens 

infectados pelo ZIKV (WEINBREN; WILLIAMS, 1958). Além disso, a multiplicação do 

vírus em astrócitos e neurônios foi evidenciada por análise de microscopia eletrônica 

de cérebros de camundongos suíços webster infectados por via intracerebral (BELL; 

FIELD; NARANG, 1971). 

 

 

Figura 7: O tropismo do ZIKV para diferentes células e tecidos. O ZIKV já foi detectado 
em células da placenta, como células de Hofbauer, trofoblastos e endoteliais. No cérebro, o 
vírus também já foi observado em células progenitoras neurais, neurônios maduros e 
astrócitos. O ZIKV também infecta tecidos oculares, como córnea, retira, nervo óptico e humor 
aquoso da câmara anterior. No trato reprodutivo, o ZIKV tem como alvo espermatogônia, 
células de Sertoli e Leydig, epitélio vaginal e fibroblastos uterinos. O vírus também pode ser 
detectado em diversos fluidos corporais, como lágrimas, saliva, sêmen, muco cervical, lavado 
vaginal e urina. Fonte: Miner e Diamond (2017). 

 

Estudos recentes demonstraram que o ZIKV também é capaz de infectar 

células progenitoras neurais (NPCs) humanas derivadas de células tronco 
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pluripotentes (DANG et al., 2016; GARCEZ et al., 2016a; LI et al., 2016; TANG et al., 

2016). Esse neurotropismo do ZIKV pode ser atribuído à expressão do receptor de 

proteína tirosina-quinase AXL nestas células. Esse receptor é altamente expresso por 

células gliais radiais, astrócitos, células endoteliais, micróglia no córtex humano em 

desenvolvimento e também em células progenitoras de retina em desenvolvimento. 

Esses dados podem ajudar a explicar os mecanismos causadores tanto da 

microcefalia, como das lesões oculares associadas à infecção pelo ZIKV 

(NOWAKOWSKI et al., 2016). 

Na busca por potenciais fatores de adesão/internalização viral, receptores AXL 

e Tyro3, o DC-SIGN e, em menor extensão, o receptor TIM-1 (T-cell Immunoglobulin 

and Mucin domain 1) em células epiteliais humanas foram capazes de promover a 

adsorção/entrada do ZIKV, demonstrando o envolvimento desses componentes no 

processo de infecção do ZIKV (HAMEL et al., 2015b). A importância do receptor AXL 

também foi destacada em outros trabalhos, onde foi importante para a infecção de 

diversas linhagens celulares endoteliais (LIU et al., 2016; RETALLACK et al., 2016; 

RICHARD et al., 2017) e também de fibroblastos humanos, sendo essencial para o 

processo de endocitose e acidificação do endossomo, etapas importantes do ciclo de 

infecção na célula hospedeira (PERSAUD et al., 2018). O AXL também medeia a 

infecção pelo ZIKV em micróglia e astrócitos humanos, tanto se ligando indiretamente 

à partícula viral através da proteína Gas6 e permitindo a entrada do vírus na célula 

hospedeira, como também inibindo posteriormente a sinalização de IFN tipo I, que é 

essencial para a regulação da infecção do ZIKV (MEERTENS et al., 2017). 

Controversamente, foi demonstrado que o AXL promove a infecção do ZIKV em 

astrócitos humanos primários e linhagens de astrocitoma humano não mediando a 

entrada do vírus, mas apenas antagonizando a sinalização de IFN tipo I, via proteína 

supressora da sinalização de citocinas 1 (SOCS1, Suppressor Of Cytokine Signaling 

1) de maneira dependente do fator de transcrição denominado Transdutor de sinal e 

ativador de transcrição 1 (STAT1, Signal transducer and activator of transcription 1) e 

STAT2 (CHEN et al., 2018). Neste sentido, outros trabalhos também demonstraram 

que a infecção pelo ZIKV ocorre independente da presença do AXL em modelos in 

vitro usando células humanas (RAUSCH et al., 2017; WELLS et al., 2016) e também 

in vivo usando camundongos (HASTINGS et al., 2017; LI et al., 2017; MINER et al., 

2016a; WANG et al., 2017). A importância da resposta imune inata via interferons 

também foi demonstrada em modelo de Drosophila, onde a sinalização inflamatória 
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de NF-κB ativa a expressão da molécula estimuladora dos genes de interferon (STING 

stimulator of interferon genes), que apresenta atividade antiviral, ajudando a restringir 

a infecção pelo ZIKV no cérebro de moscas adultas através da autofagia em neurônios 

(LIU et al., 2018). 

Modelos animais foram essenciais para determinar a neuropatogenicidade do 

ZIKV após a suspeita inicial de que a infecção congênita pelo vírus estava associada 

à microcefalia em 2015/2016. Inicialmente, modelos murinos demonstraram o papel 

crucial dos interferons no controle da infecção pelo ZIKV (ALIOTA et al., 2016; 

DOWALL et al., 2016; LAZEAR et al., 2016; ROSSI et al., 2016). Ainda, diversos 

modelos murinos reportaram a capacidade de causar sérios danos congênitos pelo 

ZIKV, incluindo danos cerebrais e microcefalia (CUGOLA et al., 2016; LI et al., 2016; 

MINER et al., 2016b; WU et al., 2016; YOCKEY et al., 2016). Subsequentemente, um 

alto número de trabalhos utilizando modelos animais de infecção pelo ZIKV foram e 

continuam sendo publicados, contribuindo para o conhecimento não apenas da 

patogênese e efeitos do ZIKV sobre a gravidez, mas também da transmissão sexual, 

determinantes virais e desenvolvimento de vacinas e terapêuticos (BRADLEY; 

NAGAMINE, 2017; DONG; LIANG, 2018). Nesse sentido, nosso grupo desenvolveu e 

teve participação direta em trabalhos usando modelos animais imunodeficientes 

(A129) a fim de investigar diversos aspectos da infecção pelo ZIKV. Costa e 

colaboradores (2017) descreveram um mecanismo de morte neuronal induzido pelo 

ZIKV via aumento de excitotoxicidade mediada pela superestimulação de receptores 

de glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR). O tratamento com bloqueadores 

de NMDAR, como a memantina, um medicamento aprovado por agências reguladoras 

internacionais para o tratamento de Alzheimer, foi capaz de prevenir a morte neuronal 

sem afetar a capacidade de replicação de replicação do ZIKV nas células hospedeiras 

(COSTA et al., 2017; OLMO et al., 2017).  Além disso, um modelo experimental em 

camundongos do tipo selvagem foi desenvolvido com o objetivo de fornecer mimetizar 

melhor as alterações humanas causadas pelo ZIKV do que modelos utilizando 

camundongos imunodeficientes ou por meio de injeção intracerebral do vírus. Nesse 

modelo, com a infecção sistêmica materna pelo ZIKV no dia embrionário 5, 

equivalente à segunda semana de gestação em humanos, permitiu a observação de 

alterações no neurodesenvolvimento refletidos na morfologia cerebral, além más-

formações graves e atraso de desenvolvimento de embriões em diferentes períodos 

avaliados (XAVIER-NETO et al., 2017). Assim, o modelo apresentado nesse trabalho 
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foi desenvolvido com base nesses trabalhos, onde foi demonstrado que a infecção 

congênita pelo ZIKV em camundongos imunocompetentes causa diversas alterações 

desde a fêmea grávida e seus embriões, como também em vários tecidos da prole 

adulta, não limitados apenas ao sistema nervoso central (CAMARGOS et al., 2019). 

 Além dos fatores relacionados à patogenicidade viral, outra relação do ZIKV 

com as complicações graves da doença pode estar diretamente relacionada ao 

sistema imune do hospedeiro. Estas complicações podem ser resultantes de um 

processo inflamatório exacerbado na placenta, alterando a produção de peptídeos e 

fatores de crescimento essenciais para o desenvolvimento do feto (MOR, 2016). Em 

camundongos, já foi demonstrado que danos placentários contribuem com o 

desenvolvimento anormal dos embriões (PEREZ-GARCIA et al., 2018). Nesse 

sentido, a infecção pelo ZIKV em camundongos imunocompetentes pode causar 

efeitos adversos no feto, mesmo na ausência de transmissão vertical, através de 

processo patológico da placenta (SZABA et al., 2018). Além disso, há um grande 

número de peptídeos homólogos entre a poliproteína do ZIKV e proteínas humanas 

associadas à microcefalia, calcificações no cérebro e SGB quando elas são alteradas. 

Assim, a exposição ao ZIKV durante a gestação pode desenvolver uma condição 

autoimune, resultando em respostas antivirais com reações cruzadas com proteínas 

humanas que, se atacadas, podem contribuir com o desenvolvimento de 

complicações neurológicas associadas à infecção pelo ZIKV (LUCCHESE; KANDUC, 

2016). 

Uma característica relevante das epidemias mais recentes do ZIKV, quando os 

casos mais graves da doença foram observados, é que elas ocorreram em regiões 

com hiperendemicidade dos DENV (Figura 8). Em regiões com grande presença do 

DENV, onde circulam diferentes sorotipos do vírus, é esperado que a maioria da 

população tivesse sido infectada por um ou mais destes sorotipos (LAZEAR; 

DIAMOND, 2016). 
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Figura 8: Distribuição global dos principais flavivírus. A distribuição global do Zika virus 
(rosa), Vírus da Febre Amarela (amarelo) e Dengue virus (verde) estão mostradas na figura, 
onde as áreas onde há co-circulação desses flavivírus são demonstradas pelas cores 
sobrepostas. Adaptado de: Pierson e Diamond (2020). 
 

Uma particularidade marcante na patogênese da dengue é que após a infecção 

primária por um sorotipo do DENV, o indivíduo desenvolve imunidade protetora 

permanente contra o sorotipo infectante e proteção cruzada temporária contra os 

demais sorotipos (GUZMAN; HARRIS, 2015). Porém, durante uma infecção 

heteróloga, os anticorpos produzidos contra o primeiro sorotipo infectante podem 

desempenhar o papel inverso, contribuindo para o aumento da infecção, via um 

fenômeno denominado “Intensificação da infecção dependente de anticorpos” (ADE, 

antibody-dependent enhancement). Neste caso, esses anticorpos não-neutralizantes, 

adquiridos previamente (durante a infecção primária) ou passivamente (crianças 

nascidas de mães imunes à dengue), podem formar imunocomplexos com o vírus, 

facilitando a infecção de células que expressam os receptores de imunoglobulinas 

(FcR) do tipo gama (FcγR), via interação com a porção Fc dos anticorpos. Com esta 

interação, há um aumento no número de células infectadas que resulta em uma 

elevada carga viral e consequentemente maior resposta inflamatória em comparação 

a indivíduos infectados na ausência desses anticorpos (KATZELNICK et al., 2017). 

Além disso, também é sabido que a infecção mediada por anticorpos é capaz de 

interferir na resposta antiviral dessas células após a infecção, em um fenômeno 

conhecido como ADE intrínseco (ADEi) (CHAREONSIRISUTHIGUL; 

KALAYANAROOJ; UBOL, 2007; UBOL et al., 2010). Neste caso, além do aumento no 

número de células infectadas, essas células respondem sinalizando de maneira 

diferente após a ligação do complexo DENV-anticorpo nos receptores FcγR 
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(BOONNAK et al., 2013), aumentando a produção de mediadores anti-inflamatórios 

tais como a citocina IL-10 e levando a ativação de uma família de proteínas 

denominadas SOCS, que por sua vez atuam interferindo com a resposta antiviral inata 

da célula infectada, via supressão da produção de IFNs do tipo I e ISGs 

(CHAREONSIRISUTHIGUL; KALAYANAROOJ; UBOL, 2007; COSTA et al., 2014; 

UBOL et al., 2010). De acordo, também foi demonstrado que o reconhecimento destes 

imunocomplexos (DENV-anticorpo) podem regular positivamente a expressão dos 

genes SARM e TANK, conhecidamente reguladores negativos da via de ativação de 

NF-κB, resultando em aumentada replicação viral na célula infectada (MODHIRAN; 

KALAYANAROOJ; UBOL, 2010). 

Uma resposta imune/inflamatória efetiva é o resultado do balanço da ativação 

entre sinais positivos e negativos dentro da célula hospedeira, que por sua vez 

impactam diretamente no resultado da montagem final das respostas contra aquele 

patógeno. A modulação deste sistema binário ocorre através da produção e ação de 

mediadores (e.g.: citocinas), ativação de vias de sinalização intracelular e contato 

direto célula-célula. A família dos FcRs é um exemplo clássico de como a ativação 

simultânea destes receptores em uma única célula pode levar a sinais ativadores ou 

inibitórios, resultando em diferentes graus de ativação e respostas (NIMMERJAHN, 

2016). Uma grande variedade de tipos celulares como neutrófilos, monócitos, 

macrófagos, linfócitos, células dendríticas e mastócitos expressam diferentes FcRs 

que se ligam à diferentes classes de imunoglobulinas. Por exemplo, os FcαR se ligam 

à IgA, FcγR se ligam à IgG, FcδR se ligam à IgD, FcεR se ligam à IgE e FcμR se ligam 

à IgM, além de outros receptores como FcR homolog (FcRH) e FcR neonatal (FcRn) 

(OKUN; MATTSON; ARUMUGAM, 2010; ROOPENIAN; AKILESH, 2007). Em 

camundongos, diversos tipos celulares expressam concomitantemente a classe dos 

FcγRs que apresentam receptores com domínios ativadores (FcγRI, FcγRIII e 

FcγRIV), que sinalizam via motivo de ativação de imunorreceptor baseado em tirosina 

(ITAM, Immunoreceptor tyrosine-based activation motif), e inibitórios (FcγRIIb) que 

sinalizam via ITIM (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif), sendo que o 

balanço dessa sinalização é o que regula a resposta final da célula (OKUN; 

MATTSON; ARUMUGAM, 2010). O envolvimento dos receptores Fc durante 

patologias do SNC tem sido cada vez mais sugerido (OKUN; MATTSON; 

ARUMUGAM, 2010). De fato, um ou mais FcRs são expressos em diversos tipos 

celulares do SNC, como em células dos tecidos periventriculares, na micróglia, em 
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oligodendrócitos, em astrócitos e neurônios (NAKAHARA et al., 2003; SONG et al., 

2004). Mais especificamente, células microgliais expressam todas as classes de 

FcRs; os astrócitos expressam alguns FcRs, como FcγRI; os oligodendrócitos 

expressam o FcγR, FcαR e FcμR; e por fim os neurônios, nos quais expressam os 

FcγRI, FcγRII, FcγRIII e FcεRI. Ativação excessiva dos FcRs em condições 

neurológicas neurodegenerativas como a doença de Alzheimer, a doença de 

Parkinson, a Esclerose Múltipla e o Acidente Vascular Cerebral já foram reportadas 

(ABDUL-MAJID et al., 2002; CAO; STANDAERT; HARMS, 2012; FERNANDEZ-

VIZARRA et al., 2012; KOMINE-KOBAYASHI et al., 2004; OKUN; MATTSON; 

ARUMUGAM, 2010). Portanto, é necessário que as funções dos FcRs sejam 

investigadas em condições normais e patológicas, pois a ativação anormal desses 

receptores em células neurais pode contribuir para a patogênese de importantes 

condições neuropatológicas (OKUN; MATTSON; ARUMUGAM, 2010). 

Desta forma, considerando: (A) a similaridade genética entre o DENV e ZIKV, 

que é de 54-59% comparando a homologia da proteína E viral (DEJNIRATTISAI et al., 

2016), incluindo epítopos-alvo da produção de anticorpos com reatividade cruzada 

(GRIFONI et al., 2017); (B) a hiperendemicidade destes virus no território Brasileiro 

(PIERSON; DIAMOND, 2020); (C) a alta reatividade cruzada observada em testes 

sorológicos (RATHORE; ST. JOHN, 2020); e (D) a ocorrência de casos graves de 

infecção pelo ZIKV (SCZ e SGB) em regiões com grande circulação do DENV, a 

possibilidade da ocorrência dos fenômenos de ADE e ADEi entre DENV e ZIKV 

(Figura 9) deve ser mais bem investigada (LAZEAR; DIAMOND, 2016). Diversos 

trabalhos reportaram a reatividade cruzada entre ZIKV e outros flavivírus. Um estudo 

inicial demonstrou o efeito do ADE do ZIKV in vitro utilizando células de camundongos 

na presença de anticorpos não neutralizantes obtidos de amostras de fluido ascítico 

homólogo de camundongos e também anticorpos obtidos a partir de fluidos 

heterólogos de outros flavivírus (FAGBAMI et al., 1987). Recentemente, esse efeito 

também foi observado in vitro em células de origem humana (CASTANHA et al., 2017; 

DEJNIRATTISAI et al., 2016; HERMANNS et al., 2018; HUESTON; RAMIREZ; 

MAHALINGAM, 2017; LI et al., 2018; PAUL et al., 2016; ROGERS et al., 2017; 

ZIMMERMAN et al., 2018), in vivo em modelos murinos (BARDINA et al., 2017; 

BROWN et al., 2019; RATHORE et al., 2019) e em humanos (WANG et al., 2020). 

