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RESUMO 

Em 2015, o Brasil foi acometido por uma epidemia causada pelo vírus da Zika (ZIKV), 

um arbovírus pertencente à família Flaviviridae. Para a maioria dos indivíduos, a infecção pelo 

ZIKV apresenta-se assintomática e, nos quadros sintomáticos, os sinais clínicos são geralmente 

brandos incluindo febre, artralgias e rash cutâneo. Entretanto, o ZIKV pode desencadear 

complicações neurológicas graves, comprometendo o desenvolvimento de fetos de mães 

infectadas. Nestes casos, o vírus apresenta neurotropismo, desencadeando neuroinflamação, 

morte de neurônios e morte de células precursoras neuronais, levando ao desenvolvimento de 

microcefalia. Entretanto, pouco ainda se sabe sobre os eventos que desencadeiam a 

neurodegeneração promovida pela infecção pelo ZIKV. Neste trabalho, nós utilizamos 

infecções em cultura de neurônios primários de camundongos C57/BL6 a fim de caracterizar 

a morte neuronal mediada pelo vírus. Nossos resultados mostram que neurônios primários 

infectados pelo ZIKV são induzidos à morte neuronal por apoptose através de um mecanismo 

não autônomo. Em culturas neuronais infectadas com ZIKV há aumento significativo da 

ativação de caspase 3 em neurônios não infectados adjacentes a neurônios infectados, devido 

possivelmente ao aumento dos níveis de glutamato extracelular, aumento da expressão do fator 

de necrose tumoral-α (TNF-α) e aumento da expressão de interleucina-1β (IL-1β) nestas 

culturas. Além disto, observamos o aumento dos níveis de Ca2+ intracelular nas culturas 

neuronais infectadas pelo ZIKV, o que poderia facilitar a excitotoxicidade observada. Em 

termos moleculares, foi observado que a infecção pelo ZIKV promove o aumento significativo 

da expressão da subunidade 2B do receptor N-metil D-aspartato (GluN2B). O bloqueio da 

atividade das citocinas nas culturas neuronais infectadas acarreta uma diminuição dos níveis 

de Ca2+ intracelulares e, assim, diminuem a neurodegeneração. Este evento sugere a possível 

interação do TNF-α e IL-1β com os receptores de N-Methyl-D-Aspartate (NMDAR). Ademais, 

a inibição do NMDAR contendo GluN2B aumenta a taxa de sobrevivência das células 
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infectadas pelo ZIKV e promove a ativação de vias biológicas neuroprotetoras, tais como da 

proteína quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e proteína de ligação ao elemento de 

resposta a cAMP (CREB). Portanto, nossos resultados sugerem que a excitotoxicidade gerada 

após a infecção pelo ZIKV é mediada pelo mecanismo clássico de elevação dos níveis de 

glutamato extracelular, como também pelas citocinas pró-inflamatórias liberadas pelo próprio 

neurônio infectado. Além do mais, o aumento da viabilidade celular promovida pelo bloqueio 

de NMDAR, após a infecção pelo vírus, pode ser uma boa estratégia terapêutica para prevenir 

a morte neuronal mediada pelo ZIKV. 

 

Palavras-chaves: Zika Vírus, Receptores de N-Methyl-D-Aspartate (NMDA), GluN2B, Fator 

de Necrose tumoral-α, Interleucina-1β  
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ABSTRACT 

In 2015, Brazil was affected by an outbreak caused by zika virus (ZIKV), which is an 

arbovirus from the Flaviviridae family. For most individuals, ZIKV infection is asymptomatic 

and in most symptomatic cases clinical signs are usually mild, including fever, arthralgia, and 

skin rash. However, ZIKV can trigger serious neurological complications, causing 

microcephaly among fetuses of infected pregnant women. Is has been demonstrated that the 

virus is neurotropic, triggering neuroinflammation and the death of neurons and neuronal 

precursor cells, promoting microcephaly. However, little is known about the mechanism 

involved in the neurodegeneration triggered by ZIKV infection. Here, we performed viral 

infection in cultures of C57/BL6 embryos primary neurons to characterize the ZIKV-mediated 

neuronal death. Our data show that ZIKV infection in primary neurons triggered apoptosis-

mediated neuronal death under a non-autonomous mechanism. Virus-infected neuronal 

cultures exhibited a significant increase in caspase 3 activation in uninfected neuronal cells that 

were nearby infected cells, due to increased levels of extracellular glutamate, increased 

expression of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and increased expression of interleukin-1β (IL-

1β) in these cultures. Moreover, we observed increased levels of intracellular Ca2+ on ZIKV-

infected neuronal cultures, which correlates with the excitotoxicity observed. At the molecular 

level, we observed that ZIKV infection promoted significant increase in the expression levels 

of N-methyl D-aspartate receptor 2-subunit (GluN2B). The activity blockade of TNF-α and IL-

1β on these neurons led to decreased intracellular Ca2+ levels, thus preventing ZIKV-mediated 

neurodegeneration. These results suggest that cytokines and N-Methyl-D-Aspartate (NMDAR) 

receptors may interact. Furthermore, the blockade of NMDAR containing GluN2B increases 

the survival rates of ZIKV-infected cells and promotes the activation of neuroprotective 

biological pathways, such as the extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) and 

cAMP-responsive element binding protein (CREB). Altogether, these results suggest that the 



 

 

XIV 

excitotoxicity observed following ZIKV infection is mediated by the classical mechanism 

involving elevated levels of extracellular glutamate and increased release of proinflammatory 

cytokines by infected neuronal cultures. Besides, the increase in cell viability promoted by 

NMDAR blockade after virus infection appears to be a good therapeutic strategy to prevent 

neuronal death mediated by ZIKV. 

