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RESUMO 
 

As infecções virais são um problema de saúde pública global e um fardo social e 
econômico grave. Nas infecções virais, o sistema imune protege o organismo, sendo 
o sistema imune inato a primeira linha de defesa a ser ativada. A detecção dos vírus 
pode ser feita por receptores do tipo toll (TLRs), que são responsáveis pelo 
reconhecimento de patógenos e por estimular a produção de citocinas. O objetivo 
deste trabalho foi avaliar a resposta imune inata, principalmente a via de TLRs, 
diferenciando biologicamente duas amostras de Zika virus (ZIKV) isoladas no Brasil e 
avaliar os polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNPs) de genes do sistema imune 
inato de crianças com manifestações de sistema nervoso central (SNC) causadas por 
ZIKV, dengue virus (DENV) e de crianças com Covid-19 grave. Duas amostras de 
ZIKV isoladas no Brasil (PE243 e SPH) e uma amostra africana adaptada em murinos 
(MR766), usado como controle, foram empregados no estudo de indução de TLRs em 
células CHO transfectadas estavelmente com TLR2 e TLR4. Os resultados 
comprovaram a ativação de TLR2, com uma resposta diferencial reduzida do ZIKV 
SPH. As amostras também foram utilizadas no estudo da infecção em camundongos 
imunocompetentes e nocautes. Camundongos C57BL/6 infectados pela via 
subcutânea não apresentaram sinais ou perda de peso, porém quando infectados pela 
via intracraniana (IC) com ZIKV PE243 apresentaram ganho de peso 
significativamente menor. Nos camundongos C57BL/6 infectados via IC com ZIKV 
SPH foi detectado aumento significativo de interferon-γ (IFN-γ) no cérebro, fígado e 
baço. Camundongos nocautes para os genes myeloid differentiation factor 88 (myd88) 
e tlr2/9 infectados via IC apresentaram ganho de peso significativamente menor e, em 
camundongos myd88-/- infectados com ZIKV PE243, foi identificado aumento 
significativo de monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) no cérebro. O RNA viral 
foi detectado nos cérebros, fígados, baços, rins e testículos dos camundongos 
C57BL/6 e myd88-/- infectados via IC. Camundongos nocautes para o gene nitric oxide 
synthase 2 (nos2) não apresentaram sinais ou redução de peso. Estes resultados 
confirmam as diferenças biológicas entre as amostras de ZIKV isoladas no Brasil e a 
importância do sistema imune inato na infecção por ZIKV. A avaliação dos SNPs 
rs3775291 e rs5743316 (tlr3), rs179008 (tlr7), rs8177374 (TIR domain containing 
adaptor protein - tirap), rs387907272 (myd88), rs61942233 (2',5'-
oligoadenylate synthetase - oas3) e rs1024611 (mcp-1) foi feita em 19 crianças com 
manifestações de SNC e RNA genômico de ZIKV no líquido cefalorraquidiano (LCR), 
sendo que 18 apresentaram SNPs em ao menos um dos genes estudados e foi 
detectada uma frequência do alelo mutado do SNP rs8177374 de 0.21 enquanto a 
média das populações do banco de dados é de 0.11. Em 39 crianças com 
manifestações de SNC e RNA genômico de DENV no LCR, foi analisado o SNP 
rs8177374 e foi detectada frequência do alelo mutado de 0.29. Na análise de 59 
amostras de crianças com Covid-19 foi observada frequência de 0,17 para o SNP 
rs3775291, enquanto a média das populações do banco de dados foi de 0,27. Em 
estudo de casos, foi observada uma associação entre o SNP rs179008 e hepatite por 
SARS-CoV-2 e dos SNPs rs179008 e rs8177374 e quadro grave de Covid-19 em 3 
crianças com anemia falciforme. Estes resultados demonstram a importância de 
mutações em genes relacionados ao sistema imune nas infecções por ZIKV, DENV e 
SARS-CoV-2. 
 
Palavras chaves: sistema imune inato, toll like receptors (TLR), ZIKV, DENV, SARS-
CoV-2, polimorfismo de nucleotídeo único (SNP).  



 
 

ABSTRACT 
 

Viral infections are a global public health problem and a severe social and economic 
burden. In viral infections, the immune system protects the body, with the innate 
immune system being the first line of defense to be activated. The detection of viruses 
can be done by toll-like receptors (TLRs), which are responsible for recognizing 
pathogens and stimulating the production of cytokines. The objective of this work was 
to evaluate the innate immune response, mainly via the TLRs, biologically differentiate 
two samples of Zika virus (ZIKV) isolated in Brazil and evaluate the single nucleotide 
polymorphisms (SNPs) of genes of the innate immune system of children with 
manifestations of the central nervous system (CNS) caused by ZIKV, dengue virus 
(DENV) and children with severe Covid-19. Two ZIKV strains isolated in Brazil (PE243 
and SPH) and an African strain adapted in mice (MR766), used as control, were used 
to study the TLRs induction in CHO cells stably transfected with TLR2 and TLR4. The 
results confirmed the activation of TLR2, with reduced differential response of the ZIKV 
SPH. The strains were also used for infection in immunocompetent and knockout mice. 
C57BL/6 mice infected by the subcutaneous route showed no signs of weight loss, but 
they showed less significant weight gain when infected by the intracranial route (IC) 
with ZIKV PE243. In C57BL/6 mice infected via IC with ZIKV SPH, a significant 
increase in interferon-γ (IFN-γ) was detected in the brain, liver, and spleen. Knockout 
mice for the myeloid differentiation factor 88 (myd88) and tlr2/9 genes infected via IC 
showed significantly less weight gain, and an increased monocyte chemoattractant 
protein-1 (MCP-1) was identified in the brain of myd88-/- mice infected with ZIKV 
PE243. Viral RNA was detected in the brains, livers, spleens, kidneys, and testes of 
C57BL/6 and myd88-/- mice infected via IC. Knockout mice for the nitric oxide synthase 
2 gene (nos2) showed no signs or weight reduction. These results confirm the 
biological differences between the ZIKV isolates from Brazil and the importance of the 
innate immune system in ZIKV infection. The evaluation of SNPs rs3775291 and 
rs5743316 (tlr3), rs179008 (tlr7), rs8177374 (TIR domain -containing adapter protein - 
tirap), rs387907272 (myd88), rs61942233 (2',5'-oligoadenylate synthetase - oas3) and 
rs1024611 (mcp- 1) was performed in 19 children with CNS manifestations and ZIKV 
genomic RNA in the cerebrospinal fluid (CSF). Eighteen had SNPs in at least one of 
the genes studied, and a 0.21 frequency of the mutated allele of SNP rs8177374 was 
detected while, the mean of the database populations is 0.11. In 39 children with CNS 
manifestations and DENV genomic RNA in CSF, SNP rs8177374 was analyzed, and 
a 0.29 mutated allele frequency was detected. Analysis of 59 children with Covid-19, 
showed a 0.17 frequency for the SNP rs3775291, while the mean of the populations in 
the database was 0.27. A case study observed an association between SNP rs179008 
and hepatitis by SARS-CoV-2 and SNPs rs179008 and rs8177374 and severe Covid-
19 in 3 children with sickle cell anemia. These results demonstrate the importance of 
mutations in genes related to the immune system in ZIKV, DENV, and SARS-CoV-2 
infections. 

Keywords: innate immune system, toll like receptors (TLR), ZIKV, DENV, SARS-CoV-
2, single nucleotide polymorphism (SNP). 
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RBD - Receptor binding domain (domínio de ligação ao receptor) 

RLR - RIG-I-like receptor (Receptores tipo RIG-1) 

RNA – Ribonucleic acid (Ácido ribonucleico) 

RSV - Respiratory syncytial virus (vírus sincicial respiratório) 

S - Spike 

SARS-CoV-2 - Severe acute respiratory syndrome coronavírus 2 

SD1 - Subdomínio 1 

SD2 - Subdomínio 2 

SIMP - síndrome inflamatória multissistêmica pediátrica 

SNC - Sistema nervoso central 

SNP - Single nucleotide polymorphism (Polimorfismos de nucleotídeo único) 

SP – Peptídeo sinal 

ssRNA - single-strand RNA (RNA de fita simples) 

TIR - Toll/IL-1R receptor (Receptor de IL-1/Toll) 

TIRAP - TIR Domain Containing Adaptor Protein (Proteína 

adaptadora contendo domínio TIR) 

TLR - Toll-like receptor (Receptor do tipo Toll) 

TM - Transmembrana 

TNF -Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral) 

TRAF - TNF receptor-associated factor (Fator associado ao receptor de TNF) 

TRAM - TRIF-related adaptor molecule (Molécula adaptadora relacionada a TRIF) 

TRIF - TIR domain-containing adaptor inducing interferon-β (Adaptador contendo 

domínio TIR indutor de IFN-β) 

WHO - World Health Organization 

WNV - West Nile virus (Vírus do oeste do Nilo) 

YFV – Yellow fever virus (Vírus da febre amarela) 

ZIKV – Zika virus 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Impacto das epidemias no Brasil 

As infecções virais são um problema de saúde pública global e um fardo social 

e econômico grave para a humanidade. A disseminação dos vírus pode levar às 

epidemias ou pandemias, como ocorreu com influenza virus, human 

immunodeficiency virus (HIV), Ebola virus, dengue virus (DENV), Zika virus (ZIKV), e, 

mais recentemente, com o surgimento do vírus severe acute respiratory 

syndrome coronavírus 2 (SARS-CoV-2) (MORENS; FAUCI, 2020; SINGH; KOURY, 

2021). Com o aumento do transporte global de mercadorias e pessoas, infecções 

virais que ficariam limitadas a uma região geográfica podem se disseminar mais 

facilmente (MORENS; FAUCI, 2020). Foi o que aconteceu com o SARS-CoV-2, que 

vem causando uma pandemia mundial desde sua emergência em dezembro de 2019, 

na cidade de Wuhan, na China (ZHU et al., 2020). No Brasil, o primeiro caso 

confirmado foi em fevereiro de 2020, em São Paulo. Análises genéticas e o histórico 

de viagens do paciente confirmaram que este primeiro caso foi importado do norte da 

Itália (CANDIDO et al., 2020; BRASIL 2021). Desde então, o número de casos e 

mortes no Brasil continua aumentando, sendo o 3o país com mais casos de Covid-19 

confirmados e o 2o em número de óbitos, segundo o Painel de Controle da World 

Health Organization (WHO), acessado em maio de 2022.  

No Brasil, também há arboviroses urbanas que fazem parte de um cenário 

epidemiológico complexo, como a circulação simultânea dos quatro sorotipos de 

DENV, além da circulação, a partir de 2014, do chikungunya virus (CHIKV) e, em 2015, 

de ZIKV (BRASIL 2020). O primeiro caso relatado de ZIKV foi em março de 2015 na 

Bahia, quando ocorreu um surto de uma doença exantemática, associada a febre, 

conjuntivite e artralgia (CAMPOS; BANDEIRA; SARDE, 2015; ZANLUCA et al., 2015; 

ZANLUCA; DOS SANTOS, 2016). Em outubro do mesmo ano, o vírus havia se 

disseminado para pelo menos 14 Estados brasileiros (PETERSEN et al., 2016; WHO, 

2015). No Brasil, o ZIKV foi relacionado a malformações fetais, devido ao aumento 

dos casos de malformações que ocorreram nos mesmos locais onde o vírus foi 

detectado.  Além disso, o ZIKV foi detectado em tecidos cerebrais de fetos e no líquido 

amniótico de gestantes com fetos com microcefalia (CALVET et al., 2016; DRIGGERS 
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et al., 2016; LI et al., 2016; MARRS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; SONG et al., 

2017).  

A dengue é outra arbovirose endêmica no Brasil. A primeira epidemia na 

reemergência da dengue ocorreu na década de 1980 em Boa Vista, Roraima. Em 

1986, ocorreram epidemias no estado do Rio de Janeiro e em algumas capitais da 

região Nordeste. Desde então, a dengue é caracterizada por transmissão endêmica e 

epidêmica com a co-circulação dos quatros sorotipos virais (BRASIL 2017; BRASIL 

2019). A dengue possui importante impacto econômico e social nas populações de 

áreas endêmicas e afeta todos os níveis sociais. O impacto da doença, porém é maior 

nas populações mais pobres, que vivem em áreas com abastecimento de água 

inadequado, infraestrutura precária e condições favoráveis para a multiplicação dos 

seus mosquitos vetores (BRASIL 2019). No Brasil, em 2002, foi instituído o Programa 

Nacional de Controle da Dengue, para apoio aos Estados e municípios nas ações de 

prevenção e controle da dengue (BRASIL 2017; BRASIL 2019). Entre 2003 e 2019, 

foram notificados mais de 11 milhões de casos prováveis de dengue no Brasil, sendo 

que os anos 2008, 2010, 2013, 2015 e 2016 foram considerados epidêmicos. Em 2008 

houve circulação de DENV2, em 2010 e 2013 ocorreu a reintrodução de novos 

sorotipos e em 2015 e 2016 houve a introdução de chikungunya virus (CHIKV) e ZIKV, 

respectivamente. Entre 2003 e 2019, foram confirmados 6.234 óbitos por dengue, 

sendo que ano de 2015 concentrou o maior número de óbitos, com 863 mortes 

(BRASIL 2019).  

Segundo a Portaria n° 264, de 17 de fevereiro de 2020, do Ministério da Saúde, 

Covid-19, Zika e dengue são doenças de notificação compulsória e óbitos devem ser 

comunicados imediatamente ao Sistema de Vigilância. 

1.2. Interação do vírus com o hospedeiro 

A infecção viral ocorre quando o inóculo contendo vírus é suficiente para 

estabelecer uma infecção no hospedeiro. O vírus deve inicialmente atingir e interagir 

com células suscetíveis à multiplicação viral, e a imunidade inata e a adaptativa serão 

ativadas para abortar a infecção (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017).  

Para penetrar nas células hospedeiras, moléculas da superfície do vírus 

precisam interagir com receptores específicos na superfície celular. As interações com 
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esses receptores determinam o tropismo celular ou tecidual do vírus.  Este tropismo 

determinará se o vírus terá a capacidade de infectar de forma eficiente uma espécie 

hospedeira específica ou se é capaz de infectar um novo hospedeiro (HEISE, 2014). 

A multiplicação do vírus pode ficar localizada em algum órgão do corpo ou pode 

se tornar sistêmica após a disseminação pelas vias linfática e hematogênica. O 

sangue é o veículo mais eficaz e rápido para a disseminação de vírus pelo corpo, 

fenômeno denominado viremia. Quase todos os órgãos podem ser infectados através 

da corrente sanguínea, mas a maioria dos vírus tem tropismos para órgãos e tecidos 

bem definidos (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017). 

Os vírus podem causar danos diretos, como os vírus citopáticos, nos quais a 

multiplicação viral produtiva leva à morte celular. O dano celular também pode ser 

causado pela resposta imune aumentada ou inadequada do hospedeiro induzida por 

vírus (HEISE, 2014). Quase todas as infecções virais causam o recrutamento e a 

ativação de células inflamatórias, principalmente macrófagos e, em algumas 

infecções, neutrófilos. Macrófagos e neutrófilos liberam várias moléculas, como 

citocinas citotóxicas, proteínas catiônicas, mediadores lipídicos, metaloproteinases e 

espécies reativas de oxigênio, que induzem danos aos tecidos ou mau funcionamento 

dos órgãos. Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa estão envolvidas na 

mediação do dano tecidual (ROUSE; SEHRAWAT, 2010). 

A resposta imune é parte essencial da patogênese. A infiltração de células do 

sistema imune e a liberação de citocinas e mediadores inflamatórios regulam a 

infecção viral. No entanto, estes processos também podem ser uma das principais 

causas de danos celulares e teciduais em algumas infecções e de muitos sintomas 

comuns de doenças virais, como febre, eritema, edema e aumento em tamanho dos 

linfonodos. Normalmente ocorre a modulação negativa da resposta imune após a 

resolução da infecção. Em alguns casos, porém pode ocorrer a tempestade de 

citocinas, ou seja, a liberação em larga escala de citocinas inflamatórias e de 

mediadores de estresse que levam a danos graves, até mesmo letais para o 

hospedeiro (BURRELL; HOWARD; MURPHY, 2017).  

A gravidade da lesão causada pela infecção viral depende de vários fatores. 

Alguns vírus têm propriedades intrínsecas que dificultam o controle da infecção pelo 



20 
 

 

sistema imune, e as tentativas do hospedeiro para obter o controle resultam em danos 

graves aos tecidos. Muitos outros vírus são controlados com sucesso na maioria dos 

indivíduos, mas o dano tecidual ocorre em indivíduos que possuem predisposição 

genética ou adquirida que afeta um ou mais componentes do sistema imune inato ou 

adaptativo. Algumas infecções que normalmente são bem controladas podem causar 

danos extensos nos tecidos em circunstâncias incomuns, que podem estar 

relacionadas com a dose de vírus, a via de exposição, a idade do hospedeiro, a reação 

cruzada ou a coinfecção com outros vírus (ROUSE; SEHRAWAT, 2010). 

1.3. Resposta imune do hospedeiro à infecção viral 

O sistema imune protege o corpo contra agentes infecciosos, de danos 

causados por eles e de outras substâncias nocivas, como toxinas de insetos, por meio 

de diversas células efetoras e moléculas produzidas por estas células. Para que a 

proteção seja eficaz, o sistema imune precisa reconhecer e conter a infecção, 

regulando a resposta para não causar prejuízo, e proteger contra a recorrência da 

infecção, por meio da memória imunológica (MURPHY; TRAVERS, 2010).   

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa e inclui os mecanismos de 

defesa imunológica do hospedeiro que são codificados em suas formas funcionais 

maduras pelos genes da linhagem germinativa do hospedeiro (CHAPLIN, 2010). Ele 

é baseado principalmente em barreiras físicas e químicas à infecção, e em diferentes 

tipos de células que reconhecem patógenos invasores e ativam as respostas imunes 

(BASSET et al., 2003; MEDZHITOV, 2000; MOGENSEN, 2009). As barreiras físicas 

e químicas são a epiderme, o epitélio respiratório ciliado, o endotélio vascular e as 

superfícies mucosas (BASSET et al., 2003; MOGENSEN, 2009). Células dendríticas 

(DCs) apresentadoras de antígenos, macrófagos fagocíticos e granulócitos e células 

citotóxicas natural killer (NKs) são os tipos celulares envolvidos da resposta inata 

(MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; MOGENSEN, 2009).  

O sistema imune inato também inclui receptores de reconhecimento de padrões 

(pattern recognition receptor - PRR), que são receptores ligados à membrana e 

proteínas citoplasmáticas que reconhecem padrões moleculares associados a 

patógenos (pathogen-associated molecular patterns - PAMP), que são expressos nas 

superfícies de microrganismos invasores. Este sistema inclui também proteínas 



21 
 

 

solúveis e pequenas moléculas bioativas que estão presentes em fluidos biológicos 

ou que são liberadas das células à medida que são ativadas, como as citocinas, que 

regulam a função de outras células, e as quimiocinas, que atraem leucócitos 

inflamatórios, mediadores lipídicos da inflamação, espécies reativas de radicais livres 

e aminas e enzimas bioativas, que contribuem para a inflamação dos tecidos 

(CHAPLIN, 2010). O sistema imune inato também possui papel crítico na ativação e 

regulação da imunidade adaptativa (IWASAKI; MEDZHITOV, 2015). 

O sistema imune adaptativo é composto principalmente dos receptores 

específicos do antígeno expressos nas superfícies dos linfócitos T e B. Ao contrário 

das moléculas de reconhecimento codificadas pela linhagem germinativa da resposta 

imune inata, os receptores antígeno-específicos da resposta adaptativa são 

codificados por genes que são montados por rearranjo somático de elementos gênicos 

da linhagem germinativa para formar os receptores de célula T e B. A montagem dos 

receptores de antígenos a partir de uma coleção de algumas centenas de elementos 

gênicos codificados por linhagem germinativa permite a formação de milhões de 

receptores de antígenos diferentes, cada um deles com especificidade potencialmente 

única para um antígeno (CHAPLIN, 2010). Portanto, a resposta imune adaptativa é 

específica, e desenvolvida durante a vida do indivíduo como uma adaptação à 

infecção por um patógeno específico. A produção de anticorpos ocorre contra um 

patógeno específico ou seus produtos. Em muitos casos, a resposta imune adaptativa 

resulta em memória imunológica, conferindo imunidade protetora, por toda a vida, 

contra reinfecções pelo mesmo patógeno (MURPHY; TRAVERS, 2010). 

Como seres humanos, estamos sob constante ataque de microrganismos 

invasores, incluindo os vírus. A resposta imune se inicia com a detecção da infecção 

viral pelo sistema imune inato, principalmente pela detecção de ácidos nucleicos virais 

pelos PRRs. Após o reconhecimento, interferons (IFN) tipo I e tipo III, citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias são produzidas para ativar a inflamação (CARTY; GUY; 

BOWIE, 2021; SCHOGGINS, 2019).  

Citocinas e quimiocinas são importantes moduladores das respostas imunes 

inata e adaptativa. São produzidas por células imunes e por células epiteliais e 

endoteliais e possuem efeitos locais e sistêmicos. Citocinas pró-inflamatórias, como 

fator de necrose tumoral α (TNF-α), Interleucina (IL) 1 (IL-1) e IL-6, induzem febre e 
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regulam positivamente a resposta de fase aguda. Essas citocinas também aumentam 

a resposta epitelial ao patógeno e induzem a expressão de moléculas de adesão no 

endotélio vascular, aumentando assim a diapedese dos fagócitos (GUIDOTTI; 

CHISARI, 2000). A IL-1 é responsável pelo início da inflamação (Dinarello, 2018). 

Muitas citocinas são conhecidas por desempenhar um papel na defesa do 

hospedeiro contra infecções virais. Algumas destas citocinas, como IFN-α/β, IFN-γ e 

TNF-α, têm o potencial de desencadear a ativação de vias antivirais intracelulares 

após se ligarem a receptores específicos na superfície de células infectadas. Outras 

citocinas, como IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-12, IL-13 e IL-18, contribuem indiretamente 

para a resposta antiviral, modulando vários aspectos da resposta imune, incluindo a 

regulação de IFN-α/β, IFN-γ e TNF-α (GUIDOTTI; CHISARI, 2000). 

A maioria das células do corpo responde a uma infecção viral por meio da 

secreção de IFN tipo I. Por outro lado, a produção de IFN tipo III e TNF é 

predominantemente restrita a células do sistema imunológico, como células NK, 

células T natural killer (NKT), células T auxiliares, células T citotóxicas, macrófagos e 

DCs. Coletivamente, essas citocinas podem inibir a multiplicação de muitos vírus e 

até mesmo eliminar vírus suscetíveis de células infectadas de forma não citopática 

(GUIDOTTI; CHISARI, 2000). 

Os IFN tipo I e III são poderosos agentes antivirais, pois promovem a expressão 

de genes estimulados por interferon (ISGs), que codificam fatores diretos de restrição 

do vírus, estabelecendo-se assim o “estado antiviral” em células vizinhas não 

infectadas.  Proteínas codificadas por centenas de ISGs exercem sua atividade 

antiviral impedindo a penetração, replicação e o brotamento viral (CARTY; GUY; 

BOWIE, 2021; SCHOGGINS, 2019). A produção de IFNs tipo I desencadeia a 

transcrição de muitos genes induzíveis por IFN, que influenciam a síntese de 

proteínas, regulação do crescimento e apoptose. Os IFNs do tipo I também aumentam 

a maturação de DCs, a citotoxicidade de células NK e a diferenciação de linfócitos T 

citotóxicos específicos de vírus, proporcionando assim uma importante ligação entre 

a resposta imune inata e adaptativa (HONDA; TAKAOKA; TANIGUCHI, 2006; 

JENSEN; THOMSEN, 2012). IFN tipo III desencadeia uma resposta menos 

inflamatória e concentrada em superfícies epiteliais e de barreira e possui efeitos 

únicos nas células hematopoiéticas, principalmente neutrófilos (Lazear, 2019).  
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Citocinas pró-inflamatórias ajudam a moldar a resposta imune geral, recrutando 

células imunes para o local da infecção e ativando o sistema imune adaptativo 

(CARTY; GUY; BOWIE, 2021; MEDZHITOV, 2001). Assim, o sistema imune inato 

potencializa a resposta imune adaptativa, na qual anticorpos específicos neutralizam 

os vírus e as células T citotóxicas ativadas matam as células infectadas, levando à 

eliminação do vírus (CARTY; GUY; BOWIE, 2021). 

1.3.1. Resposta imune inata à infecção viral 

Como mencionado, o sistema imune inato é essencial para a detecção de vírus 

e constitui a primeira linha de defesa, desempenhando um papel crucial no 

reconhecimento precoce e desencadeamento de uma resposta pró-inflamatória 

(MEDZHITOV, 2000; MOGENSEN, 2009; SINGH, 2021). A capacidade do sistema 

imune inato de reconhecer e limitar a infecção é baseada principalmente na ativação 

do complemento, fagocitose, autofagia e ativação da resposta imune por diferentes 

famílias de receptores (MEDZHITOV; JANEWAY, 2000; MOGENSEN, 2009). O modo 

pelo qual o hospedeiro detecta e responde à infecção viral determina o desfecho da 

infecção (CARTY; GUY; BOWIE, 2021).  

A detecção de patógenos pelo sistema imune inato ocorre através de PRRs, 

proteínas expressas em uma variedade de células que analisam e monitoram os 

espaços extra e intracelular detectando moléculas microbianas conservadas, os 

PAMPs, que servem como indicadores de infecção (BLASIUS; BEUTLER, 2010; 

JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; JENSEN; THOMSEN, 2012; KAWAI; AKIRA, 2010; 

KUMAR; KAWAI; AKIRA, 2011; MEDZHITOV, 2007; BRUBAKER et al, 2015; 

TAKEUCHI; AKIRA, 2010). PAMPs são únicos para os vírus e outros microrganismos 

e não são produzidos pelas células hospedeiras. Diferentes tipos de estruturas 

moleculares podem agir como PAMPs, como lipopolissacarídeo (LPS), 

peptideoglicanos, flagelina, ácido lipoteicoico, RNA de fita dupla (dsRNA), RNA de fita 

simples (ssRNA), DNA e DNA CpG não metilado (MOGENSEN, 2009; SINGH, 2021). 

Os PAMPs virais geralmente carregam assinaturas moleculares ou subcelulares 

distintas, apresentam características moleculares únicas do genoma viral ou 

intermediários de replicação viral (IWASAKI, 2012).  A detecção de patógenos pode 

ser feita por meio do reconhecimento de seus genomas ou de ácidos nucleicos que 

se acumulam durante a replicação (THOMPSON et al., 2011).  
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O sistema imune inato dispõe de uma variedade de PRRs que podem ser 

expressos na superfície das células, como DCs, macrófagos e neutrófilos, em 

compartimentos intracelulares ou secretados na corrente sanguínea e nos fluidos dos 

tecidos (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; RUSLAN MEDZHITOV; JANEWAY, 1997). 

Com base em sua localização, os PRRs podem ser classificados em: (i) PRRs ligados 

à membrana, como receptores do tipo Toll (toll-like receptor - TLRs) e, (ii) receptores 

de lectina do tipo C (C-type lectin receptor - CLRs), que são encontrados na superfície 

celular ou em compartimentos endocíticos e detectam a presença de ligantes 

microbianos no espaço extracelular e dentro dos endossomos. Os PRRs 

citoplasmáticos detectam a presença de patógenos intracelulares, como receptores 

do tipo I do gene induzível pelo ácido retinoico (RIG-I-like receptor - RLRs), receptores 

semelhantes ao domínio de oligomerização ligante de nucleotídeos (nucleotide 

oligomerization domain - NOD) (NLRs) e sensores citosólicos de DNA (cytosolic DNA 

sensors - CDS) (BRUBAKER et al., 2015; GOUBAU et al., 2013; SINGH; KOURY, 

2021).  

A detecção eficaz de PAMPs pelos PRRs induz rapidamente a resposta imune 

do hospedeiro por meio da ativação de vias de sinalização complexas, que induzem 

resposta inflamatória mediada por citocinas e quimiocinas, facilitando a eliminação do 

patógeno (BLASIUS; BEUTLER, 2010; KAWAI; AKIRA, 2010; KUMAR; KAWAI; 

AKIRA, 2011; MEDZHITOV, 2007). Os vírus possuem tropismo para diversos órgãos 

e tecidos, apresentam diferenças no ciclo de multiplicação e no genoma que pode ser 

de DNA ou de RNA de polaridade positiva ou negativa. Desta forma, as células 

hospedeiras podem reconhecer os vírus por meio de uma variedade de receptores do 

sistema imune inato. No ambiente exterior das células os vírus são detectados pelos 

receptores transmembrana, como os TLRs sendo que as infecções virais citosólicas 

são detectadas por receptores citosólicos, como RLRs e NLRs (AOSHI et al., 2012).  

1.3.2. Receptores do tipo Toll (TLR) e moléculas adaptadoras 

TLRs são receptores transmembrana do tipo I que possuem um domínio N-

terminal extracelular ou intraendossomal composto por repetições ricas em leucina 

(leucine-rich repeats - LRR), um segmento transmembrana (TM) e um domínio C-

terminal intracelular homólogo de receptor toll/interleucina 1 (toll/IL-1R receptor - TIR) 

(ASAMI; SHIMIZU, 2021; CARTY; GUY; BOWIE, 2021; FITZGERALD; KAGAN, 2020) 
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(Figura 1a). O domínio LRR é responsável pelo reconhecimento de PAMPs, enquanto 

o domínio TIR citoplasmático é responsável pela transdução de sinal que inicia 

cascatas de sinalização, interagindo com proteínas adaptadoras tais como o fator de 

diferenciação mieloide 88 (myeloid differentiation factor 88 - MyD88); adaptador tipo 

MyD88 (MyD88 adaptor-like - MAL); adaptador contendo domínio TIR indutor de IFN-

β (TIR domain-containing adaptor inducing interferon-β - TRIF); molécula adaptadora 

relacionada ao TRIF (TRIF-related adaptor molecule - TRAM) (Figura 1a) (ASAMI; 

SHIMIZU, 2021; O’NEILL; BOWIE, 2007).  

 

 

Figura 1: Toll like receptors (TLRs): localização, padrões moleculares associados a patógenos 
(PAMP), vias de sinalização e estrutura. (a) Representação esquemática de TLR. O domínio 
extracelular é composto pelas regiões N-terminal (LRR-NT), LRR e C-terminal (LRR-CT), seguidas por 
um único segmento transmembrana (TM) e um domínio TIR intracelular (TIR) (b) Ilustração 
esquemática da via de sinalização de TLR e dos PAMPs específicos. A sinalização de TLR é iniciada 
pelo reconhecimento do PAMP, seguido pela interação com proteínas adaptadoras, como MyD88, 
MAL, TRIF e TRAM. A via de sinalização induz a expressão de citocinas inflamatórias ou IFN tipo I 
(ASAMI; SHIMIZU, 2021).  
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Para induzir a resposta inflamatória, os TLRs transduzem sinais através do 

domínio TIR, em duas vias principais dependentes principalmente dos adaptadores 

MyD88 ou TRIF (Figura 1b) (ASAMI; SHIMIZU, 2021; KAWAI et al., 1999; 

YAMAMOTO et al., 2003). A via dependente de MyD88 é ativada por todos os TLRs, 

exceto TLR3, que apenas sinaliza através do TRIF (Figura 1b) (LESTER; LI, 2014; 

YAMAMOTO et al., 2002). O TLR4 ativa as duas vias, dependente de MyD88 e TRIF 

(Figura 1b) (KAWAI; AKIRA, 2010; LESTER; LI, 2014; TAKEDA; AKIRA, 2005). Após 

a detecção viral, a cascata de sinalização ativa fatores de transcrição, como fator 

nuclear kappa B (nuclear factor kappa B - NF-κB) e fatores reguladores de IFN (IFN 

regulatory fator - IRFs), levando à produção de citocinas pró-inflamatórias e de IFN 

tipo I (Figura 1b) (ASAMI; SHIMIZU, 2021; KAWAI; AKIRA, 2010).  

Foram identificados 10 TLRs funcionais em humanos (TLR1-10) e 12 em 

camundongos (TLR1-9, 11-13) com TLR1-TLR9 sendo conservado em ambas as 

espécies. Os ligantes para todos os TLRs foram determinados, exceto para TLR10 

humano e TLR12 e 13 de camundongo. O TLR10 de camundongo não é funcional 

(AKIRA; TAKEDA, 2004; AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; KAWAI; AKIRA, 

2010; LEE; AVALOS; PLOEGH, 2012).  

Os TLRs são expressos em várias células imunes, como macrófagos, DCs, 

células B e tipos específicos de células T e em células não imunes, como fibroblastos 

e células epiteliais. A expressão de TLRs não é estática, uma vez que é modulada 

rapidamente em resposta a patógenos, a uma variedade de citocinas e aos estresses 

ambientais (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Os TLRs podem ser expressos 

nas membranas celulares, como os TLRs 1, 2, 4, 5, 6 e 10, que reconhecem 

predominantemente componentes bacterianos, como lipídios, lipoproteínas e 

proteínas, ou podem ser expressos em endossomos, como os TLRs 3, 7, 8 e 9, que 

estão associados à detecção de ácidos nucleicos (ASAMI; SHIMIZU, 2021; 

FITZGERALD; KAGAN, 2020; IWASAKI; MEDZHITOV, 2004). 

Cada TLR tem uma função distinta em termos de reconhecimento de PAMPs e 

resposta imune (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; KAWAI; AKIRA, 2010). Em 

humanos, os TLRs 2, 3, 4, 7 e 8 são considerados importantes no reconhecimento de 

componentes estruturais de vírus de RNA, incluindo dsRNA, ssRNA e glicoproteínas 

de superfície (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; JENSEN; THOMSEN, 2012). A 
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presença de infecções virais é detectada principalmente através de ácidos nucleicos 

pelos TLRs endossômicos. Porém, TLRs de superfície, como TLR2 e TLR4, também 

foram associados à detecção de vírus, pelo reconhecimento de proteínas da superfície 

do vírus (CARTY; GUY; BOWIE, 2021; FITZGERALD; KAGAN, 2020; LESTER; LI, 

2014). 

1.3.2.1. TLR1, TLR2 e TLR6 

Os TLRs podem formar heterodímeros ou homodímeros, porém a maioria 

forma homodímeros, com exceção do TLR2 que forma heterodímero com TLR1 ou 

TLR6 (Figura 1b). Isto permite o reconhecimento diferencial de lipopeptídeos com 

TLR1/TLR2 reconhecendo lipopeptídeos triacilados de bactérias Gram-negativas e 

micoplasma, enquanto TLR2/TLR6 reconhece lipopeptídeos diacilados de bactérias 

Gram-positivas e micoplasma (Figura 1b) (KAWAI; AKIRA, 2010; LEE; AVALOS; 

PLOEGH, 2012).  