Estes achados sugerem que anticorpos subneutralizantes anti-dengue e/ou contra 

outros flavivírus apresentam o potencial de exacerbar a infecção pelo ZIKV. Por outro 
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lado, outros autores demonstraram dados que sugerem a falta de reatividade cruzada 

ou até mesmo uma reação cruzada associada à proteção em modelos experimentais 

e achados clínico-epidemiológicos (BREITBACH et al., 2019; HALAI et al., 2017; 

MCCRACKEN et al., 2017; PANTOJA et al., 2017; RIBEIRO et al., 2018; 

RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2019; TERZIAN et al., 2017; WEN et al., 2017; 

ZHOU et al., 2020). Portanto, considerando a co-circulação de ZIKV, DENV e outros 

flavivírus em muitas áreas endêmicas, torna-se essencial a continuação da exploração 

das consequências da infecção pelo ZIKV após pré-exposição à outros flavivírus 

(WILDER-SMITH et al., 2017). 

 

 

Figura 9: Mecanismo proposto para o aumento dependente de anticorpos (ADE) da 
infecção pelo ZIKV mediada por anticorpos anti-DENV com reatividade cruzada. Em 
comparação com a infecção primária pelo ZIKV em indivíduos naïve, que ocorre por meio de 
outros receptores e leva uma certa taxa de produção de vírus e citocinas (A), na infecção 
secundária na presença de anticorpos neutralizantes contra o ZIKV ocorre uma neutralização 
efetiva do vírus infectante (B). Porém, na presença de anticorpos contra infecção primária por 
DENV, os anticorpos podem reagir de forma cruzada, não neutralizando o vírus, permitindo a 
entrada do complexo vírus-anticorpo em células expressando receptores Fc, levando a maior 
carga viral e elevada produção de citocinas anti e/ou pró-inflamatórias. Fonte: Langerak e 
colaboradores (2019). 
 

 O ZIKV tem a capacidade de atravessar a barreira placentária e infectar o feto, 

embora o mecanismo envolvido neste processo ainda não é completamente 

conhecido. Diversos mecanismos já foram propostos, sendo um deles é que o vírus 

seria levado por meio da circulação materna até a porção maternal da placenta 

(ROMBI et al., 2020; TABATA et al., 2018). Bayer e colaboradores (BAYER et al., 
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2016) sugerem que é improvável que o vírus atravesse a placenta por infecção direta 

dos sinciciotrofoblastos placentários nos últimos estágios da gestação devido à 

produção constitutiva de IFN tipo III, principalmente IFNλ1, que possui potente 

atividade antiviral. Desta forma, o ZIKV deve escapar das vias de sinalização antiviral 

de IFN tipo III e/ou atravessar essas células por uma via ainda desconhecida para 

alcançar o compartimento fetal (BAYER et al., 2016). Os autores também 

hipotetizaram que a produção e/ou responsividade de IFNλs podem variar de acordo 

com o tempo de gestação ou tipo celular investigado e, por isso, trofoblastos do 

primeiro trimestre do período gestacional podem ser mais permissivos a infecção pelo 

ZIKV que nos períodos mais tardios da gestação (BAYER et al., 2016). Segundo 

Nowakowski e colaboradores (2016), após atravessar a barreira placentária, o ZIKV 

infecta inicialmente células gliais radiais, uma vez que apresentam maior expressão 

do receptor AXL, seja através da corrente sanguínea, devido ao contato frequente 

destas células com os vasos sanguíneos, ou via líquido cefalorraquidiano, devido ao 

seu contato com a extremidade apical dessas células. Assim, destruindo as células 

radiais gliais, que geram todos os neurônios corticais, o ZIKV pode produzir 

microcefalia no feto em desenvolvimento (NOWAKOWSKI et al., 2016). 

Interessantemente, em um estudo envolvendo a infecção congênita pelo 

citomegalovírus (CMV), os autores demonstraram que anticorpos maternos podem 

intensificar ou prevenir a infecção de sinciciotrofloblastos da placenta via subversão 

do processo de transcitose mediado pelo FcRn (MAIDJI et al., 2006). Nesse sentido, 

recentemente foi demonstrado que o ZIKV é capaz de infectar células de Hofbauer 

(macrófagos placentários) e, em menor extensão, citotrofoblastos, sugerindo uma 

possível via pela qual o ZIKV utilize para cruzar a barreira placentária (QUICKE et al., 

2016). Neste estudo os autores discutem que uma das possibilidades do vírus ter 

acesso ao feto seria através de anticorpos com reatividade cruzada da mãe, nos quais 

estariam se ligando ao ZIKV e favorecendo o tráfico deste imunocomplexo através da 

placenta via ativação do FcRn nestes macrófagos, resultando em maior replicação 

viral nestas células (QUICKE et al., 2016). Diferentes classes de FcγRs são expressos 

pela placenta humana, sendo que além do FcRn em sinciciotrofoblastos e células 

endoteliais, também já foi detectada a expressão de FcγRI em células de Hofbauer, 

FcγRII em células de Hofbauer e endotélio fetal, FcγRIII em células de Hofbauer e 

trofoblastos (ROOPENIAN; AKILESH, 2007; SAJI et al., 1999). Entretanto, em 

camundongos, apenas um gene FcγRII é encontrado, embora tenha sido 
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demonstrado que um de seus dois produtos gênicos (FcγRIIb2) seja capaz de mediar 

a rápida endocitose e transcitose de IgG através de vesículas revestidas por clatrina 

(LYDEN et al., 2001). De fato, Rathore e colaboradores (2019) demonstraram que 

anticorpos específicos contra DENV em camundongos imunocompetentes fêmeas 

grávidas podem promover o aumento da transmissão vertical do ZIKV, causando uma 

síndrome semelhante à microcefalia, em um processo dependente pelo FcRn. 

Similarmente, Hermanns e colaboradores (HERMANNS et al., 2018) e também 

Zimmerman e colaboradores (ZIMMERMAN et al., 2018) evidenciaram que explantes 

de placenta humana apresentam aumento da infecção pelo ZIKV quando anticorpos 

cross-reativos anti-DENV estão presentes. Desta forma, considerando a expressão 

FcγRs por diferentes células humanas, incluindo da placenta, e a observação do efeito 

de ADE de ZIKV em algumas dessas células, o potencial de intensificação da infecção 

ZIKV deve ser melhor investigado. 

 

1.6) Alterações do neurodesenvolvimento induzidas pelo ZIKV 

 

Além das alterações neuropatológicas diretamente associadas ao ZIKV, 

estudos epidemiológicos e em modelos animais indicam que a inflamação materna 

durante a gestação, devido à infecção ou outros insultos que estimule o sistema imune 

materno, atuem como um fator de risco de desenvolvimento de doenças 

neuropsiquiátricas na prole (ESTES; MCALLISTER, 2016; KNUESEL et al., 2014). De 

fato, a primeira evidência dessa associação causal surgiu há mais de um século, com 

o trabalho de Karl Menninger, em 1919 (MENNINGER, 1919). A partir de então, 

diversos estudos epidemiológicos demonstraram o aumento do risco de se 

desenvolver, por exemplo, esquizofrenia após exposição pré-natal a uma grande 

variedade de patógenos, tais como rubéola (BROWN et al., 2001), poliomielite 

(SUVISAARI et al., 1999), herpes simplex (BUKA et al., 2001) e influenza (TAKEI et 

al., 1996). Além da associação com a esquizofrenia, outros trabalhos demonstraram 

uma possível relação entre a infecção pré-natal e outros distúrbios psiquiátricos, tais 

como o autismo (CHOI et al., 2016), depressão e ansiedade (ENAYATI et al., 2012), 

epilepsia e doenças neurodegenerativas (KNUESEL et al., 2014). 

Como já foi estabelecido o potencial patogênico do ZIKV no desenvolvimento 

da microcefalia, é possível que o mesmo possa induzir outras alterações 

neuropsiquiátricas ainda não reportadas. De forma geral, o fenótipo da doença 
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neurológica resultante da ativação imune pré-natal depende não apenas da sua 

intensidade, tipo e tempo da gestação em que essa ativação imune acontece, mas 

também da interação com outros fatores ambientais e/ou predisposição genética 

(KNUESEL et al., 2014). Dessa forma, esses fatores imunes e ambientais podem 

contribuir sinergicamente na indução de alterações neurológicas nos indivíduos 

afetados (MEYER, 2014). Ou seja, infecções congênitas, pelo ZIKV por exemplo, 

podem constituir um insulto pré-natal que torna a prole mais susceptível aos efeitos 

patológicos de um segundo insulto no período pós-natal, como estresse ou infecção 

por outros patógenos, culminando no desenvolvimento de alterações 

neuropatológicas mais graves na idade adulta (GIOVANOLI et al., 2013). Então, como 

os mecanismos associados às alterações tardias da infecção pelo ZIKV em crianças 

afetadas permanecem pouco conhecidos, não apenas alterações causadas pelo ZIKV 

em si, mas a potencial ativação imune materna (AIM) causada por esta infecção 

também pode contribuir para outras consequências negativas a longo prazo após a 

infecção congênita pelo ZIKV (ESTES; MCALLISTER, 2016). Além disso, o potencial 

de ADE da infecção pelo ZIKV por sua reatividade imunológica cruzada pode também 

intensificar a AIM durante a gestação, logo, agravando as consequências adversas 

fetais causadas pelo ZIKV. 

Alguns estudos clínicos já mostraram que crianças nascidas de mães 

infectadas pelo ZIKV e que não desenvolveram microcefalia durante a gestação 

apresentaram diferentes alterações neurológicas dias, meses ou até um ano após o 

nascimento (ARAGAO et al., 2017; MULKEY et al., 2018). Em relação ao 

neurodesenvolvimento, um estudo de Faiçal e colaboradores (2019) com crianças 

normocefálicas que foram expostas ao ZIKV durante a gestação reportou que numa 

coorte de 29 crianças, 10 destas apresentaram um atraso no desenvolvimento motor, 

cognitivo ou de linguagem. Semelhantemente, Nielsen-Saines e colaboradores (2019) 

avaliaram crianças de 7 a 32 meses após o nascimento de mães com infecção pelo 

ZIKV confirmada por PCR. Embora apenas 3,7% das crianças tenham desenvolvido 

microcefalia, em média 34% (40% pela avaliação de Bayley-III e 28,7% por 

questionários de neurodesenvolvimento e avaliação de HINE) das crianças de todo o 

estudo apresentaram neurodesenvolvimento reduzido e/ou alterações oculares ou 

auditivas. Ainda, três crianças (2,1%) que eram saudáveis nos dois primeiros anos de 

vida desenvolveram transtorno do espectro autista (TEA). Dessa forma, como as 

alterações congênitas resultantes da infecção materna pelo ZIKV foram reconhecidas 
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recentemente, mais estudos se fazem necessários para avaliar se outros problemas 

podem afetar as crianças expostas ao vírus no futuro (NIELSEN-SAINES et al., 2019). 

Desta forma, é possível que a microcefalia após a infecção congênita pelo ZIKV 

seja apenas a “ponta do iceberg”, sendo que outras consequências adversas a longo 

prazo podem ser causadas pela exposição materna ao vírus (ESTES; MCALLISTER, 

2016). Não obstante, uma vez que a co-circulação do ZIKV e outros flavivírus pode 

levar a sua reatividade cruzada e potencialmente ADE da infecção pelo ZIKV, a 

infecção intensificada em mulheres grávidas pode também intensificar a AIM durante 

a gestação e, logo, agravando as consequências adversas fetais causadas pelo ZIKV. 

Assim, torna-se necessária a maior caracterização do potencial patogênico do ZIKV 

na alteração do neurodesenvolvimento de fetos nascidos de mães infectadas e o 

estudo das consequências da infecção congênita até a fase adulta. 

Nesse contexto, uma etapa essencial para a compreensão dos mecanismos 

patogênicos associados à infecção pelo ZIKV, e o seu possível potencial teratogênico, 

passa pelo desenvolvimento de modelos experimentais que permitam o entendimento 

da interação ZIKV-hospedeiro, a fim de elucidar os mecanismos associados à 

proteção e/ou exacerbação da doença durante a infecção e permitir a identificação de 

potenciais alvos terapêuticos e os testes dos mesmos em tais modelos experimentais.  

 

1.7) Estratégias terapêuticas contra a infecção pelo ZIKV 

 

 A infecção pelo ZIKV é capaz de causar um diferente espectro de 

consequências patológicas, seja uma doença febril leve a moderada, como 

complicações neurológicas em adultos e fetos nascidos de mães infectadas durante 

a gravidez. Dessa forma, diferentes estratégias terapêuticas podem ser aplicadas 

neste contexto, como medicamentos capazes de controlar os sintomas causados pela 

infecção ou o uso de drogas com atividade antiviral (JACKMAN et al., 2018). 

 Considerando a capacidade de infecção de células do sistema nervoso central 

pelo ZIKV, drogas neuroprotetoras vem sendo testadas como tratamento indireto 

dessa infecção. A memantina, por exemplo, é um inibidor de NMDAR que já foi testada 

com o objetivo de prevenir a neurodegeneração causada pelo ZIKV em modelos in 

vitro e in vivo (COSTA et al., 2017; OLMO et al., 2017). Outro composto já testado em 

camundongos é o infliximab, um anticorpo anti-TNF que possui atividade anti-

inflamatória. No estudo desenvolvido por Souza e colaboradores (2018) foi 
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demonstrado que o infliximab foi capaz de prevenir algumas consequências de longo 

prazo induzidas pela infecção do ZIKV em camundongos Suíços. Além desse 

compostos, outros vêm sendo testados sob a proposta de reposicionamento de 

fármacos, que possui a vantagem de não precisar passar por todas as etapas do 

desenvolvimento pré-clínico que um novo medicamento normalmente passaria 

(SOUZA et al., 2019). No entanto, o desenvolvimento de novos fármacos e vacinas 

ainda é necessário para a prevenção ou tratamento de pacientes em potenciais novas 

epidemias pelo ZIKV. 

 Uma classe de moléculas que vem sendo investigada recentemente é a dos 

peptídeos célula-penetrantes, que são substâncias capazes de atravessar, por 

exemplo, a barreira hematoencefálica (BHE) para exercer sua atividade no sistema 

nervoso central sem causar dano à essa estrutura de proteção (GRÄSLUND et al., 

2011). A partir de estudos com o peptídeo α-helical (AH) da proteína NS5 do Vírus da 

Hepatite C (HCV – hepatitis C virus), foi descoberta a capacidade desse peptídeo 

induzir a lise de vesículas lipídicas, incluindo partículas virais, inibindo assim a 

infecção pelo HCV (CHO et al., 2009). O AH adsorve às vesículas e promove a 

desestabilização na sua camada, causando a lise por ruptura da vesícula, 

transformando-a em uma bicamada planar (CHO et al., 2007). Por isso, essa 

estratégia foi chamada de LEAD, do inglês “lipid envelope antiviral disruption”, que 

tem como alvo a característica comum do ZIKV e outros arbovírus de apresentarem 

um revestimento de envelope lipídico (JACKMAN et al., 2018). 