 

Keywords: Zika Virus, N-Methyl-D-Aspartate Receptors (NMDA), GluN2B, Tumor Necrosis 

Factor-α, Interleukin-1β  
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA DO ESTUDO 

A recente epidemia de infecção pelo Zika vírus (ZIKV) observada em diversas regiões 

do mundo, com intensa presença e agressividade nas Américas, mostrou-se alarmante e gerou 

consequências socioeconômicas graves para os países afetados. Publicações científicas 

recentes evidenciaram o impacto provocado pelo surto epidêmico do ZIKV, o que gerou um 

esforço de órgãos governamentais do Brasil e do mundo em busca de causas e tratamento. 

Sendo o ZIKV um agente etiológico que possui neurotropismo, neste trabalho nós utilizamos 

como ferramentas modelos experimentais in vitro que mimetizam consideravelmente os 

fenótipos encontrados nos casos clínicos. Através de testes preliminares, realizados com 

bloqueadores dos NMDARs, obtivemos uma redução considerável da morte celular induzida 

pelo ZIKV, o que lançou a possibilidade do uso destes fármacos como forma de tratamento. 

Dentro desta proposta, publicamos dois estudos complementares que investigaram os 

efeitos neuroprotetores de fármacos, moduladores do sistema glutamatérgico, em insultos 

promovidos pelo ZIKV. No primeiro estudo, realizado em colaboração com o prof. Dr. Mauro 

M. Teixeira, investigamos o uso do bloqueador de NMDAR, Memantina, como um agente 

neuroprotetor frente ao insulto de ZIKV (Costa, Del Sarto et al. 2017). Já no segundo estudo, 

descrito nesta tese, investigamos os mecanismos biológicos envolvidos nesta neuroproteção 

(Olmo, Carvalho et al. 2017). Sendo as drogas testadas já amplamente utilizadas pela clínica 

médica, nossos estudos poderão facilitar ensaios clínicos futuros por se tratar de medicamentos 

padronizados em termos de segurança, tolerabilidade e efeitos adversos. Embora os resultados 

pré-clínicos não garantam os efeitos em humanos, o tratamento com bloqueadores dos 

NMDARs para retardar a perda de tecido nervoso promovido pelo ZIKV é promissor. Os 

resultados obtidos lançam esperança de tratamento, não somente em pacientes infectados pelo 

ZIKV, mas também no caso de infecção por outros arbovirus
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 ZIKV: aspectos epidemiológicos 

O ZIKV é transmitido por mosquitos vetores do gênero Aedes. Foi isolado pela primeira 

vez de macacos encontrados na floresta Ziika, na Uganda, em 1947 (Dick, Kitchen et al. 1952). 

Na segunda metade do século 20, poucos casos de humanos infectados com o vírus foram 

relatados. Em sua maioria, os casos circundavam os países africanos, com a exceção de um 

estudo asiático que confirma a presença do ZIKV em “pools” de mosquitos Aedes aegypt na 

Malásia, em 1966 (Marchette, Garcia et al. 1969). Em 2007, entretanto, foi relatado o primeiro 

surto de ZIKV fora dos continentes africano e asiático, nas ilhas Yap, na Micronésia (Duffy, 

Chen et al. 2009). Surtos adicionais de infecção pelo ZIKV ocorreram em países banhados pelo 

oceano Pacífico, incluindo a Polinésia Francesa em 2013 (Cao-Lormeau, Roche et al. 2014), 

as Ilhas Cook e a Nova Caledônia em 2014 (Roth, Mercier et al. 2014).  Ainda no ano de 2014, 

foi publicado o primeiro registro de um paciente apresentando déficits neurológicos 

característicos da síndrome de Guillain-Barré (GBS) após uma infecção pelo ZIKV (Figura 

1A) (Oehler, Watrin et al. 2014). Casos de GBS subsequentes foram identificados na Polinésia 

Francesa e correlacionados retrospectivamente com o surto de ZIKV (Cao-Lormeau, Blake et 

al. 2016) (Figura 1A). A primeira evidência de circulação do ZIKV nas Américas foi detectada 

em uma ilha chilena do Pacífico, entre fevereiro e junho de 2014 (Organização Pan-americana 

de Saúde / Organização Mundial da Saúde, 2016). No entanto, somente foram observados 

outros surtos epidêmicos pela América Latina e Caribe após a introdução do ZIKV no Brasil 

(Musso 2015, Faria, Azevedo et al. 2016). Em meados de janeiro de 2016, a circulação do 

ZIKV já havia sido detectada em 18 países e em outros territórios nas Américas (Figura 1B) 

(dados do Centro Europeu para o Controle e Prevenção de Doenças - ECDC, 2015). 
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Figura 1. Aspectos temporoespaciais atribuídos à disseminação do ZIKV. (A) Cronograma 
epidemiológico da disseminação global do Zika vírus (ZIKV). Adaptado de (Musso 2015, Ribeiro and Kitron 
2016, Krauer, Riesen et al. 2017). (B) Distribuição geográfica dos casos de microcefalia confirmados nos anos de 
2010-2014 (painel da esquerda) e do ano de 2015 (painel da direita). Adaptado de European Centre for Disease 
Prevention and Control, 2015. 