O TLR2 está envolvido no reconhecimento de diversos PAMPs derivados de 

bactérias, fungos, parasitas e vírus, tais como lipopeptídeos de bactérias, 

peptideoglicano e ácido lipoteicoico de bactérias Gram-positivas, lipoarabinomanano 

de micobactérias, zimosan de fungos, tGPI-mucina de Trypanosoma cruzi e a 

hemaglutinina do virus do sarampo (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; KAWAI; 

AKIRA, 2010). A ativação de TLR2 induz principalmente a produção de citocinas 

inflamatórias, mas não induz IFN tipo I por macrófagos e DCs. Entretanto, foi 

demonstrado que TLR2 pode desencadear a produção de IFN tipo I por monócitos 

inflamatórios em resposta à infecção pelo vírus vaccínia (BARBALAT et al., 2009; 

KAWAI; AKIRA, 2010). Também foi demonstrado que TLR2 contribui para a produção 

de IFN-α e IFN-β em baços de camundongos infectados com cytomegalovirus murino 

(LESTER; LI, 2014; SZOMOLANYI-TSUDA et al., 2006), e que TLR2 e TLR6 

reconhecem a proteína NS1 de DENV (CARTY; GUY; BOWIE, 2021; CHEN; NG; 

CHU, 2015). Nosso grupo de pesquisa demonstrou que o TLR2 atua em conjunto com 

TLR9 para estimular a resposta antiviral inata, protegendo contra infecção cerebral do 

human herpes virus type 1 (HHV-1) em modelo murino (ZOLINI et al., 2014). Além 

disso, o TLR2 está envolvido em respostas do hospedeiro a infecções pelo 

lymphocytic choriomeningitis virus (ZHOU et al., 2005), varicella-zoster virus (WANG 
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et al., 2005) e sincicial respiratory virus (MURAWSKI et al., 2009), embora os PAMPs 

virais detectados ainda não tenham sido identificados (LESTER; LI, 2014). 

1.3.2.2. TLR3 

TLR3 reconhece dsRNA (Figura 1b), sendo que vários vírus possuem genoma 

de dsRNA ou formam dsRNA durante o ciclo de multiplicação. ZHANG e 

colaboradores (2007) mostraram que o TLR3 protege contra o HHV-1. O TLR3 é 

expresso em células imunes, como DCs, macrófagos, NK e células não imunes, como 

epiteliais, endoteliais, fibroblastos, astrócitos e hepatócitos (CARTY; GUY; BOWIE, 

2021; LESTER; LI, 2014). No sistema nervoso central (SNC), o TLR3 é expresso em 

neurônios, astrócitos e microglia, sugerindo um papel antiviral fundamental (CARTY 

et al., 2014; CARTY; GUY; BOWIE, 2021). Após o reconhecimento de dsRNA, o TLR3 

recruta a proteína adaptadora TRIF, o único adaptador utilizado pelo TLR3, o qual 

recruta o fator 6 associado ao receptor de TNF (TRAF6), que ativa NF-κB, e TRAF3, 

que ativam os membros da família de IRF, como IRF3 e IRF7 (Figura 1b). A cascata 

de sinalização estimula a translocação de fatores de transcrição para o núcleo, 

ativando a expressão gênica de quimiocinas, citocinas pró-inflamatórias e IFNs tipo I 

e tipo III (Figura 1b) (CARTY; GUY; BOWIE, 2021b; FITZGERALD; KAGAN, 2020).  

1.3.2.3. TLR4 

TLR4 foi o primeiro TLR a ser caracterizado, e com a sua descoberta houve a 

primeira indicação de que os TLRs de mamíferos poderiam funcionar como PRRs 

(BRUBAKER et al., 2015; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). TLR4 reconhece 

principalmente LPS (Figura 1b), um componente da membrana externa de bactérias 

Gram-negativas (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002; KAWAI; AKIRA, 2010). TLR4 

reconhece a proteína de fusão do respiratory syncytial virus (RSV) (JENSEN; 

THOMSEN, 2012; KURT-JONES et al., 2000) e induz citocinas em resposta ao vírus 

coxsackie B4 (JENSEN; THOMSEN, 2012; TRIANTAFILOU; TRIANTAFILOU, 2004). 

Além disso, o TLR4 também reconhece as proteínas do envelope mouse mammary 

tumor virus e do murine leukemia virus, desencadeando a maturação de DCs e 

expressão de citocinas pró-inflamatórias (BURZYN et al., 2004; JENSEN; THOMSEN, 

2012; RASSA et al., 2002).  
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1.3.2.4. TLR5 

TLR5 reconhece flagelina (Figura 1b), subunidades de proteínas que compõem 

os flagelos bacterianos (HAYASHI et al., 2001; JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). TLR5 

é expresso em neutrófilos, monócitos, DCs e células epiteliais, principalmente em 

células epiteliais intestinais (BRUBAKER et al., 2015; GEWIRTZ et al., 2001; 

TAKEDA; AKIRA, 2005). Recentemente, foi demonstrado que partículas virais 

semelhantes a norovirus, um vírus reconhecido como uma das principais causas de 

surtos de gastroenterite em todo o mundo, são reconhecidas por TLR5 e TLR2 em 

células HEK recombinantes (CARTY; GUY; BOWIE, 2021; PONTERIO et al., 2019). 

1.3.2.5. TLR7 e TLR8 

TLR7 e TLR8 reconhecem ssRNA (Figura 1b) principalmente de vírus que 

penetram por meio de endocitose, e o reconhecimento é dependente da acidificação 

do endossomo (LESTER; LI, 2014; LUND et al., 2004). Após o reconhecimento de 

ssRNA, a via dependente de MyD88 é ativada, culminando na síntese de IFNs tipo I 

e tipo III e mediadores pró-inflamatórios através da ativação de IRF7 e NF-κB (Figura 

1b), respectivamente, dependendo do tipo de célula (KAWAI et al., 2004; KAWAI; 

AKIRA, 2010; LESTER; LI, 2014). TLR7 também reconhece poli(U) RNA sintético e 

alguns RNAs de interferência (HORNUNG et al., 2005; KAWAI; AKIRA, 2010). 

1.3.2.6. TLR9 

TLR9 reconhece DNA CpG não metilado (Figura 1b) presente em bactérias e 

vírus de DNA, como HHV, murine cytomegalovirus, human cytomegalovirus, 

variola virus e retrovírus, de RNA, como HIV (CARTY; GUY; BOWIE, 2021; LESTER; 

LI, 2014). Recentemente foi demonstrado que o TLR9 também desempenha um papel 

na detecção de vírus de RNA, como o DENV, devido à liberação de DNA mitocondrial 

de DCs humanas infectadas, que é reconhecido pelo TLR9 (CARTY; GUY; BOWIE, 

2021b; LAI et al., 2018). TLR9 é expresso em vários tipos de células imunes, incluindo 

macrófagos, células B, DCs mieloides, DCs convencionais e, junto com TLR7, é 

altamente expresso em DCs plasmocitoides (pDC) (COLONNA; TRINCHIERI; LIU, 

2004; LESTER; LI, 2014; WAGNER, 2004). A ativação de TLR9 recruta a via 

dependente de MyD88, levando à produção de IFN mediada por IRF7 (Figura 1b) ou 

de respostas pró-inflamatórias, com produção de citocinas como TNF-α, IL-6 e IL-12, 
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por meio da translocação de NF-κB. Essas respostas diferenciais dependem do tipo 

de célula e, em pDCs, a produção rápida de IFNs tipo I é estimulada (LESTER; LI, 

2014; LIU, 2005). 

1.4. Polimorfismos genéticos de genes do sistema imune inato 

Polimorfismo genético é uma diferença na sequência de DNA entre indivíduos, 

grupos de indivíduos ou populações (ISMAIL; ESSAWI, 2012). Ocorre em situações 

em que mais de um alelo ocupa o mesmo locus de um determinado gene 

representante de uma população com uma frequência igual ou maior que 1% (KARKI 

et al., 2015; RODRIGUES; NETO, 2019). Podem ser classificados em polimorfismos 

de nucleotídeo único (single nucleotide polymorphism - SNPs), repetições de 

sequência, inserções, deleções e recombinações (ISMAIL; ESSAWI, 2012). 

SNPs são variações em nucleotídeos únicos em localizações genômicas 

específicas entre indivíduos da mesma espécie (ISMAIL; ESSAWI, 2012), ou seja, são 

substituições em um único par de bases (Figura 2) (KRUGLYAK; NICKERSON, 2001). 

SNPs são a forma mais comum de polimorfismo, surgindo a cada 1.000 pares de 

bases no genoma humano e são geralmente encontrados em áreas que flanqueiam 

genes codificadores de proteínas, mas também podem ocorrer em sequências 

codificadoras, íntrons ou em regiões intergênicas (KARKI et al., 2015).  

Figura 2: Polimorfismos de nucleotídeo único (SNP) em indivíduos da mesma espécie. Exemplo 
de indivíduos de uma mesma espécie que possuem diferença em um único nucleotídeo em uma mesma 
região do DNA. Fonte: https://www.genome.gov/genetics-glossary/Single-Nucleotide-Polymorphisms. 
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SNPs podem ser considerados sinônimos ou silenciosos, quando não resultam 

em nenhuma alteração de aminoácidos, devido à redundância do código genético, ou 

não-sinônimos, quando resultam em um aminoácido distinto que pode ou não afetar 

a estrutura ou função da proteína (ISMAIL; ESSAWI, 2012; SKEVAKI et al., 2015). 

SNP sem sentido é um SNP não-sinônimo e ocorre quando um códon de parada é 

formado, levando assim à terminação prematura de uma cadeia polipeptídica 

formando uma proteína truncada (ISMAIL; ESSAWI, 2012). 

Polimorfismos em genes relacionados ao sistema imune são considerados 

importantes para a resistência ou suscetibilidade do hospedeiro a uma doença 

infecciosa (MUKHERJEE; TRIPATHI, 2019). SNPs são usados como assinaturas 

genéticas em populações para estudar a predisposição a certas características, 

incluindo doenças (KARKI et al., 2015).  

Mutações em genes da imunidade inata foram encontradas em 23 pacientes 

com pneumonia grave por Covid-19 (BASTARD et al., 2022; ZHANG, QIAN et al., 

2020). Estudos sugerem uma associação entre SNPs em genes da imunidade inata e 

infecções virais.  Por exemplo, um SNP no gene que codifica para a proteína 

quimiocina quimioatraente de monócitos 1 (monocyte chemoattractant protein-1 - 

MCP-1) foi associado à infecção pelo japanese encephalitis virus (JEV), podendo 

atuar como um marcador preditivo para o prognóstico adverso na população do 

nordeste da Índia (CHOWDHURY; KHAN, 2017). As 2'-5'-oligoadenilato sintetases 

(2',5'-oligoadenylate synthetase - OAS) são proteínas antivirais induzidas por IFN, e 

um SNP no gene oas foi identificado como um fator de risco para infecção inicial pelo 

West Nile virus (WNV) em homens (LIM et al., 2009). Um SNP no gene que codifica 

para a proteína adaptadora contendo domínio TIR (TIR domain containing adaptor 

protein – TIRAP) foi associado ao aumento do risco de dengue grave (ALAGARASU 

et al., 2015). Além disso, SNPs nos genes myd88, tlr3 e tlr7 foram repetidamente 

associados à sintomatologia grave em infecção pelo Rift Valley fever virus (HISE et 

al., 2015).  

Polimorfismos em tlrs podem influenciar a resposta imune, principalmente afetando 

as interações hospedeiro-patógeno. A frequência de polimorfismos de tlr e suas 

funcionalidades variam em diferentes regiões geográficas sendo a seleção natural 

considerada a principal causa dessa diversidade (MUKHERJEE; TRIPATHI, 2019). 
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1.5. Vírus 

1.5.1. Flavivírus 

Os flavivírus compõem um gênero da família Flaviviridae, segundo o 

International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV). A maioria dos flavivírus são 

arbovírus, ou seja, vírus transmitidos por artrópodes (VON GIESEN, 2016). Este 

gênero pode ser classificado em três grandes grupos: (i) os vírus transmitidos por 

mosquitos como DENV, JEV, Saint Louis encephalitis virus (SLEV), WNV, yellow fever 

virus (YFV) e ZIKV; (ii) os vírus transmitidos por carrapatos, como o tick-borne 

encephalitis virus; (iii) vírus sem vetor artrópode conhecido, por exemplo, Tamana bat 

virus, transmitido entre roedores e morcegos. Usualmente, mamíferos e aves são os 

hospedeiros primários acometidos com infecções assintomáticas até quadros graves 

como as febres hemorrágicas e acometimentos neurológicos (MUKHOPADHYAY; 

KUHN; ROSSMANN, 2005; SIMMONDS et al., 2017). 

Os flavivírus possuem 50 nm de diâmetro, não contêm espículas ou projeções 

de superfície, são compostos pelo envelope viral e por proteínas de membrana, 

incorporadas em uma bicamada lipídica derivada de células hospedeiras, a qual 

envolve um nucleocapsídeo, que ancora o RNA genômico (CRUZ-OLIVEIRA et al., 

2015; KUHN et al., 2002; PIERSON; DIAMOND, 2020; VON GIESEN, 2016).   

O genoma dos flavivírus é composto por RNA fita simples (ssRNA) com 

polaridade positiva de aproximadamente 11 kb, que funciona como um RNA 

mensageiro (mRNA), com uma única janela aberta de leitura (open reading frames - 

ORF) (Figura 3a). O genoma é flanqueado nas extremidades 5´e 3´ por regiões não 

codificantes (non-coding regions - NCR) (Figura 3a). Estas regiões contêm motivos de 

sequência de RNA que estão envolvidos na tradução e na replicação viral e, 

provavelmente, no empacotamento do RNA viral (SIMMONDS et al., 2017).   

Inicialmente, as proteínas virais são traduzidas em uma poliproteína (Figura 3b) 

que é clivada por proteases celulares e virais em três proteínas estruturais: envelope 

(E), pré-membrana/membrana (prM/M) e capsídeo (C); e em sete proteínas não 

estruturais (NS): NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5 (Figura 3c) (PIERSON; 

DIAMOND, 2020; ZHANG, Y. et al., 2003).   
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Figura 3: Organização do genoma e do processamento da poliproteína dos flavivírus. (a) Genoma 
viral com as regiões codificadoras das proteínas estruturais (structural) e não estruturais (non-structural) 
e as regiões não codificadoras (5´NCR e 3´NCR). (b) Poliproteína (c) Clivagem da proliproteína por 
proteases hospedeiras e virais em três proteínas estruturais (C, prM/M e E) e sete proteínas não 
estruturais (NS: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). A prM é clivada após a liberação das 
partículas virais através da membrana plasmática de células. C: capsídeo; E: envelope, prM: pré-
membrana, M: membrana; NCR: regiões não codificantes; NS: proteínas não estruturais (SIMMONDS 
et al., 2017). 

 

A superfície da partícula viral é composta pelas proteínas E e M. A glicoproteína 

E, o principal determinante antigênico das partículas virais, é responsável pela 

mediação da ligação e fusão durante a penetração do vírus. A proteína prM, produzida 

durante a maturação das partículas virais nas vias de secreção, é um pequeno 

fragmento proteolítico da proteína precursora M e é clivado durante a maturação da 

partícula viral (PIERSON; DIAMOND, 2020; SIMMONDS et al., 2017).   

O ciclo de multiplicação dos flavivírus ocorre no citoplasma da célula 

hospedeira. O vírus se liga à superfície da célula hospedeira por meio de interações 

entre a proteína E e seus receptores celulares específicos (KOSCHINSKI et al., 2003; 

SELIGMAN; BUCHER, 2003). Após a ligação, a fusão e a penetração do vírus através 

da membrana por endocitose mediada por receptor, a acidificação da vesícula 

endossomal desencadeia uma mudança conformacional na proteína E, levando à 

fusão das membranas viral e celular, a desmontagem da partícula viral e a liberação 

do nucleocapsídeo no citoplasma celular (Figura 4) (MUKHOPADHYAY; KUHN; 

ROSSMANN, 2005; VON GIESEN, 2016).  

Uma vez liberado no citoplasma, o RNA viral é traduzido em uma única 

poliproteína, a qual é processada durante e após a tradução por proteases virais e do 

hospedeiro (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). Após a tradução e o 

a) 

b) 

c) 
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processamento das proteínas virais, um sítio de replicação viral é montado a partir de 

proteínas não estruturais virais e fatores do hospedeiro. A replicação viral ocorre nas 

membranas intracelulares (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005) e se inicia 

com a síntese de um RNA intermediário, que serve como molde para a síntese do 

RNA genômico (Figura 4) (PIERSON; DIAMOND, 2020; VON GIESEN, 2016).  

A montagem das partículas ocorre na superfície do retículo endoplasmático, 

quando as proteínas estruturais e o recém-sintetizado RNA brotam do lúmen do 

retículo (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). As partículas virais 

montadas nas vesículas possuem uma conformação heterodímérica composta pelas 

proteínas E e prM, o que impede a atividade de fusão da proteína do envelope (Figura 

4) (PIERSON; DIAMOND, 2020; VON GIESEN, 2016).  

As partículas virais imaturas são transportadas para o complexo de Golgi 

através da rede trans-Golgi (TNG) (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005), 

nas quais a acidificação induz mudanças conformacionais no vírus, expondo os sítios 

de clivagem da furina (SCREATON et al., 2015). Então, as partículas virais imaturas 

são clivadas pela protease furina do hospedeiro, dando origem às partículas maduras 

infecciosas. Após a clivagem da pré-membrana no complexo de Golgi, ocorre a 

ativação da proteína de envelope e a fusão do vírus com a membrana plasmática 

celular sendo as partículas virais maduras liberadas por exocitose (Figura 4) 

(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). 
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Figura 4: Ciclo de multiplicação dos flavivírus. O vírus se liga à superfície de uma célula hospedeira 
e penetra na célula através de endocitose mediada pelo receptor.  Ocorre a fusão das membranas viral 
e celular. A partícula viral é desmontada, o RNA viral é liberado no citoplasma e traduzido nas 
membranas intracelulares. A montagem do vírus ocorre no retículo endoplasmático (ER) e as partículas 
virais imaturas são transportadas pela rede Trans-Golgi (TGN) para o complexo de Golgi, onde são 
clivadas pela protease furina, originando as partículas virais maduras, que são liberadas da célula por 
exocitose (PIERSON; DIAMOND, 2020). 

 

1.5.1.1. Transmissão e epidemiologia de ZIKV e DENV 

ZIKV e DENV são arbovírus transmitidos pelas fêmeas de mosquitos do gênero 

Aedes, principalmente pelas espécies A. aegypti e A. albopictus (PETERSEN et al., 

2016; SCREATON et al., 2015).  

ZIKV é relacionado ao Spondweni virus, ambos formam um clado único, dentro 

do cluster dos flavivírus transmitidos por mosquitos (KUNO et al., 1998).  A partir de 
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análises filogenéticas, foram definidas duas linhagens de ZIKV, a asiática e a africana 

(ALERA et al., 2015; HADDOW et al., 2012; SAIZ, 2016). A linhagem asiática foi a 

responsável pelo surto de ZIKV nas Ilhas do Pacífico e nas Américas (SAIZ, 2016). A 

linhagem africana é dividida em dois grupos, um grupo do Leste da África, contendo 

as variantes genéticas do ZIKV isolado em Uganda em 1947, e o outro grupo que 

inclui os isolados de África Ocidental (OLSON et al., 1981; SAIZ, 2016).  

O ZIKV foi identificado pela primeira vez em 1947, isolado de um macaco 

Rhesus, na Floresta de Ziika, em Uganda (DICK, 1952). A primeira infecção humana 

foi relatada na Nigéria, em 1954 (MACNAMARA, 1954). Até recentemente 

considerava-se que o ZIKV causava infecções de evolução benigna e esporádica em 

humanos na África e na Ásia (ENFISSI et al., 2016). Em 2007, um surto foi relatado 

nos Estados Federados de Micronésia (YAP), marcando a primeira detecção do ZIKV 

fora da África e Ásia (WHO, 2015). E em 2013-2014, o ZIKV causou uma grande 

epidemia na Polinésia Francesa, antes de se disseminar pelo Pacífico (ENFISSI et al., 

2016). Esta grande epidemia ocorreu concomitantemente com a circulação de DENV 

e com o aumento incomum de complicações neurológicas graves, como a síndrome 

de Guillain-Barré (OEHLER et al., 2014) e malformações neurológicas congênitas 

(ENFISSI et al., 2016). 

A circulação autóctone de ZIKV tem sido detectada nas Américas desde 2014 

(WHO, 2015). Em maio de 2015, foi relatada a presença do vírus no Brasil e, 

posteriormente, em vários países da América Central, do Sul e Caribe (FARIA et al., 

2016). No Brasil, o ZIKV, pela primeira vez, foi relacionado com os casos de 

microcefalia onde surto de Zika ocorreu juntamente com o aumento da incidência de 

microcefalia, e ainda, foi detectado ZIKV em tecidos cerebrais de fetos microcefálicos 

e no líquido amniótico de gestantes com fetos com microcefalia (CALVET et al., 2016; 

DRIGGERS et al., 2016; LI, et al., 2016; MARRS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016). 

Após o surto em 2015/2016, pelo menos duas ondas menores associadas ao 

ZIKV foram relatadas em 2017 e 2018, em duas regiões brasileiras geograficamente 

distantes e climaticamente diferentes, Sudeste e Norte (DE MATOS et al., 2021; 

GIOVANETTI et al., 2020; IANI et al., 2021). Esses surtos esporádicos destacam a 

circulação contínua do vírus, apesar da redução considerável na incidência da doença 

(DE MATOS et al., 2021). 
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O DENV possui quatro sorotipos distintos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-

4), cada um com vários genótipos e todos são capazes de causar a doença branda e 

a dengue grave (GREEN et al., 2015). Os quatro sorotipos e os mosquitos vetores 

estão presentes em todas as regiões tropicais e subtropicais (KRAEMER et al., 2015; 

MESSINA et al., 2014; SHARP et al., 2017). 

A incidência da dengue ocorre nas regiões do Mediterrâneo Oriental, América, 

Sudeste Asiático, Pacífico Ocidental e África, com novos casos ocorrendo e se 

disseminando para as áreas não endêmicas nos Estados Unidos e Europa (GUZMAN 

et al., 2016).  Esta expansão geográfica resultou no aumento da frequência e da 

magnitude das epidemias e doença grave (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015). Os viajantes 

desempenham um papel importante na epidemiologia global da dengue, 

transportando vírus de uma região para outra (JENSENIUS et al., 2013; WHO, 2009). 

No Brasil, diferentes sorotipos de DENV causaram epidemias nos últimos 20 

anos, com surtos em 2002, 2008, 2010, 2012-2013, 2015 e 2016 (A DELINO et al., 

2021; BRASIL 2019). Em 2019, com a reemergência de DENV-2, aconteceu mais uma 

epidemia. Em 2021, segundo o boletim epidemiológico 36, ocorreram 477.209 casos 

prováveis de dengue, com 3.731 casos de dengue com sinais de alarme, 303 casos 

de dengue grave e 199 óbitos (BRASIL 2021).  

1.5.1.2. Manifestações clínicas e patogênese de ZIKV e DENV 

A infecção aguda por flavivírus em humanos varia de doença leve, com 

infecção assintomática ou episódios febris autolimitados, a doença grave, com febre 

hemorrágica, choque, encefalite, paralisia, defeitos congênitos, hepatite, insuficiência 

hepática e risco de vida. Aproximadamente 50-80% das infecções por flavivírus são 

assintomáticas e a maioria das infecções sintomáticas resultam em doenças febris 

autolimitadas semelhantes à gripe, com dor de cabeça, mialgia, artralgia e erupção 

cutânea, sem consequências a longo prazo (PIERSON; DIAMOND, 2020). Os fatores 

que determinam a ocorrência da doença mais grave não são totalmente 

caracterizados, mas provavelmente incluem polimorfismos em genes do hospedeiro 

(SAKUNTABHAI et al., 2005), idade (MURRAY et al., 2006), estado imunológico e 

comorbidades, imunidade prévia a outros flavivírus e patogenicidade diferencial de 

determinadas amostras de vírus (PIERSON; DIAMOND, 2020). 
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A variabilidade na apresentação da doença entre os flavivírus provavelmente 

reflete o tropismo celular e tecidual único de cada vírus, as diferenças em sua 

capacidade de evadir ou antagonizar a resposta imune do hospedeiro e a interação 

entre os efeitos patogênicos diretos da infecção pelo vírus e a lesão causada pela 

resposta imune do hospedeiro (PIERSON; DIAMOND, 2020). 

As infecções por flavivírus se enquadram em duas grandes categorias, 

viscerais e neurotrópicas, embora algumas tenham ambas as características como 

ZIKV (PIERSON; DIAMOND, 2020). A maioria das infecções por ZIKV são 

assintomáticas, e ocorre uma doença leve, autolimitada com um período de incubação 

de até 10 dias. Enquanto a maioria dos casos de infecção por ZIKV em humanos 

possuem evolução benigna, durante a epidemia na Polinésia Francesa, foram 

relatados casos de complicações neurológicas, como a síndrome de Guillain-Barré. 

Esta síndrome é uma doença autoimune, na qual ocorrem danos ao sistema nervoso 

periférico com perda do isolamento de mielina resultando em mialgia, paralisia facial 

e disfunção muscular (HAMEL et al., 2016), podendo provocar paralisia aguda ou 

subaguda, causando a morte (SAIZ, 2016). Durante este surto na Polinésia Francesa, 

a incidência da síndrome de Guillain-Barré aumentou vinte vezes (OEHLER et al., 

2014). Da mesma maneira, durante o surto na Colômbia, 86 casos de síndrome de 

Guillain-Barré foram associados à infecção por ZIKV (SAIZ, 2016). 

O surto de ZIKV no Brasil mostrou pela primeira vez uma possível ligação entre 

a infecção por ZIKV e microcefalia no feto (OLIVEIRA MELO et al., 2016). A 

microcefalia congênita é caracterizada por uma circunferência da cabeça fetal abaixo 

da média para a idade gestacional, resultando em retardo intelectual e deficiência 

física. A incidência da microcefalia congênita no Brasil aumentou drasticamente, de 

aproximadamente 150 casos entre 2010 e 2015, para quase o dobro durante os 

primeiros 9 meses de 2015. Desde então, os casos atingiram mais de 2.000 em 

apenas alguns meses (HAMEL et al., 2016). A capacidade do ZIKV de atravessar a 

placenta foi demonstrada através da presença do RNA viral no líquido amniótico de 

uma grávida de um feto com microcefalia (OLIVEIRA MELO et al., 2016). Depois desta 

descoberta, pesquisadores da Polinésia Francesa revisaram amostras armazenadas 

de líquido amniótico de casos com anomalia fetal cerebral e microcefalia, descobrindo 

que quatro de cada cinco amostras eram positivas para ZIKV (BESNARD et al., 2016). 

Adicionalmente, estudos mostraram a presença de ZIKV diretamente no tecido 
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cerebral de fetos microcefálicos (DRIGGERS et al., 2016; MLAKAR et al., 2016; 

SINGH et al., 2017).  Muitos trabalhos utilizando murinos forneceram evidências que 

confirmaram a relação entre ZIKV e microcefalia fetal e concluíram que o ZIKV é um 

agente causador de microcefalia (SINGH et al., 2017). 

Além da microcefalia, a possível relação entre infecção por ZIKV e hidropsia 

fetal e morte fetal foi relatada no Brasil (GOURINAT et al., 2015). Essas infecções 

congênitas relacionadas com a infecção por ZIKV, também foram associadas a um 

aumento nos achados que ameaçam a visão, que incluem lesões maculares e 

perimaculares bilaterais, bem como anormalidades do nervo ótico (DE PAULA 

FREITAS et al., 2016; VENTURA et al., 2016). O RNA genômico também foi detectado 

em líquido cefalorraquidiano (LCR) de crianças infectadas com manifestações 

neurológicas (MARINHO, 2019; MARINHO; KROON, 2019; MARINHO et al., 2019). 

Vários modelos murinos foram desenvolvidos para estudar aspectos 

específicos da infecção por flavivírus, tanto para induzir a doença semelhante à 

humana em camundongos imunocompetentes como para imitar a doença humana em 

camundongos imunodeficientes. No entanto, nenhum deles recria todo o espectro da 

doença em humanos (VAN LEUR et al., 2021). Foi demonstrado que proteínas NS5 

de ZIKV e DENV interagem com a proteína STAT2 humana promovendo sua 

degradação (ASHOUR et al., 2009; GRANT et al., 2016; WANG et al., 2020) ou 

impedindo sua ligação a elementos promotores de genes alvo (LAURENT-ROLLE et 

al., 2014; WANG et al., 2020). Porém, em camundongos isto não foi reproduzido, o 

que em parte explica por que camundongos imunocompetentes não são suscetíveis 

a esses vírus (VAN LEUR et al., 2021). 

Quanto a modelos de infecção para ZIKV, o primeiro vírus isolado, denominado 

MR766, foi multiplicado em série em cérebro de camundongos mais de 100 

passagens (DICK, 1952a). A inoculação por via intracraniana (IC) da MR766 quando 

inoculada em camundongos lactentes ou adultos causou doença neurológica (DICK, 

1952b; MORRISON; DIAMOND, 2017). Porém, quando a inoculação não é feita por 

via IC, a infecção de camundongos adultos imunocompetentes com ZIKV MR766 não 

causa doença (BRADLEY; NAGAMINE, 2017; LAZEAR et al., 2016; MORRISON; 

DIAMOND, 2017; ROSSI et al., 2016). No entanto, camundongos C57BL/6 com um 

dia de idade inoculados por via subcutânea com ZIKV PRVABC59, uma amostra 
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isolada de Porto Rico, desenvolveram marcha instável com postura ampliada, 

hiperatividade e ataxia duas semanas após a infecção, seguido por mobilidade 

reduzida, colapso alternado intermitente dos membros posteriores, perda de equilíbrio 

e convulsões. Além disso, esses camundongos apresentaram níveis detectáveis de 

RNA genômico no SNC (DONG; LIANG, 2018; MANANGEESWARAN; IRELAND; 

VERTHELYI, 2016).  

Camundongos imunodeficientes para receptores de IFN do tipo I, como A129, 

ou duplo nocaute para receptores de IFN do tipo I e II, como AG129, infectados por 

via periférica com ZIKV desenvolvem sinais de doença, como perda de peso, letargia, 

postura encurvada, eriçamento de pelos e podem evoluir para óbito (ALIOTA et al., 

2016; BRADLEY; NAGAMINE, 2017; DOWALL et al., 2016; ROSSI et al., 2016; 

ZMURKO et al., 2016). Outros camundongos imunodeficientes, como SJL, também 

foram utilizados como modelos para infecção por ZIKV. Estes camundongos possuem 

resposta normal de IFN, porém, possuem respostas de células B prejudicadas e não 

possuem células NK. Os fetos destes camundongos apresentaram formações 

corticais malignas, indicativas de microcefalia (CUGOLA et al., 2016).  

Dengue é considerada uma doença visceral (PIERSON; DIAMOND, 2020), o 

neurotropismo do vírus era considerado uma característica oportunista, mas cada vez 

mais evidências apoiam fortemente que DENV é diretamente neurovirulento (LI et al., 

2017; MARINHO; KROON, 2019; MARINHO et al., 2017, MARINHO et al., 2021). A 

capacidade de DENV de infectar o SNC tem sido demonstrada através da detecção 

de imunoglobulina anti-DENV, RNA viral ou NS1 e isolamento do vírus em LCR (LI, et 

al., 2017; MARINHO et al., 2017, MARINHO et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2017; 

OLIVEIRA et al., 2016; SAHU et al., 2014; SOLBRIG; PERNG, 2015). Encefalite e 

encefalopatia são as apresentações neurológicas mais comuns da infecção por DENV 

(LI, G. H. et al., 2017). 

DENV infecta principalmente células imunes de linhagem mielóide, incluindo 

monócitos, macrófagos e células dendríticas, e possivelmente hepatócitos e células 

endoteliais (GREEN et al., 2014). A dengue tem um amplo espectro de apresentações 

clínicas, muitas vezes com evoluções clínicas imprevisíveis. Após um período de 

incubação de 4 a 8 dias, as infecções por qualquer DENV podem produzir um amplo 

espectro de sintomas, com a maioria das infecções sendo assintomáticas ou 
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subclínicas. A maioria dos pacientes se recupera após uma doença autolimitada 

(embora debilitante), enquanto uma pequena proporção progride para doença grave, 

principalmente caracterizada por vazamento de plasma com ou sem sangramento. A 

doença começa abruptamente, seguida por três fases: febril, crítica e de recuperação. 

O período crítico ocorre em torno da defervescência, quando pode ocorrer um 

aumento da permeabilidade vascular acompanhado do aumento do hematócrito, 

levando ao choque hemorrágico, que pode resultar em prejuízo de órgãos, acidose 

metabólica, coagulação intravascular disseminada e hemorragia grave. A doença 

grave também inclui pacientes com hepatite, desordens neurológicas, miocardites e 

hemorragia grave sem vazamento de plasma ou choque (GUZMAN; HARRIS, 2015).  

Como demonstrado na Figura 5, segundo recomendações da WHO, os 

pacientes com dengue não grave são divididos em dois grupos: dengue sem sinais de 

alarme e dengue com sinais de alarme. Mesmo pacientes sem sinais de alarme podem 

evoluir para a doença grave. Os órgãos acometidos pela dengue grave são o fígado, 

com aumento de transaminases, o coração, o CNS, com consciência prejudicada, e 

outros órgãos (Figura 5) (WHO, 2009). 

Figura 5: Classificação de casos de dengue e níveis de gravidade (WHO, 2009). 
 

Ainda não existe tratamento antiviral específico para DENV ou ZIKV (GREEN 

et al., 2015; KAZMI et al., 2020). Para ZIKV, apesar de não existir nenhuma vacina 

aprovada, existem pelo menos 13 candidatos vacinais, que se mostraram promissores 

em vários modelos animais e vários já entraram em ensaios clínicos de fase I/II em 

humanos. No entanto, uma avaliação mais aprofundada dessas vacinas candidatas 
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em ensaios clínicos em humanos parece improvável, principalmente devido à falta de 

financiamento, aos altos custos financeiros associados a esses estudos e aos níveis 

incertos de lucro para as empresas do setor privado (PATTNAIK; SAHOO; PATTNAIK, 

2020). 

Para DENV existe uma vacina aprovada, Dengvaxia, desenvolvida pela Sanofi 

Pasteur. A vacina foi construída com tecnologia de DNA recombinante, que substitui 

várias sequências genéticas no genoma de um vírus vacinal contra a febre amarela 

pelas sequências homólogas dos quatro sorotipos do vírus da dengue, sendo assim 

tetravalente. Porém, a vacina só é indicada para indivíduos soropositivos para dengue 

na faixa etária de 9 a 45 anos em países com dengue endêmica (IZMIRLY et al., 2020; 

THOMAS; YOON, 2019).  