A partir do peptídeo AH, outro composto similar foi desenvolvido pela 

incorporação de aminoácidos dextrogiros (AH-D) para reduzir sua degradação 

proteolítica e testado em modelos in vitro e in vivo a fim de avaliar sua atividade 

antiviral contra diversos arbovírus (BADANI; GARRY; WIMLEY, 2014; JACKMAN et 

al., 2018). Com relação ao ZIKV, a eficácia terapêutica do peptídeo AH-D foi avaliada 

em um modelo de infecção letal em camundongos imunodeficientes A129 (IFN-

α/βR−/−) que apresentam infecção sistêmica e cerebral. O tratamento foi capaz de 

proteger os animais da mortalidade e reduzir outros parâmetros avaliados, como carga 

viral sistêmica, neuroinflamação e dano cerebral. A carga viral no cérebro também foi 

reduzida, assim como o dano à BHE causado pela infecção viral (JACKMAN et al., 

2018). Portanto, considerando a promissora atividade antiviral do peptídeo AH-D 

contra o ZIKV e outros arbovírus, a continuação da investigação do potencial 
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terapêutico do peptídeo AH-D e sua validação em outros modelos experimentais que 

mimetizam melhor a doença vista em humanos é essencial.  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

 O Zika virus é um arbovírus transmitido principalmente por vetores do gênero 

Aedes e que recentemente passou a representar grande relevância médica em 

regiões onde o vírus está presente. O Zika virus está associado com a ocorrência de 

complicações neurológicas em indivíduos adultos, a Síndrome de Guillain-Barré, e 

também em crianças nascidas de mães infectadas durante o período gestacional, 

causando diversas alterações patológicas denominadas Síndrome Congênita do Zika. 

Embora a relação entre essas complicações e a infecção pelo Zika virus vem sendo 

demonstrada por evidências clínicas e modelos experimentais, as consequências a 

longo prazo dessa infecção, assim como os fatores ambientais envolvidos nessas 

respostas, ainda permanecem por ser melhor investigadas. Além disso, dada a 

associação de infecções durante a gravidez com o desenvolvimento de doenças 

neuropsiquiátricas, a infecção pré-natal pelo Zika virus pode apresentar 

consequências ainda piores do que são conhecidas atualmente. 

O Zika virus recebeu atenção mundial apenas recentemente, quando foram 

observados casos graves associados à infecção pelo vírus nas epidemias ocorridas 

em regiões do Pacífico Sul e Américas. Essas epidemias ocorreram em áreas de 

grande circulação de outros arbovírus, como os Dengue virus, sendo inclusive 

detectadas co-infecções de ambos os vírus. Casos graves de dengue geralmente são 

associados ao fenômeno de aumento da infecção dependente de anticorpos, 

processo no qual anticorpos produzidos durante a infecção primária por um sorotipo 

dos Dengue virus promovem uma intensificação da infecção pelo novo sorotipo 

durante uma infecção secundária. Apesar deste fenômeno ter sido estudado 

extensivamente com os diferentes sorotipos dos Dengue virus, o papel destes 

anticorpos anti-dengue na potencialização da infecção pelo Zika virus é controverso, 

com estudos indicando a ocorrência deste fenômeno, enquanto outros demonstram 

que isto não ocorre. Caso confirmada, essa hipótese pode ter sérias implicações tanto 

na gravidade da manifestação da doença, como também no desenvolvimento de 

terapias específicas e na efetividade de futuras vacinas contra o Dengue virus e Zika 

virus. Portanto, novos estudos são necessários para avaliar essa hipótese in vivo, 

observando não apenas o efeito deste fenômeno durante a potencialização da 

infecção intra-útero, mas também a médio e longo prazo ao longo do desenvolvimento 

destes animais. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1) Objetivo geral 

 

Avaliar as alterações causadas pela infecção pelo Zika virus, na presença ou 

ausência de anticorpos pan-flavivirus, durante os períodos pré e pós-natal da prole de 

camundongos imunocompetentes e os mecanismos imunoinflamatórios associados à 

resposta do hospedeiro.  

 

3.2) Objetivos específicos  

 

I. Avaliar as concentrações de mediadores pró-inflamatórios, CCL2, CCL3, 

CCL4, CCL5, CXCL9, CXCL10, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17, TNF e IFN-γ, no baço 

e plasma de camundongos fêmeas grávidas após infecção pelo ZIKV; 

II. Avaliar a viabilidade fetal e carga viral do ZIKV na placenta e no cérebro de 

embriões derivados de camundongos fêmeas infectadas durante a gestação 

e comparar esses parâmetros na ausência ou presença prévia de anticorpos 

pan-flavivírus; 

III. Avaliar a produção de mediadores inflamatórios, CCL2, CCL5, IL-1β, IL-6, IL-

10, TNF, TGF-β, IFN-α, IFN-β e IFN-γ, associados à infecção pelo ZIKV na 

placenta e no cérebro dos embriões para comparar o perfil da produção 

destes mediadores após infecção pelo ZIKV na presença ou ausência de 

anticorpos pan-flavivírus; 

IV. Avaliar as possíveis alterações de neurodesenvolvimento, oculares, 

testiculares e ósseas induzidas pela infecção materna do ZIKV, na presença 

e ausência dos anticorpos pan-flavivírus, durante o período pós-natal da 

prole; 

V. Avaliar se o tratamento com o peptídeo antiviral AH-D é capaz de prevenir as 

alterações embrionárias causadas pela infecção pelo ZIKV durante a 

gestação na presença de anticorpos pan-flavivírus; 

VI. Avaliar possíveis alterações neuropatológicas latentes na prole previamente 

susceptível devido à ativação imune materna causada pela infecção 

congênita do ZIKV (primeiro insulto), a serem reveladas pelo estresse 

imprevisível durante o período pré-púbere (segundo insulto); 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1) Ética em Experimentação Animal 

 

Este trabalho foi conduzido de acordo com a Regulação Ética em 

Experimentação Animal segundo a Lei Federal 11.794, de outubro de 2008. Todos os 

experimentos foram primeiramente aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG), sob protocolos de 

número 217/2017 e 194/2019 (Anexo 3). Todos os procedimentos cirúrgicos foram 

realizados sob anestesia de cetamina/xilazina e todos os esforços foram feitos para 

minimizar o sofrimento animal. Os estudos com ZIKV foram conduzidos no laboratório 

de Imunofarmacologia, sob nível de biossegurança nível 2, no Instituto de Ciências 

Biológicas (ICB), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). 

 

4.2) Vírus, cultura celular e anticorpos 

 

Neste trabalho foi utilizado o isolado clínico contemporâneo do Zika virus (HS-

2015-BA-01; disponível em ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX520666) obtido a partir do 

soro de um paciente infectado durante o surto da infecção em 2015 na cidade de 

Salvador/BA, no qual foi gentilmente cedido pela Profa. Silvia Sardi da Universidade 

Federal da Bahia (UFBA). 

O vírus foi propagado em células de Aedes albopictus C6/36 obtidas do Banco 

de Células do Rio de Janeiro e mantidas em estufa de Demanda Bioquímica de 

Oxigênio (BOD) a 28 ºC na presença de meio L-15 suplementado com 2% de soro 

fetal bovino (SFB) e 100 unidades/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina, a 

37 ºC e 5% CO2 por 7 dias (COSTA et al., 2017). O sobrenadante obtido das culturas 

infectadas foi centrifugado a 2000 rpm por 10 min para retirada dos debris celulares. 

O hibridoma do anticorpo monoclonal 4G2 (hibridoma D1.4G2.4.15) foi 

adquirido da American Type Culture Collection (ATCC; 

https://www.atcc.org/Products/All/HB-112.aspx), cultivado em meio livre de soro e 

obtido através de precipitação por sulfato de amônio. Após diálise em tampão salina 

fosfato (PBS –phosphate-buffered saline; 0,4 M NaCl e 10 mM de NaPO4), os 

anticorpos foram purificados por cromatografia de afinidade por proteína A/G (PAGE; 

THORPE, 1998). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KX520666


54 
 

Anticorpos anti-caspase-3 (Abcam 13585), anti-Iba1/AIF1 (PA5-21274), Fluoro-

Jade C® (Merk Millipore AG325), anti-NeuN (Abcam 104225), anti-S100B (Abcam 

41548) foram usados durante os experimentos de imuno-histoquímica ou 

imunofluorescência. 

 

4.3) Animais e protocolos experimentais 

 

Camundongos selvagens machos e fêmeas da linhagem C57BL/6j (6 a 8 

semanas) foram obtidos do Biotério Central da UFMG e acomodados no Laboratório 

de Imunofarmacologia do ICB/UFMG. Os animais foram mantidos em micro-

isoladores com lotação máxima de 5 animais por acomodação, com livre acesso a 

água e ração, sob um fotoperíodo automatizado de 12:12 claro/escuro à 21-24 ºC. 

A fim de facilitar os acasalamentos controlados e avaliação da fecundação 

posteriormente, o ciclo estral das fêmeas foi determinado pelo método de citologia 

vaginal, como descrito por (BYERS et al., 2012). Os camundongos fêmeas na fase 

proestrus ou estrus foram acomodados para o acasalamento controlado com um único 

animal macho por 16 h. Após este período, foi definido como dia embrionário (DE) 0,5. 

As fêmeas com indicativo de gravidez, i. e. permanência na fase diestrus após 

acasalamento, foram infectadas no DE 5,5 com 1x106 UFP/animal de ZIKV 

intraperitonealmente (i.p.). Esse tipo de injeção permite estabelecer viremia 

rapidamente, sendo mais relevante para estudos da fisiopatologia do ZIKV (WU et al., 

2016; XAVIER-NETO et al., 2017). Camundongos controle negativo recebeu volume 

equivalente de PBS via i.p. Alternativamente, para avaliar o potencial papel do 

aumento da infecção dependente de anticorpos (ADE) da infecção pelo ZIKV, 10 µg 

do anticorpo 4G2 foi administrado por via i.p. 24 h antes da infecção pelo ZIKV e, 

quando necessário, a cada 48 h após a primeira dose, um protocolo experimental 

semelhante à um trabalho anterior onde foi investigado o ADE da infecção pelo DENV 

em camundongos imunocompetentes (COSTA et al., 2014). Um anticorpo monoclonal 

IgG2a de camundongos foi usado como controle de isotípo (Acris Gmbh – Alemanha). 

Para a avaliação da Ativação Imune Materna (AIM) (Figura 10), amostras de 

sangue para controle basal foram coletadas das mães grávidas pela veia facial 24 h 

antes da infecção. Após 2 e 24 h pós-infecção (hpi), os animais foram anestesiados e 

eutanasiados para a coleta do sangue e baço. Os tempos de coleta foram escolhidos 

com base em outros trabalhos em que a AIM foi avaliada em camundongos, sendo 
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Células da linhagem Vero (atcc.org/products/all/CCL-81.aspx) foram crescidas 

em meio DMEM suplementado com 5% SFB na presença dos antibióticos: fungizona 

(2 µg/mL), penicilina (100 U/mL) e gentamicina (50 µg/mL). As células foram 

tripsinizadas, homogeneizadas e implantadas em placa de seis poços a uma 

densidade de 1x106 células/poço. As placas foram incubadas em uma estufa de 

atmosfera umidificada, de 5% de CO2, a 37 ºC por cerca de 24 h, quando seus poços 

apresentaram uma monocamada de células com confluência de 70% a 80%. Os 

tecidos foram pesados e macerados em cadinho e pistilo de porcelana estéreis. Essas 

amostras e os estoques virais foram diluídos serialmente em meio DMEM com 

antibióticos na ausência de SFB. A cada poço de uma placa foi adicionado 300 µL de 

cada uma das diluições (10-2 a 10-7) de uma dada amostra. O controle de células 

correspondeu a um poço não inoculado, ao qual foram acrescentados apenas o meio 

DMEM com antibióticos na ausência de SFB. As placas foram incubadas por um 

período de uma hora a 37 ºC (período de adsorção viral), durante o qual foram 

gentilmente movimentadas de 15 em 15 min para garantir uma distribuição 

homogênea das partículas virais sobre a monocamada de células. Terminado o 

período de adsorção, o meio foi retirado dos poços e desprezado, e as células lavadas 

com PBS. Em seguida, foi adicionado meio DMEM contendo 1,6% de 

carboximetilcelulose, antibióticos e 1,5% de SFB. As placas foram incubadas a 37 ºC 

por 5 dias ou até o desenvolvimento de efeito citopático, observado ao microscópio 

invertido. As mesmas foram fixadas com formol tamponado a 10% por 2 h e, 

posteriormente, coradas com solução 1% p/v de cristal violeta em PBS para a 

determinação do título das amostras, os quais foram expressos em Unidades 

Formadoras de Placas (UFP) por mililitro ou miligrama de tecido. 

Alternativamente, a reação de RT-qPCR foi realizada. As amostras foram 

processadas e submetidas à extração de RNA usando o RNeasy MiniKit (Qiagen, 

Alemanha), de acordo com as especificações do fabricante. A reação de amplificação 

foi realizada utilizando 30 ng de total de RNA extraído com o kit one-step Quantinova 

Probe RT-PCR (Qiagen, Alemanha), segundo instruções do fabricante, e adicionando 

de 12,5 ng de iniciadores aleatórios (Promega, EUA) por reação. O seguinte par de 

iniciadores e sonda foram utilizados: iniciador senso CCGCTGCCCAACACAAG; 

iniciador antisenso CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT; Sonda 

AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCA. A reação de RT-qPCR foi realizada 

no 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) seguindo as 

https://www.atcc.org/products/all/CCL-81.aspx
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seguintes etapas: 45 ºC por 5 min; 95º por 5 min; 40 ciclos de 95 ºC por 5 s e 60 ºC 

por 30 s. Para a geração de uma curva padrão semiquantitativa, a RT-qPCR foi 

realizada usando RNA extraído de uma amostra viral padrão de concentração 

(UFP/mL) conhecida. 

 

4.5) Mensuração dos níveis de citocinas no soro e tecidos por ELISA  

 

Os níveis de vários mediadores inflamatórios (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, 

CXCL9, CXCL10, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17, TNF, TGF-β, IFN-α, IFN-β e IFN-γ) foram 

quantificados no plasma e tecidos pela técnica de ELISA. O plasma foi obtido a partir 

do sangue total coletado em heparina, após centrifugação a 3.000 g por 5 min e 

posteriormente armazenado à -20 ºC até análise. Fragmentos de tecidos foram 

homogeneizados em PBS contendo inibidor de proteases [0,1 mM fluoreto 

fenilmetilsulfonil, 0,1 mM cloreto de benzetônio, 10 mM ácido etilenodiamina 

tetracético (EDTA) e 20 mM de aprotinina A] e 0,05% Tween 20, na proporção de 100 

mg de tecido para cada mL de solução, com o auxílio de um homogeneizador elétrico 

de tecidos (Power Gen 125 – Fisher Scientific International, EUA). Após centrifugação 

em 3.000 g durante 10 min a 4 ºC (Centrífuga BR4 – Jouan, EUA), o sobrenadante foi 

coletado para as dosagens de citocinas. As amostras de soro e tecidos foram diluídos 

1:2 em PBS contendo 0,1% de albumina bovina. As quantificações foram realizadas 

utilizando kits DuoSet enzyme-linked immunosorbent (R&D Systems, EUA), seguindo 

os protocolos recomendados pela fabricante e os resultados expressos como pg/100 

mg de tecido ou pg/mL de plasma. 

Brevemente, os anticorpos de captura foram diluídos em PBS, pH 7,4, sendo 

que a sensibilização ocorreu durante 18 h a 4 ºC. A reação foi bloqueada com PBS 

acrescido de 1 de albumina bovina (Sigma-Aldrich, EUA). As amostras, os padrões 

e o branco (albumina 0,1%) foram adicionados aos poços e incubados por 18 h. A 

reação foi detectada pela incubação com streptavidina conjugada com peroxidase 

(HRP-Streptavidin Pharmingem – 1:4000) e revelada com OPD (o-phenylenediamine 

dihidrocloride – Sigma-Aldrich, EUA). Após 30 min, a reação foi interrompida com 

H2SO4 e a leitura feita no leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, 

Uniscience do Brasil) em comprimento de onda de 492 nm. Os resultados foram 

expressos como pg/100 mg de tecido ou pg/mL de plasma. 
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4.6) Análise de neurodesenvolvimento da prole 

 

Os efeitos da infecção pelo ZIKV sobre o neurodesenvolvimento da prole foram 

avaliados através de diversos ensaios ao longo da vida desses animais. Todos as 

análises comportamentais foram descritas abaixo e realizadas no mesmo animal, com 

aproximadamente uma semana de intervalo entre cada teste (n=6; todos os 

camundongos machos nascidos de 6 mães diferentes em cada grupo). Todos os 

testes comportamentais foram realizados no laboratório de Neurofarmacologia, do 

Departamento de Farmacologia (ICB/UFMG) em colaboração com o Professor 

Antônio C. P. Oliveira. 