 

A disseminação do ZIKV foi acompanhada por um aumento do número de casos 

clínicos apresentando maior complexidade. Na maioria dos casos, os pacientes são 

assintomáticos e, nos casos sintomáticos, os sinais clínicos são tipicamente leves e duram em 

torno de 2 a 7 dias. Comumente os indivíduos infectados pelo ZIKV podem apresentar um 

quadro de febre, dor nas articulações, dor de cabeça e erupções maculopapular. Porém, a partir 

de 2013, foram notificados os primeiros casos com histórico de hospitalização e síndromes 

neurológicas associados ao vírus (Figura 1A). No continente americano, outras síndromes 



 

 

18 

neurológicas como meningite, meningoencefalite e mielite, também foram associadas à 

infecção pelo ZIKV. Sendo que, em outubro de 2015, o governo brasileiro declarou emergência 

de saúde pública devido ao aumento drástico de crianças nascidas com microcefalia no estado 

de Pernambuco (Figura 1B). Três estados do Nordeste responderam pela maioria dos casos 

suspeitos de microcefalia notificados (Pernambuco: 1.306 casos; Paraíba: 665 casos; e Bahia: 

496 casos) (Figura 1B). Entre 512 casos de infecção pelo vírus investigados mais 

profundamente, o diagnóstico de microcefalia foi confirmado em 230 (Centro Europeu para o 

Controle e Prevenção de Doenças - ECDC, 2015). 

 

1.2 ZIKV: Características gerais e neurotropismo associados ao ZIKV 

O ZIKV é um vírus envelopado, com o conteúdo genético constituído por uma fita 

simples de RNA senso positivo. Pertence à família Flaviviridae e gênero Flavivirus, que 

também inclui vários patógenos humanos como o vírus da febre-amarela (YFV – Yellow Fever 

virus), Dengue vírus (DENV), vírus da Encefalite Japonesa (JEV – Japonese encephalitis 

virus), vírus da Encefalite de carrapatos (TBEV – Tick-borne encephalitis virus), e o vírus do 

Oeste do Nilo – (WNV – West Nile virus). O genoma do ZIKV é constituído por três partes: 

duas extremidades não codificantes que flanqueiam a janela de leitura, que é codificadora. Esta 

última dá origem a uma poliproteína que é clivada em dez partes, dando origem então à proteína 

do capsídeo, às proteínas do precursor de membrana e do envelope, bem como a sete proteínas 

não estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 2A) (Wang, Thurmond 

et al. 2017). 
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Figura 2. Estrutura molecular do ZIKV e sua replicação em neurônios. (A) O genoma viral consiste de 
uma fita positiva de RNA, contendo 10.617 nucleotídeos. A estrutura do ZIKV consiste em duas extremidades 
não codificadoras, e uma região codificadora para a poliproteína que dá origem aos componentes estruturais do 
vírus (proteínas do envelope (E), membrana (M) e capsídeo (C)), além de sete proteínas não estruturais (NS1, 
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). (B) Alguns estudos propõem que o ciclo de replicação do ZIKV, em 
neurônios, pode ser iniciado pela ligação do vírus aos receptores tirosino-quinase do tipo AXL e Tyro3, ou ao 
receptor tipo Fc, da célula hospedeira. Em seguida, o vírus é internalizado mediante a endocitose e o RNA viral é 
descoberto do seu revestimento proteico. O genoma é traduzido em um grande poliproteína que sofre um 
processamento para produzir proteínas maduras, estruturais e não-estruturais. As proteínas maduras participam 
da transcrição e replicação do RNA viral, bem como da montagem e liberação do vírus. Adaptado de (Li, Saucedo-
Cuevas et al. 2016). 
 
 
Tabela 1. Vírus da família Flaviviridae envolvidos em distúrbios neurológicos em humanos. 
Vírus Sinais clínicos neurológicos Referência(s) 

ZIKV 

Fetal 
Microcefalia 
Transtornos Cognitivos 
Cegueira (Li, Saucedo-Cuevas et al. 2016) 

Adulto 
Conjuntivite 
Uveíte 
Poliradiculopatias (GBS) 

DENV 

Encefalopatia (falência hepática e distúrbios metabólicos) 
Encefalite 
Complicações neuromusculares (GBS, disfunções musculares transientes) 
Meningite /Meningoencefalite 

(Carod-Artal, Wichmann et al. 2013) 
(Araujo, Nogueira et al. 2012) 

WNV 
Paralisia flácida aguda 
Meningite 
Encefalite 

(Li, Loeb et al. 2003) 
(Petersen and Marfin 2002) 

JEV 

Convulsões 
Paralisia flácida aguda 
Sintomas extrapiramidais 
Déficits neurológicos focais 

(Ludlow, Kortekaas et al. 2016) 

TBEV 

Meningite /Meningoencefalite 
Distúrbios cognitivos 
Distúrbios comportamentais/psiquiátricos 
Perda auditiva 
Distúrbios da visão 
Distúrbios do equilíbrio e coordenação motora 
Paralisia flácida 

(Ludlow, Kortekaas et al. 2016) 
(Li, Saucedo-Cuevas et al. 2016) 
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Diversas espécies de vírus originados da família Flaviviridae são neurotrópicos e estão 

associados a doenças neurológicas acometidas em humanos (Tabela 1). Dentre os 

comprometimentos neurológicos resultantes de infecções virais, a GBS é um distúrbio pós-

infeccioso, que induz uma resposta autoimune direcionada aos nervos periféricos e suas raízes, 

gerando um espectro fenotípico caracterizado pela polineuropatia desmielinizante ou 

neuropatia axonal aguda (Willison, Jacobs et al. 2016). Em infecções por ZIKV, por exemplo, 

estudos recentes apontam que a GBS apresenta características eletrofisiológicas compatíveis 

com o tipo de neuropatia axonal motora aguda, resultando, em termos clínicos, em uma 

fraqueza muscular generalizada, com disfunção de marcha e sinais de paralisia facial (Cao-