1.5.2. Betacoronavírus 

O gênero Betacoronavirus pertence à família Coronaviridae, sub-família 

Orthocoronavirinae. Os membros da família Coronaviridae são vírus de ssRNA de 

polaridade positiva, contendo aproximadamente 26.000 a 32.000 bases. As partículas 

virais são envelopadas, esféricas, com diâmetro de 120 a 160 nm. Os vírus possuem 

projeções de superfície em forma de clava ou pétala, que criam uma imagem em 

microscopia eletrônica que lembra a coroa solar, o que inspirou o nome coronavírus 

(Figura 6) (GOLDSMITH et al., 2004; ICTV, 2011, 2020). Os coronavírus infectam 

aves, humanos e outros mamíferos, incluindo gado e animais domésticos, e, portanto, 

não são apenas um desafio para a saúde pública, mas também uma preocupação 

veterinária e econômica (V’KOVSKI et al., 2021). 
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 Figura 6: Partículas de SARS-CoV observadas por microscopia eletrônica (MET) Aumento de 
100nm. (GOLDSMITH et al., 2004) (adaptado). 

 

Os coronavírus são os maiores vírus de RNA identificados até agora. O genoma 

viral é composto de regiões terminais 5' e 3'. A região terminal 5' constitui a maior 

parte do genoma e contém ORFs que codificam proteínas responsáveis pela 

multiplicação viral. ORF1a e ORF1b são as principais, abrangendo dois terços do 

genoma, e são traduzidas para proteínas pp1a e pp1b. O genoma do vírus codifica 

duas proteases de cisteína, uma protease semelhante à papaína (PLpro), ou nsp3, e 

uma protease semelhante a 3C (3CLpro), ou nsp5. Essas proteases clivam os 

polipeptídeos pp1a e pp1b em 16 proteínas não estruturais (Figura 7b) (ICTV, 2011; 

UMAKANTHAN et al., 2020; VAN DER HOEK et al., 2004; WU et al., 2020; ZHANG, 

QIANQIAN et al., 2021).  

A região terminal 3' codifica para as proteínas estruturais: spike (S), membrana 

(M), nucleocapsídeo (N) e envelope (E) (Figura 7a). 

A proteína S tem duas subunidades principais, S1 e S2 (Figura 7b). A 

subunidade S1 desempenha um papel no reconhecimento e ligação do receptor, 

enquanto a subunidade S2 ancorada na membrana e faz a mediação da fusão das 

membranas viral e da célula hospedeira e são os principais indutores de anticorpos 

neutralizantes. A subunidade S1 consiste em dois domínios estruturais bem definidos, 

o domínio de ligação ao receptor (RBD) e o domínio tipo galectina N-terminal (NTD) e 

em dois subdomínios, 1 (SD1) e 2 (SD2) (Figura 7b). A subunidade S2 possui quatro 

regiões estruturais conservadas, um peptídeo de fusão, duas repetições heptadas 

(HR1, HR2) e uma região transmembrana (TM) (Figura 7b) (ARYA et al., 2021; ZHANG 

et al., 2021).  
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A proteína estrutural N forma complexos de RNA que auxiliam na transcrição e 

montagem do vírus (Figuras 7a e b). A proteína M é a proteína estrutural mais 

abundante e define a forma do envelope viral (Figuras 7a e b). A proteína E é a menor 

das principais proteínas estruturais e é altamente expressa dentro da célula infectada 

durante o ciclo de multiplicação viral (Figuras 7a e b). Distribuídas entre os genes 

estruturais há proteínas acessórias, como ORF3, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8 e 

ORF9b (Figura 7b) (ICTV, 2011, 2020; UMAKANTHAN et al., 2020; VAN DER HOEK 

et al., 2004). 

 

Figura 7:  Desenho esquemático representativo da estrutura da partícula viral e do genoma dos 
coronavírus. a) Estrutura da partícula viral: o corte transversal indica por linhas a proteína de envelope 
(roxo), a proteína de membrana (vermelho), a proteína espícula (azul) e a proteína do nucleocapsídeo 
(laranja) envolvendo o RNA. b) Genoma viral: inclui ORF1a-ORF1b-S-ORF3-E-M-ORF6-ORF7 (7a e 
7b)-ORF8-ORF9b-N, nesta ordem. Dezesseis proteínas não estruturais (nsp1-11, 12-16) são 
codificadas por ORF1a e ORF1b, respectivamente. Seis proteínas acessórias foram delineadas PIpro, 
3CLPro, RdRp, Hel, S1, S2. A linha pontilhada indica a clivagem do sítio S1/S2 e S2' por Furina e 
TMPRSS2. Plpro - papain like protease, 3CLPro - 3C-like proteinase, RdRp - RNA-dependent RNA 
polymerase, Hel - Helicase, S encodes NTD N-terminal domain, RBD - receptor-binding domain, SD1 - 
subdomain 1, SD2 - subdomain 2, FL - fusion loop, HR1 - heptad repeat 1, HR2 - heptad repeat 2, TM 
- transmembrane domain (ZHANG et al., 2021).  

 

Para a multiplicação, o vírus penetra na célula hospedeira por fusão direta do 

envelope viral com a membrana da célula, ou fusão de membrana dentro do 

endossomo após a endocitose. A penetração é iniciada pela ligação do RBD da 



45 
 

 

proteína S aos receptores da célula hospedeira humana na superfície da célula. Após 

a interação com o receptor RBD, a proteína S sofre clivagem proteolítica, sendo 

catalisada por várias proteases do hospedeiro, como furina, serinoprotease 

transmembrana II humana (TMPRSS2) e catepsina B/L. O processamento proteolítico 

ativa a proteína S permitindo a fusão das membranas viral e da célula hospedeira para 

a liberação do RNA viral no citoplasma da célula (ZHANG, QIANQIAN et al., 2021).  

O complexo de replicação do RNA viral é codificado em aproximadamente dois 

terços do genoma, que inclui genes das 16 proteínas não estruturais, expressas por 

PP1a e PP1ab, a partir das ORF1a e ORF1b, respectivamente. O complexo de 

replicação produz o genoma para replicação e tradução, além de RNA subgenômicos 

que servem como RNAs mensageiros (RNAm). As proteínas estruturais S, M e E são 

clivadas e inseridas na membrana do retículo endoplasmático, seguindo a via 

secretora do compartimento intermediário do retículo endoplasmático-Golgi (ERGIC). 

O genoma do RNA então se associa à nucleoproteína (N) e depois, por brotamento, 

migra para o ERGIC, finalizando a montagem das partículas virais. Após esta etapa 
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os vírus são transportados para a superfície celular em vesículas e são liberados por 

exocitose (AMANAT; KRAMMER, 2020; FEHR; PERLMAN, 2015). 

Figura 8:  Ciclo de multiplicação dos coronavírus. Partículas virais maduras podem se ligar a um 
grupo de receptores celulares, aderindo à célula do hospedeiro. Ocorre a internalização dos vírus após 
interação do domínio de ligação de receptor e consequente fusão das membranas viral e do 
endossomo, engatilhada no baixo pH, promovendo o desnudamento da partícula e liberação do 
genoma para o citoplasma. O RNA é traduzido e poliproteínas são processadas por proteases virais e 
celulares do hospedeiro. Proteínas não estruturais do vírus realizam a replicação do genoma e, em 
seguida, o RNA recém-sintetizado se associa à proteína de nucleocapsídeo. A montagem da partícula 
ocorre, seguindo a via secretora do compartimento intermediário do retículo endoplasmático-Golgi 
(ERGIC). As partículas virais são transportadas em vesículas para a superfície celular e liberadas por 
exocitose (V’KOVSKI et al., 2021). 
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1.5.2.1. Transmissão e epidemiologia 

Coronavírus são disseminados entre aves e mamíferos, e possuem morcegos 

como o principal reservatório evolutivo e impulsionadores ecológicos da diversidade 

destes vírus (LI, et al., 2005; UMAKANTHAN et al., 2020). São transmitidos 

geralmente de indivíduo a indivíduo por gotículas expiradas, por aerossóis, superfícies 

contaminadas e via oral-fecal (ABRAHÃO et al., 2021; ONG et al., 2020). Tosse, 

espirro, inalação de gotículas, contato com as mucosas oral, nasal e ocular são as 

formas comuns de disseminação do vírus. A transmissão de humano para humano 

ocorre por via direta, por contato, transmissões aéreas por meio de aerossóis e 

durante procedimentos médicos.  (LI, et al., 2020; UMAKANTHAN et al., 2020). 

Os coronavírus não eram considerados altamente patogênicos para humanos 

até 2002, quando ocorreu o surto de síndrome respiratória aguda grave (SARS), na 

província de Guangdong, China. Antes deste surto, os coronavírus que circulavam em 

humanos causavam principalmente infecções leves em pessoas imunocompetentes 

(CUI; LI; SHI, 2019; DROSTEN et al., 2003; ZHONG et al., 2003). Dez anos depois, 

em 2012, outro coronavírus altamente patogênico, o coronavírus da Middle East 

respiratory syndrome (MERS) surgiu nos países do Oriente Médio (CUI; LI; SHI, 2019; 

ZAKI et al., 2012). 

Em 31 de dezembro de 2019, ocorreu o primeiro caso de infecção por um novo 

coronavírus, nomeado de SARS-CoV-2, em Wuhan, China, com a apresentação de 

sintomas de pneumonia atípica (WU, et al., 2020; ZHOU, et al., 2021). A doença 

causada pelo coronavírus 2019 (Covid-19) é uma ameaça emergente à saúde global, 

a epidemia começou na cidade de Wuhan em 2019 e desde então se disseminou 

rapidamente pelo mundo (UMAKANTHAN et al., 2020). A disseminação da Covid-19 

em todo o mundo está associada às viagens, que causaram a propagação da doença 

regional e globalmente (LI et al., 2020; ZHOU et al., 2021). Em 11 de março de 2020, 

a OMS declarou o surto de Covid-19 como uma pandemia (UMAKANTHAN et al., 

2020; WHO, 2020a). Atualmente, SARS-CoV-2 está presente em todos os países do 

mundo e, segundo o Painel de Controle da WHO, acessado em fevereiro de 2022, já 

causou mais de 430 milhões de casos confirmados e mais de 5 milhões de óbitos. 

Estados Unidos, Índia e Brasil são os países mais afetados, ocupando o primeiro, 

segundo e terceiro lugares, respectivamente, em números de casos (WHO, 2022). 
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1.5.2.2. Manifestações clínica e patogênese 

Os coronavírus causam infecções respiratórias e intestinais em animais e 

humanos (CUI; LI; SHI, 2019). Em humanos, podem causar uma variedade de 

infecções do trato respiratório, variando de resfriado leve a síndrome respiratória 

grave (UMAKANTHAN et al., 2020; WHO, 2020b).  

Os coronavírus humanos, como o alphacoronavirus HCoV-229E e o 

betacoronavirus HCoV-OC43, circulam na população e, juntamente com os mais 

recentemente identificados alphacoronavirus HCoV-NL63 e o betacoronavirus HCoV-

HKU1, causam infecções sazonais e geralmente leves do trato respiratório, 

associadas a sintomas de resfriado comum. Ao contrário, os betacoronavirus SARS-

CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2, que surgiram na população humana nos últimos 20 

anos, são altamente patogênicos. Ao infectar células epiteliais brônquicas, 

pneumócitos e células do trato respiratório superior em humanos, as infecções por 

estes vírus podem evoluir para doenças respiratórias graves, com lesões pulmonares 

e risco de vida (V’KOVSKI et al., 2021). 

Covid-19, que tem como agente etiológico o SARS-CoV-2, é uma doença na 

qual os sintomas podem se iniciar de 2 a 14 dias após a exposição ao vírus e qualquer 

pessoa pode ter sintomas de leves à graves. Os sintomas mais comuns são febre, 

calafrios, tosse, falta de ar, dificuldade em respirar, fadiga, dores musculares ou no 

corpo, dor de cabeça, perda de paladar ou olfato, dor de garganta, congestão ou 

corrimento nasal, náusea ou vômito e diarreia. Os sinais de alerta são dificuldade em 

respirar, dor ou pressão persistente no peito, confusão, incapacidade de acordar ou 

ficar acordado e pele, lábios ou leito ungueal pálido, cinza ou azulado, dependendo 

do tom da pele (CDC, 2021b).  

Ao se ligar às células epiteliais no trato respiratório, o SARS-CoV-2 começa a 

multiplicar, dissemina para as vias aéreas e penetra nas células epiteliais alveolares 

nos pulmões. A rápida multiplicação nos pulmões pode desencadear uma forte 

resposta imune, com tempestade de citocinas, que causam a síndrome do desconforto 

respiratório agudo e insuficiência respiratória, que é considerada a principal causa de 

morte em pacientes com Covid-19 (HU et al., 2021; HUANG et al., 2020; MEHTA et 

al., 2020). Pacientes com mais de 60 anos e com doenças pré-existentes graves têm 



49 
 

 

maior risco de desenvolver síndrome do desconforto respiratório agudo e morte (HU 

et al., 2021; LIU, et al., 2020; WU et al., 2020). 

A Covid-19 pode ser dividida em fase inicial ou início da infecção, fase 

intermediária ou pulmonar e fase hiperinflamatória ou grave, de acordo com a 

gravidade e progressão do quadro clínico de cada indivíduo (SIDDIQI; MEHRA, 2020). 

Na fase inicial, o vírus infecta células epiteliais principalmente do trato respiratório 

superior, nas regiões da nasofaringe e orofaringe, com sintomas inespecíficos 

comuns, como febre e dores de cabeça. Neste estágio o vírus pode seguir uma via 

alternativa, infectando neurônios e bulbo olfatórios, usualmente associado às perdas 

de sensibilidade olfativa e palativa, podendo alcançar a região encefálica, com 

possível acometimento do SNC e evidências de sinais neurológicos na fase 

intermediária (LI; XUE; XU, 2020). 

Na fase intermediária, o vírus infecta células do trato respiratório inferior, 

levando a evolução dos sintomas respiratórios, com acometimento pulmonar intenso. 

Assim, a doença pode progredir de casos leves para casos mais graves, em que o 

estado imune não é mais capaz de controlar o processo inflamatório, apresentando 

lesões e comprometimento de tecidos. Ocorre uma intensa resposta imune, com 

recrutamento de leucócitos e infiltrado inflamatório, com tempestade de citocinas, 

levando a processos de piroptose, extravasamento celular, aumento da 

permeabilidade vascular e edema intenso, promovendo ainda mais a resposta 

inflamatória e o agravamento do quadro clínico, associados aos sinais de pneumonia, 

como dispneia e hipóxia tecidual (SHI et al., 2020; TAY et al., 2020). 

A doença pode evoluir para uma síndrome respiratória aguda grave (SRAG) e, 

associado à fase pulmonar mais grave, iniciar um processo de sepse viral 

desencadeado na viremia, culminando em um efeito responsivo sistêmico e 

acometendo, por exemplo, os tecidos cardíaco, renal e hepático. Esse agravamento 

resulta no estágio hiperinflamatório, usualmente caracterizado por uma lesão tecidual 

pulmonar extensa e associado à insuficiência cardíaca, podendo acarretar, por 

exemplo, em uma síndrome coronariana aguda, miocardites, falência renal e parada 

cardiorrespiratória, até a morte do indivíduo (LI, HUI et al., 2020; TAY et al., 2020). 
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Crianças infectadas com SARS-Cov-2 podem apresentar a síndrome 

inflamatória multissistêmica pediátrica (SIMP), uma condição em que diferentes partes 

do corpo podem ficar inflamadas, incluindo o coração, pulmões, rins, cérebro, pele, 

olhos ou órgãos gastrointestinais. Os sintomas que caracterizam a SIMP são febre 

contínua com um ou mais dos seguintes sintomas: dor de estômago, olhos vermelhos, 

diarreia, tonturas ou vertigens (sinais de pressão arterial baixa), erupção cutânea, 

vômito (CDC, 2021a; HARWOOD; ALLIN; JONES; WHITTAKER; RAMNARAYAN; 

YARDLEY; et al., 2021; WHITTAKER et al., 2020). As crianças podem apresentar 

doença de Kawasaki, síndrome do choque tóxico, sepse viral e, menos comumente, 

síndrome de ativação de macrófagos ou linfohistiocitose hemofagocítica (HARWOOD 

et al., 2021; LI et al., 2020; RIPHAGEN et al., 2020; VINER; WHITTAKER, 2020; 

WHITTAKER et al., 2020). 

A infecção por SARS-CoV-2 já foi associada a uma variedade de complicações 

neurológias, mas o espectro dessas complicações neurológicas não é totalmente 

compreendido (BAUER et al., 2022; MISRA et al., 2021; Romero-Sánchez et al., 

2020). Estas complicações incluem anosmia, eventos cerebrovasculares, estado 

mental alterado, neuropatias periféricas, encefalopatias e complicações neurológicas 

e psiquiátricas que podem durar até 6 meses após o início dos sintomas, como 

hemorragia intracraniana, parkinsonismo, comprometimento cognitivo e distúrbio do 

sono (BAUER et al., 2022; Blomberg et al., 2021; Chou et al., 2021; Taquet et al., 

2021; Varatharaj et al., 2020).  Ainda falta uma compreensão abrangente da 

patogênese das sequelas neurológicas do SARS-CoV-2, mas, os possíveis 

mecanismos que podem contribuir para a patogênese incluem hipóxia, danos 

imunomediados, problemas de coagulação e invasão viral no SNC (BAUER et al., 

2022; Jafari Khaljiri et al., 2021).  
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2. JUSTIFICATIVA 

A emergência e reemergência de vários vírus, em conjunto com a globalização, 

através do transporte de pessoas e mercadorias, levam a expansão das infecções 

virais, causando epidemias e pandemias, sendo essas, um grave problema de saúde 

pública mundial, com impacto social e econômico.  

ZIKV, DENV e SARS-CoV-2 são vírus de grande importância médica, que 

causaram ou continuam causando epidemias e pandemias, com altas taxas de 

mortalidade e morbidade. ZIKV foi identificado como responsável por causar 

microcefalia e outras malformações congênitas, além de síndrome de Guillain-Barré e 

desordens neurológicas. DENV pode causar dengue grave com extravasamento de 

plasma, hemorragias, comprometimento de órgãos, incluindo o SNC. SARS-CoV-2 

vem causando uma pandemia, com mais de 500 milhões de casos confirmados e mais 

de 6 milhões de óbitos. No Brasil, ZIKV e DENV são endêmicos e SARS-CoV-2 

também pode se tornar endêmico, sendo assim grandes problemas para o sistema de 

saúde pública.  

Estudar os mecanismos de interação vírus-hospedeiro, principalmente a 

resposta imune frente à infecção viral é essencial para a compreensão da patogênese, 

do desenvolvimento e desfecho da doença. Como o sistema imune inato é a primeira 

linha de defesa do hospedeiro nas infecções virais, possui um papel crucial na defesa, 

reconhecendo os vírus, estimulando a produção de citocinas e quimiocinas pró-

inflamatórias e induzindo a resposta imune adaptativa. Por outro lado, uma resposta 

imune exacerbada e descontrolada nas infecções virais, pode causar danos celulares 

e teciduais ao hospedeiro.  

No sistema imune inato os TLRs são os receptores responsáveis pelo 

reconhecimento de patógenos, como os vírus. Após a detecção dos patógenos, os 

TLRs ativam fatores de transcrição, através da cascata de sinalização, que induzem 

respostas inflamatórias, estimulando a produção de citocinas e quimiocionas pró-

inflamatórias.  

Assim a motivação para este estudo foi avaliar em modelo in vitro e in vivo a 

interação de duas amostras de ZIKV isoladas no Brasil, com o hospedeiro estudando 

os TLRs ou elementos da via de sinalização do sistema imune inato. O impacto desta 
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interação foi avaliado ao comparar diferentes amostras e verificar diferenças 

biológicas.  

Adicionalmente, para avaliar os fatores do hospedeiro relacionados à infecção 

viral, nosso estudo avançou analisando polimorfismos em genes da resposta imune 

inata, principalmente fatores relacionados à via de TLRs, em crianças infectadas com 

flavivírus e com manifestações clínicas de sistema nervoso central e em crianças com 

quadros graves de Covid-19.  
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3. OBJETIVOS 

OBJETIVO GERAL 

Avaliar o papel de receptores do tipo toll (TLRs) na resposta imune inata a 

infecções por ZIKV, DENV e SARS-CoV-2. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Avaliar a ativação de TLR2 e TLR4 em sistema in vitro por amostras de ZIKV 

isoladas no Brasil (PE243 e SPH);  

• Comparar in vivo a susceptibilidade e a variação percentual de peso em 

camundongos imunocompetentes e nocautes para MyD88, TLR2/9 e NOS2 

infectados com as diferentes amostras de ZIKV (PE243 e SPH) isoladas no 

Brasil; 

• Quantificar citocinas e avaliar a distribuição do vírus em órgãos de 

camundongos imunocompetentes e MyD88-/- infectados via intracraniana com 

as diferentes amostras de ZIKV (PE243 e SPH) isoladas no Brasil; 

• Avaliar a presença de SNPs nos genes tlr3, tlr7, tirap, myd88, oas3 e mcp-1 em 

DNA de crianças com manifestações de SNC infectadas com ZIKV e DENV e 

em crianças hospitalizadas infectadas com SARS-CoV-2 

• Mensurar o nível de citocinas e quimiocinas em LCR de crianças com 

manifestações de SNC infectadas com ZIKV e DENV; 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Estratégias de trabalho 

Figura 9: Fluxograma das estratégias de trabalho. 

 

4.2. Cultivo celular 

4.2.1. Células C6/36 

As células C6/36 são células de linhagem contínua de larvas de mosquito 

Aedes albopictus, adquiridas do American Type Culture Collection (ATCC CRL-1660). 

Estas células foram cultivadas em meio Leibowitz (L-15) (Cultilab, Brasil), com adição 

dos antibióticos gentamicina (50 μg/mL) e penicilina (100 U/mL) e do antifúngico 

anfotericina B (5 μg/mL) e 7% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Brasil), em estufa 

incubadora B.O.D. (demanda bioquímica de oxigênio) a 28º C. Estas células foram 

utilizadas para a multiplicação viral e obtenção do estoque viral. 
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4.2.2. Células Vero 

Células Vero são células de linhagem contínua, derivadas de rim de macaco 

verde africano e foram adquiridas do ATCC (CCL-81). Estas foram cultivadas em meio 

Minimum Essential Medium Eagle (MEM) (Sigma-Aldrich, USA), com adição dos 

antibióticos gentamicina (50 μg/mL) e penicilina (100 U/mL) e do antifúngico 

anfotericina B (5 μg/mL) e 5% de SFB (Cultilab, Brasil), mantidas em uma atmosfera 

de 5% de CO2 a 37ºC. Estas células foram utilizadas na titulação viral. 

4.2.3. Células CHO 

Todas as linhagens das células CHO (derivadas de ovário de hamster chinês) 

são derivadas do clone 3E10, uma linhagem de células CHO/CD14 que foi 

estavelmente transfectada com uma construção repórter contendo o gene estrutural 

CD25 sob o controle do promotor E-selectina humano. Esse promotor contém um sítio 

de ligação de NFkB e, portanto, a expressão de CD25 é completamente dependente 

da translocação do NFkB para o núcleo. As células CHO expressam TLR4 endógeno, 

que reage com anticorpo anti TLR4 humano. Estas células foram utilizadas para o 

estudo da ativação de TLR4 após infecção com as diferentes amostras de ZIKV. Além 

desta linhagem de células citada acima, também foi utilizada uma linhagem não 

responsiva ao LPS, derivada do clone 3E1022, denominado 7.19, que é o controle 

negativo de células, as quais não respondem ao TLR2 e nem ao TLR4, quando 

inoculadas por algum agonista de TLR2 ou de TLR4. As células do clone 7.19 foram 

adicionalmente transfectadas estavelmente com TLR2 humano e foram utilizadas para 

o estudo da ativação de TLR2 após a infecção com as diferentes amostras de ZIKV. 

O fenótipo das linhagens 7.19 não responsivo ao LPS é devido a uma mutação no 

gene MD-2, o que o torna defeituoso na via de sinalização TLR4 (DELUDE et al., 1998). A 

via de sinalização por TLR2 não precisa da proteína MD-2. 

As células CHO foram uma generosa doação do Dr. Douglas T. Golenbock 

(University of Massachusetts Medical School, Worcester, MA). Estas células foram 

cultivadas em meio F12/Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM) (Sigma-Aldrich, USA), 

suplementado com 5% de SFB (Gibco, USA), com adição de antibiótico ciprofloxacino 

(10 µg/mL) e higromicina B (0,25 mg/mL), para as células 7.19 e TLR 4 e, para as 

células TLR2, foram adicionados os antibióticos ciprofloxacino (10 µg/mL), higromicina 
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B (0,25 mg/mL) e geneticina (0,5 mg/mL). As células foram cultivadas em estufa, em 

uma atmosfera de 5% de CO2 a 37ºC. 

4.3. Vírus 

4.3.1. Zika virus (ZIKV) 

Duas amostras asiáticas de ZIKV isoladas em 2015 de pacientes sintomáticos 

foram objeto do nosso estudo: ZIKV PE243, isolado de um paciente de Recife, 

Pernambuco (DUTRA et al., 2016), cedidas por Marli Tenório Cordeiro (Instituto Aggeu 

Magalhães /FIOCRUZ-PE); e ZIKV SPH, isolado de um paciente do sexo masculino, 

de 52 anos, de Sumaré, São Paulo (FARIA et al., 2016), cedidas por Pedro F. C. 

Vasconcelos (Instituto Evandro Chagas). Estas duas amostras foram utilizadas para 

fazer uma comparação entre as respostas imunes ativadas por cada uma. A amostra 

africana MR766, gentilmente cedida pelo Dr. Mauricio Nogueira (Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto -FAMERP), também foi empregada nos testes 

como controle positivo. Esta amostra foi isolada de um macaco rhesus em 1947, em 

Uganda e foi multiplicada aproximadamente 150 vezes em cérebro de camundongos. 

4.3.1.1. Multiplicação  

Células C6/36 foram infectadas com ZIKV PE243, ZIKV SPH e ZIKV MR766, 

diluídos em meio L-15 (Cultilab, Brasil) 0% SFB (Cultilab, Brasil), utilizando-se uma 

multiplicidade de infecção (m.o.i.) de 0,01. A adsorção das partículas virais à célula foi 

feita durante 1h em B.O.D. a 28ºC, sendo realizada a homogeneização a cada 10 min. 

Em seguida, foram adicionados 10 mL de meio de cultura L-15 (Cultilab, Brasil) 

suplementado com 2% de SFB (Cultilab, Brasil), antibióticos gentamicina (50 μg/mL) 

e penicilina (100 U/mL) e antifúngico anfotericina B (5 μg/mL). As células infectadas 

foram incubadas nas condições citadas por 7 dias, sendo observadas diariamente. 

Após 7 dias, os sobrenadantes foram coletados e centrifugados a 3.000 r.p.m. por 5 

min (centrífuga Sorvall RT-6000B, rotor H1000B) a 4ºC. O sobrenadante clarificado 

foi coletado e distribuído em alíquotas de 0,2mL e estocadas a -70ºC. 

4.3.1.2. Titulação  

Para determinar o título viral em unidades formadoras de placas (p.f.u.) dos 

estoques virais de ZIKV, foi utilizado o protocolo adaptado de Dulbecco e Vogt (1953). 
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Foram implantadas célula Vero na concentração de 2 x 105 por poço da placa de 6 

poços em meio MEM (Gibco, USA) suplementado com 5% de SFB (Cultilab, Brasil), 

antibióticos gentamicina (50 μg/mL) e penicilina (100 U/mL) e antifúngico anfotericina 

B (5 μg/mL). Estas placas foram incubadas de um dia para o outro a 37º C em estufa 

com atmosfera de 5% CO2. Em seguida, 400 µL do vírus diluído seriadamente foram 

inoculados em células com monocamada com cerca de 80% de confluência. Os vírus 

foram diluídos de 10-1 a 10-5. Como controle foi utilizado um poço com células não 

infectadas. Após homogeneização de 10 em 10 min durante 1h, foi adicionado meio 

MEM (Gibco, USA) contendo 1% de carboximetilcelulose (CMC) (Synth, Brasil) e 2% 

de SFB (Cultilab, Brasil), as placas foram incubadas a 37ºC por 6 dias em estufa com 

5% de CO2. As células foram fixadas em solução de formaldeído a 3,7% e coradas 

com solução de cristal violeta a 1%. O título viral foi determinado pela contagem do 

número de placas de lise multiplicado pelo inverso da diluição e pelo fator de diluição, 

dando o título final em unidades formadoras de placas por mL (u.f.p./mL).  

4.4. Ativação de TLR2 ou TLR4 em células CHO 

Para avaliar a ativação de TLR2 e TLR4, com consequente translocação 

nuclear de NFkB, disparada pelos vírus, as células CHO foram plaqueadas na 

concentração de 1 x 105 por poço em placas de 24 poços. No dia seguinte, foram 

infectadas pelos vírus com m.o.i. de 1 e 10 e incubadas a 37°C e 5% CO2 durante 

18h. Como controle, para as células transfectadas com TLR2 foi adicionado 

Staphylococcus aureus (S. aureus) (103 bactéria/poço), e, para as células 

transfectadas com TLR4, foi utilizado lipopolissacarídeo (LPS) (Sigma-Aldrich, USA) 

(100 ng/poço), sendo que ambos também ficaram em contato com as células durante 

18h em atmosfera de 5% CO2 e 37°C. Após este tempo, as células foram coletadas 

com tripsina-EDTA, transferidas para o tubo de citômetro e lavadas com meio e PBS 

1x.  Em seguida, as células foram coradas com anticorpo PE anti CD25 (mouse mAb 

to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen) diluídos 1:200 em PBS 1x, no gelo e no 

escuro, durante 2h. As células foram lavadas duas vezes com PBS 1x com 1 mM de 

azida de sódio, homogeneizadas em PBS e examinadas em citometria de fluxo no 

FACScan (BD Biosciences, USA), no IRR, com o auxílio do técnico responsável. As 

análises foram feitas utilizando o software FlowJo. 
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4.5. Modelo animal 

Camundongos de 6 a 8 semanas das linhagens C57BL/6 e os nocautes para 

TLR2/9-/-, MyD88-/- e NOS2-/-, no background C57BL/6, foram fornecidos pelo biotério 

do Instituto René Rachou (IRR) e/ou Centro de Criação de Animais de Laboratório 

(CECAL/Fiocruz) e CEBIO/UFMG. Os camundongos foram mantidos em 

microisoladores e em estantes ventiladas no Biotério de Experimentação do IRR ou 

no Biotério do departamento de Microbiologia da UFMG, onde a temperatura (entre 

22 e 24ºC), umidade, ventilação, higienização e iluminação foram rigorosamente 

controladas. Alimentação e água foram fornecidas ad libitum. Os animais foram 

identificados através de marcações na cauda (utilizando caneta marcador 

permanente). 

Todos os protocolos de experimentação animal foram aprovados pela 

Comissão de Ética em Experimentação Animal (CEUA) da FIOCRUZ e da UFMG. A 

licença para o projeto “Estudo da resposta imune inata contra Zika virus em modelo 

murino” aprovada pela CEUA-FIOCRUZ teve duração até 28/11/2020 sob o número 

LW-33/16.  A licença para o projeto “Produção de moléculas da resposta imune inata 

contra Zika vírus em modelo animal” aprovada pela CEUA-UFMG tem duração até 

14/01/2023 sob número 381/2018. 

Antes da eutanásia e da infecção, os camundongos foram anestesiados com 

cloridrato de cetamina (100mg/kg) e cloridrato de xilazina (10mg/kg) conforme Manual 

de Normas Técnicas do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São 

Paulo (USP) 2004, por via intraperitoneal, no quadrante lateral inferior direito, com 

volume máximo 40µL, com agulha 8,0 x 0,3 mm, e seringa BD Ultra-fine II de 50 UI ou 

0,5 mL. Após aplicação do medicamento, o plano anestésico foi monitorado pela 

avaliação dos reflexos motores e palpebrais dos camundongos. 

4.5.1. Vias de inoculação 

4.5.1.1. Infecção subcutânea (SC) 

Os camundongos da linhagem C57BL/6 receberam o inóculo subcutâneo com 

100 µL de ZIKV PE243, ZIKV SPH e ZIKV MR766. A infecção SC foi feita com o animal 

imobilizado utilizando agulha 8,0 x 0,3 mm e seringa BD Ultra-fine II de 50 UI ou 0,5mL. 
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A quantidade de vírus inoculada foi de 5x104 p.f.u. por animal. Os animais controle 

(mock) receberam a mesma quantidade de inóculo contendo sobrenadante de células 

C6/36. Para o procedimento, o animal foi posicionado com a sua face ventral voltada 

para baixo. A injeção foi aplicada no dorso do animal. Os camundongos foram 

observados e pesados diariamente durante 3 semanas e a sobrevivência e pesos 

obtidos foram plotados no Prism (GraphPad) para determinar a curva de sobrevivência 

e porcentagem de perda de peso. 

4.5.1.2. Infecção intracraniana (IC) 

A infecção intracraniana (IC) dos camundongos utilizada foi a mesma 

previamente descrita em vários trabalhos do nosso grupo de pesquisa (AMARAL et 

al., 2011; DE MIRANDA et al., 2012; DE SOUZA et al., 2013; FERREIRA et al., 2010; 

SANTOS et al., 2018).  

Resumidamente, após anestesiados, a inoculação viral via IC nos 

camundongos foi feita com agulha 8,0 x 0,3 mm e seringa BD Ultra-fine II de 50 UI ou 

0,5 ml. O inóculo foi feito no quadrante esquerdo e posterior do cérebro do 

camundongo sendo a profundidade de penetração da agulha no cérebro do 

camundongo de 2 mm (Figura 10). Durante o período de anestesia dos camundongos, 

o plano anestésico foi monitorado pela avaliação dos reflexos motores e palpebrais 

dos camundongos. A inoculação foi feita em capela de fluxo laminar no biotério de 

experimentação do IRR ou do departamento de Microbiologia da UFMG. 
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Figura 10: Ilustração da inoculação intracraniana em camundongos. Adaptado: 
http://www.clodrosome.com/routes-of-administration/intracerebral-injection/. Acesso em 07/12/2021. 

Para determinar a dose ideal para infecção viral, camundongos C57BL/6 foram 

inoculados via IC com 10 µl de suspensão viral contendo 4x102 p.f.u., 4x103 p.f.u e 

2x104 p.f.u de ZIKV PE243 e ZIKV SPH.  Os animais utilizados como controle positivo 

receberam 10 µL de suspensão viral contendo 4x102 p.f.u. de ZIKV MR766. Os 

animais “mock infected” foram inoculados com 10 µl do sobrenadante das células 

C6/36 não infectadas obtido no experimento de produção do estoque dos respectivos 

vírus. Os animais foram observados e pesados diariamente durante 3 semanas para 

determinar a curva de sobrevivência e perda de peso e para verificar a presença de 

sinais clínicos como perda de peso, prostração, eriçamento dos pelos, arqueamento 

do dorso, conjuntivite, tremores e paralisia. Os camundongos que apresentaram sinais 

acompanhados de perda de peso de 25% foram eutanasiados, de acordo com 

recomendação do comitê de ética. 