 

4.6.1) Teste de sociabilidade 

 

 O teste social foi realizado de acordo com (RADYUSHKIN et al., 2009) em uma 

arena retangular 60 x 40 cm (comprimento x altura), com 3 câmaras e duas paredes 

divisórias. Em cada parede, pequenas aberturas (6 x 6 cm) permitiram o acesso livre 

em todo o aparato (câmara central e duas câmaras socias em cada lado – Câmaras 

A e B). Todos os testes foram registrados por uma câmera conectada à um 

computador para análise. O tempo em cada câmara foi analisado automaticamente 

pelo software Any-maze® (Stoelting Company, EUA). 

 Inicialmente, para avaliar a sociabilidade animal, o animal teste foi colocado na 

câmara central do aparato experimental por 5 min com acesso bloqueado para os 

outros compartimentos, para habituação. Após isso, um animal jovem (25-35 dias de 

idade), desconhecido do animal teste, dentro de um cilindro plástico foi colocado na 

câmara social à esquerda ou direita (câmara A) e um cilindro vazio idêntico foi 

colocado na outra câmara (câmara B). As pequenas aberturas foram liberadas, 

permitindo que o animal teste explorasse todos os compartimentos por 10 min. O 

índice de sociabilidade (%) foi calculado como: [segundos investigando o animal 

jovem desconhecido na câmara A/(segundos investigando câmara A + segundos 

investigando câmara B)] x 100. A localização do animal desconhecido nas câmaras 

social direita ou esquerda foi alternada entre testes para evitar um possível efeito de 

preferência lateral. 
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4.6.2) Labirinto em Y 

 

A fim de avaliar a memória de trabalho da prole, os animais testes foram 

colocados individualmente no final de um dos braços do aparato e permitidos que 

explorassem livremente o labirinto por 8 min. O aparato consistia em um labirinto em 

foram de Y com 3 braços idênticos (A, B e C), com 60º de angulação entre braços 

adjacentes. Cada braço possuía 30 cm de comprimento, 6 cm de largura e 20 cm de 

altura. A exploração dos animais foi registrada por câmera e analisada posteriormente. 

As entradas em cada braço foram registradas e analisadas para calcular a alternância 

entre braços. Apenas a alternância entre diferentes braços, por exemplo ABC, BCA 

ou CAB, foi considerada para o cálculo do escore percentual. O índice de alternância 

(%) foi calculado como: [alternância total/(total de entradas nos braços – 2)] x 100, 

segundo trabalho anterior (DE CASTRO et al., 2009). 

 

4.6.3) Labirinto em cruz elevado 

 

O teste do labirinto em cruz elevado se baseia na tendência natural dos 

camundongos de aproximar e evitar áreas que apresentam perigo, como a altura, para 

avaliar o nível de ansiedade desses animais (CRYAN; HOLMES, 2005). O labirinto 

em cruz elevado foi utilizado avaliar comportamentos associados à ansiedade na 

prole. O aparato experimental foi posicionado 0,5 m acima do chão e consistia de dois 

braços abertos e dois fechados (com paredes) de 30 cm de comprimento e 5 cm de 

largura. O animal teste foi colocado no centro do aparato e permitido que explorasse 

o labirinto por 6 min. Esse período foi gravado usando uma câmera e o conflito pelo 

instinto de exploração, prevenção e risco foi observado. A quantidade de entradas e 

tempo nos braços abertos e fechados foram analisados automaticamente pelo 

software Any-maze® (Stoelting Company, EUA). 

 

4.6.4) Teste de campo aberto 

 

A avaliação da atividade locomotora basal dos camundongos foi realizada 

através do teste de campo aberto (SOUSA; ALMEIDA; WOTJAK, 2006). O teste foi 

realizado num aparato circular de 50 cm de diâmetro e paredes de 40 cm, localizado 

em uma sala isolada. Os animais testes foram colocados no centro da arena e sua 
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movimentação foi registrado por meio de uma câmera de vídeo durante 20 min. A 

distância percorrida, número e tempo no centro da arena foi analisado pelo o Any-

maze® (Stoelting Company, EUA). 

 

4.6.5) Teste de preferência a sacarose 

 

O teste de preferência à sacarose foi realizado para avaliar a anedonia, 

comportamento relacionado à depressão. Esse teste é baseado pela preferência típica 

do animal, quando possível, de solução doce à água, sendo que a redução desta 

preferência indica anedonia. Esse teste durou 5 dias e foi realizado de acordo com 

(BITANIHIRWE et al., 2010; DA SILVEIRA et al., 2017). Inicialmente, os animais foram 

habituados por 3 dias a consumir água a partir de duas garrafas na mesma 

acomodação (fase de habitação). No terceiro dia, o conteúdo de uma das garrafas foi 

substituído por 50 mL de solução de sacarose 0,5% e o outro por 50 mL de água. O 

consumo de água e solução de sacarose foi quantificado a cada 24 h por dois dias 

consecutivos (fase teste). Após 24 h iniciais da fase teste, o conteúdo das garrafas foi 

completado para 50 mL e a posição das garrafas foi alternada para evitar efeitos da 

preferência lateral no comportamento dos animais. A quantificação do consumo foi 

realizada em ambos os dias da fase teste. A preferência à sacarose foi calculada como 

um escore percentual: [(consumo de sacarose/consumo total de líquidos) x 100%], de 

acordo com (DA SILVEIRA et al., 2017). 

 

4.6.6) Análise neuropatológica usando modelo de dois insultos ambientais 

 

Uma segunda coorte de fêmeas grávidas foi utilizada para os experimentos 

descritos nesta seção. No período pós-natal da prole, após a separação dos filhotes 

quanto ao sexo no dia pós-natal 21, os animais machos foram subdivididos em outras 

gaiolas, onde metade dos animais machos das proles foi submetida ao segundo 

insulto ambiental caracterizado por um protocolo de estresse imprevisível, enquanto 

os animais restantes da prole não foram perturbados, seguindo modelo descrito por 

Giovanoli e colaboradores (2013). 

O protocolo de estresse incluiu cinco diferentes estressores aplicados em dias 

distintos, com intervalo de um dia de descanso entre cada um, sendo eles: (i) choque 
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elétrico na pata, (ii) estresse por contenção, (iii) privação de água, (iv) estresse por 

nado forçado e (v) mudanças repetidas de acomodações. 

• Choque elétrico (dia 1): os animais do grupo de exposição ao estresse foram 

colocados em uma sala com iluminação predominantemente artificial para a 

realização desse procedimento utilizando o aparato de medo condicionado (35 

x 20 cm). Os animais foram colocados individualmente no aparato e as luzes 

foram desligadas durante o período experimental. Após um período inicial de 3 

min, os animais receberam 3 choques elétricos leves na pata (0,3 mA por 1 s) 

com intervalo de 3 min entre cada um, seguido por outro período final de 3 min 

sem choques. Em seguida, os animais foram retornados imediatamente às 

suas acomodações; 

• Estresse por contenção (dia 3): cada animal do grupo de estresse foi mantido 

individualmente em tubos de 50 mL transparentes (diâmetro: 3 cm; 

comprimento: 11,5 cm) por 45 min. Os tubos foram previamente perfurados (2 

mm de diâmetro) em diversos locais para facilitar a respiração do animal no 

período experimental. Os tubos foram imobilizados com o auxílio de uma fita 

crepe em uma mesa de madeira durante o procedimento. Ao final do período, 

os animais foram retornados imediatamente às suas acomodações; 

• Estresse por privação de água (dia 5): os animais designados ao grupo de 

estresse passaram por um período de 16 h privados de água. Uma vez que os 

animais do grupo estavam acomodados na mesma gaiola, as garrafas de água 

foram removidas às 16 h do dia 5 e recolocadas novamente no dia seguinte às 

8 h. A acesso a alimentação dos animais durante o período de privação de 

água foi mantido; 

• Estresse por nado forçado (dia 7): os animais do grupo de estresse foram 

submetidos a duas sessões de nado forçado utilizando um béquer de vidro (5 

litros) contendo água (18 ºC, 20 cm de profundidade. Cada sessão teve 

duração de 1 min, separadas por um intervalo de 3 min. Neste intervalo, os 

animais foram mantidos em uma gaiola separada contendo maravalha limpa. 

Ao final da última sessão, os animais foram secados com o auxílio de uma 

toalha e retornados imediatamente às suas acomodações; 

• Mudanças repetidas de acomodações (dia 9): os animais do grupo de estresse 

foram submetidos à diversas mudanças de acomodações durante o período 
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escuro do ciclo claro/escuro. Para isso, os animais desse grupo foram 

transferidos para uma nova gaiola contendo maravalha limpa juntamente com 

sua garrafa de água e ração, sendo esse procedimento repetido cinco vezes 

em intervalos irregulares. 

Após o término deste período experimental, os animais foram mantidos sem 

perturbações até a 8ª semana de vida, quando a série de testes comportamentais foi 

iniciada. Além dos testes descritos anteriormente (itens 4.6.1 a 4.6.5), testes 

adicionais foram realizados apenas nos animais dessa seção, como descritos a 

seguir. Além da análise comportamental, o volume cerebral dos animais também foi 

quantificado na 12ª semana de vida, conforme metodologia descrita abaixo (item 

4.6.9). 

 

4.6.7) Teste de memória social 

 

O teste foi realizado de acordo com (RADYUSHKIN et al., 2009). Após o 

período inicial de 10 min para a avaliação da sociabilidade do animal teste, conforme 

descrito no item 4.6.1, um segundo animal jovem desconhecido foi colocado na outra 

câmara social previamente vazia (câmara B) e a memória social foi avaliada num novo 

período de 10 min. O índice de memória social foi calculado como: [segundos 

investigando o animal desconhecido na câmara B/(tempo investigando o estranho 1 + 

tempo investigando o estranho 2)] x 100. 

 

4.6.8) Teste de enterramento de esferas 

 

Os transtornos do espectro autista (TEA) são doenças psiquiátricas que 

constituem um problema de saúde público mundial relevante. Uma característica 

marcante nessa condição patológica é a expressão de comportamentos repetitivos de 

forma compulsiva, que podem até resultar em lesões em casos mais extremos. Então, 

para avaliar o comportamento compulsivo dos animais, o teste de enterrar esferas 

(“marble burying”) foi empregado (ANGOA-PÉREZ et al., 2013). Microisoladores 

foram preenchidos com 7 cm (altura) de maravalha autoclavada e 20 esferas de vidro 

foram distribuídas sobre a superfície da gaiola de forma equidistante (4x5). Então, 

cada animal teste foi colocado no centro da gaiola, que foi subsequentemente 

tampada, e deixado por 15 min como o período do teste. Após isso, o animal foi 
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retirado e o número de esferas enterrada foi quantificado. Uma esfera enterrada foi 

considerada quando nenhuma parte de sua superfície era visível, sendo que ela 

deveria estar abaixo da altura inicial da maravalha. 

 

4.7) Análise de Ressonância Magnética 

 

 O acompanhamento volumétrico cerebral foi realizado por imagens de 

ressonância magnética (MRI) com 4, 8 e 12 semanas de vida das fêmeas ou apenas 

com 12 semanas dos machos (n=6; 1-2 animais de 6 mães diferentes em cada grupo). 

No caso da coorte de animais do modelo de dois insultos ambientais, animais de 3 

mães de cada grupo foram analisados. Os experimentos de MRI foram realizados 

usando um sistema 4.7T NMR (Oxford Systems, Reino Unido) controlado por um 

controlador de imagens UNITY Inova200 (Varian, EUA). O protocolo de imageamento 

consistiu de 20 imagens coronais ponderadas em T2 (TR = 3000 ms, TE =50 ms) com 

1 mm de espessura. Os camundongos foram anestesiados durante todo o 

procedimento (cerca de 50 min por animal) com halotano (4% de indução, 1,5% de 

manutenção) e oxigênio (1,5 L/min) via máscara facial. Todas as medidas 

morfométricas cerebrais foram realizadas pelo software NIH ImageJ. O volume 

cerebral total (mm³) foi calculado através do somatório da área de cada secção (mm²) 

multiplicado pela espessura das fatias (1 mm), sendo 7 fatias sequenciais de +2,8 a -

3,2 cm a referenciados a partir do Bregma. Essas análises foram realizadas no Centro 

de Tecnologia em Magneto-Ressonância em colaboração com os Professores Márcio 

F.D. Moraes (Departamento de Fisiologia e Biofísica – ICB/UFMG) e Eduardo M.A.M. 

Mendes (Departamento de Engenharia Eletrônica – Escola de Engenharia/UFMG). 

 

4.8) Análise histopatológica e imuno-histoquímica do cérebro 

 

 Após a prole atingir 12 semanas de vida, os camundongos foram eutanasiados 

e o cérebro coletado para diversas análises de imunocoloração. Após remoção, os 

cérebros foram fixados em paraformaldeído 10% em PBS por 48 h. Para análise por 

hematoxilina e eosina, as amostras foram retiradas da solução de paraformaldeído e 

processadas como descritas por Jackman e colaboradores (2018). Um patologista 

analisou o índice histopatológico do córtex cerebral e inflamação da meninge de 
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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. 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 

compreenderam o índice final, de até 8 pontos. 

Para as análises de imunohistoquímica, as amostras foram retiradas da solução 

de paraformaldeído e imersas em solução de sacarose 30% por 24 h. Então, as 

amostras foram congeladas em isopentano (Sigma-Aldrich, EUA) resfriado em 

nitrogênio e posicionado em moldes resfriados após inclusão em meio congelante 

OCT (Cell Path, Reino Unido). As amostras foram fatiadas em criostato (Leica 

CM3050S, Leica Biosystems, Alemanha) e secções de 30 μm de espessura foram 

coletadas em lâminas revestidas com gelatina. A imunohistoquímica das fatias de 

córtex foi realizada para avaliação do número de micróglia (Iba-1), neurônios (NeuN) 

e astrócitos (S100β), seguindo procedimentos fornecidos pelos fabricantes (Vector 

Elite kit, Vector Laboratories, EUA). A neurodegeneração foi avaliada por coloração 

com Fluoro Jade C, como descrito por (SCHMUED et al., 2005). Para a coloração, 2 

fatias de cada cérebro de 5 animais foram utilizadas, sendo esses animais 

provenientes de 5 mães diferentes. Três imagens representativas de cada secção 

foram quantificadas usando o software NIH ImageJ e os resultados foram 

representados por mediana de todas as contagens por animal. 

 

4.9) Análise oftalmológica da prole 

 

4.9.1) Medição da pressão intraocular 

 

 Entre a 4ª e 12ª semana de vida, a pressão intraocular (PIO) da prole foi 

realizada semanalmente usando um tonômetro de aplanação (Tono-Pen Vet, Reichert 

Technologies, EUA), no qual foi calibrado antes do uso, como descrito por 

(FOUREAUX et al., 2015a). Brevemente, a córnea do animal foi instilada com um 

anestésico tópico contendo 1% de hidrocloreto de tetracaína e 0,1% de hidrocloreto 

de fenilefrina. Então, o tonômetro foi posicionado perpendicularmente à região apical 
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da córnea e três leituras da PIO foi realizada no olho direito. A leitura em apenas um 

dos olhos foi definida após avaliação inicial de ambos os olhos e ser verificado que 

não havia diferença dos valores de PIO obtidos. O valor de PIO foi calculado como a 

média das três medidas e expressos como média±SEM de todos os animais de cada 

grupo. Para evitar variações circadianas da PIO, todas as análises foram realizadas 

no mesmo dia da semana e período do dia (entre 9:00 e 12:00). As medidas de PIO 

foram realizadas em colaboração com a Professora Giselle Foureaux, do laboratório 

de Biologia Transversal, Departamento de Morfologia (ICB/UFMG).  

 

4.9.2) Análise histopatológica 

 

 Após eutanásia, ambos os olhos foram enucleados para análises 

histopatológicas (n=5-6; um animal aleatório de 5-6 diferentes mães de cada grupo). 