Lormeau, Blake et al. 2016). Em termos morfológicos, a GBS caracteriza-se tipicamente por 

uma desmielinização ou dano axonal de nervos periféricos que não necessariamente é 

associada à morte da célula neuronal. Entretanto, outras manifestações clínicas resultantes de 

infecções pelo ZIKV podem desencadear a morte de células neuronais. Estudos de caso 

apontaram que amostras cerebrais de fetos originados de mães infectadas pelo ZIKV 

apresentaram calcificações difusas e atrofia nas regiões da substância branca e cinzenta do 

córtex cerebral, assim como nos núcleos da base e no tálamo (Mlakar, Korva et al. 2016, 

Schwartz 2017). A identificação do ZIKV nestas amostras forneceu evidências de que o vírus 

é capaz de romper a barreira placentária para infectar células neurais ainda em 

desenvolvimento (Mlakar, Korva et al. 2016). Em concordância, em outro estudo foi detectado 

ZIKV na placenta e no líquido amniótico de mulheres grávidas cujos fetos foram 

diagnosticados com microcefalia, confirmando então que o ZIKV pode atravessar a barreira 

placentária (Calvet, Aguiar et al. 2016, Martines, Bhatnagar et al. 2016, Sarno, Sacramento et 

al. 2016). A microcefalia é um sinal clínico diagnosticado quando a circunferência 

occipitofrontal apresenta mais de dois desvios-padrão abaixo da média para idade gestacional 

e sexo (Woods 2004, Devakumar, Bamford et al. 2018). Trata-se de uma condição clínica 
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associada ao desenvolvimento incompleto do SNC, que pode desencadear alterações na 

capacidade intelectual, atraso no desenvolvimento motor, epilepsia, bem como distúrbios 

oftalmológicos e audiológicos (Devakumar, Bamford et al. 2018). A microcefalia pode ser 

dividida em dois tipos: primária, que se desenvolve durante o período gestacional, e secundária, 

que se desenvolve após o nascimento do indivíduo (Devakumar, Bamford et al. 2018). A 

microcefalia primária geralmente é causada por alterações da neurogênese ou pela morte de 

células progenitores neuronais (NPCs) (Woods 2004). Evidências experimentais mostraram 

que a regulação dos números e subtipos de NPCs é essencial para controlar o tamanho e a 

morfologia do cérebro. Por exemplo, uma redução significativa no número destas células 

devido à morte celular, a parada do ciclo celular ou a diferenciação neuronal prematura, pode 

reduzir o tamanho do cérebro em desenvolvimento e desenvolver o quadro de microcefalia 

(Buchman, Tseng et al. 2010, Lancaster, Renner et al. 2013, Dang, Tiwari et al. 2016, Mlakar, 

Korva et al. 2016). Dentro desta perspectiva, estudos recentes apontam para a vulnerabilidade 

de células progenitoras a infecções pelo ZIKV e a correlação com o desenvolvimento da 

microcefalia. A infecção pelo ZIKV em NPCs derivados de células-tronco pluripotentes 

induzidas forneceu a primeira evidência de que os neurônios humanos são suscetíveis à 

infecção por ZIKV. Além disto, os NPCs infectados pelo ZIKV apresentaram aumento 

significativo da morte celular e análises moleculares demonstraram uma desregulação das vias 

biológicas envolvidas na progressão do ciclo celular, justificando o crescimento atenuado dos 

NPCs (Tang, Hammack et al. 2016). Modelos in vitro recentes que simulam o desenvolvimento 

do cérebro, denominados neuroesferas ou organoides cerebrais, revelaram que a infecção por 

ZIKV também é capaz de comprometer a viabilidade neuronal, além de reduzir a proliferação 

celular, comprometendo o volume dos organoides (Garcez, Loiola et al. 2016).  

Embora os estudos anteriores caracterizam a microcefalia mediada pela infecção viral, 

estudos recentes revelaram que a síndrome congênita desencadeada pelo ZIKV pode extrapolar 
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o fenótipo da microcefalia (van der Linden, Pessoa et al. 2016). Diante disto, outro sistema 

também afetado pela infecção do ZIKV é a visão. Algumas regiões dos olhos parecem ser tão 

vulneráveis a infecção quanto o encéfalo. Em um estudo com recém-nascidos portadores de 

microcefalia e infecção prévia de ZIKV, foram identificados defeitos oculares em mais de um 

terço dos casos, atrofia corio-retiniana e disfunções do nervo óptico. Outros estudos também 

identificaram disfunções na retina e nervo óptico em condições amostrais semelhantes (de 

Paula Freitas, de Oliveira Dias et al. 2016, Martines, Bhatnagar et al. 2016, Ventura, Maia et 

al. 2016). Em linhas gerais, estes estudos confirmam o tropismo particular do ZIKV para as 

células neurais. 

 

1.3 ZIKV: Vulnerabilidade das células neuronais 

A infecção pelo ZIKV se inicia com a ligação do vírus aos receptores na superfície de 

células susceptíveis, levando à endocitose da partícula viral mediada por receptor (Figura 2B). 

Acredita-se que parte da susceptibilidade dos neurônios à infecção pelo vírus deve-se à 

composição das moléculas de superfície presente nestas células. Assim, diversos receptores 

envolvidos na endocitose da partícula viral foram identificados, incluindo a família de 

receptores tirosino-quinase (Tyro3, AXL e Mertk), imunoglobulinas de células T (TIM), 

receptores de lecitina tipo C e receptores de fosfatidilserina (Perera-Lecoin, Meertens et al. 