Definida a dose ideal, animais C57BL/6 e nocautes para TLR2/9-/-, MyD88-/- e 

NOS2-/- foram inoculados via IC com 10 µl da suspensão viral contendo 4x102 p.f.u. 

de ZIKV PE243, ZIKV SPH ou ZIKV MR766. Os animais “mock infected” foram 

inoculados com 10 µl do sobrenadante das células C6/36 não infectadas obtido no 

experimento de produção do estoque dos respectivos vírus. Para a determinação da 

http://www.clodrosome.com/routes-of-administration/intracerebral-injection/
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curva de sobrevivência e de porcentagem de perda de peso e verificar a presença de 

sinais clínicos, os camundongos foram observados e pesados diariamente durante 3 

semanas. Os camundongos que apresentaram sinais acompanhados de perda de 

peso de 25% foram eutanasiados, de acordo com recomendação do comitê de ética. 

Camundongos C57BL/6 e nocautes para Myd88-/- foram inoculados via IC com 

10 µL de suspensão viral contendo 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243, ZIKV SPH e ZIKV 

MR766 e foram eutanasiados após 3 dias da infecção. Estes animais também foram 

pesados diariamente.  Imediatamente após a eutanásia, foi feita a coleta de sangue e 

a retirada de maneira asséptica do cérebro, fígado, baço, rins e testículos/ovários. Os 

órgãos foram pesados e acondicionados em microtubos, sendo imediatamente 

congelados a -70°C, para posterior utilização nos ensaios para detecção de RNA viral, 

quantificação de citocinas ou detecção de partículas virais.  

4.5.2. qPCR para detecção de RNA viral  

4.5.2.1. Extração de RNA viral 

A extração do RNA viral foi feita utilizando o kit de extração QIAamp® Viral RNA 

(QIAGEN, USA) seguindo as instruções do fabricante. Resumidamente, 140 μL dos 

sobrenadantes obtidos no item 5.2.1.1. foram adicionados a 560 μL do tampão AVL e 

incubado a temperatura ambiente por 10 min. Foram adicionados 560 μL de etanol 

absoluto e a solução foi homogeneizada. O volume total da amostra foi aplicado na 

coluna de sílica (em duas vezes de 630 μL), a qual foi centrifugada. Foram feitas duas 

lavagens com os tampões AW1 e AW2 para retirada de outros componentes celulares 

e possíveis resíduos. O RNA viral foi eluído com 60 μL de tampão AVE e armazenado 

a -70ºC. O RNA viral foi utilizado como controle positivo nas reações de PCR em 

tempo real para detecção de RNA viral nos órgãos dos camundongos infectados. 

4.5.2.2. Extração de RNA total de tecidos 

Os órgãos cérebro, fígado, baço, rins e testículos dos animais C57BL/6 foram 

submetidos à extração de RNA.  

 A extração do RNA foi feita segundo o protocolo indicado pelo fabricante do 

reagente de TRIzol (Invitrogen, USA). Resumidamente, o tecido (aproximadamente 

80mg) foi macerado em homogeneizador MiniBeadBetter-16 modelo 607 (BioSpec, 
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USA) durante 1 min. Após 5 min de incubação à temperatura ambiente, foi adicionado 

200 µL de clorofórmio.  A mistura foi homogeneizada e incubada à temperatura 

ambiente por 15 min. A separação das fases foi feita por centrifugação a 12000 x g 

por 15 min a 4ºC (centrífuga Eppendorf 5415R). A fase aquosa (superior, 

transparente), onde o RNA está presente, foi coletada e transferida para um novo 

tubo. A precipitação do RNA foi feita com a adição de isopropanol, seguida de 

centrifugação a 12000 x g por 10 min a 4ºC (centrífuga Eppendorf 5415R). O 

sobrenadante foi descartado e o RNA dissolvido em água RNase/DNase free. O RNA 

extraído foi quantificado no espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific) 

a 260nm e armazenado a -70ºC. 

4.5.2.3. qPCR One-step para ZIKV 

Para qPCR foram utilizados os iniciadores e sondas listados na tabela 1. Para 

cada reação, foram utilizados 1 µL do RNA obtido no item 4.3.2.2, 5 μL de GoTaq® 

Probe qPCR Master Mix (Promega, USA), 0,5 μL de cada iniciador (10μM), 0,2 μL da 

sonda (10μM), 0,2 μL da enzima GoScript RT (Promega, USA) e H2O ultrapura q.s.p. 

10μL. As amostras foram amplificadas no ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems, USA), seguindo as condições: 45° por 15 min para a transcrição reversa, 

seguido de desnaturação inicial a 95°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 15s e pareamento e extensão a 60°C por 1 min. 

 
 
Tabela 1: Iniciadores e sonda utilizados para detecção de RNA viral. 

 

Alvo Sequência 
Gene 

Alvo 
Fragmento Referência 

ZIKV 

F – CCGCTGCCCAACACAAG 

ENV 76pb 
Lanciotti et al., 

2008. 
R – CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT 

P – [fam]AGCCTACCTTGACAAGCAGTCAGACACTCAA 
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4.5.3. Determinação de título viral em órgãos de camundongos 

Para detectar a presença de partículas virais infecciosas, os tecidos de 

interesse foram retirados de maneira asséptica, pesados e imediatamente 

homogeneizados em solução de PBS 1X em homogeneizador MiniBeadBetter-16 

modelo 607 (BioSpec, USA) durante 1 min. e centrifugados a 1000 x g por 15 min a 

4ºC (centrífuga Eppendorf 5415R). A titulação foi feita em células Vero, seguindo o 

protocolo descrito no item 5.2.1.2. 

4.5.4. Cytometric Beads Array (CBA) 

Ensaios citofluorométricos com microesferas fluorescentes (Cytometric Beads 

Array – CBA) (BD Biosciences, USA) foram feitos para dosar os níveis de IL-6, IL-10, 

MCP-1, IFNγ, TNF e IL12-70 no cérebro, fígado, baço, rins e testículos, dos 

camundongos C57BL/6 e nocautes para MyD88-/-. Nestes ensaios foi empregada uma 

mistura de microesferas recobertas com anticorpos específicos, com distintas 

intensidades de fluorescência, que combinada à citometria de fluxo permitem a 

detecção das citocinas de interesse.   

Assim, para a realização destes ensaios, os tecidos foram retirados de maneira 

asséptica e imediatamente homogeneizados em homogeneizador MiniBeadBetter-16 

modelo 607 (BioSpec, USA) em solução de PBS 1X contendo inibidores de protease 

(cOmplete, Mini, EDTA-free – Hoffmann–La Roche, Suíça) e centrifugados a 1000 x g 

por 15 min a 4ºC (centrífuga Eppendorf 5415R) por duas vezes. Em seguida, os 

sobrenadantes foram coletados e analisados, de acordo com as orientações do 

fabricante do kit de CBA (Mouse Inflammation Kit - BD Biosciences, USA). A leitura 

das amostras foi feita no equipamento FACScan (BD Biosciences, USA) da plataforma 

de citometria do IRR. 

4.6. Amostras clínicas de líquido cefalorraquidiano (LCR) 

As amostras de LCR foram provenientes do Hospital Infantil João Paulo 

II/FEHMIG (HIJPII), situado em Belo Horizonte – MG, em casos de manifestações de 

SNC em crianças de 0 a 15 anos, entre os anos de 2014 e 2019. As amostras foram 

acompanhadas de dados do prontuário dos pacientes, os dados citoquímicos do LCR 

e o diagnóstico da doença estabelecido pelo prontuário do hospital. As amostras 
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coletadas foram acondicionadas em nitrogênio líquido até serem transportadas para 

o Laboratório de Vírus na UFMG, onde permaneceram armazenadas à temperatura 

de -80ºC até a realização de testes moleculares para detecção de vírus. A detecção 

do RNA viral foi feita por PCR em tempo real para as amostras de ZIKV e PCR para 

DENV foi realizada previamente em outros estudos no Laboratório de Vírus. Para este 

estudo, foram utilizadas amostras positivas para ZIKV e DENV. Este projeto foi 

aprovado no Comitê de Ética na Pesquisa do HIJPII (n° 66691617.2.3002.5119) e no 

Comitê de Ética do Instituto René Rachou (n° 66691617.2.3001.5091), com suporte 

financeiro das agências CAPES, CNPq, Instituto René Rachou, DECIT, PAPES 

VI/FIOCRUZ PrPq – UFMG e FNDCT N° 14/2016 - Prevenção e Combate ao vírus 

Zika. 

As amostras de sangue de crianças foram coletadas no HIJPII. As amostras 

foram acompanhadas dos prontuários dos pacientes. Todas as amostras utilizadas 

são de pacientes que foram infectados por SARS-CoV-2 confirmado por RT-PCR ou 

teste rápido e internados com complicações em UTI. O sangue foi coletado em tubo 

de coleta de sangue à vácuo com EDTA e armazenado em freezer -20°C até o seu 

processamento. Este projeto foi aprovado no Comitê de Ética na Pesquisa do Instituto 

René Rachou (n° 37207920.6.0000.5091). 

4.6.1. Detecção de citocinas em LCR de pacientes infectados com ZIKV 

e DENV 

Para detecção de citocinas no LCR dos pacientes, 50 µL de LCR foram 

centrifugados a 1000 x g durante 5 min a 4°C (centrifuga Eppendorf 5415R) para 

separação dos debris celulares. O sobrenadante foi utilizado para a dosagem das 

citocinas IFNγ, TNF, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2, a qual foi realizada seguindo o protocolo 

descrito pelo fabricante do kit de CBA Human Th1/Th2 Cytokine Kit II (BD 

Biosciences). 

4.7. Análise de SNP 

Para analisar a presença de SNPs em genes de TLRs e em proteínas da 

cascata ativada por TLRs associados às infecções virais foi feita uma busca no 

PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Os SNP selecionados foram: 

rs3775291 (SANTOS et al., 2019) e rs5743316 (BIYANI et al., 2015) no gene de tlr3; 
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rs179008 no gene de tlr7 (MUKHERJEE et al., 2019); rs8177374 no gene de tirap 

(ALAGARASU et al., 2015); rs387907272 no gene de myd88 (CHANG et al., 2016); 

rs1024611 no gene de mcp-1 (CHOWDHURY et al., 2017) e; rs61942233 no gene de 

oas3 (DUTTA et al., 2017). 

4.7.1. Desenho dos iniciadores 

As sequências dos genes foram obtidas no GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). Utilizando-se a ferramenta Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) foi selecionada uma sequência de 150 a 500 pares 

de bases antes e após o local do SNP para desenho dos pares de iniciadores através 

da ferramenta Pick Primers (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Foram 

escolhidas temperaturas de pareamento entre 50°C e 57°C com tamanho do 

fragmento amplificado de até 500 pares de base. Os iniciadores escolhidos foram 

analisados quanto a formação de hairpin, heterodímeros e homodímeros utilizando a 

ferramenta OligoAnalyzer da IDT (https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). 

Os iniciadores utilizados estão descritos na tabela 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer
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Tabela 2: Iniciadores utilizados na análise de SNP.  

Gene SNP ID Alteração 
Consequência 

genética 
Iniciadores 

Fragmento 
(pb) 

tlr3 

rs3775291 C > T Sem sentido 

F - TCT TGG GAC TAA AGT GGA CA 
 

R - CCC AAC CAA GAG AAA GCA TC 
470 

rs5743316 A > T Sem sentido 

tlr7 rs179008 A > T Sem sentido 

F - AGA GAG GCA GCA AAT GGG AA 

172 

R - TAG GAA ACC ATC TAG CCC CA 

tirap rs8177374 C > T Sem sentido 

F - GGT GCA AGT ACC AGA TGC T 

181 

R - CAA CGC ATG ACA GCT TCT TT 

myd88 rs387907272 T > C Sem sentido 

F - ATG GCT GTT GTT AAC CCT GG 

180 

R - AGT CGC AGA CAG TGA TGA AC 

mcp-1 rs1024611 A > G Nenhuma 

F - CTT TCC CTT GTG TGT CCC C 

332 

R - ACA GTA AAC ACA GGG AAG GT 

oas3 rs61942233 C > T 
Códon de 

terminação 

F - GCT GCT TCA GCC AGT TCA 

157 

R - GTC AGT GAG AAG CTC AGC A 

 

4.7.2. Extração de DNA 

O DNA genômico das amostras de LCR e sangue foi extraído utilizando o kit 

DNeasy Blood and Tissue (Qiagen), de acordo com as especificações do fabricante. 

Foram adicionados 20 μl da Proteinase K (600 mAU/mL) fornecida pelo kit em 50 a 

100 μL de LCR e 100 μL de sangue, para otimização da lise das amostras. Os volumes 

foram ajustados para 220 μL com PBS 1X. Foi adicionado 200 μL do tampão de lise 

AL, seguido de homogeneização e incubação a 56 °C por 60 min. Após a incubação, 

foram adicionados 200 μL de etanol 100% (Merck) e centrifugado na coluna 

disponibilizada por 1 min a 6000 x g (centrífuga Eppendorf 5415R). Foram adicionados 

500 μL do tampão de lavagem AW1, seguido de centrifugação nas mesmas condições 

anteriores. Em seguida, foi adicionado 500 μL do tampão de lavagem AW2, seguido 
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de centrifugação por 3 min a 12000 x g (centrífuga Eppendorf 5415R). O DNA das 

amostras de LCR foi eluído com 50 μL do tampão de eluição e o DNA das amostras 

de sangue foi eluido com 200 μL, foi feita incubação por 1 min à temperatura ambiente, 

seguido de centrifugação por 1 minuto a 6000 x g (centrífuga Eppendorf 5415R). O 

DNA obtido foi armazenado em freezer -20°C. 

4.7.3. PCR para amplificação dos genes tlr3, tlr7, tirap, myd88, mcp-1 e 

oas3 

A amplificação do DNA dos fragmentos de genes de tlr3, tlr7, tirap, myd88, mcp-

1 e oas3 foi feita pela PCR utilizando-se como molde o DNA extraído de amostras de 

LCR e de sangue.   

Na reação foram   adicionados 9,5 μL de DNA extraídos de LCR, 0,25 μL de 

cada iniciador a 10 mM e 10 μL de GoTaq® Probe qPCR Master Mix (Promega, USA) 

para um volume final de 20 μL. Entretanto, na reação utilizando o DNA extraído de 

amostras de sangue, foram utilizados 4 μL de DNA, 0,125 μL de cada iniciador a 10 

mM; 10 μL de GoTaq® Probe qPCR Master Mix (Promega, USA) e água para um 

volume final de 20 μL.  

As amplificações foram feitas em termociclador (Eppendorf), seguindo as 

seguintes variações de temperatura: desnaturação inicial a 94°C por 2 min, seguida 

de 40 ciclos de desnaturação a 94°C por 30 s, pareamento a 55°C por 30 s e extensão 

a 72°C por 30 s. Seguido de extensão final de 72°C por 1 min. Os iniciadores utilizados 

estão descritos na tabela 2.  

Para a análise dos fragmentos de DNA amplificados, 5 µL da reação foram 

fracionados por eletroforese em gel agarose a 2 %, a 100 V, em tampão TAE 1X (Tris 

40mM, ácido acético 20 mM e EDTA 1 mM). O gel foi corado durante 30 min com 

corante de DNA SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado em transiluminador de luz azul 

(Thermo Scientific). 

4.7.4. Purificação do DNA amplificado por PCR 

Quando a visualização em gel de agarose mostrou banda única, a purificação 

foi feita diretamente do produto de PCR, utilizando os kits Gel Band Purification (GE 

Healthcare, USA) ou QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Alemanha). Quando duas 
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ou mais bandas foram visualizadas no gel, a banda de interesse foi cortada do gel e 

purificada utilizando os kits Gel Band Purification (GE Healthcare, USA) ou QIAquick 

Gel Extraction Kit (Qiagen, Alemanha). As purificações foram feitas de acordo com 

cada fabricante.  

Para o kit Gel Band Purification (GE Healthcare, USA), para cada 15 μL do 

produto de PCR ou 100 g de agarose, foram adicionados 500 μL do tampão de captura 

3 e foi feita a transferência para a coluna fornecida pelo kit. Foi feita centrifugação por 

30 s a 16000 x g (centrífuga Eppendorf 5415R). A coluna foi lavada com 500 μL do 

tampão de lavagem 1, seguido de centrifugação nas mesmas condições. Em seguida, 

foi feita a eluição em 30 μL do tampão de eluição 6, foi feita a incubação em 

temperatura ambiente durante 1min seguido de centrifugação por 1 min a 16000 x g 

(centrífuga Eppendorf 5415R).  

Para o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen, Alemanha), foram adicionados 

75 μL do tampão para cada 15 μL de reação e foi feita a transferência para a coluna 

fornecida pelo kit que foi centrifugada por 1 min a 16000 x g (centrífuga Eppendorf 

5415R). A coluna foi lavada com 700 μL do tampão PE, seguido de centrifugação nas 

mesmas condições. O conteúdo foi descartado e o tubo coletor foi reaproveitado em 

uma nova centrifugação nas mesmas condições. O DNA foi eluido em 50 μL de 

tampão EB, incubado durante 1 min e centrifugado nas mesmas condições.  

Para o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen, Alemanha), foram adicionados 300 

μL do tampão QG em 100 g de gel de agarose, foi feita incubação a 50°C por 10 min. 

Após completa dissolução do gel, foram adicionados 100 μL de isopropanol (Merck, 

Alemanha), foi homogeneizado e o conteúdo foi transferido para uma coluna fornecida 

pelo kit. Foi feita centrifugação por 1min a 16000 x g (centrífuga Eppendorf 5415R) e 

o conteúdo foi descartado. Para retirar qualquer excesso de gel, foi adicionado 500 μL 

do tampão QG e foi feita nova centrifugação nas mesmas condições. A coluna foi 

lavada com 700 μL do tampão PE, seguido de centrifugação nas mesmas condições. 

O conteúdo foi descartado e o tubo coletor foi reaproveitado em nova centrifugação a 

7900 x g por 1 min (centrífuga Eppendorf 5415R). O DNA foi eluido em 50 μL de 

tampão PE, incubado durante 5 min e centrifugado por 1min a 16000 x g (centrífuga 

Eppendorf 5415R). Todos os DNAs purificados obtidos foram quantificados em 
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espectrofotômetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific, USA) e armazenados em 

freezer -20°C. 

4.7.5. Sequenciamento Sanger e análise das sequências 

Os DNAs amplificados por PCR e purificados foram sequenciados pelo método 

de sequenciamento Sanger pela equipe da plataforma de sequenciamento de DNA do 

IRR utilizando o sequenciador de DNA - ABI 3730 da Thermo Fisher. Cada amostra 

foi sequenciada em duplicada com os inciadores forward e reverse. As sequências 

obtidas para cada gene de interesse foram alinhadas com as sequências de referência 

obtidas no GenBank, utilizando-se o software MEGA-X, determinando assim a posição 

da base de interesse (SNP) na sequência obtida. Após determinar a posição do SNP, 

foi feita a análise nos softwares Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) e 

novoSNP (Department of Molecular Genetics - VIB and University of Antwerp), quando 

a base visualizada correspondia com a base da sequência referência (Figura 11A), a 

amostra foi denominada homozigoto normal (Figura 11C). Quando a base visualizada 

correspondia a base mutada, a amostra foi denominada homozigoto mutado (Figura 

11B), e quando foram visualizadas as duas bases mutadas, a amostra foi denominada 

heterozigoto (Figura 11D). 

 

Figura 11: Análise do SNP rs179008 no gene tlr7 em DNA de crianças infectadas com SARS-
CoV-2 no programa novoSNP. A) Sequência referência obtida no GenBank; B) Amostra homozigoto 
mutada; C) Amostra homozigoto normal; D) Amostra heterozigoto. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1. Resposta imune inata, dependente de TLRs, contra flavivírus: ZIKV 

5.1.1. Ativação de TLR2 e TLR4 in vitro em células CHO por ZIKV 

Para avaliar a ativação dos TLRs por ZIKV foi empregado um modelo de células 

CHO transfectadas estavelmente com os TLR2 e TLR4 que foram expostas às 

amostras de ZIKV PE243, SPH, isoladas no Brasil, e à amostra africana MR766.  

A ativação de TLR2 foi observada nas células CHO exposta aos ZIKV PE243, 

SPH e MR766 somente com a m.o.i. 10 (Figura 12). A ativação de TLR2 foi diferente 

entre as amostras de ZIKV pois ZIKV SPH induziu ativação inferior a 10% e PE243 e 

MR766, induziram ativação superior a 20% (Figura 12). Não foi observada ativação 

de TLR4 após a exposição das células com ZIKV PE243, SPH ou MR766 nas m.o.i. 

empregadas (Figura 12).   
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Figura 12: Ativação de TLR2 por ZIKV. Células CHOs transfectadas estavelmente com TLR2 
(TLR2+), TLR4 (TLR4+) ou com nenhum deles (TLR2- / TLR4-) foram plaqueadas na concentração de 
1 x 105 células por poço em placa de 24 poços. As células foram estimuladas com ZIKV PE243, SPH 
e MR766 com m.o.i.= 1 e m.o.i = 10. Como controles positivos foram utilizados S. aureus (103 bactérias 
por poço), para TLR2, e LPS (100ng/mL), para TLR4. Também foi utilizado sobrenadante de células 
C6/36 (mock), no qual os vírus foram multiplicados. Após 18h de incubação, as células foram coletadas 
e coradas com anticorpo (mouse mAb to human CD25, R-PE conjugate; Invitrogen). A leitura foi feita 
no citômetro FACSCalibur (BD Biosciences) e as análises no software FlowJo. Os resultados foram 
apresentados como porcentagem da expressão de CD25 em células estimuladas menos percentagem 
de expressão de CD25 em células não estimuladas. Histograma vermelho: células não estimuladas 
marcadas com anticorpo CD25 PE, Histograma azul: células estimuladas marcadas com anticorpo 
CD25 PE. 

Os nossos resultados indicaram diferenças biológicas na resposta entre as 

duas amostras brasileiras e corroboraram estudos de Chen e colaboradores (2015) 
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com outro flavivírus, o DENV. Estes autores também demonstraram que TLR2 foi 

ativado pela proteína NS1 de DENV em células mononucleares do sangue periférico 

(PBMC) infectadas (CHEN; NG; CHU, 2015). Porém, Azeredo e colaboradores (2010) 

demonstraram que além de TLR2, TLR4 também foi expresso na superfície de 

monócitos isolados de pacientes com dengue na fase aguda da doença. Modhiran e 

colaboradores (2015) também obtiveram resultados que demonstraram que a proteína 

NS1 de DENV ativa TLR4 em PBMC humano e em macrófagos murinos. Nossos 

resultados não demonstraram a ativação de TLR4, o que pode ter ocorrido pois a 

célula utilizada é epitelial e não uma célula do sistema imune, que foi o caso dos 

estudos citados.  

5.1.2. Modelos in vivo para estudo da resposta imune contra ZIKV 

Os modelos animais mais utilizados para estudo de ZIKV são animais nocautes, 

principalmente animais deficientes na via de sinalização de IFN, visto que 

camundongos adultos e imunocompetentes são resistentes à infecção. Estes modelos 

podem não refletir a doença humana e não são ideais para uma boa compreensão da 

patogênese e da resposta imune contra o vírus (PARDY et al., 2017).  

O objetivo do nosso trabalho foi estudar e comparar a resposta imune inata 

após a infecção com diferentes de ZIKV, as amostras brasileiras PE243 e SPH, da 

linhagem asiática, portanto em nosso estudo foram utilizados camundongos 

imunocompetentes. Duas vias de inoculação em camundongos imunocompetentes 

C57BL/6, a subcutânea (SC) e via intracraniana (IC), foram testadas. A infecção pela 

via SC é a que mais se assemelha à infecção natural por ZIKV, já a infecção via IC é 

um modelo comumente utilizado e padronizado pelo nosso grupo em infecções com 

DENV (FERREIRA et al., 2010; AMARAL et al., 2011; DE MIRANDA et al., 2012; de 

SOUZA et al., 2013; CAMPOS, 2016; SANTOS et al., 2018). Como controle positivo, 

foi utilizado o ZIKV MR766, da linhagem africana, que é uma amostra adaptada ao 

camundongo (DICK, 1952b). 

5.1.2.1. Modelo de infecção por via SC em camundongos 

imunocompetentes infectados com ZIKV 

Camundongos C57BL/6 foram infectados via SC com 1x105 p.f.u. de ZIKV 

PE243, SPH e MR766, observados e pesados diariamente. 
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FIGURA 13: Curva de sobrevivência em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade 
submetidos a infecção subcutânea com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino foram 
infectados pela via subcutânea com 1x105 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), ZIKV SPH (n = 6) e ZIKV 
MR766 (n = 5). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para 
avaliação dos sinais clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade. Como controle (n = 6) foram 
utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). 
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FIGURA 14: Variação percentual de peso em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade 
submetidos a infecção subcutânea com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino foram 
infectados pela via subcutânea com 1x105 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), ZIKV SPH (n = 6) e ZIKV 
MR766 (n = 5). Como controle (n = 6) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes 
de células C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes 
para avaliação dos sinais clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade. A análise estatística foi 
feita com o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. 



74 
 

 

Os camundongos C57BL/6 infectados via SC com 1x105 p.f.u. não 

apresentaram sinais clínicos ou mortalidade (Figura 13), tendo comportamento 

semelhante aos camundongos não infectados (mock). Nenhum grupo de 

camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 ou SPH, nem mesmo o controle 

positivo (MR766), apresentou perda de peso (Figura 14). Foi feito teste não-

paramétrico de Mann-Whitney e não foi observada diferença estatística na variação 

percentual de pesos entre os grupos (Figura 14). Estes resultados corroboram estudos 

publicados, os quais demonstraram que camundongos C57BL/6 adultos infectados 

via SC com amostras de ZIKV, mesmo o ZIKV MR766, não apresentaram sinais 

clínicos, perda de peso ou óbito (Lazear et al., 2016; Rossi et al., 2016; Saiz, 2016; 

Shin et al., 2021). Porém, foi possível observar que a partir do 5º d.p.i. há uma 

tendência de redução de ganho de peso corporal nos camundongos infectados com 

ZIKV PE243, SPH e MR766 em relação aos camundongos mock (Figura 14). Este 

experimento foi realizado uma vez e por corroborar a literatura, este modelo não foi 

empregado em nossos estudos posteriores. 

5.1.2.2. Modelo e infecção por via IC em camundongos 

imunocompetentes com ZIKV 

Como os camundongos infectados via SC não apresentaram sinais, nem 

mesmo os infectados com o controle positivo ZIKV MR766, foram feitos experimentos 

empregando a inoculação IC.  Este modelo de infecção tem sido utilizado para 

inoculação de DENV em vários trabalhos do nosso grupo (FERREIRA et al., 2010; 

AMARAL et al., 2011; DE MIRANDA et al., 2012; de SOUZA et al., 2013; CAMPOS, 

2016; SANTOS et al., 2018). Nestes trabalhos, foi avaliado o potencial de 

neurovirulência de uma amostra de DENV não adaptada em camundongos 

imunocompetentes. Assim sendo, esta via de inoculação foi empregada para avaliar 

possíveis diferenças de neurovirulência das amostras ZIKV PE243 e SPH em 

camundongos imunocompetentes. 
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5.1.2.2.1. Susceptibilidade e variação percentual de peso em 

camundongos imunocompetentes infectados via IC 

Camundongos C57BL/6 foram inoculados via IC com diferentes doses de ZIKV 

PE243 e SPH. Após a infecção, os camundongos foram monitorados e pesados 

diariamente durante 21 dias.  
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Figura 15: Curva de sobrevivência em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade 
submetidos a infecção intracraniana com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino (n = 5) 
foram infectados pela via intracraniana com 4x102 p.f.u., 4x103 p.f.u ou 2x104 p.f.u. de ZIKV PE243 e 
SPH, ou com 4x102 p.f.u. de ZIKV MR766. Como controle (n = 5) foram utilizados camundongos 
inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados 
diariamente nos 21 dias subsequentes para avaliação dos sinais clínicos, alterações de peso corporal 
e mortalidade.  A análise estatística foi feita com o teste Logrank. *p < 0,05 quando comparados com 
grupo controle (mock). 

 

Conforme mostrado na figura 14, os camundongos C57BL/6 infectados com 

PE243 e SPH não apresentaram mortalidade ou sinais clínicos nas doses 4 x 102 

p.f.u., 4 x 103 p.f.u e 2 x 104 p.f.u testadas. Os camundongos C57BL/6 infectados com 

ZIKV MR766 apresentaram mortalidade de 80% (Figura 15), o que está de acordo 

com dados descritos na literatura (DICK, 1952b; HAYASHIDA et al., 2019). Os 

camundongos inoculados com MR766 apresentaram sinais clínicos como 

encurvamento do dorso, eriçamento do pelo, conjuntivite e paralisia (Figura 16) a partir 

do 6º d.p.i e morreram entre o 8º e o 12º d.p.i. (Figura 15). Um camundongo infectado 

com ZIKV MR766 apresentou perda de peso de mais de 25% e foi eutanasiado no 9° 

d.p.i. 
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 Figura 16: Sinais clínicos apresentados por camundongos C57BL/6 infectados via intracraniana 
com 4x102 p.f.u. de ZIKV MR766. Camundongos C57Bl/6 selvagens infectados por via IC com 4x102 
p.f.u. de ZIKV MR766 foram pesados e observados diariamente para avaliação dos sinais clínicos e 
mortalidade. A) Eriçamento dos pelos e encurvamento do dorso; B) Conjuntivite dia XX e C) Conjuntivite 
dia XXX; D) Paralisia.  

 Os camundongos C57BL/6 foram pesados diariamente e, para melhor 

visualização, os gráficos da variação percentual de peso estão demonstrados 

separados na figura 17. A figura 17a apresenta os resultados dos camundongos 

C57BL/6 infectados com as diluições de ZIKV PE243 e 4x102 p.f.u. ZIKV MR766. A 

figura 17b apresenta os resultados dos camundongos C57BL/6 infectados com as 

diluições de ZIKV SPH e 4x102 p.f.u. ZIKV MR766.  
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Figura 17: Variação percentual de peso em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade 
submetidos a infecção intracraniana com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino (n = 5) 
foram infectados pela via intracraniana com ZIKV PE243, SPH e MR766. Como controle (n = 5) foram 
utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os camundongos 
foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para avaliação dos sinais clínicos, alterações 
de peso corporal e mortalidade. A variação percentual de peso em camundongos infectados via IC foi 
avaliada. a) 4x102 p.f.u., 4x103 p.f.u e 2x104 p.f.u de ZIKV PE243 b) 4x102 p.f.u., 4x103 p.f.u e 2x104 

p.f.u de ZIKV SPH. A análise estatística foi feita com o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. * p < 
0,05 **p < 0,01 e ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock). 

Nos camundongos infectados com ZIKV PE243, a partir do 6º d.p.i., 

independente da concentração de vírus empregada, houve um ganho de peso 

significativamente menor quando comparados aos camundongos mock (Figura 17a). 
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Esta diferença foi de aproximadamente 5% no 6º e 7º d.p.i. e aumentou para 

aproximadamente 10% do 8º ao 21º d.p.i. A análise estatística com teste não-

paramétrico de Mann-Whitney mostrou diferença estatística entre todos os grupos 

infectados comparados ao mock, com p < 0,05 para os grupos infectados com 4x103 

p.f.u e 2x104 p.f.u e de p < 0,01 para o grupo infectado com 4x102 p.f.u de ZIKV PE243. 

Diferentemente dos camundongos infectados com ZIKV PE243, não houve 

variação significativa nos pesos dos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV 

SPH em nenhuma das condições de concentração de vírus empregadas (Figura 17b). 

Como não foi observada diferença nas variações de peso corporal entre os 

camundongos infectados com ZIKV SPH nas diferentes concentrações de vírus 

(Figura 17b) e nos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 a significância 

estatística foi maior com a inoculação de 4x102 p.f.u (Figura 17a), esta concentração 

foi empregada nos outros dois experimentos sucessivos que foram feitos 

independentemente.  

As figuras 18 e 19 representam, respectivamente, a curva de sobrevivência e a 

variação percentual de peso em camundongos infectados com 4x102 p.f.u. de ZIKV 

PE243, SPH e MR766 em três experimentos realizados independentemente. 
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Figura 18: Curva de sobrevivência em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade 
submetidos a infecção intracraniana com 4x102 p.f.u de ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo 
masculino foram infectados pela via intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 16), SPH (n = 
14) e ZIKV MR766 (n = 17). Como controle (n = 16) foram utilizados camundongos inoculados com 
sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias 
subsequentes para avaliação dos sinais clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade.  A análise 
estatística foi feita com o teste Logrank. ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock). 
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Figura 19: Variação percentual de peso em camundongos C57BL/6 de 8 semanas de idade 
submetidos a infecção intracraniana com 4x102 p.f.u de ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo 
masculino foram infectados pela via intracraniana com ZIKV PE243 (n = 16), SPH (n = 14) e MR766 (n 
= 17). Como controle (n = 16) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células 
C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para 
avaliação dos sinais clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade. A variação percentual de peso 
em camundongos infectados via IC foi avaliada. A análise estatística foi feita com o teste não-
paramétrico de Mann-Whitney. **p < 0,01 e ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle 
(mock). 

Os camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV MR766 ganharam peso até o 

3º d.p.i., mantiveram o peso do 3º ao 5º d.p.i.  e começaram a perder peso do 5º para 

o 6º d.p.i., com uma diferença de aproximadamente 5% em relação aos camundongos 

mock, com perda acentuada do 5º ao 7º d.p.i., chegando a uma diferença de 

aproximadamente 15% em comparação com os camundongos mock no 7º d.p.i. 

(Figura 19). 

 Os sinais clínicos começaram no 5º e 6º d.p.i. com conjuntivite e leve 

arqueamento do dorso. A evolução dos sinais clínicos foi rápida, com o primeiro óbito 

ocorrendo no 6º d.p.i. A partir do 7º d.p.i., a maioria dos camundongos começou a 

apresentar conjuntivite mais grave, arqueamento do dorso mais iminente, eriçamento 

dos pelos e paralisia, com a maioria dos óbitos ocorrendo do 7º ao 9º d.p.i., terminando 

com uma taxa de 80% de mortalidade até o 12º d.p.i. (Figura 18). Três camundongos 

sobreviveram, eles perderam peso, mas se recuperaram (Figuras 18 e 19). 