As secções histológicas foram preparadas após fixação por 24 h em solução de Bouin, 

para a contagem de células ganglionares da retina (CGR) e expressão de caspase-3, 

segundo (FOUREAUX et al., 2015b). Resumidamente, as fatias dos olhos foram 

coradas por Hematoxilina e Eosina (HE) para contagem de CGR, na qual foi realizada 

manualmente contando toda a extensão neuronal da retina com o auxílio de um 

microscópio (Olympus BX 41, EUA). A imunohistoquímica para avaliação da caspase-

3 em CGR foi realizada usando anticorpos policlonais de coelho anti-caspase 3 (1:200; 

Sigma-Aldrich, EUA). As fatias coradas foram analisadas usando um microscópio, 

registrando o número de células caspase-3 positivas por 100 CGR. 

 

4.10) Análise testicular da prole 

 

4.10.1) Preparação dos tecidos 

 

Após eutanásia, a orquiectomia bilateral foi realizada e os testículos foram 

separados do epidídimo, pesados e cortados longitudinalmente com uma navalha em 

fragmentos menores. Os testículos foram fixados por 24 h através da imersão em 

solução de Bouin, incluído em metacrilato glicol (GMA – Leica Historesin Embedding 

Kit, Leica Biosystems, Alemanha) e em Paraplast® (Merck, EUA) para análises 

histológicas, estereológicas e de imunocoloração (n=5; um animal aleatório de 5 mães 
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diferentes em cada grupo). Todas as análises testiculares descritas abaixo foram 

realizadas em colaboração com o Professor Guilherme M.J. Costa, do laboratório de 

Biologia Celular, Departamento de Morfologia (ICB/UFMG). 

 

4.10.2) Análises morfométricas do parênquima testicular e túbulos seminíferos 

 

Volume dos compartimentos do tecido testicular foi estimado pela contagem de 

6615 pontos no parênquima dos testículos. O diâmetro dos túbulos seminíferos e o 

lúmen tubular foram analisados num aumento de 200X usando uma ocular calibrada 

com micrômetro de estágio. Trinta secções tubulares (circulares ou semicirculares) 

foram selecionadas aleatoriamente e medidas em cada animal, como descrito por 

(JOHNSON; NEAVES, 1981). A morfologia dos túbulos seminíferos de cada 

camundongo foi classificada de acordo com suas características epiteliais: 1) 

apresentando todos os tipos de células germinativas sem apoptose; 2) presença de 

apoptose ou degeneração de células germinativas; 3) ausência de algumas camadas 

de células germinativas; 4) apresentando retenção de corpos residuais. Usando estas 

características, 30 secções tubulares foram analisadas aleatoriamente por animal. 

 

4.10.3) Número de células 

 

• Células germinativas: as células no estágio VII do ciclo do epitélio seminífero 

(SEC) foram contadas em 10 secções de túbulos seminíferos por camundongo. 

As contagens foram corrigidas de acordo com o método descrito por 

(ABERCROMBIE, 1946) e modificado por (AMANN, 1962). As proporções 

celulares foram alcançadas através dessas contagens corrigidas. 

• Células de Leydig: o volume de células de Leydig foi obtido usando o volume 

nuclear assim como a proporção entre núcleo e citoplasma. Para isto, 30 

núcleos foram medidos por animal. O volume nuclear da célula de Leydig foi 

obtido usando a fórmula para cálculo do volume de esferas (4/3πR³, onde R = 

diâmetro nuclear/2). A proporção entre núcleo e citoplasma foi estimado 

contando 1000 pontos ao longo das células de Leydig de cada animal. O 

número de células de Leydig foi estimado a partir do tamanho individual e 

volume total ocupado por essas células no parênquima testicular. 
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4.10.4) Análise de imunohistoquímica 

 

 Secções seriadas de 5 μm de espessura foram marcadas para caspase-3 

usando protocolos com diluição de anticorpos previamente testadas. Após 

diafinização e reidratação, a recuperação antigênica foi realizada em tampão citrato 

(pH 6,0) por 5 min após ebulição em um micro-ondas (tempo total de 10 min). 

Peroxidase endógena foi inativada por 30 min com 3% H2O2 (Sigma-Aldrich, EUA) em 

PBS a temperatura ambiente. Anticorpo primário anti-Caspase-3 policlonal de coelho 

(IM-0035, 1:100, Abcam, Reino Unido) foi aplicado e as fatias incubadas por 16 h a 4 

ºC. As fatias foram expostas à anticorpos IgG de cabra biotinilados anti-coelho (ab672, 

1:200, Abcam, Reino Unido) durante 60 min a temperatura ambiente. A detecção foi 

realizada através de incubação das secções em streptavidina por 10 min em 

temperatura ambiente, seguido de reação com o substrato de peroxidase 3,39-

diaminobenzidina (DAB, Sigma-Aldrich, EUA) e contra corados com hematoxilina 

(Merck, EUA). Após desidratação, as fatias foram cobertas com lamínulas, montadas 

com Entellan (Merck, EUA) e analisadas. A fim de quantificar o índice de células 

apoptóticas, 15 secções tubulares (circulares ou quase circulares) foram selecionadas 

aleatoriamente e analisadas por animal. Os dados foram expressos dividindo o 

número de células germinativas apoptóticas por área de epitélio seminífero, medido 

usando o software NIH ImageJ. 

 

4.11) Análise óssea da prole 

 

4.11.1) Microtomografia computadorizada 

 

 A microarquitetura trabecular e a densidade óssea dentro da região metafisiária 

dos fêmures distais foram quantificados usando microtomografia computadorizada 

(microCT). Após eutanásia, os fêmures foram dissecados, fixados por 48 h em 

formalina tamponada 10% e escaneados usando um sistema de microCT (Skyscan 

1172 X-ray microtomograph, Aartselaar, Bélgica) (BOUXSEIN et al., 2010; MACARI 

et al., 2018). As imagens foram analisadas a partir do software CT-Analyzer, calibrado 

com fantasmas de hidroxiapatita de cálcio com densidade conhecida (Skyscan, 

Bélgica). Contorno anatômico irregular a alguns pixels de distância do limite 
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endocortical foi usado como método de contorno. Os parâmetros analisados foram: 

densidade mineral óssea (BMD), porcentagem de volume ósseo trabecular/volume 

total (BV/TV%), volume ósseo (BV), índice de modelo de estrutura (SMI), espessura 

das trabéculas (Tb.Th), separação das trabéculas (Tb.Sp) e o número de trabéculas 

(Tb.N). Essas análises foram realizadas em colaboração com o Professor Gustavo P. 

Garlet, do departamento de Ciências Biológicas (Escola de Odontologia de Bauru – 

USP). Já as análises ósseas adicionais descritas abaixo foram realizadas em 

colaboração com as Professoras Soraia Macari e Tarcília Silva, da Faculdade de 

Odontologia (UFMG). 

 

4.11.2) Cultura de células 

 

 As células de medula óssea (BMC) foram obtidas de fêmures dos 

camundongos dos grupos PBS e ZIKV. Para formação de osteoclastos, as BMC foram 

cultivadas em Meio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, EUA) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado por calor (FBS, Gibco, EUA). 

As células foram estimuladas com fator estimulador de colônia de macrófagos (M-

CSF, 30 ng/mL; R&D System, EUA) e RANKL (10 ng/mL; R&D System, EUA) para 

diferenciarem em osteoclastos. Coloração de TRAP (Sigma-Aldrich, EUA) foi 

realizada de acordo com instruções do fabricante e o número de células TRAP 

positivas (TRAP+) foi determinado pela contagem do número de células em 10 

campos por poço no aumento de 40X. 

 A diferenciação osteoblástica em BMC aderentes foi induzida através do cultivo 

em um meio contendo 10% FBS, 100 μM de ácido L-ascórbico 2-fosfato, 10 nM de 

dexametasona e 5 mM de β-glicerofosfato (β-GP). O meio de cultura foi trocado a 

cada 3 dias. No dia 21 pós-indução, os níveis de fosfatase alcalina (ALP) foram 

quantificados usando o kit SensoLyte pNPP ALP assay (AnaSpec, EUA), seguindo as 

recomendações do fabricante. 

 

4.11.3) Histomorfometria 

 

Os fêmures foram fixados em formalina 10%, descalcificada em EDTA 14% e 

incluídos em parafina. As secções sagitais de 5 μm foram coradas com HE para a 

densidade de osteócitos por área de osso trabecular, com fosfatase ácida resistente 
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ao tartarato (TRAP; Sigma-Aldrich, EUA) para análise de osteoclastos TRAP+ e para 

coloração de Tricromo de Masson, usado para osteoblastos por perímetro de osso 

trabecular. Cinco secções por animal foram avaliadas com o auxílio de um microscópio 

(Olympus AX70 Light, Microscope Olympus Corporation, Japão). As medidas foram 

realizadas no fêmur distal excluindo a placa epifisária, onde a metáfise distal foi 

fotografada sob aumento de 40X no microscópio de luz conectado à uma câmera 

digital (PowerShot A620, Canon, Japão) e as células ósseas foram medidas usando 

o software NIH ImageJ. 

 

4.11.4) Extração de RNA e Qpcr 

 

Para análise de qPCR, o RNA total foi extraído a partir da metáfise distal usando 

trizol, seguido de purificação em coluna (RNeasy Mini Kit, Qiagen, EUA). A integridade 

das amostras de RNA foram avaliadas pela análise de 1 μg de RNA total pelo 2100 

Bioanalyzer (Agilent Technologies, EUA), segundo instruções do fabricante. Após a 

extração do RNA, DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 4 μL de RNA 

através da reação de transcrição reversa usando Superscript Vilo Master Mix (Thermo 

Fisher Scientific, EUA). Os genes alvo analisados foram RANK (Tnfrsf11a), RANKL 

(Tnfsf11), osteoprotegerina (OPG, Tnfrsf11b), relação RANKL/OPG, TNF-α (Tnf) e 

interleucina 6 (il6), sendo os níveis de mRNA quantificados por meio de qPCR usando 

SYBR Green PCR Master Mix. O protocolo de ciclos consistiu de uma etapa de pré-

incubação a 95 ºC por 10 min para aumentar a sensibilidade de detecção, 45 ciclos 

de amplificação iniciando a 95 ºC por 10 s, 60 ºC por 30 s e 72 ºC por 1 s, seguido de 

uma etapa única de resfriamento a 40 ºC por 10 s. Os dados foram analisados usando 

o software Light Cycler® 480. As sequências dos iniciados foram desenhadas com 

base nas sequências de nucleotídeos nas bases de dados do NCBI e Ensemble. A 

expressão de cada gene foi normalizada pela expressão média do gene controle 

desidrogenase gliceraldeído-3-fosfato (GAPDH) e quantificada usando o limiar do 

ciclo (Ct) e cálculo de 2-∆∆Ct (MACARI et al., 2016). 

 

4.12) Análise estatística 

 

Todos os dados foram testados para normalidade e homocedasticidade das 

variâncias. Dados quantitativos foram apresentados como mediana, com exceção da 
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PIO e ganho de peso das fêmeas grávidas, os quais foram mostrados como 

média±SEM (erro padrão da média). As análises foram realizadas usando o software 

Prism v7.0 (GraphPad Software Inc, EUA). Os dados foram analisados usando 

diferentes testes quando necessário. Teste t não paramétrico para comparação entre 

dois grupos. One-way ANOVA foi usado para comparação entre três ou mais grupos 

seguido de Newman-Keuls no caso de distribuição normal ou Kruskal-Wallis seguido 

de teste de Dunn no caso de dados não paramétricos. Dados de peso corporal e 

volume cerebral das fêmeas no período pós-natal, além da PIO das proles, foram 

analisados por two-way ANOVA e Newman-Keuls como teste post-hoc. Os resultados 

foram considerados significativos quando valor p<0,05.  
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5. RESULTADOS 

 

5.1) A infecção pelo Zika virus induz a Ativação Imune Materna (AIM) 

 

A fim de avaliar a capacidade do ZIKV de induzir AIM, camundongos fêmeas 

grávidas C57BL/6j foram infectados com 106 UFP de ZIKV por via intraperitoneal (i.p.). 

A injeção foi realizada no dia embrionário (DE) 5,5, que é equivalente à exposição ao 

ZIKV no primeiro trimestre em humanos, mais especificamente de aproximadamente 

2 semanas (XAVIER-NETO et al., 2017). Os animais foram eutanasiados e amostras 

de plasma e baço foram coletadas 2 ou 24 horas pós-infecção (hpi) para análise da 

carga viral e dos níveis de mediadores inflamatórios por ELISA. Em paralelo, para 

mimetizar uma infecção secundária, outras fêmeas grávidas foram injetadas com uma 

dose subneutralizante (10 µg) de um anticorpo anti-proteína E de flavivírus (4G2) 24 

h antes da infecção pelo ZIKV, grupo denominado 4G2+ZIKV neste trabalho, com o 

objetivo de avaliar se o fenômeno de aumento da infecção dependente de anticorpos 

(ADE) poderia exacerbar as alterações induzidas pelo ZIKV (Figura 10). Ao longo dos 

experimentos, o grupo controle negativo foi injetado com uma solução salina 

tamponada (PBS) e o grupo controle positivo recebeu um anticorpo controle de isotipo 

IgG2a sem especificidade contra o ZIKV (grupo ZIKV). 

Os resultados obtidos mostraram que 10³ partículas virais viáveis foram 

recuperadas do plasma das fêmeas grávidas infectadas pelo ZIKV e tratadas com 

controle de isotipo em 2 hpi (Figura 14A). Nesse mesmo tempo, 105 partículas viáveis 

foram detectadas nos animais injetados com 4G2 antes da infecção pelo ZIKV para 

emular uma infecção secundária (4G2+ZIKV). Em 24 hpi, nenhuma partícula viral 

viável foi detectada nos grupos analisados. No baço desses animais, a carga viral foi 

similar nos grupos ZIKV e 4G2+ZIKV em ambos os tempos analisados (Figura 14B), 

sendo que não houve recuperação importante do número de partículas virais. 

A análise dos mediadores inflamatórios revelou um aumento nas 

concentrações das quimiocinas CCL2 (Figura 14C) e CXCL10 (Figura 14D) no baço 

das fêmeas grávidas infectadas com ZIKV após 2 hpi quando comparadas ao grupo 

controle injetado com PBS. Estas concentrações retornaram ao nível basal após 24 

hpi (Figura 14C-D). Entretanto, níveis elevados de CCL2 foram encontrados no baço 

dos animais 4G2+ZIKV (Figura 14C) em ambos os tempos analisados em relação ao 

grupo PBS. Em relação a CXCL10 (Figura 14D), concentrações elevadas foram 
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mães infectadas pelo ZIKV (ambos os grupos ZIKV e 4G2+ZIKV; Figura 22A), embora 

o volume cerebral nesse período foi similar entre os grupos (Figura 22B). Em seguida, 

na 8ª e 12ª semanas de vida, o peso corporal da prole nascida de mães infectadas 

pelo ZIKV se tornou similar aos controles PBS (Figura 22A). Entretanto, o cérebro 

desses camundongos não acompanhou o desenvolvimento total do corpo e alterações 

significativas no volume cerebral de ambos os grupos infectados foram observadas 

na 12ª semana quando comparadas com os controles PBS (Figura 22B). Não houve 

diferenças entre os grupos infectados, ZIKV e 4G2+ZIKV. 

 

Figura 22: Análise de neurodesenvolvimento da prole após infecção materna pelo ZIKV. 
Os camundongos fêmeas da prole foram pesados (A) antes da aquisição de imagens de 
ressonância magnética (B-C) para quantificação do volume cerebral durante o seu 
desenvolvimento. O painel inferior (C) exemplifica as sete imagens (*) sequenciais utilizadas 
para a quantificação do volume cerebral, cujo resultado está representado no gráfico em B. 
Os resultados estão apresentados como mediana. Nos gráficos: *, p<0,05 vs. Controle PBS. 
#, p<0,05 vs. grupo ZIKV como avaliado por two-way ANOVA seguido de Newmann-Keuls 
como pós-teste. 
 