2013). Dentre eles, os candidatos AXL e Tyro3 tem sido os mais debatidos, baseado em seu 

papel na mediação da entrada do DENV e no envolvimento destes receptores em mecanismos 

de diferenciação neuronal, como mostrado na Figura 2B (Meertens, Carnec et al. 2012, 

Hastings, Yockey et al. 2017) (Figura 2B). De fato, o bloqueio tanto de AXL quanto de Tyro3, 

por anticorpos neutralizantes ou pelo silenciamento mediado por RNAi, inibe a entrada do 

ZIKV em fibroblastos humanos quando comparado as células controle infectadas (Hamel, 

Dejarnac et al. 2015). Além disto, durante o desenvolvimento do cérebro humano, células do 
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tipo astrócitos, micróglias e radial-gliais apresentam alto nível de expressão do AXL, 

reforçando a possibilidade de que esse receptor tenha um papel importante na entrada do ZIKV 

na célula (Hamel, Dejarnac et al. 2015). Entretanto, estudos recentes observaram que 

camundongos knockout para AXL ou Tyro3, bem como camundongos deficientes duplamente 

para AXL e Mertk, infectados com o ZIKV, exibem níveis semelhantes de vírus em 

comparação aos camundongos selvagem infectados, sugerindo que estes não são os únicos 

receptores que podem ser utilizados para a infecção pelo ZIKV (Hamel, Dejarnac et al. 2015, 

Hastings, Yockey et al. 2017).  

Um amplo debate tem sido realizado quanto ao fenômeno denominado intensificação 

dependente de anticorpos (ADE – do inglês “ antibody-dependent enhancement”) e o seu 

envolvimento nos sintomas neurológicos decorrentes da infecção pelo ZIKV (Guzman and 

Vazquez 2010). Em linhas gerais, o fenômeno ocorre quando os anticorpos induzidos após uma 

infecção pelo DENV aumentam a infectividade de uma segunda exposição ao vírus. Desta 

forma, os anticorpos produzidos na primeira infecção ligam-se ao novo vírus e este imuno-

complexo formado será reconhecido por receptores do tipo Fc, na superfície da célula 

hospedeira, para ser endocitado (Figura 2B). As consequências são o aumento da gravidade 

dos sinais e sintomas, acompanhado de aumento da taxa de replicação viral. Nesta perspectiva, 

ensaios realizados in vitro revelaram que soro contendo anticorpos reativos ao DENV reagem 

de maneira cruzada ao ZIKV, não o neutralizam e ainda aumentam os níveis de replicação da 

segunda infecção viral inclusive em tecido nervoso (Dejnirattisai, Supasa et al. 2016, Paul, 

Carlin et al. 2016, Hastings, Yockey et al. 2017). Entretanto, estes resultados não foram 

reproduzidos quando se utilizou modelos de primatas não humanos, demonstrando que 

possivelmente outras variáveis podem interferir na reprodutibilidade do fenômeno 

(McCracken, Gromowski et al. 2017, Pantoja, Perez-Guzman et al. 2017). Embora haja o 
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reconhecimento da gravidade clínica decorrente do neurotropismo do ZIKV, o mecanismo 

biológico que torna oorganismo e os neurônios suscetíveis a este vírus ainda está em debate. 

 

1.4 Receptores de NMDA: Aspectos gerais e vias biológicas  

O sistema nervoso central (SNC) de mamíferos tem o glutamato como o principal 

neurotransmissor excitatório. Fisiologicamente, o glutamato apresenta funções importantes no 

desenvolvimento do neurônio, na plasticidade sináptica e memória (Lipton and Rosenberg 

1994, Zhou and Danbolt 2014). Os receptores de glutamato são classificados em 2 tipos: 

ionotrópicos e metabotrópicos. Os receptores do tipo ionotrópicos incluem receptores de N-

metil-d-Aspartato (NMDAR), ⍺-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiônico (AMPA) e 

cainato. Os receptores ionotrópicos são canais iônicos, dependentes de voltagem e levam ao 

influxo dos íons cálcio (Ca2+) e/ou sódio, além do efluxo de potássio. Já os receptores do tipo 

metabotrópicos são acoplados à proteína G e a sua atividade leva a sinalização via segundos 

mensageiros, por exemplo, alterando os níveis de cAMP ou modulando a liberação de Ca2+ dos 

estoques intracelulares (Benarroch 2011). 

Os NMDAR são estruturas heteroméricas compostas por quatro subunidades derivadas 

de três famílias: GluN1, GluN2 (isoformas A-D) e GluN3 (isoformas A-B). Os NMDARs são 

formados por duas subunidades obrigatórias de GluN1, contendo o sítio de ligação para a 

glicina, uma ou duas subunidades GluN2, que se ligam ao glutamato, e/ou uma ou duas 

subunidades de GluN3 que se ligam também à glicina (Figura 3A). Os níveis de expressão, 

bem como a composição das subunidades dos NMDARs são dinâmicos e mudam sua 

constituição nos neurônios ao longo do desenvolvimento e em resposta à atividade neuronal 

(Martel, Wyllie et al. 2009, Hardingham and Bading 2010). Por exemplo, os NMDARs 

contendo GluN1/GluN2A são mais expressos no SNC adulto, enquanto aqueles contendo as 

subunidades GluN1/GluN2B, predominam durante o desenvolvimento e tendem a se 
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concentrar em sítios extra-sinápticos (Martel, Wyllie et al. 2009, Hardingham and Bading 

2010, Martel, Ryan et al. 2012). Os NMDARs são canais catiônicos, permeáveis ao Ca2+ 

(Figura 3B). No potencial de repouso de membrana, o poro é bloqueado pelo íon magnésio 

(Mg2+). Após a ativação do receptor pelo ligante, o Mg2+ é removido resultando no influxo de 

íons e consequente despolarização pós-sináptica (Figura 3B). (Nowak, Bregestovski et al. 