Nos camundongos C57BL/6 infectados com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 houve 

um ganho de peso significativamente menor quando comparados com os 
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camundongos mock, o que não ocorreu com os camundongos infectados com 4x102 

p.f.u. de ZIKV SPH, que tiveram ganho de peso não significativamente diferente em 

relação aos camundongos mock, apesar de haver uma tendência de redução de 

ganho de peso corporal (Figura 19). Este resultado demonstra que há diferença no 

perfil de infecção nos camundongos por estas duas amostras brasileiras. Carbaugh e 

colaboradores (2020), demonstraram diferença na letalidade e perda de peso em 

camundongos IFNAR-/- infectados por via SC pela pata (footpad) com duas amostras 

de ZIKV, H/PF/2013 e PRVABC59, que compartilham 99% de identidade de 

nucleotídeos e possuem apenas 3 diferenças de aminoácidos. ZIKV H/PF/2013 foi 

letal nos camundongos IFNAR-/-, com a perda de peso iniciando no 6º dpi e com todos 

os camundongos morrendo no 11º dpi. Ao contrário, a infecção com ZIKV PRVABC59 

não causou perda de peso ou mortalidade (Carbaugh et al., 2020). Estudos anteriores 

do nosso grupo demonstraram que camundongos C57BL/6 infectados via IC com 

diferentes amostras de outro flavivírus, DENV, apresentaram diferença na mortalidade 

e perda de peso, com os camundongos infectados com 400 p.f.u. das amostras DENV-

3 MG-20 e MG-21 apresentando sinais clínicos, mortalidade e perda de peso, 

enquanto camundongos infectados com 400 p.f.u. da amostra DENV-3 Pi76 não 

apresentaram sinais, mortalidade ou perda de peso (Souza, 2012). Outro estudo do 

nosso grupo demonstrou que a infecção por via IC com a amostra DENV-3 MG-20 é 

letal em camundongos C57BL/6, com os animais apresentando sinais neurológicos e 

meningoencefalite difusa, com edema nas meninges, infiltração meníngea de células 

inflamatórias mononucleares associada a intensa vasculite e degeneração do 

parênquima cerebral, enquanto os animais infectados com a amostras DENV-3 Pi64 

sobreviveram e apresentaram meningite branda com edema focal de meninges e 

presença discreta de células mononucleares (Ferreira et al., 2010).  

5.1.2.2.2. Quantificação de citocinas em órgãos de 

camundongos C57BL/6 infectados via IC com ZIKV. 

As citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-γ, TNF e IL-12p70 foram avaliadas no 

cérebro, fígado, baço, rim, testículo e soro de camundongos C57BL/6 infectados via 

IC com ZIKV PE243, SPH e MR766 e eutanasiados no 3º d.p.i. A eutanásia foi feita 

no 3º d.p.i. pois a resposta imune inata se inicia horas após a infecção e persiste até 

o 4º dia, quando se inicia a resposta imune adquirida (MURPHY; TRAVERS, 2010).  
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Figura 20: Quantificação de citocinas no 3° d.p.i. em órgãos de camundongos C57BL/6 
infectados via IC com ZIKV. Camundongos C57BL/6 foram inoculados via IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV 
PE243 (n = 6), SPH (n = 6) e MR766 (n = 5) e foram eutanasiados com 3 dias após a infecção. Os 
órgãos foram retirados para a quantificação citocinas por CBA. Camundongos controle (mock) foram 
inoculados com sobrenadante de célula C6/36. Foi utilizado o Kit mouse inflammation (BD Bioscience, 
USA), que detecta IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-γ, TNF e IL-12p70. As citocinas que não apresentaram 
valores superiores ao limite detecção não foram representadas na figura. a) Detecção de TNF no 
cérebro b) IFN-γ no cérebro c) TNF no fígado d) IFN-γ no fígado e) IFN-γ no baço. A análise estatística 
foi feita com o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. *p < 0,05 e **p<0,01 quando comparados com 
o grupo controle (mock). 

 

Um aumento de TNF foi detectado no cérebro de três camundongos (Figura 

20a) e no fígado de dois camundongos (Figura 20c) infectados com ZIKV PE243 e no 

fígado de três camundongos infectados com ZIKV SPH (Figura 20c) foi observado. 

Camundongos inoculados com ZIKV SPH apresentaram um aumento significativo de 
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IFN-γ no cérebro (Figura 20b), fígado (Figura 20d) e baço (figura 20e), quando 

comparados aos camundongos mock infected. Também houve aumento significativo 

de IFN-γ no cérebro de camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV MR766 quando 

comparados aos camundongos mock infected (Figura 19b). Não houve detecção de 

nenhuma das citocinas analisadas no rim e no testículo dos camundongos C57BL/6 

infectados. Não houve detecção das citocinas IL-6, IL-10, MCP-1 e IL-12p70 nos 

órgãos avaliados. 

  
Figura 21: Quantificação de citocinas no soro de camundongos C57BL/6 infectados via IC com 
ZIKV. Camundongos C57BL/6 foram inoculados via IC com 4 x 102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), SPH 
(n = 6) e MR766 (n = 5) e foram eutanasiados com 3 dias após a infecção. O soro foi analisado por 
CBA para quantificar as citocinas. Camundongos controle (mock) foram inoculados com sobrenadante 
de célula C6/36. Foi utilizado o Kit mouse inflamation (BD Bioscience, USA), que detecta IL-6, IL-10, 
MCP-1, IFN-γ, TNF e IL-12p70. As citocinas que não apresentaram valores superiores ao limite 
detecção não foram representadas na figura. a) Detecção de TNF b) IFN-γ. A análise estatística foi 
feita com o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. 

TNF foi detectado no soro de dois camundongos infectados com ZIKV SPH e 

não houve detecção desta citocina no soro dos camundongos infectados com ZIKV 

PE243 (Figura 21a). No soro, o IFN-γ foi detectado em dois camundongos infectados 

com ZIKV PE243 e não houve detecção desta citocina no soro de camundongos 

infectados com ZIKV SPH (Figura 21b).  

Estes resultados indicam haver respostas biológicas diferentes à infecção com 

as amostras de ZIKV, corroborando os resultados de avaliação de redução percentual 

de peso dos animais (Figura 19), com maior concentração de TNF e menor 

concentração de IFN-γ no cérebro de camundongos infectados com ZIKV PE243 

(Figura 20a e b) e aumento significativo de IFN-γ nos órgãos dos camundongos 

infectados com ZIKV SPH. O estudo de Ferreira e colaboradores (2010) também 

demonstrou diferença na detecção de citocinas no cérebro e soro de camundongos 

C57BL/6 infectados via IC com diferentes amostras de DENV-3. Os níveis de IFN-γ, 

IL-6 e MCP-1 em homogenatos cerebrais e soros foram maiores em camundongos 
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infectados com DENV-3 MG-20 em relação aos camundongos infectados com DENV-

3 Pi64 (Ferreira et al., 2010).  

Para confirmar a eficiência de infecção dos camundongos e verificar a 

distribuição de ZIKV nos diferentes órgãos, foi feita titulação do cérebro e fígado e 

qPCR One-step para detecção do RNA viral no cérebro, fígado, baço, rim e testículos 

dos camundongos infectados via IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), SPH (n 

= 6) e MR766 (n = 5) eutanasiados no 3º d.p.i. As amostras foram tituladas seguindo 

o protocolo descrito no item 5.4.3 e não foram observadas placas de lise. Para a 

qPCR, foi seguido o protocolo descrito no item 5.4.2.3, as amostras foram feitas em 

duplicata e foram consideradas positivas quando houve amplificação nas duas 

replicatas, negativas quando não houve amplificação e indeterminadas quando houve 

amplificação em uma replicata, sendo que o resultado está apresentado na tabela 3.   

Tabela 3: Detecção de RNA viral em órgãos de camundongos C57BL/6 
infectados com ZIKV. 

Órgão  Cérebro  Fígado  Baço  Rim   Testículo 

Vírus 
ZIKV 

 D ND IND  D ND IND  D ND IND  D ND IND  D ND IND 

PE243  6 0 0  4 2 0  6 0 0  5 1 0  3 2 1 
SPH  6 0 0  5 1 0  6 0 0  3 2 1  4 1 1 

MR766  5 0 0  1 3 1  3 0 2  4 0 1  4 0 1 
Para a detecção do RNA viral após inoculação IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6), SPH (n = 6) 
e MR766 (n = 5), os camundongos C57BL/6 foram eutanasiados para remoção do cérebro, fígado, 
baço, rim e testículos no 3º dia após a infecção. Foi feita a extração do RNA total utilizando o reagente 
de TRIzol (Invitrogen, USA), seguido de qPCR One-step para ZIKV. As amostras foram feitas em 
duplicata e foram consideradas positivas quando houve amplificação nas duas replicatas (D – 
Detectado), negativas quando não houve amplificação (ND – Não detectado) e indeterminadas (IND) 
quando houve amplificação em uma replicata,  

Nos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 foi detectado RNA 

viral no cérebro e no baço de todos os camundongos, no fígado de 4, no rim de 5, no 

testículo de 3 e uma amostra de testículo foi indeterminada. Nos camundongos 

C57BL/6 infectados com ZIKV SPH foi detectado RNA viral no cérebro e no baço de 

todos os camundongos, no fígado de 5, no rim de 3, no testículo de 4 e uma amostra 

de rim e uma de testículo foram indeterminadas. Nos camundongos C57BL/6 

infectados com ZIKV MR766, foi detectado RNA viral no cérebro de todos os 

camundongos, no fígado de 1, no baço de 3, no rim de 4 e no testículo de 4 e uma 

amostra de fígado, duas de baço, uma de rim e uma de testículo foram 
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indeterminadas. Este resultado demonstra que apesar da inoculação ser IC e dos 

camundongos não apresentarem sinais, a infecção foi eficiente e o vírus não ficou 

restrito ao cérebro, sendo capaz de se disseminar pelo organismo atingindo outros 

órgãos. De Souza (2012) também detectou disseminação de DENV-3 após infecção 

IC em camundongos C57BL/6, o RNA viral foi detectado no fígado, baço, pulmão e 

linfonodos.  

Os resultados em qPCR identificaram com sensibilidade a distribuição 

sistêmica de RNA genômico de ZIKV nos camundongos, porém os protocolos de 

titulação de vírus não tiveram sensibilidade suficiente para detectar as partículas 

infecciosas. HAYASHIDA e colaboradores (2019) também não encontraram o vírus 

disseminado utilizando a hibridização in situ, possivelmente devido a uma menor 

sensibilidade do teste também.   

5.1.2.3. Modelo de infecção em camundongos nocautes para genes 

do sistema imune inato infectados com ZIKV 

5.1.2.3.1. Infecção por ZIKV em camundongos MyD88-/- 

5.1.2.3.1.1. Susceptibilidade e variação percentual de peso 

e citocinas em camundongos MyD88-/- infectados via IC 

Para avaliar o papel da proteína adaptadora MyD88 na infecção por ZIKV, 

camundongos MyD88-/- foram infectados com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e 

MR766, monitorados e pesados diariamente durante 16 dias. 
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Figura 22: Curva de sobrevivência em camundongos MyD88-/- de 6 a 8 semanas de idade 
submetidos a infecção intracraniana com ZIKV. Camundongos MyD88-/- do sexo masculino (n = 6) 
foram infectados pela via intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e MR766. Como controle 
(n = 6) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os 
camundongos foram monitorados diariamente nos 16 dias subsequentes para avaliação dos sinais 
clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade. A análise estatística foi feita com o teste Logrank. 
****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock).  
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Figura 23: Variação percentual de peso em camundongos MyD88-/- de 6 a 8 semanas de idade 
submetidos a infecção intracraniana com ZIKV. Camundongos C57BL/6 do sexo masculino (n = 6) 
foram infectados pela via intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e MR766. Como controle 
(n = 6) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os 
camundongos foram monitorados diariamente nos 16 dias subsequentes para avaliação dos sinais 
clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade. A variação percentual de peso em camundongos 
infectados via IC foi avaliada. A análise estatística foi feita com o teste não-paramétrico de Mann-
Whitney.  ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock). 

 Apenas os camundongos MyD88-/- infectados com ZIKV MR766 apresentaram 

sinais clínicos como conjuntivite, eriçamento dos pelos, encurvamento do dorso e 
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paralisia. No 8° d.p.i. todos os camundongos MyD88-/- infectados com MR766 foram 

eutanasiados por apresentarem paralisia avançada (Figura 22). Os camundongos 

MyD88-/- infectados com MR766 começaram a apresentar sinais clínicos no 5º d.p.i. e 

começaram a perder peso do 5º para o 6º d.p.i. (Figura 23), no 8º d.p.i. a perda de 

peso foi de aproximadamente 20% em relação ao dia 0 e aproximadamente 25% em 

relação ao grupo mock (Figura 23). Diferente dos camundongos C57BL/6, 100% dos 

camundongos MyD88-/- apresentaram paralisia grave e foram eutanasiados no 8° 

d.p.i. (Figura 22), enquanto os sinais apresentados pelos camundongos C57BL/6 

foram de evolução mais lenta, alguns sobrevivendo até o 12º d.p.i. e três 

camundongos C57BL/6 se recuperaram da infecção (Figura 18). 

Assim como os camundongos MyD88-/- infectados com ZIKV PE243, os 

camundongos infectados com ZIKV SPH não apresentaram sinais clínicos (Figura 22). 

Porém, os camundongos MyD88-/- infectados com ZIKV PE243 e SPH não 

conseguiram ganhar peso, nem mesmo recuperar o peso que tinham no dia 0 antes 

da infecção (Figura 23), diferente dos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV 

PE243 e SPH que ganharam peso (Figura 19). Após a infecção, os camundongos 

MyD88-/- infectados com ZIKV PE243 apresentaram variação de peso corporal 

significativamente diferente quando comparados aos camundongos mock, esta 

diferença entre as médias foi de 5% no 3º d.p.i. e aumentou ao longo dos dias, 

chegando a 15% a menos de peso quando comparados com os camundongos mock 

no 16º d.p.i. (Figura 23). Esta diferença foi significativamente maior que a diferença 

apresentada nos camundongos C57BL/6, com p < 0,0001 quando comparados aos 

camundongos mock (Figura 23), enquanto os camundongos C57BL/6 apresentaram 

p < 0,01 quando comparados aos camundongos mock (Figura 19). Os camundongos 

MyD88-/- infectados com ZIKV SPH apresentaram diferença significativa na variação 

de peso corporal quando comparados ao grupo mock (Figura 23), com p < 0,0001, 

diferente dos camundongos C57BL/6 que não apresentaram diferença significativa e 

sim um constante leve menor ganho de peso quando comparado aos camundongos 

mock (Figura 19).  

Os TLRs são um dos principais receptores que contribuem para a detecção 

eficaz de flavivírus (SERMAN; GACK, 2019). MyD88 é uma proteína adaptadora 

envolvida na via de sinalização de todos os TLRs, com exceção do TLR3 (AKIRA; 

UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Seu recrutamento induz a resposta imune inata 
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através da produção de citocinas e quimiocinas pro-inflamatórias (AKIRA; UEMATSU; 

TAKEUCHI, 2006; KAWAI; AKIRA, 2010; SAIKH, 2021). Diferente dos camundongos 

imunocompetentes, os camundongos MyD88-/- infectados com ZIKV PE243 e SPH 

não conseguiram ganhar peso, demonstrando que a ausência da proteína adaptadora 

MyD88-/-, embora não tenha sido fundamental para a resposta do hospedeiro, pois os 

camundongos sobreviveram, pode ter prejudicado a resposta imune como um todo, 

dificultando a resposta imune inata e o ganho de peso dos camundongos. Isto 

demonstra, portanto, que a resposta do camundongo não depende exclusivamente de 

MyD88. 

5.1.2.3.1.2. Quantificação de citocinas em órgãos de 

camundongos MyD88 infectados via IC com ZIKV 

Para avaliar as citocinas, camundongos MyD88-/- foram infectados via IC e 

eutanasiados no 3º d.p.i. As citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-γ., TNF e IL-12p70 

foram quantificadas por CBA em tecidos do cérebro, baço, testículo e soro. 
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Figura 24: Quantificação de citocinas no cérebro e soro de camundongos MyD88-/- de 6 a 8 
semanas de idade submetidos a infecção intracraniana com ZIKV. Camundongos MyD88-/- (n = 6) 
foram inoculados via IC com 4 x 102 p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e MR766 e foram eutanasiados com 3 
dias após a infecção. O cérebro e o soro foram analisados por CBA para quantificar citocinas. 
Camundongos controle (mock) foram inoculados com sobrenadante de célula C6/36 (n = 6). Foi 
utilizado o Kit mouse inflamation (BD Bioscience, USA), que detecta IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-γ., TNF e 
IL-12p70. As citocinas que não apresentaram valores superiores ao limite detecção não foram 
representadas na figura. a) Detecção de IL-6 no cérebro b) MCP-1 no cérebro c) IL12p70 no soro. A 
análise estatística foi feita com o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. *p < 0,05 quando 
comparados com grupo controle (mock). 
 

IL-6 foi detectado no cérebro de 2 de 6 camundongos MyD88-/- e de MCP-1 no 

cérebro de 3 de 6 camundongos MyD88-/- infectados com ZIKV MR766 (Figura 24). 

Estas citocinas não foram detectadas nos cérebros de camundongos C57BL/6 

infectados com ZIKV MR766, nos quais houve aumento significativo da produção de 

IFN-γ (Figura 20).  

Nos camundongos MyD88-/- infectados com SPH, não houve detecção de 

nenhuma citocina nos órgãos e nos soros analisados (Figura 24), diferente dos 

camundongos C57BL/6, em quem houve aumento significativo de IFN-γ no cérebro, 

fígado e baço e detecção de TNF no fígado e soro (Figura 20).  

Nos camundongos MyD88-/- infectados com PE243 foi detectado aumento 

significativo de MCP-1 no cérebro (Figura 24), diferente dos camundongos C57BL/6, 

onde foi detectado TNF no cérebro de 3 camundongos (Figura 20).  Foi detectado IL-

12p70 no soro de 2 camundongos MyD88-/- infectados com PE243 (Figura 24), 
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diferente dos camundongos C57BL/6 onde foi detectado IFN-γ no soro de 2 

camundongos (Figura 20).  

Não houve detecção de nenhuma das citocinas no baço e testículo dos 

camundongos MyD88-/- infectados. Não foi possível realizar a análise das citocinas do 

fígado e rim, mesmo clarificando as amostras, o citomêtro de fluxo detectou acúmulo 

de debri e não realizou a leitura.   

HAYASHIDA e colaboradores (2019) determinaram a expressão de genes de 

citocinas pró-inflamatórias no SNC, fígado e testículos de camundongos C57BL/6, 

IFNAR-/- e Rag1-/-. Nos camundongos C57BL/6 foram detectados níveis aumentados 

de mRNA de IFN-α1, IFN-β, TNF, IL-1α, IL-1β, IL-6 e IFN-γ no 4º d.p.i. no cérebro, de 

mRNA de TNF no dia 6° d.p.i. no fígado e não foram observadas diferenças no 

testículo. O mRNA para IL-2, IL-3, IL-4 e IL-5 não foi detectável em nenhum órgão 

d.p.i. nos camundongos C57BL/6. Nos camundongos IFNAR-/- foi detectado aumento 

nos níveis de mRNA de IFN-α1, IFN-β, TNF, IL1α, IL-1β e IL-6 no 4º d.p.i no SNC, nos 

níveis de mRNA de IFN-α1, IFN-β, TNF e IL-1β no fígado e de mRNA de IFN-α1, IFN-

β, TNF, IL-1β e IL-6 nos testículos (HAYASHIDA et al., 2019). E ainda, HAYASHIDA 

e colaboradores (2019) também detectaram diferença nas respostas entre os 

camundongos C57BL/6 e IFNAR-/-, com níveis de mRNA de IFN-β, TNF e IL-1α 

significativamente mais baixos no SNC de camundongos IFNAR-/- em relação aos 

camundongos C57BL/6, enquanto no fígado, o mRNA de TNF e IL-1β e, no testículo, 

o mRNA de TNF, IL-1β e IL-6 foram significativamente maiores. Similar aos 

camundongos C57BL/6, nos camundongos Rag1−/−, foi detectado aumento nos níveis 

de mRNA de IFNα1, IFN-β, TNF, IL-1α, IL-1β, IL-6 e IFN-γ no SNC enquanto não 

foram detectados mRNA de IL-2, IL-3, IL-4 e IL-5. Já os níveis de mRNA de TNF, IL-

1α, IL-6 e IFN-γ foram significativamente mais baixos no SNC de camundongos 

Rag1−/− em comparação com camundongos C57BL/6. Nenhum dos genes de citocina 

investigados mostrou níveis de mRNA significativamente aumentados no fígado e 

testículos nos camundongos Rag1−/−.  

Assim como não foi detectado mRNA de citocinas nos testículos dos 

camundongos Rag1−/− analisados por HAYASHIDA e colaboradores (2019), não 

foram detectadas citocinas nos testículos dos camundongos MyD88-/-, mas a técnica 



90 
 

 

utilizada foi diferente de HAYASHIDA e colaboradores (2019), foi utilizado CBA, que 

detecta a proteína e não o mRNA.  

Também foi feita qPCR One-step para detecção do RNA viral no cérebro, 

fígado, baço, rim e testículos dos camundongos MyD88-/- infectados e eutanasiados 

no 3º d.p.i. O resultado está demonstrado na tabela 4. 

 

Tabela 4: Detecção de RNA viral em órgãos de camundongos myd88-/- 
infectados com ZIKV. 

Órgão  Cérebro  Fígado  Baço  Rim   Testículo 

Vírus 
ZIKV 

 D ND IND  D ND IND  D ND IND  D ND IND  D ND IND 

PE243  5 0 0  0 5 0  4 1 0  2 3 0  1 3 1 
SPH  5 0 0  0 4 1  3 2 0  1 4 0  0 2 3 

MR766  5 0 0  1 4 0  3 2 0  1 4 0  1 3 1 
Para a detecção do RNA viral após inoculação IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 5), SPH (n = 
6) e MR766 (n = 5), os camundongos MyD88-/- foram eutanasiados para remoção do cérebro, fígado, 
baço, rim e testículos no 3º dia após a infecção. Foi feita a extração do RNA total utilizando o reagente 
de TRIzol (Invitrogen, USA), seguido de qPCR One-step para ZIKV. As amostras foram feitas em 
duplicata e foram consideradas positivas quando houve amplificação nas duas replicatas (D – 
Detectado), negativas quando não houve amplificação (ND – Não detectado) e indeterminadas (IND) 
quando houve amplificação em uma replicata, 

 

Nos camundongos MyD88-/- infectados com ZIKV PE243 (n = 5), foi detectado 

RNA viral no cérebro de todos os camundongos, no baço de 4, no rim de 2 e no 

testículo de 1 e uma amostra de testículo foi indeterminada. Não foi detectado RNA 

no fígado dos camundongos infectados com ZIKV PE243. Nos camundongos 

infectados com ZIKV SPH (n = 5) foi detectado RNA viral no cérebro de todos, no baço 

de 3, no rim de 1 camundongo e 3 amostras de testículo foram indeterminadas. Não 

foi detectado RNA viral no fígado dos camundongos infectados com ZIKV SPH. 

Também foi detectado RNA viral no cérebro de todos os camundongos infectados com 

ZIKV MR766 (n = 5) e no fígado de 1, no baço de 3, no rim de 1, no testículo de 1 e 

uma amostra de testículo foi indeterminada. 

De maneira geral, com exceção do cérebro, a taxa de positividade de RNA viral 

nos órgãos dos camundongos MyD88-/- infectados foi menor quando comparados aos 

camundongos C57BL/6. Todos os cérebros de camundongos MyD88-/- e C57BL/6 

infectados com ZIKV PE243, SPH e MR766 foram positivos (Tabelas 4 e 3, 

respectivamente). O mesmo não ocorreu no baço, enquanto todos os baços dos 
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camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 e SPH foram positivos (Tabela 

3), nos camundongos MyD88-/- só 4 e 3 foram positivos (Tabela 4), respectivamente. 

Tanto os camundongos MyD88-/- como os C57BL/6 infectados com MR766 foram 

positivos em 3 baços, porém, 2 baços dos camundongos C57BL/6 foram 

indeterminados (Tabela 3) e 2 baços dos camundongos MyD88-/- foram negativos 

(Tabela 4). Não foi detectado RNA viral em nenhum fígado dos camundongos MyD88-

/- infectados com PE243 e SPH (Tabela 4), já nos camundongos C57BL/6, 4 e 5 

fígados foram positivos (Tabela 3), respectivamente. Tanto nos camundongos 

C57BL/6 quanto nos MyD88-/- infectados com MR766, 1 fígado foi positivo, com 1 

indeterminado nos camundongos C57BL/6 (Tabela 3) e 4 negativos nos camundongos 

MyD88-/- (Tabela 4). Enquanto os camundongos C57BL/6 infectados com PE243, SPH 

e MR766 apresentaram 5, 3 e 4 rins positivos, respectivamente (Tabela 3), os 

camundongos MyD88-/- apresentaram 2, 1 e 1 positivos (Tabela 4), respectivamente. 

No testículo, nenhum camundongo MyD88-/- infectado com SPH foi positivo, 3 foram 

indeterminados (Tabela 4), e nos camundongos C57BL/6, 4 foram positivos (Tabela 

3). Enquanto camundongos MyD88-/- infectados com PE243 e MR766 apresentaram 

1 testículo positivo (Tabela 4), camundongos C57BL/6 apresentaram 3 e 4 (Tabela 3), 

respectivamente. 

ENLOW e colaboradores (2021) também detectaram RNA viral no cérebro de 

camundongos nocautes no 3º d.p.i., no caso, foram utilizados camundongos 

TRIF−/−xIPS-1−/− de 6 semanas de idade, que foram infectados por via intravenosa 

com 1×105 p.f.u. do ZIKV PRVABC59. Diferente dos camundongos TRIF−/−xIPS-1−/−, 

nos camundongos C57BL/6 não houve detecção de RNA viral no cérebro. Os 

camundongos TRIF−/−xIPS-1−/− não apresentaram sinais clínicos da doença, não 

houve diferença no ganho de peso corporal entre os camundongos infectados e não 

infectados e todos sobreviveram após a infecção. Diferente dos camundongos MyD88-

/- infectados com ZIKV PE243 e SPH utilizados neste trabalho, que apresentaram 

ganho de peso significativamente diferente em relação aos camundongos mock.  E 

ainda, no cérebro dos camundongos TRIF−/−xIPS-1−/− infectados, foi detectado 

aumentos nos níveis de IL-1α, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IFNγ, CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL5, CCL11 e CXCL1 (ENLOW et al., 2021).  

LIMA e colaboradores (2022) detectaram RNA de ZIKV em soro, cérebro, 

testículos, epidídimo e próstata de camundongos AG129 machos de sete semanas de 
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idade injetados pela via footpad com 1 x 105 p.f.u./mL com uma amostra brasileira de 

ZIKV. SHENG e colaboradores (2021) detectaram RNA de ZIKV no epidídimo e nos 

testículos de camundongos AG6 (deficientes de receptor de IFN-α/β e IFN-γ) no 5º e 

8º d.p.i. infectados com 1×105 p.f.u. do ZIKV pela via footpad. SHENG e colaboradores 

(2021) também detectaram níveis de IL-6 e IL-28 consideravelmente aumentados no 

epidídimo em relação aos testículos e, no 8º d.p.i., os níveis de 18 citocinas testadas 

não foram significativamente alterados no testículo. 

5.1.2.3.2. Infecção por ZIKV em camundongos TLR2/9-/- 

Sabe-se que TLR3 (reconhece RNA de dupla fita) e TLR7 (reconhece RNA de 

fita simples) são os principais TLRs envolvidos no reconhecimento de flavivírus 

(NAZMI et al., 2014). Porém, o envolvimento de outros TLRs vem sendo estudado e 

já foi demonstrado que a proteína NS1 de DENV ativa TLR2 em células 

mononucleares do sangue periférico (CHEN; NG; CHU, 2015). Na figura 11 deste 

trabalho também foi demonstrado que ZIKV ativa TLR2. Também foi demonstrado que 

a infecção por DENV induz a liberação de DNA mitocondrial (mtDNA) no citosol, o que 

ativa TLR9 (LAI et al., 2018). Mas o papel destes TLRs na infecção por flavivírus ainda 

não está elucidado. Para avaliar o envolvimento de TLR2 e TLR9 na infecção por 

ZIKV, camundongos TLR2/9-/- foram infectados via IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV 

PE243, SPH e MR766. Os camundongos foram monitorados e pesados diariamente 

durante 21 dias.  
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Figura 25: Curva de sobrevivência em camundongos TLR2/9-/- de 8 a 10 semanas de idade 
submetidos a infecção intracraniana com ZIKV. Camundongos TLR2/9-/- foram infectados pela via 
intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6 ♂ / 1 ♀), SPH (n = 6 ♂) e MR766 (n = 3 ♂ / 4 ♀). 
Como controle (n = 4 ♂ / 3 ♀) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células 
C6/36 (mock).  Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para 
avaliação dos sinais clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade. A análise estatística foi feita 
com o teste Logrank. ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock). 

Os camundongos TLR2/9-/- infectados com MR766 apresentaram sinais 

clínicos e taxa de sobrevivência de aproximadamente 20% (Figura 25). Os sinais 

clínicos iniciaram no 5º d.p.i. com conjuntivite, leve arqueamento do dorso e 

eriçamento de pelos. Os sinais foram progredindo até o 7º d.p.i. quando a maioria já 

apresentava paralisia, tremores e perda de peso acentuada, sendo eutanasiados. Um 

camundongo teve uma evolução um pouco mais tardia, apresentando sinais mais 

graves e sendo eutanasiado no 9° d.p.i. Um camundongo não apresentou os sinais 

clínicos mais graves, somente perda de peso, mas recuperou o peso e sobreviveu à 

infecção (Figuras 25 e 26). Quando comparados aos camundongos C57BL/6, 75% 

dos camundongos TLR2/9-/- foram eutanasiados no 7° d.p.i. (Figura 25), um dia antes 

do início dos óbitos dos camundongos C57BL/6 (Figura 18). Um camundongo TLR2/9-

/- se recuperou da infecção (Figura 25), enquanto três camundongos C57BL/6 se 

recuperaram da infecção (Figura 18), porém, o número de animais utilizados na 

infecção dos C57BL/6 foi aproximadamente duas vezes maior que o número de 

animais utilizados na infecção dos TLR2/9-/-. 

Camundongos TLR2/9-/- infectados com ZIKV PE243 e SPH não apresentaram 

morte ou sinais clínicos, como os camundongos mock (Figura 25), mas apresentaram 

variação percentual do peso significativamente diferente quando comparados aos 

camundongos mock (Figura 26). Enquanto os camundongos mock ganharam 
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aproximadamente 10% do seu peso corporal, os camundongos infectados com ZIKV 

PE243 e SPH não ganharam peso (Figura 26). No 21º d.p.i., camundongos TLR2/9-/- 

infectados com ZIKV PE243 e SPH apresentaram aproximadamente 10% a menos de 

peso em relação aos camundongos mock (Figura 26). A variação percentual de peso 

entre os camundongos TLR2/9-/- infectados com ZIKV PE243 e os camundongos 

TLR2/9-/- mock (Figura 26) foi significativamente maior que a variação entre os 

camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243 e os camundongos C57BL/6 

mock, com p < 0,0001 (Figura 26) e p < 0,01 (Figura 19), respectivamente. A variação 

percentual de peso entre os camundongos TLR2/9-/- infectados ZIKV SPH e os 

camundongos TLR2/9-/- mock foi significativa (Figura 26), diferente da variação 

percentual de peso entre os camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV SPH e os 

camundongos C57BL/6 mock, que apresentaram um menor ganho de peso, embora 

não significativo estatisticamente (Figura 19). 
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Figura 26: Variação percentual de peso em camundongos TLR2/9-/- de 8 a 10 semanas de idade 
submetidos a infecção intracraniana com ZIKV. Camundongos TLR2/9-/- foram infectados pela via 
intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 6 ♂ / 1 ♀), SPH (n = 6 ♂) ou MR766 (n = 3 ♂ / 4 ♀). 
Como controle (n = 4 ♂ / 3 ♀) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células 
C6/36 (mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para 
avaliação dos sinais clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade. A variação percentual de peso 
em camundongos infectados via IC foi avaliada. A análise estatística foi feita com o teste não-
paramétrico de Mann-Whitney.  ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock). 

A diferença na variação percentual de peso corporal entre os camundongos 

TLR2/9-/- e MyD88-/- infectados com PE243, SPH e MR766 em relação ao mock foi 

similar, com p < 0,0001 (Figuras 26 e 23, respectivamente), e assim como os 

camundongos MyD88-/-, os camundongos TLR2/9-/- não apresentaram ganho de peso 

(Figuras 26 e 23, respectivamente).  

Hayashida e colaboradores (2019) demonstraram que camundongos nocautes 

para genes no sistema imune, no caso, deficientes para o receptor IFN tipo I 1 

(ifnar1−/−) e para o gene 1 de ativação de recombinação (rag1−/−), infectados via IC 

com a amostra de ZIKV MR766 perderam peso, apresentaram sinais neurológicos e 

tiveram que ser eutanasiados com 4 ou 5 e 8 dias, respectivamente. 
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5.1.2.3.3. Infecção por ZIKV em camundongos NOS2-/- 

Dados anteriores do nosso grupo mostraram que camundongos NOS2-/- 

infectados via IC com amostra de DENV não adaptada a camundongos apresentaram 

100% de sobrevivência, nenhum sinal clínico ou perda de peso enquanto 

camundongos C57BL/6 apresentaram alta taxa de mortalidade e sinais clínicos como 

perda de peso, prostração, eriçamento dos pelos, arqueamento do dorso e paralisia 

(DE SOUZA et al., 2013). Para avaliar se camundongos NOS2-/- também são 

resistentes a infecção por ZIKV, os camundongos foram infectados via IC com 4x102 

p.f.u. de ZIKV PE243, SPH e MR766, pesados e monitorados diariamente durante 21 

dias. 

Figura 27: Sinais clínicos apresentados por camundongos NOS-/- infectados com 4x102 p.f.u. de 
ZIKV MR766. Camundongos NOS-/- infectados por via IC com 4x102 p.f.u. de ZIKV MR766 foram 
pesados e observados diariamente para avaliação dos sinais clínicos e mortalidade. a) Conjuntivite 
leve; b) Conjuntivite grave; c) Encurvamento do dorso e eriçamento de pelos.  