É importante ressaltar que as análises de acompanhamento do 

desenvolvimento descritas acima foram realizadas na prole do sexo feminino (Figura 
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comparação com os controles PBS (Figura 24). No entanto, quando o cérebro foi 

analisado em maiores detalhes utilizando técnicas de imuno-histoquímica, um 

aumento na neurodegeneração, como avaliado por coloração com Fluoro Jade C, foi 

observado nas amostras da prole nascida de mães infectadas pelo ZIKV (Figura 25), 

embora uma diferença entre os grupos ZIKV e 4G2+ZIKV não tenha sido observa. A 

quantificação de micróglia, astrócitos e neurônios foi realizada pela coloração por 

imuno-histoquímica e contagem de células positivas para Iba-1, S100β e NeuN, 

respectivamente, no córtex cerebral. As contagens de micróglia (Figura 26) e 

astrócitos (Figura 27) foram similares entre os animais infectados e controle. 

Entretanto, uma redução nas contagens de neurônios NeuN+ no córtex da prole 

4G2+ZIKV em comparação com os grupos ZIKV e PBS (Figura 28). Em conjunto, 

esses resultados mostram que a infecção materna pelo ZIKV leva a anormalidades 

neurológicas na prole na idade adulta, como demonstrado pela maior expressão de 

marcadores de neurodegeneração e redução do volume cerebral dos animais 

infectados. Além disso, a administração de 4G2 para mimetizar uma infecção 

secundária pelo ZIKV causou uma perda neuronal significativa além das alterações 

descritas anteriormente. 
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sociabilidade), ansiedade (testes do labirinto em cruz elevado e do campo aberto) e 

memória de trabalho (labirinto em Y). Análises adicionais também demonstraram 

ausência de comportamentos associados à disfunção motora (teste do campo aberto) 

e à depressão (teste de preferência a sacarose) nos grupos ZIKV e 4G2+ZIKV em 

comparação com os controles PBS, como demonstrado pela redução, embora não 

significativa, da locomoção basal (p=0,0693 4G2+ZIKV vs. PBS) e da preferência à 

sacarose (p=0,0827 4G2+ZIKV vs. PBS), respectivamente. Esses resultados sugerem 

que apenas a infecção congênita pelo ZIKV em camundongos imunocompetentes, 

mesmo na presença de 4G2, não foi suficiente para induzir alterações 

comportamentais na prole adulta no nosso modelo experimental.  
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Tabela 2. Análise comportamental realizada com animais machos da prole de fêmeas 

grávidas controle ou infectadas pelo ZIKV que receberam ou não 4G2. 

Teste 
comportamental 

Indicativo Parâmetro 
Média ± desvio padrão  

PBS ZIKV 4G2+ZIKV 

Interação social 
Reconhecimento 

social 
Índice de 

sociabilidade 
59,6±1,8 63,2±2,1 58,6±2,5 

Labirinto em 
cruz elevado 

Ansiedade 

Tempo nos 
braços 
abertos 

59,7±5,9 62.6±6,4 68.4±5,8 

Tempo nos 
braços 

fechados 
209,2±7,7 208,7±8,4 201,3±7<4 

Entradas nos 
braços 
abertos 

15±1,5 12,9±0,9 14,4±1,4 

Entradas nos 
braços 

fechados 
26±1,9 21,7±1,5 22,6±1,4 

Labirinto em Y 
Memória de 

trabalho 

Alternância 
entre os 
braços 

59,8±2,0 63,7±1,8 63,3±1,6 

Campo aberto 
Atividade 

locomotora e 
ansiedade 

Locomoção 
basal 

40,0±1,7 36,1±1,9 35,5±1,7 

Entradas no 
centro 

95,7±6,0 84,2±5,7 86,4±5,7 

Tempo no 
centro 

154,3±16,2 141,7±15,2 143,7±13,0 

Preferência a 
sacarose 

Depressão 

Preferência a 
sacarose no 

dia 1 
66,6±4,2 65,2±3,2 57,2±2,2 

Preferência a 
sacarose no 

dia 2 
46,8±4,2 52,9±3,9 55,8±2,7 

*Nenhuma das alterações descritas acima foram estatisticamente significantes. 

 

5.5) A infecção congênita pelo ZIKV resulta em anormalidades oftalmológicas 

na prole 
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pelo ZIKV no trato reprodutivo masculino ainda precisam ser investigados. Então, os 

efeitos da infecção congênita pelo ZIKV na morfologia dos testículos (Figura 32) foram 

investigados na prole adulta e se a administração de 4G2 poderia contribuir para a 

exacerbação dessas alterações. 

 A infecção congênita pelo ZIKV induziu alterações morfológicas e biométricas 

nos compartimentos tubulares dos testículos da prole adulta nascida de mães 

infectadas pelo ZIKV e algumas delas ainda foram exacerbadas na presença de doses 

subneutralizantes do anticorpo 4G2 (Figura 32-34). Embora diferenças macroscópicas 

ou no peso dos testículos da prole de mães infectadas ou controles não tenham sido 

encontradas (Figura 34A), uma redução significante na densidade dos componentes 

testiculares, como volume de componentes dos túbulos seminíferos (Figura 34B), 

diâmetro tubular (Figura 34C) e lúmen tubular (Figura 34D), foram detectadas nos 

grupos ZIKV quando comparados ao controle PBS e também no grupo 4G2+ZIKV em 

relação aos grupos ZIKV e PBS. De fato, ambos os grupos ZIKV e 4G2+ZIKV 

apresentaram importantes alterações morfológicas nos túbulos seminíferos quando 

comparados aos controles (Figura 32B1 e C1; Figura 34E). Cerca de 40% dos túbulos 

seminíferos apresentaram alguma característica alterada, como demonstrado pela 

degeneração do epitélio seminífero, ausência de alguns tipos de células germinativas 

e retenção de corpos residuais (Figura 32B2 e C2; Figura 34F). Ainda, a eficiência das 

células de Sertoli, estimada pelo número de espermátides circulares por célula de 

Sertoli, foi menor no grupo 4G2+ZIKV (Figura 34G). O índice meiótico, medido pelo 

número de espermátides circulares produzidas por espermatócitos em paquíteno 

(Figura 34H), também foi reduzido em ambos os grupos infectados quando 

comparados ao controle. De acordo, uma maior frequência de apoptose de células 

germinativas (células caspase-3 positivas – Figura 33) por área de epitélio seminífero 

foi detectada no grupo apenas infectado por ZIKV (Figura 33B; Figura 34I). O grupo 

4G2+ZIKV também apresentou uma maior taxa de células apoptóticas por área, mas 

não estatisticamente diferente do grupo controle (Figura 33C; Figura 34I).  
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Figura 32: Micrografias dos compartimentos tubulares dos testículos da prole nascida 
de mães infectadas pelo ZIKV. Na 12ª semana de vida, os animais nascidos de mães 
infectadas e controles foram eutanasiados. Após orquiectomia, micrografias dos 
compartimentos tubulares dos testículos dos grupos controle PBS (A, A1 e A2), ZIKV (B, B1 
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e B2) e 4G2+ZIKV (C, C1 e C2) foram obtidas para realização de análises morfométricas. Nas 
imagens: compartimento intersticial (IC em A-C) secções (linha pontilhada em A1-C1) de 
túbulos seminíferos (ST em A-C); degeneração do epitélio seminífero (setas em B2 e C2); 
retenção de corpos residuais (asteriscos em B2 e C2); Magnificação = 200X (A-C) e 400X 
(A1-C1, A2-C2). Barra de escala (linhas pretas) = 50 µm (A-C); 20 µm (A1-C1, A2-C2). 
 
 

 
Figura 33: Imuno-histoquímica de caspase-3 dos compartimentos tubulares dos 
testículos da prole nascida de mães infectadas pelo ZIKV. Na 12ª semana de vida, os 
animais nascidos de mães infectadas e controles foram eutanasiados. Após orquiectomia, 
secções dos compartimentos tubulares dos testículos dos grupos controle PBS (A), ZIKV (B) 
e 4G2+ZIKV (C) foram coradas com anticorpos anti-caspase-3 para avaliação de apoptose, 
indicada pelas pontas de seta vermelhas nas imagens. Magnificação: 200X. Barra de escala 
(linhas pretas) = 50 µm 
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Figura 35: Micrografias dos compartimentos intertubulares dos testículos da prole 
nascida de mães infectadas pelo ZIKV. Na 12ª semana de vida, os animais nascidos de 
mães infectadas e controles foram eutanasiados. Após orquiectomia, micrografias dos 
compartimentos intertubulares dos testículos dos grupos controle PBS (A, A1 e A2), ZIKV (B, 
B1 e B2) e 4G2+ZIKV (C, C1 e C2) foram obtidas para realização de análises morfométricas. 
Nas imagens: compartimento intertubular (linha pontilhada em A-C); túbulos seminíferos (ST 
em A- C); células de Leydig (LC em A-C; setas em A1-C1); vasos sanguíneos (BV em A-C e 
pontas de seta em A1-C1). Magnificação = 200X (A-C) e 400X (A1-C1, A2-C2). Barra de 
escala (linhas pretas) = 50 µm (A-C); 20 µm (A1-C1, A2-C2). 
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mecanosensoriais). Neste contexto, essas células foram analisadas por técnicas 

histológicas. A Figura 38 mostra micrografias representativas de osteoclastos (painel 

superior), osteoblastos e osteócitos (painel inferior) de todos os grupos. Osteoclastos 

foram identificados como células multinucleadas coradas para a fosfatase ácida 

resistante ao tartarato (TRAP; setas vermelhas no painel superior da Figura 38D), 

osteoblastos foram reconhecidos nas secções pelo seu tamanho, forma e posição no 

osso (setas pretas no painel inferior na Figura 38D) e os osteócitos foram envoltos por 

osso na trabécula óssea do fêmur (quadrados vermelhos no painel inferior na Figura 

38D). De acordo com a avaliação por microCT, um aumento no número de 

osteoclastos (Figura 38A) e de osteócitos (Figura 38B) foi encontrado nos grupos ZIKV 

e 4G2+ZIKV em relação aos controles PBS nas análises histológicas. Contagens 

similares de osteoblastos foram observadas nos grupos PBS e ZIKV, enquanto um 

aumento no número dessas células foi encontrado no grupo 4G2+ZIKV (Figura 38C). 
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Figura 41: Avaliação da diferenciação de BMCs em osteoblastos. As BMCs dos animais 
ZIKV e PBS foram cultivadas na presença de dexametasona, ácido ascórbico β-glicerofosfato 
para induzir a diferenciação em osteoblastos em um período experimental de 21 dias. Então, 
as concentrações de fosfatase alcalina (ALP) no meio foram quantificadas indiretamente 
através da coloração do vermelho de alizarina (A). Imagens representativas do cultivo de 
BMCs no meio osteogênico: poços da placa de cultura no painel superior em B e sob aumento 
de 40X no painel inferior em B. Os resultados foram expressos como mediana. Nos gráficos: 
*, p<0,05 vs. grupo não-osteogênico. #, p<0,05 vs. grupo com meio osteogênico, como 
avaliado por two-way ANOVA seguido de Newmann-Keuls como pós-teste.  
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5.8) A administração terapêutica de um peptídeo antiviral (AH-D) reduz a 

frequência de infecção viral e a morte fetal induzida pela infecção 

congênita pelo ZIKV 

 

 O ZIKV infecta o SNC e causa neuroinflamação, na qual é associada com 

alterações neurológicas (BROUTET et al., 2016; COSTA et al., 2017; CUGOLA et al., 

2016; GARCEZ et al., 2016a). Logo, compostos com atividade antiviral podem ser 

essenciais para a prevenção dessas alterações. Um peptídeo cérebro-penetrante 

desenvolvido recentemente, denominado peptídeo AH-D(JACKMAN; SHI; CHO, 

2018), foi capaz de inibir a infecção pelo ZIKV e sua dispersão sistêmica e no cérebro 

de camundongos adultos imunocomprometidos (JACKMAN et al., 2018). A fim de 

avaliar se o peptídeo AH-D poderia inibir a replicação viral e a morte fetal, o peptídeo 

foi administrado terapeuticamente (25 mg/kg diariamente), iniciando 3 dias após a 

infecção das fêmeas grávidas pelo ZIKV. Um grupo controle recebeu a solução veículo 

(DMSO 5% em PBS) no mesmo esquema experimental. Uma vez que os 

camundongos submetidos ao tratamento com 4G2 apresentaram, de modo geral, 

maior impacto no desenvolvimento embrionário, esse modelo (Figura 12) foi escolhido 

para avaliar o tratamento terapêutico com AH-D. No DE 15,5, as secções cesarianas 

foram realizadas para coleta das placentas e embriões para mais análises (Figura 42). 

A Figura 42A mostra que enquanto 7 de 54 filhotes (13%) das fêmeas tratadas 

com o veículo apresentaram cópias do RNA de ZIKV recuperados do cérebro, a 

administração terapêutica do peptídeo AH-D preveniu a detecção do RNA de ZIKV em 

todos os 36 filhotes (0%). De acordo, a frequência de morte fetal reduziu de 21% no 

grupo veículo para 10% nas fêmeas tratadas com AH-D (Figura 42B). Entretanto, a 

inibição da replicação viral pela terapia com AH-D foi insuficiente para prevenir a 

redução do peso fetal e placentário induzida pela infecção pelo ZIKV (Figura 42C-D). 

Portanto, os resultados mostram que a administração terapêutica de AH-D foi capaz 

de prevenir a infecção congênita pelo ZIKV e reduzir a morte fetal causada pelo vírus, 

podendo assim, potencialmente ser utilizada como uma terapia para prevenir os 

sintomas da SCZ. 
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grupo de fêmeas controle recebeu PBS. Após o nascimento da prole, os filhotes 

machos foram subdivididos em dois grupos, sendo metade dos animais submetida a 

um protocolo de estresse imprevisível (grupo estresse positivo, S+) entre os dias pós-

natal (DPN) 30 e 40, enquanto os animais restantes da prole não foram perturbados 

(grupo estresse negativo, S-). Na idade adulta, o comportamento desses animais foi 

avaliado entre as semanas 8 e 12 de vida. Por fim, o volume cerebral foi avaliado por 

MRI. Os resultados dessas análises estão apresentados na Figura 43. 

Os animais que foram submetidos aos dois estressores ambientais (grupo ZIKV 

S+) apresentaram redução no volume cerebral em comparação com os grupos PBS 

submetidos ao protocolo de estresse (S+) ou não (S-) (Figura 43A). Não foi observada 

diferença no volume cerebral entre os animais do grupo ZIKV não estressado (ZIKV 

S-) em relação aos controles PBS (S+ e S-). Os animais não apresentaram alterações 

na interação social, representado pelos índices de sociabilidade (Figura 43B) e de 

memória social (Figura 43C). Os resultados do teste do campo aberto mostraram 

ausência de alteração locomotora (Figura 43D) e de comportamento relacionado a 

ansiedade, avaliado pelo número de entradas (Figura 43E) e tempo (Figura 43F) no 

centro da arena. Além da memória social, a memória de trabalho dos animais também 

estava preservada, como analisado pela alternância entre os braços do labirinto em Y 

(Figura 43G). Os animais não apresentavam comportamento compulsivo, como 

avaliado pelo teste de enterramento de esferas (Figura 43H), ou anedônico, avaliado 

pelo teste de preferência a sacarose (Figura 43I). Por fim, similar ao observado no 

teste do campo aberto, o comportamento de ansiedade também foi similar entre os 

grupos no teste do labirinto em cruz elevado, como avaliado pelo tempo (Figura 43J) 

e número de entradas (Figura 43K) nos abertos/fechados do aparato experimental. 

Assim, a infecção congênita pelo ZIKV associada a um segundo insulto no período 

pós-natal causa uma redução no volume cerebral, mas isso não reflete em alterações 

comportamentais na prole adulta nesse modelo experimental utilizado. 
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também o comportamento relacionado a ansiedade (E-F); labirinto em Y (G) para avaliar a 
memória de trabalho; enterramento de esferas (H) como avaliação do comportamento 
compulsivo dos animais; teste de preferência a sacarose (I) para avaliar o comportamento 
anedônico, relacionado a depressão; e o labirinto em cruz elevado (J-K) para avaliar também 
o comportamento tipo ansiedade. Os dados foram representados como média ± SEM. Os 
dados foram analisados por one-way ANOVA seguido de Newmann-Keuls como pós-teste. 
 