1984, Mori, Masaki et al. 1992).  

 

Figura 3. Organização molecular dos NMDARs. (A) Os NMDARs são complexos tetraheteroméricos 
compostos pelas subunidades: GluN1, subunidade obrigatória que interage com as subunidades GluN2 ou GluN3 
para formar um receptor funcional. Classicamente, o NMDAR requer 2 subunidades GluN1, que se ligam a glicina 
(hexágono roxo), e 2 subunidades GluN2 que ligam o glutamato (círculo vermelho). Cada subunidade de NMDAR 
contém um domínio amino terminal extracelular (NH2), 3 domínios que transpassam a membrana (M1, M3, M4), 
uma alça revestindo o poro (M2) e um domínio intracelular carboxi-terminal sujeitos a fosforilação (COOH). (B) 
O conjunto funcional, contendo 4 subunidades, formam uma cavidade contendo os locais de ligação do glutamato 
ou da glicina. Os NMDARs são permeáveis a Ca2+ e sua ativação requer 2 moléculas de glutamato e 2 moléculas 
de glicina. A região do poro contém resíduos de asparagina (N) que determinam a seletividade do íon Ca2+. A 
abertura do poro é voltagem dependente, e o seu fechamento se dá pelo íon Mg2+. Adaptado de (Benarroch 2011). 
 

Os NMDARs distribuem-se amplamente nos neurônios induzindo respostas 

intracelulares diferentes dependendo da sua localização (Hardingham and Bading 2010). Os 

NMDARs localizados na região sináptica são constituídos, em sua maioria, pelas subunidades 

GluN1/GluN2A (Steigerwald, Schulz et al. 2000, Groc, Heine et al. 2006, Hardingham and 

Bading 2010). Estudos recentes apontam que as vias de sinalização celular mediadas pelos 

NMDARs, localizados nos sítios sinápticos, parecem estar envolvidas na sobrevivência e 

supressão da morte celular, bem como no neurotrofismo (Lonze, Riccio et al. 2002, Vanhoutte 



 

 

26 

and Bading 2003, Liu, Wong et al. 2007, Paoletti, Bellone et al. 2013). Com a ativação do 

receptor, parte do influxo de Ca2+ intracelular direciona-se para o núcleo da célula promovendo 

a ativação da proteína quinase dependente de Ca2+/Calmodulina do tipo IV (CaMKIV) e a 

fosforilação da proteína de ligação ao elemento de resposta a cAMP (CREB) (Figura 4A) 

(Enslen, Sun et al. 1994, Matthews, Guthrie et al. 1994, Hardingham, Arnold et al. 2001, 

Lemrow, Anderson et al. 2004). Embora o CREB seja um mediador importante na 

neuroproteção, outros fatores de transcrição também podem ser parcialmente controlados pelo 

Ca2+ nuclear, como o fator nuclear de células T ativadas (NFAT) (Vashishta, Habas et al. 2009). 

Além disto, o NMDAR interage com fatores dependentes de Ca2+/calmodulina (RasGRF1) que 

compõem a via da proteína quinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2), envolvida na 

plasticidade sináptica (Krapivinsky, Krapivinsky et al. 2003). A sinalização de NMDAR 

também pode induzir a ativação de fatores de transcrição, tais como o fator nuclear I subtipo 

A (NFIA), por uma via dependente de ERK1/2, resultando em uma atividade neuroprotetora 

(Zheng, Eacker et al. 2010) (Figura 4A). Em conjunto, a atividade fisiológica dos NMDARs 

evoca a transcrição de genes relacionados à plasticidade e manutenção da homeostase neuronal.  

 

1.5 Receptores de NMDA: Excitotoxicidade  

Em um contexto patológico, como por exemplo em um quadro isquêmico, hemorrágico 

ou um trauma do SNC, os neurônios alvo da injúria ficam privados da energia necessária para 

manter a homeostase iônica. Este fenômeno pode desencadear o acúmulo intracelular de 

cátions com consequente despolarização, inchaço osmótico, lise e morte neuronal (Lipton and 

Rosenberg 1994). Os neurônios sujeitos a este estresse celular, liberam uma quantidade 

excessiva do neurotransmissor glutamato, o que facilita a ativação de NMDAR presentes nas 

regiões extra-sinápticas. Desta forma, os receptores de glutamato tornam-se superativados 

permitindo que altos níveis de Ca2+ entrem na célula (Figura 4B). O influxo aumentado de Ca2+ 
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ativa enzimas do tipo fosfolipases, endonucleases e proteases que podem danificar membranas, 

componentes do citoesqueleto e o DNA (Lipton and Nicotera 1998). Em paralelo, as 

mitocôndrias podem sofrer colapso na medida que não conseguem tamponar todo o Ca2+ 

sobressalente no citosol, resultando na formação de espécies reativas de oxigênio e ativação de 

caspases (Lipton and Nicotera 1998). Os neurônios, energeticamente comprometidos pela 

disfunção mitocondrial, tornam-se despolarizados (carregados positivamente) e não 

conseguem reestabelecer a homeostase iônica. Como consequência, a despolarização constante 

diminui o bloqueio do canal pelo Mg2+, aumentando ainda mais o influxo de Ca2+ intracelular 

(Zeevalk and Nicklas 1992, Kushnareva, Wiley et al. 2005). Diversos transcritos de mRNA 

também podem sofrer alterações em condições de excitotoxicidade. Nestes casos, fatores de 

transcrição do tipo Forkhead (FOXO) são translocados para o núcleo da célula promovendo a 

expressão de genes pró-apoptóticos, como Bim, Txnip e Fasl (Figura 4B) (Martel, Wyllie et al. 