 Os camundongos NOS2-/- infectados com ZIKV MR766 começaram a 

apresentar sinais no 5º d.p.i, com conjuntivite leve (Figura 27a) que progrediu para 

conjuntivite grave no 7º d.p.i (Figura 27b). Os camundongos também apresentaram 

eriçamento de pelos e encurvamento do dorso (Figura 27c), perda de peso (Figura 
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29), tremores e paralisia. A perda de peso iniciou no 4º d.p.i. chegando a 

aproximadamente 20% no 7° d.p.i. (Figura 29). No 7º d.p.i., os camundongos já 

apresentavam paralisia bem avançada e muitos tremores, sendo assim eutanasiados 

(Figura 28). Os sinais clínicos nos camundongos NOS2-/- infectados com MR766 

foram de evolução mais rápida quando comparados aos camundongos C57BL/6, 

apresentando paralisia grave e sendo eutanasiados no 7° d.p.i. (Figura 28), enquanto 

camundongos C57BL/6 sobreviveram até o 12º d.p.i. e três camundongos C57BL/6 

conseguiram se recuperar após a infecção (Figura 18). 
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Figura 28: Curva de sobrevivência em camundongos NOS2-/- de 8 semanas de idade submetidos 
a infecção intracraniana com ZIKV. Camundongos NOS2-/- do sexo masculino foram infectados pela 
via intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 7), SPH (n = 6) e MR766 (n = 7). Como controle 
(n = 7) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 (mock). Os 
camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para avaliação dos sinais 
clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade. A análise estatística foi feita com o teste Logrank. 
****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock). 
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Figura 29: Variação percentual de peso em camundongos NOS2-/- de 8 semanas de idade 
submetidos a infecção intracraniana com ZIKV. Camundongos NOS2-/- do sexo masculino foram 
infectados pela via intracraniana com 4x102 p.f.u. de ZIKV PE243 (n = 7), SPH (n = 6) e MR766 (n = 7). 
Como controle (n = 7) foram utilizados camundongos inoculados com sobrenadantes de células C6/36 
(mock). Os camundongos foram monitorados diariamente nos 21 dias subsequentes para avaliação 
dos sinais clínicos, alterações de peso corporal e mortalidade. A variação percentual de peso em 
camundongos infectados via IC foi avaliada. A análise estatística foi feita com o teste não-paramétrico 
de Mann-Whitney. ****p < 0,0001 quando comparados com grupo controle (mock). 

Todos os camundongos NOS2-/- infectados com ZIKV PE243 e SPH 

sobreviveram e não apresentaram sinais clínicos (Figura 28) nem tampouco   

apresentaram perda de peso, e ao contrário, ganharam peso assim como os 

camundongos mock e, no 21º d.p.i., estavam com aproximadamente 20% a mais de 

peso quando comparados ao dia 0 (Figura 29). Este achado foi diferente dos 

camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV PE243, que apresentaram significativa 

variação percentual de peso quando comparados aos camundongos mock (Figura 19) 

e dos camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV SPH, que apresentaram tendência 

a ganhar menos peso quando comparados aos camundongos mock (Figura 19).  

Desta forma podemos concluir que diferentemente dos resultados obtidos com 

inoculação de camundongos NOS2-/- com DENV não adaptado (DE SOUZA, 2012; 

DE SOUZA et al., 2013), os camundongos NOS2-/- infectados com ZIKV MR766, um 

vírus adaptado a camundongos, não apresentou nenhuma proteção. As duas 

amostras PE243 e SPH quando inoculadas em camundongos NOS2-/- não 
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apresentaram sintomas e nem redução de peso, comprovando a proteção. GOMES e 

colaboradores (2021) demonstraram que crianças com alelo mutado no SNP 

rs2297518 no gene nos2 apresentaram maior risco de desenvolver síndrome 

congênita pelo Zika, o que também demonstra a importância de NOS2 nas infecções 

por ZIKV. 

 

5.1.2.4. Súmula dos resultados obtidos na infecção intracraniana 

em camundongos imunocompetentes e nocautes infectados 

com ZIKV 

Os resultados obtidos nas infecções de ZIKV via IC dos camundongos C57BL/6, 

MyD88-/-, NOS2-/- e TLR2/9-/- estão sumarizados na tabela 5.  
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Tabela 5: Infecção intracraniana com ZIKV em camundongos C57BL/6, myd88-/-, 
nos2-/- e tlr2/9-/-. 

Camundongos C57BL/6 MyD88-/- NOS2-/- TLR2/9-/- 

ZIKV PE243 SPH MR766 PE243 SPH MR766 PE243 SPH MR766 PE243 SPH MR766 
Mortalidade (%) 0 0 80 0 0 100 0 0 100 0 0 80 

Dia do óbito - - 8 - 12º - - 8º - - 7º - - 7 - 9º 
Variação de Peso (%)  

7° d.p.i. 
104 109 95 98 96 90 104 105 81 101 99 76 

Variação de Peso (%)  
14° d.p.i. 

110 115 102 94 99 - 107 110 - 100 100 96 

Conjuntivite N N S N N S N N S N N S 
Eriçamento de pelos N N S N N S N N S N N S 

Encurvamento do 
dorso 

N N S N N S N N S N N S 
Paralisia N N S N N S N N S N N S  

C
it

o
c
in

a
s
 

IL-12p70 ND ND ND  
Soro  
(2) 

ND ND - - - - - - 

IL-6 ND ND ND ND ND 
Cérebro 

(2) 
- - - - - - 

IL-10 ND ND ND ND ND ND - - - - - - 

MCP-1 ND ND ND  
Cérebro 

(*) 
ND 

Cérebro 
(3) 

- - - - - - 

TNF 
 

Cérebro 
(3) 

Fígado 
(3) 

ND ND ND ND - - - - - - 
Fígado (2) Soro (2)     - - - - - - 

IFN-γ 
 

Cérebro 
(4) 

Cérebro 
(**)     - - - - - - 

Soro  
(2) 

Fígado 
(*) 

Cérebro 
(**)  

ND ND ND - - - - - - 

 
Baço  
(**)     - - - - - - 

q
P

C
R

 O
n

e
-s

te
p
 

Cérebro 
D 6 6 5 5 5 5 - - - - - - 

ND 0 0 0 0 0 0 - - - - - - 
IND 0 0 0 0 0 0 - - - - - - 

Fígado 
D 4 5 1 0 0 1 - - - - - - 

ND 2 1 3 5 4 4 - - - - - - 
IND 0 0 1 0 1 0 - - - - - - 

Baço 
D 6 6 3 4 3 3 - - - - - - 

ND 0 0 0 1 2 2 - - - - - - 
IND 0 0 2 0 0 0 - - - - - - 

Rim 
D 5 3 4 2 1 1 - - - - - - 

ND 1 2 0 3 4 4 - - - - - - 
IND 0 1 1 0 0 0 - - - - - - 

Testículo  D 3 4 4 1 0 1 - - - - - - 
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ND 2 1 0 3 2 3 - - - - - - 
IND 1 1 1 1 3 1 - - - - - - 

d.p.i.= dias pós infecção; D= Detectado; ND= Não detectado; IND= Indeterminado;  

(*) = p < 0,05; (**) = p < 0,01, N= não; S= sim. Os números entre parêntesis são o número de 

camundongos em que as citocinas foram detectadas e os asteriscos são * p<0,05 e ** p<0,01 

 

A ausência de modelos murinos que reproduzam a infecção e as manifestações 

clínicas em humanos dificulta a compreensão da patogênese e da resposta imune 

contra ZIKV (PARDY et al., 2017). Apesar da existência de alguns modelos animais, 

a maioria utiliza camundongos nocautes para genes da imunidade inata (BRADLEY; 

NAGAMINE, 2017; ALIOTA et al., 2016; DOWALL et al., 2016; LAZEAR et al., 2016; 

ROSSI et al., 2016; ZMURKO et al., 2016), que não são ideais para o estudo da 

resposta imune. Neste trabalho foram utilizados camundongos imunocompetentes e 

foi feita infecção IC com amostras brasileiras de ZIKV não adaptadas, os resultados 

demonstraram que os ZIKV PE234 e SPH são capazes de infectar animais 

imunocompetentes pela via IC, os vírus são capazes de disseminar pelo organismo e 

induzir a resposta imune em outros órgãos. Porém, os camundongos não 

desenvolvem sinais neurológicos, demonstrando que estes vírus não se mostraram 

neurovirulentos nos camundongos C57BL/6. Fernandes e colaboradores (2017), 

demonstraram que camundongos Swiss inoculados por via SC ou IC com ZIKV SPH 

apresentaram letargia, ataxia e paralisia com evidência de infecção no cérebro. 

Todavia, no estudo citado, foram utilizados camundongos recém-nascidos de um dia 

de idade, os quais não possuem o sistema imune completamente desenvolvido, 

diferente dos nossos experimentos, em que foram utilizados camundongos adultos.  

Os resultados também demonstram que as respostas desencadeadas pelas 

duas amostras brasileiras de ZIKV (PE234 e SPH) são diferentes em camundongos 

C57BL/6, já que os camundongos infectados com ZIKV PE243 ganharam 

significativamente menos peso e a detecção de citocinas nos órgãos foi 

completamente diferente, com ZIKV SPH estimulando significativamente IFN-γ no 

cérebro, fígado e baço.  

Apesar de não haver diferença na variação percentual de peso entre os 

camundongos MyD88-/- infectados com ZIKV PE243 e SPH, a detecção da MCP-1 no 

cérebro dos camundongos infectados com ZIKV PE243 foi significativamente maior 

em comparação com a MCP-1 detectada no cérebro dos camundongos infectados 

com ZIKV SPH, demonstrando mais uma vez a diferença na resposta imune 
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desencadeada por estas duas amostras. Também foi observada diferença nas 

respostas entre os camundongos C57BL/6 e MyD88-/-. MyD88 é uma proteína 

adaptadora envolvida na via de sinalização de todos os TLRs, com exceção do TLR3 

(AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006). Os TLRs são um dos principais receptores 

que contribuem para a detecção eficaz de flavivírus (SERMAN; GACK, 2019). O 

recrutamento de MyD88 induz a resposta imune inata através da produção de 

citocinas e quimiocinas pro-inflamatórias (AKIRA; UEMATSU; TAKEUCHI, 2006; 

KAWAI; AKIRA, 2010; SAIKH, 2021).  Nos camundongos MyD88-/- avaliados neste 

trabalho, após infecção por ZIKV, foram detectados IL12p70, IL-6 e MCP-1, citocinas 

que não foram detectadas nos camundongos C57BL/6, nos quais foram detectadas 

somente TNF e IFN-γ. Este resultado demonstra que a ausência da proteína MyD88 

desencadeia uma resposta imune distinta nos camundongos MyD88-/- quando 

comparados aos camundongos imunocompetentes. 

Camundongos nocautes para genes da imunidade inata (TLR2/9-/- e MyD88-/-

) infectados com ZIKV PE243 e SPH por via IC ganharam significativamente menos 

peso em comparação com os camundongos mock, indicando a importância do 

sistema imune inato na infecção por ZIKV. O que corrobora com outros estudos 

publicados com camundongos nocautes para genes da resposta imune (BRADLEY; 

NAGAMINE, 2017; ALIOTA et al., 2016; DOWALL et al., 2016; Lazear et al., 2016; 

ROSSI et al., 2016; ZMURKO et al., 2016). Já camundongos NOS2-/- não 

apresentaram sinais e nem perda de peso quando infectados com ZIKV PE243 e SPH. 

Mas, quando infectados com ZIKV MR766, houve 100% de mortalidade, 

demonstrando que, diferente do que ocorre com a amostra não adaptada de DENV 

(DE SOUZA et al., 2013, DE SOUZA, 2012), a ausência de NOS2 não oferece 

proteção contra a infecção por ZIKV MR766. 

Quanto à amostra ZIKV MR766, todos os camundongos inoculados via IC, 

imunocompetentes e nocautes, mostraram alta mortalidade, variação de peso 

acentuada e sinais clínicos, principalmente de infecção no SNC, o que era esperado 

e está de acordo com dados da literatura, já que é uma amostra que foi multiplicada 

diversas vezes em cérebro de camundongos e é adaptada a estes animais (DICK, 

1952b; HAYASHIDA et al., 2019). Nazerai e colaboradores (2018), demonstraram que 

camundongos C57BL/6 imunocompetentes de 7 a 10 semanas de idade, inoculados 

via IC com 1 x 102, 1 x 103 ou 1 x 104 p.f.u. de ZIKV MR766 apresentaram perda de 
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peso começando por volta do 4º d.p.i., que progrediu para doença grave no 8º d.p.i., 

tempo em que os camundongos perderam mais de 25% de seu peso inicial e foram 

eutanasiados. 

5.2. Infecção e imunidade inata em crianças: ZIKV e DENV 

A resposta imune inata é importante para o controle de infecções virais, pois se 

a infecção não for contida nesta etapa, o vírus pode disseminar para outros tecidos, 

incluindo o SNC (SINGH, H.; KOURY, 2021). As infecções de SNC são uma das 

principais causas de morbidade e mortalidade em crianças em todo o mundo e as 

infecções virais superam as infecções bacterianas, fúngicas e por protozoários 

(Kennedy, 2004; Marinho et al., 2021). O nosso grupo desenvolveu uma plataforma 

de diagnóstico para meningoencefalites virais por PCR em tempo real (OLIVEIRA, 

2015) e desde então vem pesquisando os agentes etiológicos de meningoencefalites 

em crianças. Os flavivírus são conhecidos como vírus capazes de infectar o SNC e 

estudos do nosso grupo identificaram flavivírus em líquido cefalorraquidiano 

(MARINHO; KROON, 2019; MARINHO et al., 2021), incluindo YFV (MARINHO et al., 

2019), DENV (OLIVEIRA et al., 2017; MARINHO et al., 2017) e ZIKV (MARINHO et 

al., 2019). A infecção no SNC resulta em inflamação das meninges, cérebro e medula 

espinhal, causando a liberação de várias citocinas (SINGH, H.; KOURY, 2021).  

Apesar do reconhecido potencial neurotrópico e neurovirutento dos flavivírus, o 

conhecimento sobre os mecanismos de neuropatogênese ainda é escasso 

(MUSTAFÁ et al., 2019). Para avaliar o impacto da resposta imune inata em crianças 

infectadas com ZIKV e DENV com manifestações de SNC foram avaliados 

polimorfismos em genes de sistema imune inato da via TLR e o LCR foi utilizado para 

detecção de citocinas envolvidas na resposta imune. 

5.2.1. Detecção de SNP e quantificação de citocinas em LCR de crianças 

com manifestações de SNC infectadas com ZIKV 

O DNA de crianças com manifestações de SNC, infectadas com ZIKV 

confirmado por RT-PCR, foi analisado por sequenciamento para detecção de SNP em 

genes envolvidos na resposta imune inata. Assim, foram analisados:  
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(i) dois SNPs no gene tlr3, rs3775291 (SANTOS, 2018) e rs5743316 

(BIYANI et al., 2015), denominados TLR3a (C>T) (n = 17) e TLR3b (A>T) 

(n = 18), respectivamente,  

(ii) SNP rs179008 no gene tlr7 (n = 19) (A>T) (MUKHERJEE; TRIPATHI, 

2019), 

(iii)  SNP rs8177374 no gene tirap (C>T) (n = 19) (ALAGARASU et al., 2015), 

(iv)  SNP rs387907272 no gene myd88 (T>C) (n = 18) (CHANG et al., 2016),  

(v) SNP rs61942233 no gene oas3 (C>T) (n = 19) (DUTTA; TRIPATHI, 

2017) e  

(vi) SNP rs1024611 no gene mcp-1 (n = 17) (A>G) (CHOWDHURY; KHAN, 

2017). 

Os dados das crianças analisadas estão apresentados na tabela 6. 

Tabela 6: Dados de crianças com manifestações de SNC infectadas com ZIKV. 

Amostra Idade Sexo Cidade 
Início dos 
sintomas 

Coleta 
LCR 

Desfecho 
clínico 

512 12 anos M Santa Luzia 03/03/2015 08/03/2015 Alta 

619 7 anos M Nova Lima 02/11/2015 12/11/2015 Alta 

740 5 anos M Belo Horizonte 16/07/2017 27/07/2017 Alta 

762 1 mês M Belo Horizonte 21/11/2017 22/11/2017 Alta 

816 2 anos M SD 26/11/2017 09/12/2017 Alta 

818 3 meses M Presidente Juscelino  26/10/2017 01/11/2017 Alta 

846 3 anos M Belo Horizonte 10/05/2018 14/05/2018 Alta 

847 1 ano M Belo Horizonte 12/01/2018 17/01/2018 Alta 

898 11 anos M SD Febre desde agosto 06/12/2017 Alta 

1013 8 meses M Belo Horizonte 06/07/2018 10/07/2018 Alta 

1024 1 ano F Belo Horizonte 07/06/2018 08/06/2018 Alta 

1025 7 meses M Belo Horizonte 18/11/2018 20/11/2018 Alta 

1032 SD SD SD SD SD SD 

1054 6 anos M Belo Horizonte 06/09/2018 07/09/2018 Alta 

1078 7 meses F Belo Horizonte 09/08/2018 10/08/2018 Alta 

1137 15 dias M Contagem 16/02/2019 24/02/2019 Alta 

1150 1 mês M Belo Horizonte 05/05/2019 09/05/2019 Alta 

1230 3 anos F Belo Horizonte 06/07/2019 12/07/2019 Alta 

1242 4 meses M SD 14/11/2019 21/11/2019 Óbito 

F = feminino, M = masculino, SD = sem dados. 

A maioria das crianças pertencem ao sexo masculino e moram em Belo 

Horizonte. A maioria das amostras foram coletadas no ano de 2018, sendo sete de 19 
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amostras. A idade é variada, desde 15 dias até 12 anos. Apenas uma criança faleceu 

(1242) e uma não possuía prontuário (1032). 
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Figura 30: Detecção de SNP em crianças com manifestações de SNC infectadas com ZIKV. O 
DNA extraído do LCR de crianças infectadas com ZIKV com manifestações de SNC foram utilizados 
como molde para amplificação, com iniciadores específicos para a detecção de SNPs, por 
sequenciamento, nos genes tlr3, tlr7, tirap, myd88, oas3 e mcp-1. As análises foram feitas utilizando-
se os softwares Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) e novoSNP (Department of Molecular 
Genetics - VIB and University of Antwerp). a) TLR3a: SNP rs3775291 no gene tlr3 (C>T) (n= 17), b) 
TLR3b: SNP rs5743316 no gene tlr3 (A>T) (n = 18), c) TLR7: SNP rs179008 no gene tlr7 (A>T) (n = 
19), d) TIRAP: SNP rs8177374 no gene tirap (C>T) (n = 19), e) MyD88: SNP rs387907272 no gente 
myd88 (T>C) (n = 18), f) OAS3: SNP rs61942233 no gene oas3 (C>T) (n = 19), g) MCP-1: SNP 
rs1024611 no gene mcp-1 (A>G) (n = 17). HN = Homozigoto normal, HT = Heterozigoto. HM = 
Homozigoto mutado. 

Para o SNP TLR3a foram analisadas 17 amostras e quatro foram HT (Figura 

30a). Foram analisadas 19 amostras para o SNP TLR7 sendo que duas amostras 

foram HT e duas foram HM (Figura 30c). Para o SNP TIRAP foram analisadas 19 

amostras e oito amostras foram HT (Figura 30d). Das 19 amostras analisadas para o 

SNP OAS3 somente uma amostra foi HT (Figura 30f). Para o SNP MCP-1 foram 

analisadas 17 amostras, cinco foram HM, cinco foram HT (Figura 30g). Os SNPs 

TLR3b e MyD88 não foram detectados nas amostras analisadas (Figuras 30b e 30e).  

A frequência dos alelos de cada SNP foi calculada e está apresentada na tabela 

4, junto com as frequências observadas nas populações globais e americanas de 

diferentes estudos registradas no banco de dados GenBank.  
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Para o SNP TLR3a, a frequência do alelo mutado (T) encontrada nos pacientes 

positivos para ZIKV foi menor que a frequência observada nas populações globais e 

americanas dos diferentes estudos (Tabela 7). Os SNPs TLR7 e OAS3 apresentaram 

frequências semelhantes às frequências globais e americanas (Tabela 7). Para o SNP 

TIRAP, a frequência do alelo mutado (T) encontrada nos pacientes positivos para 

ZIKV foi superior à frequência observada nas populações globais e americanas dos 

estudos (Tabela 7).  O SNP MCP-1 apresentou a frequência do alelo mutado (G) nas 

amostras positivas para ZIKV superior às frequências observadas nas populações 

globais dos diferentes estudos mas foi semelhante às frequências das populações 

americanas (Tabela 7). Não foram detectadas mutações nos SNP TLR3b e MyD88 

nas amostras positivas para ZIKV, a frequência do alelo mutado foi 0, o que é 

semelhante às populações globais e americanas dos diferentes estudos (Tabela 7). 
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Tabela 7: Análise comparativa entre as frequências dos alelos obtidas nas amostras 
de pacientes positivos para ZIKV versus frequências do dbSNP. 

SNP Frequências 
Alelo 

Normal Mutado 

TLR3a 

Global ALFA C = 0.72 T = 0.28 

Global 1000genomes C = 0.77 T = 0.23 

Global gnomAD C = 0.76 T = 0.24 

Americana 1000genomes C = 0.695 T = 0.305 

Americana gnomAD C = 0.71 T = 0.29 

ZIKV C = 0.88 T = 0.12 

TLR3b 

Global ALFA A = 0.99992 T = 0.00008 

Global 1000genomes SD SD 

Global gnomAD A = 0.999964 T = 0.000036 

Americana 1000genomes SD SD 

Americana gnomAD A = 1 T = 0 

ZIKV A = 1 T = 0 

TLR7 

Global ALFA A = 0.80 T = 0.20 

Global 1000genomes A = 0.88 T = 0.12 

Global gnomAD A = 0.81 T = 0.19 

Americana 1000genomes A = 0.79 T = 0.21 

Americana gnomAD A = 0.79 T = 0.21 

ZIKV A = 0.84 T = 0.16 

TIRAP 

Global ALFA C = 0.85 T = 0.15 

Global 1000genomes C = 0.91 T = 0.09 

Global gnomAD C = 0.89 T = 0.11 

Americana 1000genomes C = 0.91 T = 0.09 

Americana gnomAD C = 0.90 T = 0.10 

ZIKV C = 0.79 T = 0.21 

MyD88 

Global ALFA T = 0.99981 C = 0.00019 

Global 1000genomes T = 0.9998 C = 0.0002 

Global gnomAD T = 0.999993 C = 0.000007 

Americana 1000genomes T = 1 C = 0 

Americana gnomAD T = 0.99993 C = 0.00007 

ZIKV T = 1 C = 0 

OAS3 

Global ALFA C = 0.985 T = 0.015 

Global 1000genomes C = 0.995 T = 0.005 

Global gnomAD C = 0.99 T = 0.01 

Americana 1000genomes C = 0.994 T = 0.006 

Americana gnomAD C = 0.993 T = 0.007 

ZIKV C = 0.97 T = 0.03 

MCP-1 

Global ALFA A = 0.72 G = 0.28 

Global 1000genomes A = 0.64 G = 0.36 

Global gnomAD A = 0.72 G = 0.28 

Americana 1000genomes A = 0.51 G = 0.49 

Americana gnomAD A = 0.57 G = 0.43 

ZIKV A = 0.56 G = 0.44 

Fonte: dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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Ainda existem poucos estudos que relacionam SNPs em genes da imunidade 

inata e infecções por ZIKV. Santos e colaboradores (2019) demonstraram que o alelo 

mutado do SNP rs3775291 no gene tlr3 foi mais frequente e associado às mães com 

bebês com síndrome congênita pelo ZIKV. Santos e colaboradores (2019) também 

demonstraram que o alelo mutado do SNP rs1799964 no gene tnfα nos recém-

nascidos foi associado à microcefalia grave. Estes SNPs não foram analisados no 

nosso trabalho, mas foram analisados outros SNPs relacionados à resposta imune, 

inclusive SNPs no gene tlr3, e um deles apresentou frequência menor às frequências 

do banco de dados dbSNP. SÁNCHEZ-GONZÁLEZ e colaboradores (2021) fizeram 

um estudo no México e demonstraram que a população que apresenta o alelo mutado 

do SNP rs10774671 no gene oas1 é geneticamente suscetível às doenças por vírus 

RNA. 

O LCR de crianças infectadas com ZIKV foi analisado por citometria de fluxo 

com o kit Human Th1/Th2 Cytokine Kit II (BD Biosciences) para quantificação das 

citocinas IFN-γ, TNF, IL-10, IL-5, IL-4, IL-2. Foram utilizadas 16 amostras de LCR 

positivos para ZIKV, pois na data da realização do CBA, as amostras 816, 898 e 1242 

ainda não haviam sido triadas.  
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Figura 31: Detecção de citocinas no LCR de crianças com manifestações de SNC e infectadas 
com ZIKV. LCR positivo para ZIKV (n = 16) de crianças internadas com manifestações de SNC no 
HIJPII/FEHMIG foi analisado por citometria de fluxo com o kit Human Th1/Th2 Cytokine Kit II (BD 
Biosciences) para quantificação das citocinas IFN-γ, TNF, IL-10, IL-5, IL-4, IL-2. As citocinas que não 
apresentaram valores superiores ao limite detecção não foram apresentadas na figura. 

Nenhuma das citocinas foram detectadas em 11 das 16 amostras de LCR 

(Tabela 8). A citocina IL-10 foi detectada em quatro amostras de LCR com uma com 

alta concentração, sendo que todas estas as crianças apresentam SNPs, uma nos 
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genes tlr3 e tlr7, duas no gene tirap e uma no gene tlr3 (Figura 31 e Tabela 8). TNF 

foi detectada em 2 amostras que apresentam SNPs nos genes tirap e mcp-1, e foi a 

segunda citocina com maior concentração (Figura 30 e Tabela 8). IL-2 também foi 

detectada em duas amostras, mas em concentração inferior a 5 pg/mL sendo que as 

duas amostras apresentam SNPs no gene tirap (Figura 30 e Tabela 8). IL-5 foi 

detectada em uma amostra que apresenta SNP no gene tirap e foi encontrada em 

baixa concentração (Figura 30 e Tabela 8). IFN-γ e IL-4 não foram detectadas nas 

amostras analisadas (Figura 30 e Tabela 8).  

SÁNCHEZ-ARCILA e colaboradores (2019) analisaram o soro de pacientes 

infectados com ZIKV na fase aguda e não detectaram aumento na produção de IFN-

γ, assim como IFN-γ não foi detectado no LCR das crianças analisadas. Sánchez-

Arcila e colaboradores (2019) detectaram aumento na produção de TNF-α e neste 

trabalho, duas crianças apresentaram TNF no LCR. Tappe e colaboradores (2015) 

detectaram aumento de IL-2, IL-4 e IL-10 no soro de pacientes infectados com ZIKV, 

destas, somente IL-4 não foi detectada no LCR das crianças analisadas neste 

trabalho. Tappe e colaboradores (2015) não detectaram diferença a produção de IFN-

γ e TNF-α.   

GALLIEZ e colaboradores (2016), detectaram aumento de IL-6 e IL-8 no LCR 

de um paciente brasileiro de 26 anos infectado com ZIKV, durante a fase aguda da 

doença, com o paciente apresentando tetraparesia e insuficiência respiratória. Estas 

citocinas não foram pesquisadas neste trabalho, mas foram pesquisadas outras 

citocinas que também são pro-inflamatórias, como IFN-γ, TNF, IL-5, IL-4 e IL-2.  

NASCIMENTO-CARVALHO e colaboradores (2021), examinaram a expressão 

de 29 proteínas solúveis mediadoras da inflamação e detectaram aumento dos níveis 

de mediadores pró-inflamatórios no LCR, como IL-1β, IL-12p70, IL-15, IL-17A, IFN-γ 

e MIP- 1α (CCL3), em recém-nascidos com microcefalia expostos ao ZIKV, já recém-

nascidos expostos ao ZIKV que não apresentaram microcefalia, apresentaram 

tendência em diminuir as concentrações de mediadores inflamatórios, como IL-2, IL-

4, IL-12p40, IL-12p70, TNF-α, TNF-β, IFN-γ. Destes, IFN-γ, TNF, IL-2 e IL-4 também 

foram analisados em nosso trabalho, sendo IFN-γ e IL-4 não foram detectados em 

nenhum LCR e TNF e IL-2 foram detectados em poucos LCRs e em baixa 

concentração.  
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SALGADO e colaboradores (2019) avaliaram plasma e LCR de crianças com 

provável encefalite, e, em comparação com controles saudáveis, crianças com 

encefalite associada ao ZIKV apresentaram baixa concentração de IL-10 no plasma, 

mas não de IL-2, IL-4, IL-6, IFN-γ ou TNF- α. Já no LCR foram detectados níveis 

elevados de IL-6, IL-10 e IFN-γ. IL-10 também foi detectado em 4 amostras de LCR 

deste trabalho, sendo a citocina com maior concentração. Já IFN-γ não foi detectado 

em nenhum LCR deste trabalho. 

Os resultados da quantificação de citocinas no LCR e a detecção de 

polimorfismos nas amostras de ZIKV estão apresentados em conjunto na tabela 8. Na 

tabela 9 estão apresentados os dados citoquímicos dos LCRs dos pacientes. 
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Tabela 8: Detecção de SNP e quantificação de citocinas no LCR de crianças 
infectadas com ZIKV. 

Amostra 
SNP  Citocinas (pg/mL) 

TLR3a TLR3b TLR7 TIRAP MyD88 OAS3 MCP-1  IFN-γ TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2 

512 HT HN HM HN HN HN HN   ND ND 35,9 ND ND ND 

619 HN HN HN HT HN HN HN   ND 10,7 3,2 2,5 ND 4,7 

740 HT HN HN HT HN HN NF   ND ND ND ND ND ND 

762 HN HN HN HT HN HN HM   ND ND ND ND ND ND 

816 HN HN HN HT HN HN HN   NF NF NF NF NF NF 

818 NF NF HN HN NF HN HM   ND 2,9 ND ND ND ND 

846 HN HN HN HN HN HN HT   ND ND ND ND ND ND 

847 HN HN HN HN HN HN HT   ND ND ND ND ND ND 

898 HT HN HN HN HN HN HM   NF NF NF NF NF NF 

1013 HN HN HN HT HN HN HT   ND ND ND ND ND ND 

1024 HN HN HT HT HN HN HT   ND ND ND ND ND ND 

1025 HN HN HM HN HN HN HT   ND ND ND ND ND ND 

1032 NF HN HT HN HN HT NF   ND ND ND ND ND ND 

1054 HN HN HN HT HN HN HN   ND ND ND ND ND ND 

1078 HN HN HN HT HN HN HN   ND ND 5,6 ND ND 2,7 

1137 HN HN HN HN HN HN HN   ND ND ND ND ND ND 

1150 HN HN HN HN HN HN HM   ND ND ND ND ND ND 

1230 HT HN HN HN HN HN HN   ND ND 3,4 ND ND ND 

1242 HN HN HN HN HN HN HM   NF NF NF NF NF NF 

ND = não detectado, HN = Homozigoto normal, HT = Heterozigoto, HM = Homozigoto mutado, NF = 
não feito. 

Com exceção da amostra 1137, todas as amostras positivas para ZIKV 

apresentaram SNPs em algum dos genes analisados (Tabela 8). Dez amostras 

apresentaram mutação em um gene, sete amostras apresentaram mutação em dois 

genes e a amostra 1024 apresentou mutação em três genes, ela foi HT para tlr7, tirap 

e mcp-1, não houve detecção de nenhuma citocina nesta amostra (Tabela 8) e o LCR 

não apresentou alterações (Tabela 9). 

Na amostra 619, na qual foi detectado o maior número de citocinas (Tabela 8), 

o LCR apresentou aumento na celularidade, glicose e proteínas (Tabela 9) e ela foi 

HT para o SNP TIRAP (Tabela 8). A amostra 1078 também foi HT para o SNP TIRAP, 

foram detectadas IL-10 e IL-2 (Tabela 8) e o LCR apresentou porcentagem de 

linfócitos menor e de monócitos maior em relação aos valores de referência do HIJPII 

(Tabela 9). A amostra 512 foi HT para o SNP TLR3a e HM para o SNP TLR7 e só foi 

detectada IL-10, na maior concentração observada (Tabela 8). O LCR da amostra 512 

apresentou celularidade aumentada, com alta porcentagem de neutrófilos, e valores 

de proteína e lactato também aumentados (Tabela 9). A amostra 818 foi HM para o 
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SNP MCP-1 e foi detectado TNF em baixa concentração (Tabela 8), o LCR apresentou 

celularidade levemente aumentada e alta porcentagem de neutrófilos (Tabela 9). A 

amostra 1230 foi HT para o SNP TIRAP e foi detectado IL-10 em baixa concentração 

(Tabela 8), o LCR desta amostra não apresentou alterações (Tabela 9). 

 
Tabela 9: Dados citoquímicos do LCR de crianças com manifestações de SNC 
infectadas com ZIKV. 

Amostra 

Citologia   Exames Bioquímicos 

Leuc. 
(/mm3) 

Linf. 
(%) 

Mon. 
(%) 

Neut. 
(%) 

Outros 
(%) 

 Glicose 
(mg/dL) 

Proteína 
(mg/dL) 

Lactato 
(mmol/L) 

          

Valores de 
referência 

0 - 5 70 - 100 30% - -   40 - 70 12 - 60 0,6 - 2,2 

512 119 44 15 41 0  39 75 3,5 

619 42 89 4 7 0  80 723 2,8 

740 2 88 11 1 0  52 11 1,3 

762 7 76 13 5 2 (EO)  47 66 1,1 

816 23 82 17 - -  45 35 1,3 

818 14 42 15 41 2 (EO)  47 51 1 

846 1 100 0 0 0  88 13 1,1 

847 1 100 0 0 0  59 14,2 1,2 

898 17 70 26 0 4 (MO)  35 42 1,4 

1013 1 96 0 4 0  59 38 1 

1024 1 100 0 0 0  58 15 1,1 

1025 1      51 23 1 

1032 SD SD SD SD SD  SD SD SD 

1054 1 84 12 2 2 (MO)  59 <10 1,4 

1078 2 56 44 0 0  52 24 1,4 

1137 3 86 10 4 0  53 57 1 

1150 0 100 0 0 0  52 29 1,5 

1230 5 100 0 0 0  57 13 1,1 

1242   40 52         20 7 

SD = sem dados, Leuc. = leucócitos, Linf. = linfócitos, Mon. = monócitos, Neut. = neutrófilos, MO = 
macrófago, EO = eosinófilo. 

IL-10 foi citocina mais detectada e possui atividade anti-inflamatória, 

desempenhando um papel central na regulação da resposta imune do hospedeiro a 

patógenos, prevenindo danos ao hospedeiro e mantendo a homeostase do tecido 

(IYER, CHEN, 2012). A amostra 512 apresentou a maior quantificação de IL-10 (35,9 

pg/mL) (Tabela 8), o que pode estar relacionado à tentativa de controle da resposta 
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imune, já que esta amostra apresentou o LCR com maior celularidade e outros valores 

alterados (Tabela 9).   