6. DISCUSSÃO 
 

Os principais achados deste estudo são: i) a infecção pelo ZIKV em 

camundongos fêmeas grávidas imunocompetentes causa uma inflamação sistêmica 

transiente (AIM), infecção placentária e morte fetal; ii) a administração de anticorpos 

pan-flavivirus em concentrações subneutralizantes previamente à infecção congênita 

pelo ZIKV parece aumentar a infecção congênita pelo ZIKV, como observado pela 

AIM prolongada, maior infecção do cérebro dos embriões, morte fetal, além de causar 

uma hiporresponsividade à produção de alguns mediadores inflamatórios na placenta; 

iii) a infecção congênita pelo ZIKV também induziu importantes alterações no cérebro, 

olhos, testículos e ossos da prole adulta; iv) as alterações no neurodesenvolvimento 

causadas pelo ZIKV não resultou em alterações comportamentais detectáveis nesse 

modelo experimental, mesmo com a administração de anticorpos pan-flavivirus ou a 

exposição da prole a um segundo insulto ambiental no período pós-natal; v) com 

exceção de algumas alterações nos compartimentos intratubulares testiculares, 

alterações nos testículos e ossos da prole de camundongos infectados não foram, em 

geral, exacerbadas pela administração prévia de anticorpos pan-flavivirus, enquanto 

danos no cérebro e olhos foram acentuados por estes anticorpos. Finalmente, vi) o 

tratamento com um peptídeo antiviral conhecido por diminuir a replicação do ZIKV in 

vivo reduziu a frequência de infecção no cérebro e a morte fetal nesse modelo de 

infecção congênita pelo ZIKV. 

Evidencias epidemiológicas implicam a ativação do sistema imune materno 

durante a gravidez por diversos estímulos, incluindo agentes infecciosos como os 

patógenos TORCH, ao desenvolvimento de doenças neuropsiquiátricas na idade 

adulta, como a depressão, ansiedade (ENAYATI et al., 2012), autismo (CHOI et al., 

2016), esquizofrenia (LI et al., 2009) e outros (ESTES; MCALLISTER, 2016; 

KNUESEL et al., 2014; PATTERSON, 2009) A administração do ácido 

polinosínico:policitidílico (poly I:C), no qual é um agonista do receptor do tipo Toll 

(TLR) 3, em camundongos fêmeas grávidas induz uma resposta imune aguda 
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algumas horas após a injeção, na qual é caracterizada pelo aumento de 

concentrações de diversos mediadores inflamatórios no soro materno (ARRODE-

BRUSÉS; BRUSÉS, 2012) e também da ocorrência de anormalidades 

comportamentais e neuroanatômicas na prole adulta (DA SILVEIRA et al., 2017). Aqui, 

a infecção congênita pelo ZIKV resultou em AIM, como demonstrado por elevados 

níveis das citocinas pró-inflamatórias CCL2, CXCL-10 no baço e IL-6 no plasma de 

fêmeas grávidas após 2 h da infecção pelo ZIKV, além de IL-17 com 24 hpi. 

Interessantemente, na presença de doses subneutralizantes de anticorpos anti-E pan-

flavivírus (4G2) há um prolongamento da detecção de CCL2 até 24 h de infecção pelo 

ZIKV, sugerindo que o fenômeno de ADE poderia contribuir para a exacerbação da 

AIM durante a infecção congênita pelo ZIKV. De acordo, a produção de IL-17 mediada 

por IL-6 desempenha um papel chave na AIM, como demonstrado em estudos prévios 

(GRAHAM et al., 2018; MEYER, 2014; RUDOLPH et al., 2018). Níveis elevados de IL-

6 no soro materno de humanos e camundongos têm sido associados com efeitos 

nocivos na prole (MEYER, 2014). Em humanos, altos níveis maternos de IL-6 foram 

associados com alterações estruturais de cérebros de recém-nascidos e fenótipos 

comportamentais relevantes para induzir AIM e resultar em distúrbios psiquiátricos em 

crianças de 2 anos de idade (GRAHAM et al., 2018; RUDOLPH et al., 2018). 

Corroborando esses dados, Smith e colaboradores mostraram experimentalmente 

que uma única injeção de IL-6 em camundongos fêmeas grávidas foi suficiente 

alterações comportamentais na prole associadas com esquizofrenia e autismo, nas 

quais foram prevenidas bloqueando IL-6 in vivo (SMITH et al., 2007). 

 A placenta é um órgão complexo que exerce diversas funções além de trocas 

gasosas e fornecimento de nutrientes, como também a remoção de resíduos e 

barreira imune para proteção do feto (WANG, 2017). Estudos anteriores já mostraram 

que o ZIKV possui tropismo para diversos tipos celulares da placenta, no qual é 

associado com dano tecidual e consequências deletérias para o feto em crescimento 

(MINER et al., 2016b; QUICKE et al., 2016; SZABA et al., 2018; TABATA et al., 2018; 

VERMILLION et al., 2017; YOCKEY et al., 2016). Semelhante ao trabalho realizado 

por Rathore e colaboradores (2019), no presente trabalho, não foi detectado um 

aumento de cópias de RNA do ZIKV nas placentas derivadas de mães do grupo 

4G2+ZIKV em comparação com as fêmeas infectadas com ZIKV e tratadas com 

anticorpo controle de isotipo, mas uma elevada carga genômica no cérebro fetal do 

grupo 4G2+ZIKV foi observada. De fato, as análises de mediadores inflamatórios 
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nessas placentas mostraram um perfil geral de hiporresponsividade placentária 

caracterizada por níveis reduzidos de CCL2, IFN-γ, IL-10, TGF-β e TNF no grupo 

4G2+ZIKV. Em contraste, níveis elevados de IL-6 foram encontrados no cérebro da 

prole nascida dessas mães e foram associados com uma maior frequência de más-

formações da prole. Interessantemente, não foram encontradas alterações nos níveis 

de mediadores inflamatórios no grupo infectado com ZIKV na ausência de anticorpos 

pan-flavivirus, fornecendo evidência do papel do fenômeno de ADE no aumento da 

infecção pelo ZIKV e sugerindo que existe uma indução de neuroinflamação na prole. 

Em acordo, diversos estudos in vitro e modelos experimentais em camundongos 

suportam a ocorrência do fenômeno de ADE durante a infecção pelo ZIKV (BARDINA 

et al., 2017; BROWN et al., 2019; CASTANHA et al., 2017; DEJNIRATTISAI et al., 

2016; HERMANNS et al., 2018; HUESTON; RAMIREZ; MAHALINGAM, 2017; LI et 

al., 2018; PAUL et al., 2016; RATHORE et al., 2019; ROGERS et al., 2017; WANG et 

al., 2020; ZIMMERMAN et al., 2018). Interessantemente, no contexto de infecção pelo 

DENV, diversos estudos tem demonstrado que além de elevadas cargas virais, o 

fenômeno de ADE também contribui com uma resposta inflamatória alterada, 

caracterizada pela supressão de respostas antivirais (CHAREONSIRISUTHIGUL; 

KALAYANAROOJ; UBOL, 2007; UBOL et al., 2010). Enquanto níveis da citocina anti-

inflamatória IL-10 está normalmente aumentada, IL-12, IFN-γ, ISGs, IFN tipo I e TNF 

estão suprimidos. Mecanisticamente, IL-10 inibe a ativação de STAT-1 e IRF-1 e, 

consequentemente, as respostas de IFN tipo I e a produção de óxido nítrico, as quais 

são importantes moléculas intracelulares antivirais contra DENV e outros flavivírus 

(CHAREONSIRISUTHIGUL; KALAYANAROOJ; UBOL, 2007; FAGUNDES et al., 

2011; STEINBACH, 2018). Corroborando esses achados Hueston e colaboradores 

(2017) mostraram que o ADE de ZIKV por anticorpos específicos contra DENV em 

macrófagos humanos primários foi associado com baixos níveis de fatores antivirais, 

como IFN-β e intermediários reativos de nitrogênio. Entretanto, outros autores 

reportaram uma falta de reatividade cruzada ou até proteção da infecção pelo ZIKV 

após infecção por DENV em modelos experimentais e clinico-epidemiológicos 

(BREITBACH et al., 2019; HALAI et al., 2017; MCCRACKEN et al., 2017; PANTOJA 

et al., 2017; RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2019; TERZIAN et al., 2017; WEN et 

al., 2017). Em um estudo com mulheres grávidas, Halai e colaboradores (2017) não 

encontraram associação entre a presença prévia de anticorpos contra DENV com 

maior gravidade da doença, carga genômica viral ou anormalidades fetais. Resultados 
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similares foram encontrados em outro trabalho com uma população geral, não limitada 

apenas a mulheres grávidas (TERZIAN et al., 2017). Em outro estudo em humanos, a 

imunidade prévia contra DENV foi associada com a redução do risco de infecção por 

ZIKV (RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2019). Trabalhos com primatas não 

humanos não encontraram aumento ou proteção de infecção secundária por ZIKV 

realizada um ano (BREITBACH et al., 2019), ou período maior (MCCRACKEN et al., 

2017; PANTOJA et al., 2017), após uma infecção primária por DENV. Além disso, a 

infecção primária por DENV reduziu a carga viral de uma infecção secundária por 

ZIKV realizada após 28 dias em camundongos imunodeficientes, sendo essa proteção 

foi mediada por células T CD8+, pois a transferência passiva do soro anti-DENV não 

promoveu neutralização ou proteção de uma infecção secundária em camundongos 

naïve (WEN et al., 2017). No contexto de AIM, Gilmore e colaboradores (2004) 

demonstraram que concentrações elevadas de citocinas pró-inflamatórias impactam 

negativamente no desenvolvimento de dendritos de neurônios corticais, causando 

uma neuropatia similar à esquizofrenia (GILMORE et al., 2004). De fato, níveis 

elevados de IL-6 no soro de mães e no cérebro da prole de modelos murinos 

(ARSENAULT et al., 2014; GOLAN et al., 2005; MEYER et al., 2006) e primatas não-

humanos, são associados com essas condições de neurodesenvolvimento (ROSE et 

al., 2017). Finalmente, Hsiao (2011) confirmou níveis de IL-6 na placenta como um 

mediador crucial envolvido nesses processos. Em conjunto, os resultados desse 

trabalho corroboram a ideia de que o fenômeno de ADE poder contribuir para o 

aumento da infecção pelo ZIKV e AIM, nos quais podem eventualmente contribuir com 

as graves consequências associadas à SCZ. 

 O Brasil enfrentou uma epidemia recente de microcefalia e más-formações 

congênitas, com um alto nível de causalidade associado com infecções pelo ZIKV 

(HEYMANN et al., 2016). Enquanto os impactos a curto prazo da infecção congênita 

pelo ZIKV têm sido investigados em detalhes (BRASIL et al., 2016; CUGOLA et al., 

2016; DE ARAÚJO et al., 2018; DUDLEY et al., 2018; HIRSCH et al., 2018; MINER et 

al., 2016b), apenas alguns trabalhos começaram a investigar as consequências a 

longo prazo da SCZ na prole. Neste contexto, Satterfield-Nash e colaboradores (2017) 

acompanharam a saúde e desenvolvimento de 19 crianças com diagnóstico 

confirmado de microcefalia no nascimento até 19-24 meses de idade. Os resultados 

revelaram que a maioria destas crianças apresentaram dano motor grave, quadros de 

epilepsia, anormalidades visuais e auditivas e também dificuldades do sono. Os 
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autores concluíram que essas crianças que possuem limitações funcionais graves 

requereriam cuidado especializado de clínicos e cuidadores à medida que elas 

envelhecerem (SATTERFIELD-NASH et al., 2017). Aqui, usando MRI, foi 

demonstrado que a infecção congênita pelo ZIKV foi associada com a redução no 

volume cerebral da prole adulta dos grupos infectados, ZIKV e 4G2+ZIKV, sugerindo 

uma alteração do desenvolvimento cerebral na idade adulta. Especificamente, o 

fenômeno de ADE por si só não foi associado com um pior fenótipo em comparação 

com as mães infectadas apenas com o ZIKV, nas quais receberam anticorpos controle 

de isotipo. De acordo, análises de MRI conduzidas em crianças nascidas de mães 

infectadas pelo ZIKV com diagnóstico confirmado de microcefalia durante a epidemia 

no Brasil revelou uma redução do parênquima cerebral (OLIVEIRA et al., 2016), bem 

como outras alterações, como más-formações corticais, ventriculomegalia, septação 

de ventrículos laterais, anormalidades calosas e hipoplasia cerebelar (ZARE 

MEHRJARDI et al., 2017). Junto às alterações macroscópicas observadas, análise 

histopatológica do cérebro da prole revelou um aumento na neurodegeneração nos 

animais de ambos os grupos infectados ZIKV, além de uma menor contagem de 

neurônios no grupo 4G2+ZIKV. Esses achados estão de acordo com diversas análises 

experimentais conduzidas em camundongos recém-nascidos, nos quais uma 

desorganização cortical após a infecção pelo ZIKV também é observada (CUGOLA et 

al., 2016; LI et al., 2016; SHI et al., 2018; WU et al., 2016).  

Algumas consequências a longo prazo da infecção no início do período pós-

natal já foram reportadas experimentalmente por Souza e colaboradores (2018). 

Usando camundongos suíços inoculados com o ZIKV por via subcutânea três dias 

após o nascimento natural, os autores mostraram a ocorrência de microcefalia pós-

natal e alterações comportamentais durante a vida adulta, como mostrado pelo 

aumento de episódios de convulsões, disfunções motoras e cognitivas na prole adulta 

(NEM DE OLIVEIRA SOUZA et al., 2018). Os resultados deste trabalho, usando um 

modelo em camundongos imunocompetentes, que melhor reflete as alterações 

observadas em humanos que camundongos imunodeficientes, seguido da inoculação 

com ZIKV durante o período gestacional, corroboraram a maioria desses achados, 

sugerindo que a infecção pelo ZIKV induz diversas anormalidades de 

neurodesenvolvimento na prole até a vida adulta. Entretanto, a infecção materna no 

DE 5,5 por via intraperitoneal não foi capaz de induzir abnormalidades 

comportamentais significantes na idade adulta, mesmo na presença de anticorpos 
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pan-flavivirus. Um estudo publicado anteriormente por Julander e colaboradores 

(2018) mostrou que a infecção maternal no DE 7,5 por via intraperitoneal pelo ZIKV 

em camundongos AG129, os quais não possuem os receptores de IFN tipo I e II, 

resultou na perda auditiva transiente e uma restrição de crescimento da prole, mas 

não foi observado qualquer déficit motor ou cognitivo na idade adulta (JULANDER et 

al., 2018). Esses resultados sugerem um importante conceito de “janela de 

oportunidade”, quando há uma maior probabilidade de a infecção induzir as alterações 

de longo prazo nesse estágio, como alterações neurológicas, e sugerem que a 

placenta pode desempenhar um papel mais importante devido a maior troca de 

substâncias entre a mãe e o feto em crescimento. 