2009). Além disto, vias neuroprotetoras, como a de fosfoinositol-3-quinase (PI3K) / Proteína 

quinase do tipo B (Akt) que promovem a exportação nuclear de FOXO, apresentam a sua 

atividade reduzida (Martel, Wyllie et al. 2009). Alguns estudos apontam que parte da 

sinalização desencadeadas pela excitotoxicidade deve-se aos NMDARs contendo as 

subunidades GluN1/GluN2B (Figura 4B) (Hardingham and Bading 2010). Estes receptores 

distribuem-se dinamicamente no neurônio, pois estão presentes ora nos sítios sinápticos, ora 

nos sítios extrasinápticos, ou até mesmo nos dois sítios; dependendo do estágio de 

desenvolvimento do neurônio e sua atividade funcional (Tovar and Westbrook 1999, Groc, 

Heine et al. 2006, Martel, Wyllie et al. 2009, Petralia 2012). Entretanto, mais estudos devem 

ser realizados quanto ao papel dos NMDARs contendo GluN2B, pois a sua sinalização pode 

gerar tanto efeitos deletérios que conduzem a morte celular, quanto efeitos neuroprotetores e 

neurotróficos (Groc, Heine et al. 2006, Martel, Wyllie et al. 2009, Hardingham and Bading 

2010).  
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Figura 4. Efeitos opostos gerados pela sinalização dos NMDARs sináptico e extrasináptico frente a 
excitotoxicidade. A figura esquemática representa um modelo no qual, os NMDARs sinápticos desencadeiam 
vias neuroprotetoras, enquanto a sinalização mediada pelos NMDARs extrasinápticos contribui para desencadear 
a morte neuronal. (A) NMDARs sinápticos, compostos principalmente pelas subunidades GluN1/GluN2A, 
localizam-se na zona ativa da sinapse. A liberação do glutamato pelo botão pré-sináptico promove a ativação dos 
NMDARs e, consequentemente, o influxo de Ca2+ intracelular. O Ca2+ se liga a proteína quinase dependente de 
Ca2+/Calmodulina do tipo IV (CaMKIV) e também ativa a via da quinase regulada por sinal extracelular 
(ERK1/2), promovendo a fosforilação da proteína de ligação ao elemento de resposta ao AMP cíclica (CREB). 
Além do CREB, outros fatores de transcrição (NF1A e NFAT) são ativados pela sinalização mediada pelo influxo 
de Ca2+. Neste contexto, os mecanismos gerados pela ativação de NMDARs sinápticos promovem a indução de 
genes envolvidos no neurotrofismo. (B) Diferentemente, NMDARs extrasinápticos, compostos principalmente de 
subunidades GluN1/GluN2B, localizam-se na região perisináptica, distribuído em dendritos e, em alguns casos, 
adjacente a processos gliais ou axônios. Em insultos ocorridos no SNC, ocorre um aumento da liberação de 
glutamato na fenda sináptica e, consequentemente, uma super ativação dos NMDARs, incluindo aqueles 
localizados na região extrasináptica. O aumento da atividade dos NMDARs leva ao aumento dos níveis de Ca2+ 

intracelular que pode gerar uma insuficiência da mitocôndria, aumento de espécies reativas ao oxigênio (ROS), 
ativação de caspases pró-apoptóticas e alterar a expressão de diversos genes via FOXO1. Em conjunto, a super 
ativação dos NMDARs, promove uma sucessão de eventos que culminam na morte neuronal. Adaptado de 
(Hardingham and Bading 2010, Benarroch 2011). 
 

1.6 Receptores de NMDA: Alvos terapêuticos  

 Considerando que a excitotoxicidade é um fenômeno que ocorre em uma ampla 

variedade de distúrbios neurodegenerativos agudos e crônicos, os NMDARs passaram a ser 

vistos como um alvo terapêutico potencial (Lipton and Rosenberg 1994). Neste sentido, a 

proposta de tratamento é modular a sinalização pós-sináptica frente ao insulto de glutamato, 

pois os mesmos processos que, em excesso, levam a excitotoxicidade, em níveis mais 
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fisiológicos, são importantes para a manutenção da homeostase neuronal. Os antagonistas de 

NMDAR portanto, são drogas potenciais pelo fato de serem compostos capazes de modular 

negativamente a atividade do receptor. Para isto, o tipo e a intensidade da interação dos 

compostos com o complexo receptor-canal iônico determinam o potencial terapêutico (Figura 

3B). Dentre os compostos antagonistas de NMDAR, dois tipos merecem destaque: 

Antagonistas do tipo competitivo, no qual o bloqueio do receptor advém da ligação do 

composto químico no mesmo local do agonista, ou seja, no sítio ortostérico. Este tipo de 

composto possui a desvantagem de anular a atividade do agonista e, dependendo do grau de 

afinidade do antagonista ao receptor, poderá comprometer algumas funções neuronais tais 

como a plasticidade sináptica e gerar diversos efeitos adversos (Lipton 2006). Além disto, 

sendo os NMDARs amplamente expressos nos substratos cerebrais, bem como na maioria dos 

tipos celulares do cérebro, o seu bloqueio promove uma redução importante da atividade global 

do SNC justificando os diversos efeitos adversos promovidos pelos seus antagonistas (Olney, 