Também foi detectado IL-10 na amostra 619, mas em menor concentração (3,2 

pg/mL) (Tabela 8), esta amostra também apresentou celularidade aumentada no LCR 

e valores alterados de glicose, proteína e lactato (Tabela 9). Na amostra 619, também 

foram detectados TNF e IL-5 (Tabela 8), que são citocinas pró-inflamatórias, o que 

pode explicar os valores alterados do LCR (Tabela 9). TNF é importante na defesa do 

hospedeiro e nas respostas inflamatórias, mas pode desencadear a morte celular e a 

degeneração dos tecidos (PROBERT, 2015). IL-5 é uma citocina pro-inflamatória 

envolvida no desenvolvimento e liberação de eosinófilos da medula óssea, aumenta 

a adesão dos eosinófilos às células endoteliais, melhora a função efetora e prolonga 

a sobrevivência (TAKATSU, 1993; TAKATSU; KOURO; NAGAI, 2009). E ainda, na 

amostra 619 também foi detectada IL-2, uma citocina pleiotrópica que promove a 

expansão, diferenciação e morte de células T ativadas e induz células T reguladoras, 

controlando a resposta imune, limitando as reações imunes inadequadas (ASAO, 

2014). A detecção de IL-2 e IL-10 podem demonstrar uma tentativa de regulação da 

resposta imune deste paciente. 

 

5.2.2. Detecção de SNP no gene tirap e quantificação de citocinas em 

LCR de crianças com manifestações de SNC infectadas com DENV 

Para a detecção do SNP rs8177374 no gene tirap e para a quantificação de 

citocinas em LCR de crianças com manifestações de SNC infectadas com DENV foi 

analisado o DNA de 38 crianças e o LCR de 61 crianças, respectivamente. A 

identificação do sorotipo de DENV infectante foi feita por semi-nested PCR. Os 

resultados da análise do SNP estão apresentados em número total de crianças 

infectadas com DENV (n = 38), sem distinção de sorotipos, e divididas por sorotipo e 

coinfecção, sendo 13 amostras de crianças infectadas com DENV-1, 14 com DENV-

2, 5 com DENV-3, 3 com DENV-4 e 3 de coinfecções, com 2 de DENV-1/2 e 1 de 

DENV-1/3.  

Nas tabelas 10, 11, 12, 13 e 14 estão apresentados os dados das crianças 

analisadas, separados por sorotipo.  
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Tabela 10: Dados de crianças com manifestações de SNC infectadas com DENV-1. 

Amostra Idade Sexo  Cidade 
Início dos 
sintomas 

Coleta 
LCR 

Desfecho 
clínico 

100 1 ano F Vespasiano 23/08/2014 24/08/2014 Alta 

661 2 anos F Belo Horizonte 12/02/2016 18/02/2016 Alta 

843 3 meses M Belo Horizonte 25/04/2018 03/05/2018 Alta 

1015 3 meses F Belo Horizonte 13/06/2018 14/06/2018 Alta 

1018 1 mês F Ribeirão das Neves 25/11/2018 26/11/2018 Alta 

1043 3 anos M Santa Luzia 15/01/2019 18/01/2019 Alta 

1049 4 meses  M Ribeirão das Neves 13/06/2018 14/06/2018 Óbito 

1076 10 meses M Guanhães 03/06/2018 08/06/2018 Alta 

1099 13 anos F Santa Luzia 06/12/2018 08/01/2019 Alta 

1105 3 anos M Sabará 11/01/2019 14/01/2019 Alta 

1116 8 dias F Santa Luzia 18/01/2019 19/01/2019 Alta 

1129 10 meses M  Belo Horizonte 18/01/2019 21/01/2019 Alta 

1164 11 meses F Sabará 25/02/2019 26/02/2019 Alta 

1170 2 anos M Santa Luzia 16/02/2019 19/02/2019 Alta 

1193 10 meses M SD 03/02/2019 12/02/2019 Alta 
F = feminino, M = masculino, SD = sem dados. 

Sete crianças infectadas com DENV-1 são do sexo feminino e oito crianças são 

do sexo masculino. A maioria das amostras analisadas são da região metropolitana 

de Belo Horizonte e dos anos de 2018 e 2019. A idade variou entre 8 dias e 13 anos, 

mas a maioria tinha meses ou poucos anos de idade. A maioria das crianças recebeu 

alta, somente uma faleceu (1049) (Tabela 10). 
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Tabela 11: Dados de crianças com manifestações de SNC infectadas com DENV-2. 

Amostra Idade Sexo  Cidade 
Início dos 
sintomas 

Coleta 
LCR 

Desfecho 
clínico 

575 9 meses F Belo Horizonte 31/12/2014 07/01/2015 Alta 

577 SD SD SD SD SD SD 

579 29 dias M Belo Horizonte 11/06/2015 15/06/2015 Alta 

606 4 meses M Sabará 24/09/2014 29/09/2014 Alta 

806 3 anos M Santa Luzia 13/11/2018 14/11/2018 Alta 

839 3 anos F Ribeirão das Neves 15/08/2018 17/09/2018 Alta 

848 SD SD SD SD SD SD 

1009 5 anos F Ouro Branco 01/08/2018 22/08/2018 Alta 

1033 1 ano M Belo Horizonte 24/06/2018 27/06/2018 Alta 

1034 2 meses  M Belo Horizonte 06/10/2018 10/10/2018 Transferência 

1058 1 ano M Pará de Minas 03/08/2018 20/08/2018 Alta 

1066 5 meses F Santa Luzia 11/10/2018 12/10/2018 Alta 

1067 5 anos M Vespasiano 07/07/2018 16/07/2018 Alta 

1103 1 mês F Sabará 16/02/2019 18/02/2019 Alta 

1123 4 meses M Santa Luzia 05/01/2019 09/01/2019 Alta 

1159 8 meses M Belo Horizonte 01/01/2019 05/01/2019 Alta 

1192 4 meses M Belo Horizonte 24/01/2019 04/02/2019 Alta 

1199 1 mês F Santa Luzia 17/06/2019 25/06/2019 Alta 

1207 1 ano M Betim 25/06/2019 04/07/2019 Alta 
F = feminino, M = masculino, SD = sem dados. 

A maioria das crianças infectadas com DENV-2 são do sexo masculino, 

possuem até um ano idade, moram na região metropolitana de Belo Horizonte. A 

maioria das amostras foram coletadas nos anos de 2019 e 2018. A maioria das 

crianças receberam alta, uma foi transferida (1034) e duas não tivemos acesso ao 

prontuário (577 e 848) (Tabela 11). 
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Tabela 12: Dados de crianças com manifestações de SNC infectadas com DENV-3. 

Amostra Idade Sexo  Cidade 
Início dos 
sintomas 

Coleta 
LCR 

Desfecho 
clínico 

544 1 ano F Sabará 27/09/2014 03/10/2014 Alta 

572 5 meses M Belo Horizonte 15/05/2015 17/05/2015 Alta 

584 2 meses M Ribeirão das Neves 15/07/2015 17/07/2015 Alta 

595 SD SD SD SD SD SD 

609 4 anos M Sabará 07/10/2014 08/10/2014 Alta 

620 10 meses M Matozinhos 20/10/2015 24/10/2015 Alta 

633 3 meses M Alvorada 05/04/2016 09/04/2016 Alta 

1048 3 meses F Belo Horizonte 13/06/2019 15/06/2019 Alta 

1125 3 anos M Belo Horizonte 01/06/2019 02/06/2019 Alta 

1152 5 anos M Pedro Leopoldo 16/04/2019 24/04/2019 Alta 

1197 6 meses M Belo Horizonte 08/07/2019 09/07/2019 Alta 

1200 14 anos F Betim 28/05/2019 03/07/2019 Alta 

1202 9 anos F Belo Horizonte 30/06/2019 05/07/2019 Alta 

1212 7 anos M Porteirinha 05/07/2019 10/07/2019 Alta 

1234 2 anos  M Belo Horizonte 28/06/2019 01/07/2019 Alta 
F = feminino, M = masculino, SD = sem dados. 

A maioria das crianças infectadas com DENV-3 são do sexo masculino, 

possuem até 5 anos de idade. A maioria das amostras analisadas são do ano de 2019. 

Todas as crianças receberam alta e uma não tivemos acesso ao prontuário (595) 

(Tabela 12).  

Tabela 13: Dados de crianças com manifestações de SNC infectadas com DENV-4. 

Amostra Idade Sexo  Cidade 
Início dos 
sintomas 

Coleta 
LCR 

Desfecho 
clínico 

841 2 anos F Brumadinho 15/11/2019 20/11/2019 Alta 

1140 5 meses F Belo Horizonte 24/02/2019 26/04/2019 Alta 

1166 2 anos M Iguatama 28/02/2019 20/03/2019 Alta 

1175 10 meses F Conceição do Pará 27/02/2019 09/03/2019 Alta 
F = feminino, M = masculino, SD = sem dados. 

A maioria das crianças infectadas com DENV-4 são do sexo feminino e não 

moram em Belo Horizonte. Todas as amostras são do ano de 2019 e receberam alta 

(Tabela 13).  
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Tabela 14: Dados de crianças com manifestações de SNC infectadas com 
coinfecções de diferentes sorotipos de DENV. 

Amostra Idade Sexo  Cidade 
Início dos 
sintomas 

Coleta 
LCR 

Desfecho 
clínico 

1002 1 ano M Santa Luzia 07/08/2018 10/08/2018 Alta 

1098 8 meses M Santa Luzia 08/07/2018 23/07/2018 Alta 

1188 1 mês M Corinto 01/11/2018 02/12/2018 Alta 

437 10 anos F Belo Horizonte 28/03/2014 03/04/2014 Alta 

1133 10 meses F Nova Lima 13/02/2019 16/02/2019 Alta 

571 9 anos F Betim 23/03/2015 26/03/2015 Alta 

557 9 anos F SD 25/11/2014 01/12/2014 Alta 

615 5 anos M Ribeirão das Neves 29/10/2015 01/11/2015 Alta 
F = feminino, M = masculino, SD = sem dados. 

A maioria das crianças com coinfecção não moram em Belo Horizonte. A 

maioria das amostras são dos anos de 2018 e 2019. Todas as crianças receberam 

alta (Tabela 14). 
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Figura 32: Detecção do SNP rs8177374 no gene tirap em crianças com manifestações de SNC e 
infectadas com DENV. O DNA extraído do LCR de crianças com manifestações de SNC e infectadas 
com DENV (n = 38) foi amplificado e sequenciado com iniciadores específicos para a detecção do SNP 
rs8177374 no gene tirap. As análises foram feitas nos softwares Sequence Scanner 2.0 (Applied 
Biosystems) e novoSNP (Department of Molecular Genetics - VIB and University of Antwerp). As 
amostras estão apresentadas em número total de crianças infectadas com DENV a) DENV (n = 38) ou 
divididas por sorotipo e coinfecção b) DENV-1 (n = 13), c) DENV-2 (n = 14), d) DENV-3 (n = 5), e) 
DENV-4 (n = 3), f) Coinfecções DENV-1/2 (n = 2) e DENV-1/3 (n = 1). HN = Homozigoto normal, HM = 
Homozigoto Mutado, HT = Heterozigoto. 

A base mutada T não foi detectada em 30 das 38 amostras analisadas, sendo 

consideradas HN para o SNP tirap (Figura 32a). Foram detectadas quatro amostras 

HM (Figura 32a), duas amostras são de crianças infectadas com DENV-1 e duas são 

de crianças infectadas com DENV-2 (Figuras 32b e 32c). Foram detectadas 4 

amostras HT (Figura 32a), que são de crianças infectadas com DENV-2 (Figura 32b). 
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As crianças infectadas com DENV-3, DENV-4 ou coinfectadas foram HN (Figura 32d, 

32e, 32f).  

Para comparar os dados obtidos nas amostras de pacientes positivos para 

DENV com o que é observado na população global, foi feito o cálculo da frequência 

dos alelos C (normal) e T (mutado) encontrados no estudo. As frequências 

encontradas e as frequências observadas na população global e americana estão 

apresentadas na tabela 7. 

Tabela 15: Análise comparativa entre as frequências dos alelos obtidas nas amostras 
de pacientes positivos para DENV versus frequências do dbSNP. 

SNP Frequências 

Alelo 

C 
(normal) 

T 
(mutado) 

TIRAP 

Global ALFA 0.85 0.15 

Global 1000genomes 0.91 0.09 

Global gnomAD 0.89 0.11 

Americana 1000genomes 0.91 0.09 

Americana gnomAD 0.90 0.10 

DENV 0.84 0.16 

DENV-1 0.85 0.15 

DENV-2 0.71 0.29 

Fonte: dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). 

As frequências dos alelos encontradas nas amostras positivas para DENV, sem 

distinção do sorotipo, são semelhantes às frequências observadas nas populações 

globais e americanas dos diferentes estudos (Tabela 15). Quando separamos as 

amostras por sorotipo, o mesmo ocorre nas amostras positivas para DENV-1, já nas 

amostras positivas para DENV-2, a frequência do alelo T (mutado) é maior em relação 

às frequências globais e americanas dos diferentes estudos (Tabela 15).    

Este mesmo SNP rs8177374 no gene tirap já foi analisado por ALAGARASU e 

colaboradores (2015), que também detectaram frequência significativamente maior 

para HT e HM em pacientes com dengue hemorrágica, sem distinção de sorotipo, 

quando comparadas às frequências destes genótipos nos pacientes controles 

saudáveis. ALAGARASU e colaboradores (2015), também analisaram SNPs nos 

genes tlr3, tlr7 e tlr8. Para o SNP rs3775291 no gene tlr3, detectaram frequência do 

genótipo HT significativamente menor nos pacientes com dengue hemorrágica em 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/


120 
 

 

comparação com febre da dengue e pacientes controles saudáveis, este SNP não foi 

analisado neste trabalho. O SNP rs179008 no gene tlr7 foi observado em uma 

frequência muito menor na população do estudo. Para os SNPs rs3764879 e 

rs3764880 no gene tlr8, foi sugerida uma associação com febre da dengue e dengue 

hemorrágica, em pacientes do sexo masculino (ALAGARASU et al., 2015). SNPs no 

gene de tnf-α foram associados a manifestações graves da dengue (FERNANDEZ-

MESTRE et al., 2004; PEREZ et al., 2010; GARCÍA-TREJO et al., 2011).  

Os estudos de Fernandez-Mestre e colaboradores (2004), PEREZ e 

colaboradores (2010), García-Trejo e colaboradores (2011) e ALAGARASU e 

colaboradores (2015) citados, juntamente com a análise realizada neste trabalho, 

demonstram a importância da associação entre polimorfismos e infecção pelo vírus 

DENV. Porém, estudos que relacionam SNPs em genes da imunidade inata e dengue 

ainda são escassos, o que evidencia a necessidade de mais estudos nesta área. 

Para a quantificação de citocinas, as amostras de DENV estão apresentadas 

separadas por sorotipo e coinfecção, sendo 15 amostras de DENV-1, 19 amostras de 

DENV-2, 15 amostras de DENV-3, quatro amostras de DENV-4, três amostras de 

coinfecção DENV-1/2, duas amostras de coinfecção DENV1/3, uma amostra de 

coinfecção DENV-2/3 e duas amostras de tripla coinfecção DENV-1/2/3. As amostras 

de coinfecção estão apresentadas juntas na figura 31e.  
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Figura 33: Detecção de citocinas no LCR de crianças com manifestações de SNC infectadas com 
DENV. LCR positivo para DENV (n = 61) de crianças internadas com manifestações de SNC no 
HIJPII/FEHMIG foi analisado por citometria de fluxo com o kit Human Th1/Th2 Cytokine Kit II (BD 
Biosciences) para quantificação de citocinas. As citocinas que não apresentaram valores superiores ao 
limite detecção não foram apresentadas na figura. a) DENV-1 (n = 15), b) DENV-2 (n = 19), c) DENV-
3 (n = 15), d) DENV-4 (n = 4), e) Coinfecções: DENV-1/2 (n = 3), DENV-1/3 (n = 2), DENV-2/3 (n = 1), 
DENV-1/2/3 (n = 2). 

De maneira geral, a citocina mais detectada foi IL-10, que só não foi detectada 

nas amostras positivas para DENV-4 (Figura 33). IFN-γ foi a segunda citocina mais 

detectada, seguido de IL-5 (Figura 33). TNF e IL-10 foram as citocinas com maior 

quantificação, sendo quantificado 5000 pg/mL na amostra 1049, positiva para DENV-

1 (Figura 33a e Tabela 16). Nesta amostra ocorreu a única detecção de IL-4 (Figura 

33a e Tabela 16) entre todas as amostras positivas para DENV (Figura 33). 
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LI e colaboradores (2017), analisaram o LCR de 29 crianças infectadas com 

DENV e detectaram aumento de IL-6, IL-8 e MCP-1, que não foram analisadas neste 

trabalho. MEHTA e colaboradores (2017) também analisaram os níveis de IL-6 e IL-8 

no LCR e no soro de pacientes infectados com DENV com manifestações 

neurológicas e detectaram aumento significativo nos níveis de IL-6 no soro e no LCR 

e de IL-8 no soro nos pacientes infectados com sintomas de SNC e periférico em 

comparação com os controles. Já os níveis de IL-8 no LCR foram significativamente 

maiores apenas nos pacientes com sintomas de SNC (MEHTA et al., 2017). E ainda, 

os níveis de IL-6 no soro e de IL-6 e IL-8 no LCR foram significativamente maiores em 

pacientes com sintomas de SNC com resultados negativos quando comparados aos 

pacientes com resultados positivos (MEHTA et al., 2017).  

NGWE TUN e colaboradores (2020) detectaram aumento de IFN-γ no soro de 

pacientes com dengue grave, quando comparados aos pacientes com dengue com e 

sem sinais de alarme. Neste trabalho foram analisadas crianças com manifestações 

de SNC, um dos possíveis órgãos comprometidos na dengue grave, com detecção de 

RNA de DENV no LCR e IFN-γ foi a segunda citocina mais detectada no LCR destas 

crianças (Figura 33).  NGWE TUN e colaboradores (2020) também detectaram altos 

níveis de TNF-α em pacientes com dengue com sinais de alarme e dengue grave, 

quando comparados aos pacientes controle saudáveis. Neste trabalho, em LCR, TNF 

foi detectado em poucas amostras, mas foi a citocina com maior quantificação, junto 

com IL-10, que foi a citocina mais detectada (Figura 33). NGWE TUN e colaboradores 

(2020), também detectaram altos níveis de IL-10 no soro de pacientes com dengue 

grave, quando comparado aos pacientes com dengue com e sem sinais de alarme. 

Os resultados da quantificação de citocinas no LCR e a detecção de 

polimorfismos estão apresentados em conjunto na tabela 8 (DENV-1), 10 (DENV-2), 

12 (DENV-3), 14 (DENV-4) e 16 (coinfecções de DENV).  

Os dados citoquímicos dos LCRs estão apresentados na tabela 9 (DENV-1), 

11 (DENV-2), 13 (DENV-3), 15 (DENV-4) e 17 (coinfecções de DENV). 
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Tabela 16: Detecção do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificação de citocinas no 
LCR de crianças infectadas com DENV-1. 

Amostra 
SNP Citocinas (pg/mL) 

TIRAP IFN-γ TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2 

100 NF ND ND ND ND ND ND 

661 NF ND ND ND ND ND ND 

843 HN ND ND 86,1 ND ND ND 

1015 HN ND ND 13,8 ND ND ND 

1018 HN 81,3 8,4 64,4 ND ND ND 

1043 HN ND ND 79,0 2,4 ND ND 

1049 HN 178,2 5000 5000 16,4 5,3 8,9 

1076 HN 55,3 ND 22,2 11,7 ND ND 

1099 HN ND ND 22,5 ND ND ND 

1105 HN ND ND 29,8 ND ND ND 

1116 HM ND ND ND ND ND ND 

1129 HN 12,2 ND 8,5 3,0 ND ND 

1164 HN ND ND ND ND ND ND 

1170 HM ND ND ND ND ND ND 

1193 HN ND ND ND ND ND ND 
ND = não detectado, HN = Homozigoto normal, HM = Homozigoto mutado, NF = não feito. 
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Tabela 17: Dados citoquímicos do LCR de crianças com manifestações de SNC 
positivo para DENV-1. 

SD = sem dados, MO = macrófago, EO = eosinófilo 
 

Nas tabelas 16 e 17 estão apresentadas as amostras de crianças infectadas 

com DENV-1. De maneira geral, os LCRs em que foram detectadas citocinas 

apresentaram maior celularidade, com exceção da amostra 1193, que apresentou 

celularidade aumentada, mas não houve detecção de citocinas (Tabelas 16 e 17). 

Citocinas são produzidas por célula do sistema imune, a presença de linfócitos no 

LCR pode ser relacionada à detecção de citocinas.  

Nenhuma citocina foi detectada nas amostras HM 1116 e 1170 (Tabela 16) e o 

LCR destas crianças não estava alterado, com exceção da proporção das células no 

LCR da amostra 1116, que apresentou menor porcentagem de linfócitos e maior 

porcentagem de neutrófilos (Tabela 17).  

Amostra 

Citologia   Exames Bioquímicos 

Leucócitos 
(/mm3) 

Linfócitos 
(%) 

Monócitos 
(%) 

Neutrófilos 
(%) 

Outros 
 (%) 

  Glicose 
(mg/dL) 

Proteína 
(mg/dL) 

Lactato 
(mmol/L)   

Valores de 
referência 

0 - 5 70 - 100 30% - -   40 - 70 12 - 60 0,6 - 2,2 

100 2 76 - - -   88 60 1,3 

661 1 99 - - -   55 16 - 

843 39 63 19 2 16   63 47 1,4 

1015 10 15 13 72 0   43 30 1,1 

1018 SD SD SD SD SD  SD SD SD 

1043 305 60 20 18 -   54 80 1,5 

1049 690 6 6 80 8   242 710 18,5 

1076 113 60 11 29 0   48 44 1,5 

1099 29 28 12 60 0   37 65 2,3 

1105 46 92 5 2 1 (MO)   39 16 1,2 

1116 2 55 20 14 
1 (EO)  

10 (MO) 
  42 52 1,1 

1129 16 93 3 4 0   57 25 1 

1164 1 2 0 98 0   44 23 1,6 

1170 1 100 0 0 0   46 10 1,1 

1193 41 78 18 2 2 (MO)   50 104 1,3 
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Na amostra HN 1049, foram detectadas todas as citocinas avaliadas, com altas 

concentrações das citocinas pró-inflamatórias TNF e IFN-γ e da citocina anti-

inflamatória IL-10 (Tabela 16). Pelo prontuário médico, é uma amostra de criança que 

veio a óbito por septicemia não especificada. A criança chegou grave ao HIPJII, ficou 

internada por um dia e as hipóteses diagnósticas para a causa do óbito foram 

gastroenterite aguda, meningite bacteriana ou meningococcemia.  O LCR post-

mortem estava alterado, com celularidade e proteínas muito aumentadas, glicose e 

ácido lático com valores altos também (Tabela 19), o que pode ser relacionado à 

detecção das citocinas.   

Nas tabelas 18 e 19 estão apresentadas as amostras de crianças infectadas 

com DENV-2. 
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Tabela 18: Detecção do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificação de citocinas no 
LCR de crianças infectadas com DENV-2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ND = não detectado, HN = Homozigoto normal, HT = Heterozigoto, HM = Homozigoto mutado, NF= 
não feito, SD = sem dados. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Amostra 
SNP Citocinas (pg/mL) 

TIRAP IFN-γ TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2 

575 NF 112,2 3,1 4,7 20,9 ND ND 

577 NF ND ND ND ND ND ND 

579 NF 17,1 4,4 24,7 ND ND ND 

606 NF ND ND ND ND ND ND 

806 NF ND ND 13,0 ND ND ND 

839 HM ND ND 15,8 2,7 ND ND 

848 HN ND ND 52,8 20,7 ND ND 

1009 HN ND ND 6,9 8,3 ND ND 

1033 HT ND ND 5,9 ND ND ND 

1034 HT ND ND 6,3 ND ND ND 

1058 HN ND ND 6,1 ND ND ND 

1066 HN ND ND 5,8 ND ND ND 

1067 HN ND ND 59,4 ND ND ND 

1103 HT ND ND ND ND ND ND 

1123 HM ND ND ND ND ND ND 

1159 HT ND ND ND ND ND ND 

1192 HN ND ND ND ND ND ND 

1199 HN ND ND ND ND ND ND 

1207 HN ND ND ND ND ND ND 
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Tabela 19: Dados citoquímicos do LCR de crianças com manifestações de SNC 
positivo para DENV-2. 

Amostra 

Citologia   Exames Bioquímicos 

Leucócitos 
(/mm3) 

Linfócitos 
(%) 

Monócitos 
(%) 

Neutrófilos 
(%) 

Outros 
(%) 

  Glicose 
(mg/dL) 

Proteína 
(mg/dL) 

Lactato 
(mmol/L)   

Valores de 
referência 

0 - 5 70 - 100 30% - -   40 - 70 12 - 60 0,6 - 2,2 

575 176 98 0 1 1 (EO)   65 97 2,8 

577 SD SD SD SD SD   SD SD SD 

579 206 48 20 10 22 (MO)   36 127 1,5 

606 5 95 0 2 3 (MO)   45 34 1,2 

806 1 86 10 2 2 (MO)   60 14 1,1 

839 5 78 14 4 4 (MO)   56 22 1 

848 SD SD SD SD SD   SD SD SD 

1009 2 85 14 1 0   62 46 1,7 

1033 3 0 0 0 0   49 21 1,2 

1034 6 28 44 28 0   67 53 1,2 

1058 10 90 10 0 0   71 19 - 

1066 1 50 50 0 0   51 18 1,2 

1067 890 79 14 5 2 (MO)   26 181 3,8 

1103 3 75 13 - -   44 237 1,7 

1123 4 76 10 14 0   45 21 1 

1159 18 39 4 57 0   64 29 1,2 

1192 1 86 10 2 2 (MO)   57 15 1 

1199 16 58 14 22 -   57 56 1,2 

1207 1 68 32 0 0   57 59 4,3 

SD = sem dados, MO = macrófago, EO = eosinófilo. 

Na amostra HM 839 foram detectadas IL-10 e IL-5 em baixa concentração, já 

na amostra HM 1123 não houve detecção de nenhuma citocina avaliada (Tabela 18), 

o LCR destas amostras não apresentou nenhuma alteração (Tabela 19). Nas 

amostras HT 1033 e 1034, somente IL-10 foi detectada em baixa concentração, 

enquanto nas amostras HT 1103 e 1159, não houve detecção de nenhuma citocina 

avaliada (Tabela 18). Somente a amostra HT 1159 teve alteração no LCR, a 

celularidade estava aumentada com predominância de neutrófilos (Tabela 19). Nas 

amostras 575 e 579 foram detectadas o maior número de citocinas (Tabela 18) e os 

LCRs destas crianças estavam com a celularidade aumentada (Tabela 19). A 

presença do SNP no gene tirap não foi avaliada nestas amostras.  
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Tabela 20: Detecção do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificação de citocinas no 
LCR de crianças infectadas com DENV-3. 

Amostra 
SNP Citocinas (pg/mL) 

TIRAP IFN-γ TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2 

544 NF ND ND ND ND ND ND 

572 NF ND ND ND ND ND ND 

584 NF ND ND ND ND ND ND 

595 NF 9,8 6,9 ND ND ND ND 

609 NF 38,4 6,1 43,4 10,3 ND 20,8 

620 NF 250,0 ND 7,2 4,9 ND ND 

633 NF 124,3 ND 7,7 ND ND ND 

1048 NF ND ND 6,0 ND ND ND 

1125 HN 20,8 ND 29,4 ND ND 3,3 

1152 HN ND ND 35,4 ND ND ND 

1197 HN ND ND ND ND ND ND 

1200 NF ND ND ND ND ND ND 

1202 NF ND ND ND ND ND ND 

1212 HN 152,3 ND 163,9 ND ND ND 

1234 HN ND ND ND ND ND ND 

ND = não detectado, HN = Homozigoto normal, NF = não feito, SD = sem dados. 
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Tabela 21: Dados citoquímicos do LCR de crianças com manifestações de SNC 
positivo para DENV-3. 

Amostra 

Citologia   Exames Bioquímicos 

Leucócitos 
(/mm3) 

Linfócitos 
(%) 

Monócitos 
(%) 

Neutrófilo
s (%) 

Outros  
(%) 

  Glicose 
(mg/dL) 

Proteína 
(mg/dL) 

Lactato 
(mmol/L)   

Valores de 
referência 

0 - 5 70 - 100 30% - -   40 - 70 12 - 60 0,6 - 2,2 

544 11 95 5 0 0   44 17 1,5 

572 2 87 9 4 0   54 11 0,9 

584 5 47 3 48 2 (EO)   51 81 2,2 

595 SD SD SD SD SD   SD SD SD 

609 1640 2 0 82 
1 (EO) 

 15 (MO) 
  52 101 4 

620 144 62 19 18 -   64 137 1,5 

633 175 26 67 5 2 (MO)   42 114 1,7 

1048 2 100 0 0 0   49 28 1 

1125 6 90 0 10 0   74 11 1,8 

1152 83 94 5 1 0   50 28 1,2 

1197 3 87 12 0 -   52 21 1 

1200 2 92 0 0 0   86 34 1,2 

1202 4 30 5 62 3 (EO)   43 33 1,4 

1212 640 74 24 1 1 (MO)   37 98 3,1 

1234 125 75 10 13 2 (MO)   64 54 1,8 

SD = sem dados, MO = macrófago, EO = eosinófilo. 

Nas tabelas 20 e 21 estão apresentadas as amostras de crianças infectadas 

com DENV-3. A presença do SNP TIRAP foi avaliada em 5 amostras e todas foram 

HN, houve detecção de citocinas nas amostras 1125, 1152, e 1212 (Tabela 20).  

As amostras 1152 e 1212 apresentaram celularidade aumentada no LCR, 

principalmente a 1212 que apresentou 100 vezes mais células que o limite 

estabelecido pelo HIJPII e os dados de proteína e lactato também estavam altos 

(Tabela 21). Na amostra 609 foram detectadas o maior número de citocinas (Tabela 

20) e o LCR estava alterado, com celularidade mais de 300 vezes maior que o valor 

de referência do HIJPII, com predominância de neutrófilos e macrófagos, com os 

valores de proteína e lactato altos (Tabela 21). Esta amostra foi diagnosticada com 

meningite bacteriana, apesar de não apresentar crescimento bacteriano na cultura do 

LCR e de não serem visualizadas bactérias no Gram.  
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Tabela 22: Detecção do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificação de citocinas no 
LCR de crianças infectadas com DENV-4. 

Amostra 
SNP Citocinas (pg/mL) 

TIRAP IFN-γ TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2 

841 HN 12,6 ND ND 2,5 ND ND 

1140 HN ND ND ND ND ND ND 

1166 NF ND ND ND ND ND ND 

1175 HN ND ND ND ND ND ND 

ND = não detectado, HN = Homozigoto normal, NF = não feito. 

 
Tabela 23: Dados citoquímicos do LCR de crianças com manifestações de SNC 
positivo para DENV-4. 

Amostra 

Citologia   Exames Bioquímicos 

Leucócitos 
(/mm3) 

Linfócitos 
(%) 

Monócitos 
(%) 

Neutrófilos 
(%) 

Outros 
(%) 

  Glicose 
(mg/dL) 

Proteína 
(mg/dL) 

Lactato 
(mmol/L)   

Valores de 
referência 

0 - 5 70 - 100 30% - -   40 - 70 12 - 60 0,6 - 2,2 

841 126 82 10 6 2 (MO)   50 77 1,9 

1140 5 37 13 49 1 (EO)   54 20 1,3 

1166 1 95 1 4 0   68 25 1,5 

1175 8 72 28 0 0   44 10 1,2 

MO = macrófago, EO = eosinófilo. 

Nas tabelas 22 e 23 estão apresentadas as amostras de crianças infectadas 

com DENV-4. As amostras 841, 1140 e 1175 foram HN, sendo que somente a amostra 

841 apresentou o LCR alterado, com celularidade aumentada (Tabela 23), e com 

detecção de citocinas (Tabela 22). 
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Tabela 24: Detecção do SNP rs8177374 no gene tirap e quantificação de citocinas no 
LCR de crianças com coinfecção com diferentes sorotipos de DENV. 

Amostra Vírus 
SNP Citocinas (pg/mL) 

TIRAP IFN-γ TNF IL-10 IL-5 IL-4 IL-2 

1002 DENV-1/2 HN 188,2 ND 34,1 6,8 ND 11,1 

1098 DENV-1/2 HN ND ND ND ND ND ND 

1188 DENV-1/2 NF ND ND ND ND ND ND 

437 DENV-1/3 NF ND ND ND ND ND ND 

1133 DENV-1/3 HN ND ND ND 2,8 ND ND 

571 DENV-2/3 NF 11,3 ND 20,6 ND ND ND 

557 DENV-1/2/3 NF ND ND ND ND ND ND 

615 DENV-1/2/3 NF ND ND 6,6 ND ND ND 

ND = não detectado, HN = Homozigoto normal, NF = não feito. 

 

Tabela 25: Dados citoquímicos do LCR de crianças com manifestações de SNC com 
coinfecção com diferentes sorotipos de DENV. 

Amostr
a 

Vírus 

Citologia   Exames Bioquímicos 

Leucócito
s (/mm3) 

Linfócitos 
(%) 

Monócitos 
(%) 

Neutrófilos 
(%) 

Outros  
(%) 

  Glicose 
(mg/dL) 

Proteína 
(mg/dL) 

Lactato 
(mmol/L)   

Valores de referência 0 - 5 70 - 100 30% - -   40 - 70 12 - 60 0,6 - 2,2 

1002 DENV-1/2 20 81 6 9 4 (MO)   47 58 1,2 

1098 DENV-1/2 1 100 0 0 0   51 21 1,4 

1188 DENV-1/2 1 80 14 2 -   62 102 0,8 

437 DENV-1/3 8 64 16 8 
2 (EO)  

10 (MO) 
  52 13 1,2 

1133 DENV-1/3 10 77 12 6 5 (MO)   74 15 1,2 

571 DENV-2/3 15 6 8 86 0   63 24 2,1 

557 DENV-1/2/3 28 71 0 29 0   70 30 1,4 

615 DENV-1/2/3 70 5 5 90 0   38 22 1,7 

MO = macrófago, EO = eosinófilo. 