Alguns insultos ambientais, como infecções maternas durante a gestação, 

podem constituir um fator de risco para o desenvolvimento de doenças 

neuropsiquiátricas em indivíduos com uma predisposição genética (CLARKE et al., 

2009). Mas não são apenas alterações que ocorrem nesse período que podem ter 

impactos negativos para a prole. O período de desenvolvimento pré-púbere, que é 

compreendido entre os DPN 30-40 em camundongos e aproximadamente de 8 a 14 

anos em humanos, é conhecido por ser altamente sensível a estressores ambientais 

que culminam no desenvolvimento de alterações comportamentais, neuroanatômicas 

e endócrinas na idade adulta da prole. Dessa forma, uma infecção durante a gestação 

pode constituir um insulto pré-natal que torna a prole mais susceptível aos efeitos 

patológicos de um segundo insulto no período pós-natal, como estresse, culminando 

no desenvolvimento de alterações neuropatológicas na idade adulta (GIOVANOLI et 

al., 2013). Essas possibilidades são englobadas de forma geral pela hipótese 

conhecida como dois insultos, ou hipótese two-hit (CALCIA et al., 2016; FEIGENSON; 

KUSNECOV; SILVERSTEIN, 2014). Como alterações comportamentais não foram 

observadas inicialmente na prole nascida de animais infectadas pelo ZIKV, foi testada 

a hipótese de que o estresse pós-natal no período pré-púbere poderia revelar uma 

alteração neuropatológica latente devido à infecção pelo ZIKV. Os animais submetidos 

aos dois estímulos (ZIKV S+) apresentaram menor volume cerebral que todos os 

outros grupos, não infectados (PBS S- e PBS S+) e infectado sem exposição ao 

estresse pós-natal (ZIKV S-), porém não foram observadas alterações 

comportamentais nos testes utilizados nesse estudo. Giovaneli e colaboradores 

(2013, 2016) mostraram que apenas animais adultos que nasceram de mães injetadas 

com Poly I:C e foram expostos ao estresse no período pré-pubere apresentaram 
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alterações neuroquímicas e anormalidades comportamentais, como redução da 

inibição de pré-pulso do reflexo de sobressalto acústico e precipitação do 

comportamento de hipersensibilidade à drogas psicomiméticas. Essas observações 

são consistentes com curso clínico de doenças neuropsiquiátricas com início tardio, 

como a esquizofrenia e transtorno bipolar (GIOVANOLI et al., 2013; PAUS; 

KESHAVAN; GIEDD, 2008). Deslauriers e colaboradores (2016) utilizaram outro tipo 

de modelo two-hit de esquizofrenia com características suicidas, sendo induzida a 

ativação imune materna com poly I:C no DE 12 como primeiro insulto e um isolamento 

social por quatro semanas após o desmame no DPN 21 como segundo insulto. Os 

animais apresentaram alterações comportamentais como déficit da inibição de pré-

pulso e sociabilidade, sendo os efeitos de ambos os insultos sinérgicos 

(DESLAURIERS et al., 2016). Ben-Yehuda e colaboradores (2019) usaram outro 

modelo two-hit de doenças neuropsiquiátricas, onde o primeiro insulto foi induzido com 

injeção de INF-β no DE 14,5 e um protocolo de separação materna diária entre os 

DPN 1 e 14 como segundo insulto. Os autores observaram que a distância percorrida 

no teste do labirinto em cruz elevado, parâmetro não avaliado no presente trabalho, 

foi maior em animais fêmeas de 3 meses de idade do grupo submetido aos dois 

estímulos em comparação com o grupo controle do primeiro hit (injetado com solução 

veículo e submetido ao estresse pós-natal). Segundo os autores, esses mesmos 

animais apresentaram uma tendência de maior enterramento de esferas e de mais 

tempo de permanência nos braços abertos do labirinto em  cruz elevado, embora os 

resultados não foram estatisticamente significativos (BEN-YEHUDA et al., 2019). 

Dessa forma, a comparação dos resultados obtidos nesse trabalho com a literatura é 

difícil devido às várias diferenças metodológicas, tanto no protocolo dos dois insultos 

ambientais como na avaliação comportamental. Assim, não se pode excluir a 

possibilidade de que alterações comportamentais sejam observadas caso outros 

testes comportamentais e/ou outro protocolo de estresse seja empregado. 

A infecção pelo ZIKV tem sido associada com diversas anormalidades 

oftalmológicas. Por exemplo, de Paula Freitas e colaboradores (2016) investigou a 

ocorrência de danos oculares em 29 crianças com diagnóstico de microcefalia 

confirmado que nasceram durante a epidemia de ZIKV no estado da Bahia, Brasil. Os 

resultados revelaram que desses pacientes, 10 deles (34,5%) apresentaram 

anormalidades oftalmológicas como pigmentação mosqueada focal, atrofia 

coriorretinal com uma predileção para a área macular. De acordo com esses dados, 
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outras alterações como catarata, coloboma, atrofia coriorretinal, pigmentação 

mosqueada macular, maculopatia, atrofia e hipoplasia do nervo óptico, anormalidades 

vasculares da retina, dano no nervo óptico, microftalmia, descontinuação do epitélio 

pigmentar da retina, aumento da PIO e glaucoma congênito (AGRAWAL et al., 2017; 

DE PAULA FREITAS et al., 2017a, 2017b; MIRANDA et al., 2016; VENTURA et al., 

2016a; WONG et al., 2017; YEPEZ et al., 2017; ZIN et al., 2017) também foram 

reportados, mesmo em crianças com perímetro cefálico normal. Entretanto, uveíte não 

foi encontrada nesses casos congênitos (MARQUEZAN et al., 2017). Com isso, foi 

avaliado se o ADE associado com a AIM poderiam contribuir para a exacerbação das 

anormalidades oftalmológicas induzidas pela infecção congênita pelo ZIKV. Os 

resultados mostraram níveis de PIO elevados entre 4ª e 12ª semanas do grupo 

4G2+ZIKV, no qual foi associado com uma grande redução nos números de CGR. 

Adicionalmente, a coloração de caspase-3 clivada confirmou a morte de CGRs por 

apoptose. Corroborando esses resultados, Shi e colaboradores (2018) e 

colaboradores mostraram que a inoculação intrauterina direta em camundongos 

C57BL/6 fêmeas grávidas imunocompetentes induziu diversas alterações 

oftalmológicas, caracterizado por microftalmia, atrofia da retina e nervo óptico, 

depleção de CGR e danos na projeção visual na prole jovem. De fato, um estudo 

conduzido em macacas Rhesus grávidas e infectadas pelo ZIKV também identificou 

anormalidades oculares (coloboma) no feto (MOHR et al., 2018). Baran e 

colaboradores (2019) avaliou uma coorte de crianças expostas ao ZIKV durante a 

gestação. Embora cerca de 20% das crianças com infecção confirmada apresentaram 

microcefalia e perda de acuidade visual, algumas crianças que não desenvolveram 

microcefalia, apresentaram um atraso no desenvolvimento visual de acordo com sua 

idade. Dessa forma, a infecção pelo ZIKV pode comprometer o desenvolvimento 

visual de crianças infectadas mesmo na ausência de microcefalia e imediata perda 

visual. Portanto, esses resultados indicam que a infecção congênita pelo ZIKV é 

associada com danos oftalmológicos a longo prazo que podem progredir para 

condições crônicas, levando a um impacto irreversível de perda do campo visual. 

Esses achados destacam danos oculares durante a SCZ como uma característica 

comum da infecção pelo ZIKV, que pode não necessariamente ser associada com 

microcefalia e sugere que crianças com uma suspeita de infecção congênita pelo ZIKV 

deveriam passar por uma avaliação oftalmológica mais refinada após o nascimento. 
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 Atualmente, já está bem estabelecido que o ZIKV pode ser transmitido 

sexualmente (BRADLEY; NAGAMINE, 2017; JOGUET et al., 2017; MORRISON; 

DIAMOND, 2017; NICASTRI et al., 2016; SHAN et al., 2017; SPENCER et al., 2017). 

Em acordo, Duggal e colaboradores (2018) mostraram experimentalmente que a 

transmissão sexual pelo ZIKV contribui com uma maior disseminação do vírus no trato 

reprodutivo feminino, na qual impacta no desenvolvimento fetal. Entretanto, pouco é 

conhecido sobre os efeitos a longo prazo da infecção congênita pelo ZIKV no trato 

reprodutivo da prole nascida de progenitores infectados pelo vírus. No presente 

trabalho, importantes alterações morfológicas foram identificadas no compartimento 

tubular dos testículos da prole nascida de mães infectadas pelo ZIKV. Estudos 

recentes têm demonstrado que o ZIKV possui tropismo para diversos tipos celulares, 

como espermatogônia, espermatócitos primários, células de Sertoli, de Leydig, entre 

outras (ROBINSON et al., 2018; SPENCER et al., 2017; STASSEN et al., 2018; 

STRANGE et al., 2018). Uma apoptose marcante de células germinativas e 

desprendimento de células de Sertoli da membrana basal também leva à danos na 

arquitetura dos túbulos seminíferos, resultando na perda do lúmen central e na atrofia 

testicular (GOVERO et al., 2016; SHAN et al., 2017). Nesse sentido, os resultados 

desse estudo mostraram uma redução no tamanho de túbulos seminíferos, bem como 

degeneração do epitélio seminífero ou ausência de alguns tipos de células 

germinativas, particularmente espermatócitos primários, em ambos os grupos 

infectados pelo ZIKV (ZIKV e 4G2+ZIKV) em comparação com os controles. De nota, 

na presença subneutralizante dos anticorpos pan-flavivirus, alguns desses 

parâmetros foram exacerbados. Ainda, diversos estudos têm considerado que as 

células de Sertoli são um alvo chave para a infecção do ZIKV nos testículos (GOVERO 

et al., 2016; KUMAR et al., 2018; STASSEN et al., 2018). Os dados sugerem que o 

ZIKV mantém o tropismo para essas células somáticas, uma vez que a redução da 

eficiência das células de Sertoli foi observada no modelo experimental usado nesse 

trabalho. Outra consequência possivelmente associada com as alterações das células 

de Sertoli causadas pelo ZIKV foi a redução do índice meiótico, no qual indica que 

células de Sertoli não contribuíram totalmente com o desenvolvimento de células 

germinativas. Por outro lado, níveis reduzidos de testosterona associados com a 

diminuição da população de células de Leydig 3β-HSD+ têm sido reportados na 

infecção aguda pelo ZIKV (GOVERO et al., 2016; STASSEN et al., 2018). No presente 

trabalho, alterações morfométricas significantes não foram encontradas nas células 
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de Leydig, sugerindo que essas células esteriodogênicas não funcionam como alvo 

primário para o ZIKV nos testículos infectados verticalmente. Estudos extras são 

necessários para investigar outros aspectos relacionados ao compartimento 

intertubular e a barreira testicular-sanguínea, uma vez que os danos testiculares 

induzidos pelo ZIKV foram também associados com infiltração de células inflamatórias 

e a quebra do privilégio imune dos testículos (CLANCY et al., 2018; GOVERO et al., 

2016; STASSEN et al., 2018). De forma geral, os dados apresentados fornecem 

conhecimentos adicionais sobre as consequências a longo prazo no trato reprodutivo 

masculino durante a vida adulta após a transmissão vertical do ZIKV. 

 Além de microcefalia, a SCZ também é caracterizada por danos oftalmológicos, 

auditivos e alterações na formação óssea e articular (DE PAULA FREITAS et al., 

2017b; FITZGERALD; BOYLE; HONEIN, 2018; HONEIN et al., 2017; VENTURA et 

al., 2016b; ZIN et al., 2017). A artrogripose é uma característica comum da infecção 

congênita pelo ZIKV (ALVINO; MELLO; OLIVEIRA, 2016; XAVIER-NETO et al., 2017). 

Entretanto, os efeitos da infecção congênita pelo ZIKV nas células remodeladoras dos 

ossos permanecem pouco conhecidos. No presente estudo, foi demonstrado que a 

infecção pelo ZIKV aumentou a geração de osteoclastos e osteoblastos, sugerindo 

um aumento no perfil de remodelamento ósseo. Consistentemente, o 

comprometimento da microarquitetura do fêmur da prole adulta nascida de mães 

infectadas pelo ZIKV, independente de imunidade prévia contra flavivírus, foi 

observada. Os resultados também revelaram um aumento nos números de 

osteoclastos e osteócitos, sem alteração nos osteoblastos, na prole dos grupos 

infectados por ZIKV. Esse resultado sugere uma alteração na diferenciação de 

osteoblastos induzida pelo ZIKV, na qual resulta no aumento da perda óssea. Como 

um mecanismo subjacente, uma elevada transcrição de IL-6 e da razão de 

RANKL/OPG foi encontrada no fêmur de camundongos nascidos de mães infectadas 

pelo ZIKV. O nível elevado desses mediadores está diretamente associado com a 

reabsorção óssea (SHIM; STAVRE; GRAVALLESE, 2018). De acordo, um estudo 

conduzido por Bayless e colaboradores (2016) demonstrou que o ZIKV infecta células 

da crista neural craniana, as quais são as progenitores diretas de células ósseas e 

podem contribuir com a microcefalia associada à infecção pelo ZIKV. Ainda, a infecção 

de osteoclastos por DENV foi associada com o aumento da atividade osteolítica e a 

reabsorção óssea (HUANG et al., 2016). Finalmente, níveis elevados de IL-6, IL1-β, 

TNF-α e da razão RANKL/OPG foram observados durante a infecção de pacientes 
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por alfavírus e foram associados com o aumento da perda óssea (CHEN et al., 2014a, 

2014b, 2015). De acordo com esses estudos, uma sobre-regulação da razão 

RANKL/OPG e da expressão de IL-6 foi observada na prole de camundongos dos 

grupos ZIKV e 4G2+ZIKV, nas quais podem contribuir para o dano ósseo. 

 Diversos estudos mostraram a associação direta da replicação do ZIKV em 

neurônios com dano cerebral e graves manifestações (COSTA et al., 2017; GARCEZ 

et al., 2016b). Porém, ainda não existem terapias antivirais aprovadas para o uso 

durante a infecção pelo ZIKV. Assim, torna-se urgente a busca por novas moléculas 

que poderiam reduzir a viremia durante os estágios iniciais da infecção ou que 

bloqueariam a replicação e disseminação viral. Um peptídeo cérebro-penetrante (AH-

D) que possui atividade antiviral contra o ZIKV e outros arbovírus foi desenvolvido 

recentemente (JACKMAN; SHI; CHO, 2018). Essa atividade foi demonstrada em um 

modelo de infecção pelo ZIKV em camundongos A129 (imunocomprometidos) adultos 

(JACKMAN et al., 2018). Nesse trabalho, a eficácia terapêutica desse peptídeo foi 

avaliada durante a infecção congênita pelo ZIKV num modelo de infecção de 

camundongos imunocompetentes. Quando comparada com estratégias protetoras 

(SAPPARAPU et al., 2016; YU et al., 2017) objetivadas no tratamento após a 

exposição ao vírus (entre 1 e 24 hpi), a terapia com o peptídeo AH-D foi efetiva quando 

iniciada em estágios tardios (3 dpi). Os resultados mostraram que o peptídeo AH-D 

preveniu a detecção do RNA do ZIKV no cérebro da prole, bem como reduziu o 

número de embriões malformados. Dessa forma, a terapia peptídica com o AH-D 

demonstra o potencial para passar por dois desafios importantes associados com a 

infecção pelo ZIKV: i) transporte pela barreira hematoencefálica levando a supressão 

da replicação viral em cérebros infectados pelo ZIKV e ii) a inibição terapêutica dos 

efeitos da SCZ na prole de camundongos fêmeas grávidas infectadas pelo ZIKV. 

Embora o tratamento com AH-D preveniu a infecção pelo ZIKV no cérebro fetal e 

reduziu a mortalidade fetal, ele não foi capaz de prevenir completamente os danos 

fetais causados pelo ZIKV, sugerindo que respostas do hospedeiro ativadas pela 

infecção também são importantes para a patogênese do ZIKV. Nesse contexto, será 

importante avaliar se a combinação de drogas neuroprotetoras e antivirais poderão 

constituir um tratamento ideal para a infecção congênita pelo ZIKV. 

Como conclusão, os resultados desse trabalho (Figura 44) demonstram que a 

infecção congênita pelo ZIKV induz diversos defeitos de nascimento da prole, desde 

a fase embrionária até a idade adulta. Essas consequências são potencializadas pelos 
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fenômenos de ADE e associadas com uma AIM exacerbada. A administração 

terapêutica de um peptídeo antiviral preveniu a disseminação do ZIKV para o feto e 

reduziu as taxas de mortalidade fetal induzidas pela infecção congênita pelo ZIKV. Em 

conjunto, esses resultados sugerem que a AIM e o ADE são possíveis mecanismos 

envolvidos na patogênese da SCZ e fornecem conhecimentos adicionais sobre as 

consequências a longo prazo da infecção materna pelo ZIKV no início do período 

gestacional. Finalmente, esses resultados sugerem que tratamentos antivirais, como 

a terapia com o peptídeo AH-D, podem ser benéficas durante a infecção materna pelo 

ZIKV no período inicial da gestação. 

  

Figura 44: Representação esquemática dos principais achados do estudo. A infecção 
materna pelo ZIKV causa diversas alterações em camundongos imunocompetentes (lado 
esquerdo da figura), tanto nas mães durante a gestação, como também na prole jovem e 
adulta. A administração de anticorpos pan-flavivirus (lado direito da figura) exacerba algumas 
alterações resultantes da infecção pelo ZIKV. Além disso, a terapia com o peptídeo AH-D foi 
capaz de reduzir algumas alterações fetais provocadas pela infecção pelo ZIKV na presença 
de anticorpos pan-flavivirus. 
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