Nas tabelas 24 e 25 estão apresentadas as amostras com coinfecções de 

diferentes sorotipos de DENV. Foi realizada a análise do SNP TIRAP em três amostras 

e todas foram HN (Tabela 24). De modo geral, as amostras que apresentaram maior 

celularidade no LCR foram as amostras em que foram detectadas citocinas, com 

exceção da amostra 557, que apresentou celularidade aumentada, mas não foram 

detectadas citocinas (Tabelas 24 e 25). 
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As amostras de DENV analisadas foram coletadas entre 2014 e 2019. Segundo 

a Secretaria de Saúde de Minas Gerais, os quatro sorotipos de DENV são 

identificados no Estado de Minas Gerais desde 2011, com predomínio de DENV1 até 

2017 e, a partir de 2018, DENV2 predomina dentre as amostras testadas, sendo o 

sorotipo mais detectado no ano de 2019. Foram analisadas muitas amostras de 

DENV-2 provenientes dos anos 2018 e 2019, mas também foram analisadas muitas 

amostras de DENV-1 e DENV-3. E as quatro amostras de DENV-4 também foram 

provenientes deste ano.  

5.3. Análise comparativa das frequências observadas em pacientes 

infectados com flavivírus com o banco de dados dbSNP 

Para comparar as frequências dos alelos encontradas nos pacientes infectados 

com flavivírus de maneira geral com as frequências observadas nas populações 

globais e americanas, os dados obtidos nas análises de SNP de pacientes infectados 

com DENV e ZIKV foram agrupados e estão apresentados na tabela 26. Como 

somente o SNP TIRAP foi analisado para todas as amostras, somente este SNP está 

apresentado na tabela. 

Tabela 26: Análise comparativa entre as frequências dos alelos obtidas nas amostras 

de pacientes infectados com flavivírus versus frequências do dbSNP. 

SNP Frequências 
Alelo 

C (normal) T (mutado) 

TIRAP 

Global ALFA 0.85 0.15 

Global 1000genomes 0.91 0.09 

Global gnomAD 0.89 0.11 

Americana 1000genomes 0.91 0.09 

Americana gnomAD 0.90 0.10 

Flavivírus 0.82 0.18 

Fonte: dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). 

 Quando comparado com a frequência global dos alelos no estudo ALFA, a 

frequência observada nos pacientes positivos para flavivírus é semelhante. Quando 

comparado com as frequências globais e americanas dos estudos 1000genomes e 

gnomAD, a frequência do alelo T (mutado) observada é maior (Tabela 26). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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5.4. Infecção e imunidade inata em crianças: SARS-CoV-2 

5.4.1. Análise de SNP em crianças infectadas com SARS-CoV-2 

Em 2019 foi descrita a emergência do SARS-CoV-2. Este foi disseminado 

mundialmente causando uma pandemia com mais de 500 milhões de infectados e 

mais de 6 milhões de óbitos (WHO, 2022). Estudos demonstraram, até a realização 

deste trabalho, em junho de 2021, antes da variante ômicron surgir, que crianças são 

menos afetadas pela infecção que adultos (SOLA et al., 2021; DONG et al., 2020; 

LUDVIGSSON, 2020) mas crianças pequenas, principalmente bebês, são vulneráveis 

à infecção (DONG et al., 2020). Embora a porcentagem de crianças infectadas com 

SARS-CoV-2 seja menor e a doença grave e morte sejam menos frequentes, já foi 

relatado que crianças apresentaram SIMP, doença de Kawasaki, síndrome do choque 

tóxico, sepse viral e hepatite (VINER; WHITTAKER, 2020; HARWOOD et al., 2021; 

RIPHAGEN et al., 2020; VARUN, 2021; WHITTAKER et al., 2020). Estudos que 

avaliam uma associação entre fatores de risco e a gravidade da doença em crianças 

ainda são escassos (DONG, Y. et al., 2020).  

Para avaliar o papel de alguns genes da imunidade inata na infecção por SARS-

CoV-2, o DNA de crianças com quadro grave de Covid-19 foi analisado para detecção 

de SNPs em genes relacionados à resposta imune inata. Foram selecionadas crianças 

com Covid-19 hospitalizadas com teste sorológico ou PCR positivos, sendo apenas 

uma criança selecionada por critério epidemiológico. Foram analisados os mesmos 

SNPs anteriormente descritos. 
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Figura 34: Detecção de SNP em genes tlr3, tlr7, tirap, myd88, oas3 e mcp-1 de crianças infectadas 
com SARS-CoV-2. O DNA extraído do sangue de crianças infectadas com SARS-CoV-2 foi amplificado 
e sequenciado com iniciadores específicos para a detecção de SNPs nos genes tlr3, tlr7, tirap, myd88, 
oas3 e mcp-1. As análises foram feitas nos softwares Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) e 
novoSNP (Department of Molecular Genetics - VIB and University of Antwerp). a) TLR3a: SNP rs3 
775291 no gene tlr3 (C>T) (n= 59), b) TLR3b: SNP rs5743316 no gene tlr3 (A>T) (n = 59), c) TLR7: 
SNP rs179008 no gene tlr7 (A>T) (n = 59), d) TIRAP: SNP rs8177374 no gene tirap (C>T) (n = 59), e) 
MyD88: SNP rs387907272 no gene myd88 (T>C) (n = 42), f) OAS3: SNP rs61942233 no gene oas3 
(C>T) (n = 53), g) MCP-1: SNP rs1024611 no gene mcp-1 (A>G) (n = 59). HN = Homozigoto normal, 
HT = Heterozigoto. HM = Homozigoto mutado. 

 Foram analisadas 59 amostras para os SNPs TLR3 a e b, TLR-7, TIRAP e 

MCP-1. Destas, uma amostra foi HM e 18 amostras foram HT para TLR-3a (Figura 

34a), todas foram HN para TLR3b (Figura 34b), nove amostras foram HM e sete 

amostras foram HT para TLR-7 (Figura 34c), 16 amostras foram HT para TIRAP 

(Figura 34d) e nove amostras foram HM e 23 amostras foram HT para MCP-1 (Figura 

34g). Para o SNP MyD88 foram analisadas 42 amostras e OAS3 foram analisadas 53 

amostras e não foram observadas bases mutadas, sendo todas as amostras HN 

(Figuras 34b, 34e e 34f). 

 Para comparar as frequências dos SNPs avaliados com as frequências 

encontradas na população global, foi feito o cálculo da frequência de cada alelo normal 

ou mutado de cada SNP. Os resultados estão apresentados na tabela 27, junto com 

as frequências globais obtidas do banco de dados dbSNP. 
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Tabela 27: Análise comparativa entre as frequências dos alelos obtidas nas amostras 
de pacientes com Covid-19 grave versus frequências do dbSNP. 

SNP Frequências 
Alelo 

Normal Mutado 

TLR3a 

Global ALFA C = 0.72 T = 0.28 

Global 1000genomes C = 0.77 T = 0.23 

Global gnomAD C = 0.76 T = 0.24 

Americana 1000genomes C = 0.695 T = 0.305 

Americana gnomAD C = 0.71 T = 0.29 

Covid-19 C = 0.83 T = 0.17 

TLR3b 

Global ALFA A = 0.99992 T = 0.00008 

Global 1000genomes SD SD 

Global gnomAD A = 0.999964 T = 0.000036 

Americana 1000genomes SD SD 

Americana gnomAD A = 1 T = 0 

Covid-19 A = 1 T = 0 

TLR7 

Global ALFA A = 0.80 T = 0.20 

Global 1000genomes A = 0.88 T = 0.12 

Global gnomAD A = 0.81 T = 0.19 

Americana 1000genomes A = 0.79 T = 0.21 

Americana gnomAD A = 0.79 T = 0.21 

Covid-19 A = 0.79 T = 0.21 

TIRAP 

Global ALFA C = 0.85 T = 0.15 

Global 1000genomes C = 0.91 T = 0.09 

Global gnomAD C = 0.89 T = 0.11 

Americana 1000genomes C = 0.91 T = 0.09 

Americana gnomAD C = 0.90 T = 0.10 

Covid-19 C = 0.86 T = 0.14 

MyD88 

Global ALFA T = 0.99981 C = 0.00019 

Global 1000genomes T = 0.9998 C = 0.0002 

Global gnomAD T = 0.999993 C = 0.000007 

Americana 1000genomes T = 1 C = 0 

Americana gnomAD T = 0.99993 C = 0.00007 

Covid-19 T = 1 C = 0 

OAS3 

Global ALFA C = 0.985 T = 0.015 

Global 1000genomes C = 0.995 T = 0.005 

Global gnomAD C = 0.99 T = 0.01 

Americana 1000genomes C = 0.994 T = 0.006 

Americana gnomAD C = 1 T = 0 

Covid-19 C = 1 T = 0.0 

MCP-1 

Global ALFA A = 0.72 G = 0.28 

Global 1000genomes A = 0.64 G = 0.36 

Global gnomAD A = 0.72 G = 0.28 

Americana 1000genomes A = 0.51 G = 0.49 

Americana gnomAD A = 0.57 G = 0.43 

Covid-19 A = 0.65 G = 0.35 

Fonte: dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
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 A frequência do alelo mutado do SNP TLR3a foi menor nos pacientes com 

Covid-19 em relação às frequências globais e americanas dos diferentes estudos. A 

frequência do alelo mutado do SNP TLR7 nos pacientes com Covid-19 foi maior em 

relação à frequência global do estudo 1000genomas, mas foi semelhante ou igual às 

frequências globais e americanas dos demais estudos. A frequência do alelo mutado 

do SNP TIRAP nos pacientes com Covid-19 foi semelhante à frequência global do 

estudo ALFA e foi maior que as frequências globais e americanas dos demais estudos. 

A frequência do alelo mutado do SNP MCP-1 foi maior nos pacientes com Covid-19 

em relação à frequência das populações globais dos estudos ALFA e gnomAD, 

semelhante à frequência global do estudo 1000genomes e menor que as frequências 

americanas. As frequências dos alelos mutados dos SNPs TLR3b, MyD88 e OAS3 

nos pacientes com Covid-19 foram iguais a 0, o que é semelhante as frequências 

globais e americanas, que são próximas de 0 e até mesmo igual a 0 em alguns 

estudos (Tabela 27).  

VAN DER MADE e colaboradores (2020) identificaram variantes únicas de 

perda de função no gene tlr7 no cromossomo X em quatro homens com Covic-19 

grave. Deleção de quatro nucleotídeos, que provoca perda total de função do TLR7, 

foi identificada em dois pacientes irmãos, um deles veio a óbito. Nos outros pacientes, 

também irmãos, foi identificada mutação missense, que foi prevista como deletéria em 

todas as ferramentas de previsão in sílico, a alteração de aminoácidos resultante afeta 

o domínio carboxiterminal da região de repetição rica em leucina. Embora a frequência 

do SNP rs179008 no gene tlr7 obtida neste trabalho não foi diferente das frequências 

do banco de dados dbSNP, foram identificados sete pacientes HT e nove pacientes 

HM que tiveram Covid-19 grave.  

 PAIRO-CASTINEIRA e colaboradores (2020), analisaram o genoma de 2.244 

pacientes com infecção grave por SARS-CoV-2 e identificaram associação com genes 

que codificam OAS1, OAS2 e OAS3 e no gene receptor de interferon IFNAR2. Neste 

trabalho foi analisado SNP no gene oas3, mas não foram identificadas mutações.   

 Ainda existem poucos estudos que relacionam a presença de polimorfismos em 

genes do sistema imune e a infecção por SARS-CoV-2, a maioria dos estudos 

relacionam infecções por SARS-CoV-2 e mutações nos genes da serina protease 

transmembrana 2 (TMPRSS2) e da enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2), que 
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desempenham um papel crucial na penetração do SARS-CoV-2 nas células 

hospedeiras (PANIRI; HOSSEINI; AKHAVAN-NIAKI, 2021; TAHER et al., 2021; ZHOU 

et al., 2021; ASSELTA et al., 2020; LOPERA MAYA et al., 2020).  

Os estudos citados acima evidenciam a relação entre mutações no DNA 

humano e a susceptibilidade à Covid-19, e a importância de investigar mutações em 

genes do sistema imune inato como mecanismo de prevenção à Covid-19 grave.  

5.4.2. Impacto de SNP nas infecções por SARS-CoV-2: estudo de casos 

Apesar de nossos estudos terem identificado uma frequência diferente do alelo 

mutado do SNP TLR3a, o estudo de casos identificou mais claramente o impacto dos 

SNPs em crianças com Covid-19.   

Uma criança do sexo masculino, de 5 anos, iniciou com febre, odinofagia, 

diarreia, dor abdominal e vômitos em 19 de agosto de 2020. No dia 23, ainda com 

febre, apresentou acolia fecal e icterícia. A criança foi internada após avaliação 

médica e exames que detectaram hepatite. Além disso, o paciente tem asma e fez 

uso intensivo de spray de beclometasona na dose baixa de 100 mcg/dia. Ele não tinha 

outras doenças, e esta foi sua primeira internação hospitalar. No cartão de vacinação 

da criança constava uma dose de hepatite A e três doses de hepatite B. Após 

entrevista com os cuidadores da criança, também foi descartada possível ingestão 

acidental de medicamentos ou substâncias hepatotóxicas. 

A criança permaneceu internada para tratamento de suporte e exames por 4 

dias, recebendo alta com melhora da febre, vômitos e dor abdominal. No entanto, foi 

internada novamente 4 dias depois por apresentar febre, cansaço e edema em 

membros inferiores. Ele recebeu alta após três dias. Não houve sangramento ou falha 

hemodinâmica em nenhum momento. O paciente recebeu apenas tratamento de 

suporte. 

Para investigar a possível causa dessa hepatite neste paciente, foram 

realizados testes sorológicos para hepatites virais (hepatite A, B, C, E, HIV-1 e -2, EBV 

e CMV) e exames para avaliar possível hepatite autoimune, doença de Wilson, e 

deficiência de alfa1-antitripsina (Tabela 28). Todos esses testes foram negativos. O 

paciente apresenta IgG positivo para EBV e CMV. Como o paciente apresentava uma 



138 
 

 

epidemiologia positiva para Covid-19 associada a febre, odinofagia e alterações nos 

marcadores inflamatórios, perfil de coagulação e D-dímero, foi solicitado teste 

sorológico que deu positivo para IgM, IgG e IgA para SARS-CoV- 2, com os kits 

Biolisa-CoV-2 IgM, Biolisa-CoV-2 IgG e Biolisa-CoV2 IgA (Bioclin, Quibasa, Brasil), 

respectivamente. O RT-qPCR para SARS-CoV-2 foi realizado na nasofaringe e 

orofaringe seis dias após os sintomas e foi negativo (Tabela 28). 

Foi feito um ecocardiograma devido à possibilidade de síndrome inflamatória 

multissistêmica associada à Covid-19, mas o exame não evidenciou alterações na 

função cardíaca ou dilatação coronariana. Após a alta hospitalar, o paciente continua 

em acompanhamento ambulatorial com equipe de gastroenterologia pediátrica, 

porém, sem outras manifestações clínicas. O paciente foi submetido a exame de 

colangiorressonância em janeiro de 2021, mas o exame não apresentou alterações. 

Neste momento, o anticorpo antinuclear também não foi reativo. Outros exames 

diagnósticos realizados para diagnósticos diferenciais como doença de Wilson, 

deficiência de alfa-1-antitripsina, hepatite autoimune e colangite esclerosante primária 

foram negativos. O paciente posteriormente foi internado mais duas vezes. 

Os SNPs avaliados detectaram o SNP mutado para TLR-7. A hepatite 

provocada pelo SARS-CoV-2 pode estar associada ao comprometimento da 

imunidade inata contra o vírus causado pelo polimorfismo em tlr-7. O mesmo SNP foi 

relatado por Fakhir e colaboradores (2018) como sendo uma das causas da resposta 

imune prejudicada durante a infecção pelo HCV. Azar e colaboradores (2020) 

relataram que pacientes infectados pelo HIV-1, que apresentavam esta mutação, 

produziram menores quantidades de TLR-7, resultando em menor produção de IFN-

1, com consequente maior carga viral. 
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Tabela 28: Resultados laboratoriais, testes para hepatite, testes sorológicos e SNPs. 

Testes (unidades)/Datas 24-26/08 02/09 18/11 Valor de referência 

Hemoglobina (g/dL) 12,8 10,7 12,9 11,5 - 13,5 
Leucócitos (cels/mm3) 10.030 8.450 6.170 5.000-14.500 
Plaquetas (cells/ mm3) 369.000 589.000 432.000 150.000 – 400.000 

Proteina C-Reativa (mg/L) 233 62 - < 12 
Aspartato aminotransferase (IU/L) 326 48 33 10-47 
Alanina aminotransferase (IU/L) 234 49 19 24-49 

Bilirubina/ Bilirubina direta (mg/dL) 4,4/4,0 0,9/0,6 0/0 ≤ 1,2/≤ 0,4 
Gamma-glutamil transferase (IU/L) 833 239 22 < 30 

Fosfatase alcalina (IU/L) 770 329 253 142-335 
Albumina (g/dL) 3,9 3,9 4,3 2,9-4,7 

Tempo de ativação parcial da 
protrombina (seg) 

69 62 77 25-35 

Razão normalizada internacional (RNI) 1,28 1,38 1,3 0,87-1,2 
D-dimero (mcg/mL) 1,46 1,83 - ≤ 0,5 

α1-antitripsina (mg/L) 293 - - 78- 200 
Ceruloplasmina (mg/dL) 36 - - 20-60 

Anticorpo antinuclear 1:80 - - NR 
Anti-músculo liso NR - - NR 

Cobre sérico (mcg/dL) 177 - - 90-190 
Cobre urinário (mcg/24hs) 11 - - ≤ 60 

Anti-microssomal de fígado/rim tipo I - NR - NR 
SARS-CoV-2 IgG/IgA/IgM P/P/P - - N 

VDRL N - - N 
RTqPCR Influenza A, B; RSV e SARS-

CoV2 
N/N/N - - N/N/N 

Anti- HIV 1,2 N - - N 
Anti- hepatite A virus/C virus N/N - - N/N 

Anti-hepatite E IgM N   N 
Hepatite B, HBsAg, anti- HBc-IgM N/N - - N/N 

Anti- herpes virus humano IgM N - - N 
Anti-citomegalovirus IgG/IgM P/N - - N 

Anti-Epstein–Barr virus IgG/IgM P/N - - N 
TLR-7 T/T (A/A) - - HM - 
TLR-3 C/C (T/T) - - HN - 
TIRAP C/C (T/T) - - HN - 
MCP-1 A/A (G/G) - - HN - 
OAS-3 C/C (T/T) - - HN - 

MCP-1 = monocyte chemoattractant protein 1; OAS = 3 2'-5'-Oligoadenylate Sintetase 3; SARS-CoV-2 
= Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus type 2; SNP = Single nucleotide polymorphism; 
RSV = respiratory syncytial virus; TIRAP = Toll-interleukin 1 receptor domain-containing adapter protein; 
TLR-3 = Toll like receptor 3; TLR-7 = Toll Like Receptor 7; VDRL = Venereal Disease Research 
Laboratory; HM = homozigoto mutado; HN = homozigoto normal; P = positivo; N = negativo; NR = não 
reativo; NF = não feito.  

 Três crianças com anemia falciforme e Covid-19 que evoluíram com 

complicações durante a internação ou após a alta foram investigadas. Estas crianças 

apresentaram complicações significativas da anemia falciforme, tais como síndrome 

torácica aguda, sequestro esplênico e crise de dor durante a internação ou até 2 

meses após a infecção por SARS-CoV-2. Todas necessitaram de transfusão de 

concentrado de hemácias e internação em hospital de referência. Foram detectados 
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os SNPs rs179008 no gene tlr-7 em uma criança, e rs8177374 no gene tirap em duas 

delas (PESSOA et al., 2022) (Tabela 29). 

Tabela 29: Resultados laboratoriais, teste para SARS-CoV-2 e SNPs. 

Testes (units) 
demográfico/pacientes 

1 2 3 
Valor 

Referência 

Idade (a, m) 15 1, 5 6 - 
Sexo Feminino Masculino Feminino - 

Saturação oxigênio na 
admissão 

90% 98% 80% 94-100% 

Manifestação clínica 
Síndrome torácica 

aguda 
Síndrome 

Flu 
Pneumonia viral - 

Tomografia de peito 

Infiltrado intersticial 
difuso. 

Aglomerado 
brônquico-vascular 
na base do pulmão 

direito 

NF 

Infiltrado intersticial 
do segmento 

posterior e inferior 
do hemitórax direito. 

Espessamento 
brônquico bilateral 

- 

RT-qPCR SARS-CoV-2 P P P N 
Antígeno SARS-CoV-2  NF NF P N 
Hemoglobina (g/fdL) 6,3 7,7 5,5 11,5 - 13,5 

Reticulócitos (%) 0,1 7,8 14,2 1 - 1,5 
Leucócitos (cels x 

103/mm3) 
11,8 3,9 21,9 5 – 14,5 

Neutrófilos (cels x 
103/mm3) 

7,0 1,5 16,4 1,5-8,0 

Linfócitos (cels x 
103/mm3) 

3,2 2,2 2,8 1,5-6,5 

Plaquetas (cels/ mm3x 
103) 

418 87 195 150 – 400 

Proteína C-Reactiva 
(mg/L) 

49,6 6,0 85,9 < 12 

TLR-7 T/T (A/A) HT HN HN - 
TIRAP C/C (T/T) HN HT HT - 

TIRAP = Toll-interleukin 1 receptor domain-containing adapter protein; TLR-7 = Toll Like Receptor 7; 
HN = homozigoto normal; HT = heterozigoto NF = não feito, P = positivo, N = negativo. 

A doença falciforme (DF) é uma expressão clínica de homozigose para a 

hemoglobina S (HbS) caracterizada por anemia hemolítica crônica. Em todo o 

mundo estima-se que 3,2 milhões de pessoas vivem com DF. Pacientes com DF 

podem desenvolver síndrome torácica aguda, embolia pulmonar e acidente vascular 

cerebral (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019). 

O sistema imune inato é ativado na DF com alta expressão de TLR-4 (KATO et 

al., 2018), que depende de TIRAP para ser funcional. Há envolvimento de células 

imunes inatas, incluindo monócitos, neutrófilos, plaquetas e mastócitos, promovendo 

inflamação, adesão e dor (ALLALI et al., 2020). 
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A primeira paciente, uma adolescente de 15 anos, deu entrada no hospital 

apresentando síndrome torácica aguda iniciada uma semana após o início dos 

sintomas de Covid-19. Apresentava dor intensa no esterno e tórax bilateral, 

dependente da ventilação. Foi necessária oxigenoterapia por cânula nasal 2 L/min por 

oito dias e morfina para controle da dor por cinco dias. Foi medicada com antibiótico 

durante dez dias, com enoxaparina (40mg/dia) e salbutamol inalatório durante toda a 

internação. No terceiro dia de internação, qPCR para SARS-CoV-2 do swab 

nasofaríngeo foi positiva. No quinto dia de internação evoluiu com palidez importante 

associada à esplenomegalia (baço palpável a 6 cm do rebordo costal direito). O 

hemograma total mostrou queda da hemoglobina de 8,5 para 6,3mg/dl, sem aumento 

de reticulócitos (0,1%). Recebeu transfusões de hemácias, com melhora gradual, e a 

oxigenoterapia foi suspensa três dias depois. Recebeu alta após 11 dias de 

internação. O SNP rs179008 no gene tlr-7 foi identificado neste paciente (Tabela 29). 

O segundo paciente, uma criança de um ano e cinco meses, deu entrada no 

hospital após três dias de tosse, febre e dor de garganta. Evoluiu com diarreia e 

palidez, com queda da hemoglobina de 8,5 para 7,7 mg/dL. No quarto dia do início 

dos sintomas, RT- qPCR para SARS-CoV-2 de swab nasofaríngeo foi positivo. Ele 

recebeu alta após três dias. Porém, dois meses depois, foi internado na unidade de 

terapia intensiva de outro hospital por sequestro esplênico e recebeu transfusão 

sanguínea. O SNP rs8177374 no gene tirap foi identificado neste paciente (Tabela 

29). 

O terceiro paciente, uma criança de 6 anos, deu entrada no hospital um dia 

após o início dos sintomas, com tosse, febre e dispneia. Foi admitido no pronto-

socorro por taquipneia e saturação de oxigênio de 80%, sendo administrado oxigênio 

por meio de máscara sem reinalação. A tomografia de tórax mostrou imagem de 

envolvimento intersticial no segmento posterior e inferior do tórax direito e 

espessamento brônquico bilateral. Foi coletado swab nasofaríngeo no primeiro dia do 

início dos sintomas e o RT-qPCR para o SARS-CoV-2 foi positivo. Dois dias após a 

alta, retornou ao hospital com crise álgica intensa associada a oligúria, diminuição da 

saturação de oxigênio e febre. Foi prescrita hidratação intravenosa, morfina fixa, 

ceftriaxona e oxigênio por cânula nasal. Três dias depois, apresentou palidez e queda 

da hemoglobina de 7,5 para 5,5 mg/dL. Recebeu transfusão de hemácias com 
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melhora progressiva, recebendo alta após uma semana com razoável controle da dor. 

O SNP rs8177374 no gene tirap foi identificado neste paciente (Tabela 29). 

As crianças aqui relatadas apresentaram complicações significativas da DF 

como síndrome torácica aguda, sequestro esplênico e crise de dor durante a 

internação ou até 2 meses após a infecção por SARS-CoV-2. Todos necessitaram de 

transfusão de concentrado de hemácias e internação em hospital de referência para 

atendimento de crianças com DF. Foram analisados 37 casos de Covid-19 grave, com 

três pacientes com DF, correspondendo a 8,1% de todos os casos estudados. 

Estes e outros estudos (STUDZIŃSKA et al., 2017; DEVAL et al., 2019; CHEN 

et al., 2021; LIAKATH et al., 2021; PESSOA et al., 2021; PESSOA et al., 2022) indicam 

a relevância destas mutações no desdobramento de doenças em crianças.  
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6. CONCLUSÕES 

• As amostras de ZIKV PE243 e SPH, isoladas no Brasil, foram capazes de ativar 

TLR2 no sistema in vitro, mas somente quando as células foram estimuladas 

com a m.o.i. 10. Esta ativação foi diferente entre as amostras brasileiras, com 

ZIKV PE243 ativando 12,9% a mais que ZIKV SPH, evidenciando que os vírus 

estimulam respostas imunes diferentes. As amostras não foram capazes de 

ativar TLR4 nas m.o.i. utilizadas. 

• Camundongos imunocompetentes e nocautes para MyD88, TLR2/9 e NOS2 

infectados com as duas amostras de ZIKV (PE243 e SPH) isoladas no Brasil 

sobreviveram à infecção. Porém, camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV 

PE243 e camundongos MyD88-/- e TLR2/9-/- infectados com ZIKV PE243 e SPH 

apresentaram variação percentual de peso significativamente menor quando 

comparados aos não infectados, evidenciando a importância do sistema imune 

inato na infecção por ZIKV. Já camundongos NOS2-/- não apresentaram 

variação percentual de peso quando infectados com ZIKV PE243 e SPH, 

demonstrando que a ausência de NOS2 pode proteger camundongos da 

infecção por estes vírus, o que não ocorre com a amostra africana, já que os 

camundongos NOS2-/- infectados com ZIKV MR766 vieram a óbito; 

• A detecção de citocinas nos órgãos dos camundongos C57BL/6 e MyD88-/- foi 

distinta entre as amostras de ZIKV, com IFN-γ detectado no cérebro, fígado e 

baço de camundongos C57BL/6 infectados com ZIKV SPH e MCP-1 detectado 

no cérebro de camundongos MyD88-/- infectados com ZIKV PE243, mostrando 

novamente diferença nas respostas imunes desencadeadas por estas duas 

amostras. Foi detectado RNA viral em todos os cérebros, no fígado, baço, rim 

e testículos de camundongos C57BL6 e MyD88-/- infectados com ZIKV PE243 

e SPH, comprovando assim a disseminação viral; 

• Crianças infectadas com ZIKV apresentaram SNPs nos genes tlr3, tlr7, tirap, 

oas3 e mcp-1, sendo que o alelo mutado no SNP no gene tirap apresentou 

maior frequência e o alelo mutado no SNP no gene tlr3 apresentou menor 

frequência quando comparado às frequências do banco de dados dbSNP. 

Crianças infectadas com DENV-1 e DENV-2 apresentaram SNP no gene tirap, 

sendo que nas crianças infectadas com DENV-2, o alelo mutado apresentou 

maior frequência quando comparado às frequências do banco de dados 
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dpSNP. Crianças infectadas com SARS-CoV-2 apresentaram SNPs nos genes 

tlr3, tlr7, tirap e mcp-1, sendo que alelo mutado no SNP no gene tlr3 apresentou 

menor frequência quando comparado às frequências do banco de dados 

dbSNP. Estes resultados demonstram a importância do estudo de mutações 

em genes da imunidade inata para determinar a susceptibilidade às infecções 

virais.  

• As citocinas TNF, IL-10, IL-5 e IL-2 foram detectadas em LCR de crianças 

infectadas com ZIKV. As citocinas IFN-γ, TNF, IL-10, IL-5, IL-4 e IL-2 foram 

detectadas em LCR de crianças infectadas com DENV. IL-10, uma citocina 

regulatória, foi a citocina mais detectada e com maior concentração no LCR de 

crianças infectadas com ZIKV e DENV, o que pode demonstrar uma tentativa 

de controle da inflamação no SNC.   
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8.1. ANEXO I - CERTIFICADOS COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
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8.2. ANEXO II – ARTIGOS PUBLICADOS 
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8.3. ANEXO III – ARTIGOS SUBMETIDOS PARA PUBLICAÇÃO 
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8.4. ANEXO IV - OUTRAS ATIVIDADES 

PARTICIPAÇÃO EM CONGRESSOS E EVENTOS CIENTÍFICO 

1.  XXXII Congresso Brasileiro de Virologia - Virologia em Casa. 2021.  

Pôster: “HEPATITIS IN A CHILD INFECTED WITH SARS-COV-2 PRESENTING 
TOLL-LIKE RECEPTOR 7 GLN11LEU SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM”. 

2.  VIII Simpósio de Microbiologia da UFMG - Conecta SIM 2021, 2021.  

Pôster: “DETECÇÃO DE SNP rs179008 Gln11Leu NO GENE tlr-7 EM CRIANÇA 
INFECTADA COM SARS-CoV-2 COM HEPATITE”. 

3. XXXI Congresso Brasileiro de Virologia & XV Encontro de Virologia do Mercosul. 2020.  

Pôsters: “DETECTION OF rs179008 SNP IN THE TLR7 GENE IN CHILDREN 
INFECTED WITH ZIKV WITH NEUROLOGICAL MANIFESTATIONS” e 

“DETECTION OF rs8177374 SNP IN THE TIRAP GENE IN CHILDREN INFECTED 
WITH DENV WITH NEUROLOGICAL MANIFESTATIONS”. 

4. VII Simpósio de Microbiologia da UFMG - Conecta SIM 2020. 2020.  

5. 55° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical XXVI Congresso da 
Sociedade Brasileira de Parasitologia Chagas Leish 2019.  

Pôster: “ESTUDO DA RESPOSTA IMUNE INATA CELULAR CONTRA ZIKA VIRUS 
EM MODELO IN VITRO E IN VIVO” 

6. VI Simpósio de Microbiologia da UFMG - CONECTA SIM 2019. O microbiologista no 
mercado de trabalho. 2019.  

Pôster: “REDUÇÃO NO GANHO DE PESO EM CAMUNDONGOS INFECTADOS 
COM DIFERENTES ISOLADOS BRASILEIROS DE ZIKA VIRUS” 

7. IV FAMERP-UTMB: Emerging infections in the Americas - common interests and 
collaboration between Brazil and USA e São Paulo School of Advanced Science in 
Arbovirology FAMERP. São José do Rio Preto 2019.  

Pôsters: “REDUCTION ON WEIGHT GAIN IN MICE INFECTED WITH 
DIFFERENTIATES BRAZILIAN ISOLATES OF ZIKA VIRUS” e 

“STANDARDIZATION FOR DETECTION OF SINGLE NUCLEOTIDE 
POLYMORPHISMS (SNPs) IN INNATE IMMUNE RESPONSE GENES THROUGH 
qPCR: EVALUATION IN ZIKA VIRUS MENINGOENCEPHALITIS” 

8. XXIX Congresso Brasileiro de Virologia & XIII Encontro de Virologia do Mercosul. 
2018.  

Poster e apresentação oral: “MOLECULES OF INNATE IMMUNE RESPONSE 
AGAINST ZIKA VIRUS” 

https://na01.safelinks.protection.outlook.com/?url=https%3A%2F%2Fwww.even3.com.br%2Fcbv2021&data=04%7C01%7C%7C694809c69d794c25598a08d973b0e715%7C84df9e7fe9f640afb435aaaaaaaaaaaa%7C1%7C0%7C637668025892536016%7CUnknown%7CTWFpbGZsb3d8eyJWIjoiMC4wLjAwMDAiLCJQIjoiV2luMzIiLCJBTiI6Ik1haWwiLCJXVCI6Mn0%3D%7C1000&sdata=svM2RYqBdBsuAhj82YZkxR8bSMfXzBs8wcQOIEMgcws%3D&reserved=0
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9. V Simpósio de Microbiologia da UFMG - Desafios Atuais no Enfrentamento de 
Doenças Microbianas. 2018. 

Pôster: “RESPOSTA IMUNE INATA CELULAR CONTRA ZIKA VIRUS EM MODELO 
MURINO” 

10. XXVIII Congresso Brasileiro de Virologia e XII Encontro de Virologia do Mercosul. 
2017 

Pôster: “IN VITRO CELLULAR INNATE IMMUNE RESPONSE AGAINST ZIKA 
VIRUS”. 

11. III FAMERP-UTMB: Emerging infections in the Americas - common interests and 
collaboration between Brazil and USA e São Paulo School of Advanced Science in 
Arbovirology FAMERP. São José do Rio Preto – 2017. 

Pôster: “CELLULAR IN VITRO INNATE IMMUNE RESPONSE AGAINST DENGUE 
VIRUS AND ZIKA VIRUS” 

12. IV Simpósio de Microbiologia da UFMG – Metabolismo microbiano: Saúde, Ambiente 
e Biotecnologia. 2017. 

Pôster: “IN VITRO CELLULAR INNATE IMMUNE RESPONSE AGAINST ZIKA 
VIRUS” 

ORGANIZAÇÃO DE EVENTOS 

1. VII Simpósio de Microbiologia da UFMG. CONECTA SIM 2020. 2020. 

2. IV Simpósio de Microbiologia da UFMG – Metabolismo microbiano: Saúde, 
Ambiente e Biotecnologia. 2017. 

CURSOS 

1. “Capacitação no Uso e Manejo de Animais de Laboratório”. Central de 
Bioterismo do Instituto de Ciências Biomédicas e Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo. REBIOTERIO – CNPq. 
2019. 

2. São Paulo School of Advanced Science in Arbovirology - FAMERP - São José do 
Rio Preto. 2017. 

OUTROS 

Integrante da equipe do laboratório de Vírus na Força tarefa de enfrentamento da 
pandemia de COVID-19, sob coordenação da Pró-reitoria de Pesquisa da UFMG – 
atuação na realização de testes moleculares dando suporte ao diagnóstico laboratorial 
de COVID-19.  
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