Labruyere et al. 1989, Monyer, Burnashev et al. 1994, Conti, Minelli et al. 1997). Há também 

os antagonistas do tipo não-competitivos que se ligam em um sítio alostérico, ou seja, em um 

local diferente ao sítio do agonista. Dentre estes compostos, alguns são amplamente utilizados 

na pesquisa e clínica médica: MK-801, Amantadina, Cetamina e Memantina; e, o seu 

mecanismo de ação provém do bloqueio dos canais de NMDA, diretamente no sítio de ligação 

do íon Mg2+ (Figura 3B) (Parsons, Danysz et al. 1999, Lipton 2006). Dentre estes compostos, 

destaca-se a memantina que é uma droga neuroprotetora, amplamente utilizada na clínica 

médica que, ao inibir a atividade dos NMDARs, promove uma diminuição da entrada excessiva 

de Ca2+, prevenindo a morte neuronal por excitotoxicidade (Johnson and Kotermanski 2006). 

A memantina apresenta uma importante tolerabilidade clínica que pode ser atribuída ao 

mecanismo de inibição transiente e dependente de voltagem, bloqueando preferencialmente 

NMDAR excessivamente ativados (Chen, Pellegrini et al. 1992). Isso ocorre porque a 
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memantina não exerce um antagonismo efetivo de NMDAR sinápticos, bloqueando 

preferencialmente NMDAR extra-sinápticos, os quais estão intimamente associados à ativação 

de excitotoxicidade (Chen, Pellegrini et al. 1992, Milnerwood, Gladding et al. 2010, Xia, Chen 

et al. 2010). Assim, apesar do tratamento com a memantina conferir um efeito inibitório sobre 

os NMDARs, a transmissão sináptica fisiológica é preservada, mantendo inclusive a função 

cognitiva e produzindo menos efeitos adversos que outros antagonistas de NMDAR (Chen, 

Wang et al. 1998, Lipton 2004).  

Recentemente, demonstramos que o bloqueio do NMDAR pela Memantina previne a 

morte celular induzida pelo ZIKV em culturas primárias neuronais (Costa, Del Sarto et al. 

2017). Camundongos deficientes em receptores de interferon tipo I (IFNα/βR-/-) infectados com 

ZIKV exibiram altos níveis de neurodegeneração, microgliose e resposta inflamatória. 

Entretanto, o tratamento de camundongos IFNα /βR -/- infectados com ZIKV com 30 mg/kg de 

Memantina foi eficiente para prevenir a proliferação da microglia e neurodegeneração em todos 

os substratos cerebrais testados, incluindo córtex pré-frontal e motor, corpo-estriado e 

hipocampo. Além disso, o tratamento com a Memantina foi eficaz em prevenir o aumento da 

contagem total e diferencial de leucócitos no sangue induzidos pelo ZIKV (Costa, Del Sarto et 

al. 2017). Entretanto, pouco é sabido sobre qual seria o mecanismo de morte neuronal induzido 

pelo ZIKV e menos ainda se sabe sobre porque o bloqueio de NMDARs seria capaz de prevenir 

a morte neuronal induzida pelo ZIKV.  

Considerando o exposto, postulamos que o ZIKV induz a morte neuronal por promover 

a liberação de fatores neurotóxicos que culminam em uma ativação exacerbada de NMDARs 

e, consequentemente, a morte neuronal.  
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

 

Este trabalho tem como objetivo caracterizar aspectos celulares e moleculares 

envolvidos na morte neuronal induzida pelo ZIKV e investigar o mecanismo neuroprotetor 

promovido pelo bloqueio de NMDARs. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1- Padronizar e caracterizar o modelo experimental in vitro de infecção por ZIKV 

utilizando cultura primária neuronal de camundongos E15; 

2- Caracterizar o papel dos NMDARs, contendo GluN2, na morte neuronal induzida pelo 

ZIKV e o mecanismo de neuroproteção desencadeado pelo seu bloqueio; 

3- Identificar e caracterizar o papel de fatores pró-apoptóticos liberados na morte neuronal 

induzida pelo ZIKV. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1 Camundongos 

Este trabalho foi realizado utilizando embriões com 15 dias de gestação (E15), 

provenientes de camundongos C57BL/6 para os ensaios de cultura primária de neurônios. Os 

camundongos foram adquiridos do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Os animais adultos foram 

criados e mantidos no biotério do Departamento de Bioquímica e Imunologia do Instituto de 

Ciências Biológicas da UFMG em ciclo de 12 horas claro/escuro, com temperatura constante 

de 22-23°C e recebendo água e ração ad libitum. Os procedimentos experimentais utilizados 

neste trabalho receberam aprovação do CEUA-UFMG (Comissão de Ética no Uso de Animais 

– UFMG), protocolo de n
o
. 242/2016. 

 

3.2 Vírus 

O isolado viral utilizado neste trabalho, caracterizado pelo baixo número de passagens, 

é proveniente de um paciente com infecção sintomática, do estado da Bahia/Brasil, durante o 

ano de 2015. O genoma completo do vírus está disponível no GenBank KX520666. Os 

estoques deste vírus foram replicados em células de Aedes albopictus (C6/36) e titulados 

segundo descrito em (Costa, Fagundes et al. 2014). 

 

3.3 Cultivo primário de células  

1- Cultivo primário de neurônios 

As culturas de células neurais foram preparadas a partir do córtex cerebral e corpo 

estriado de embriões no dia 15 de gestação (E15) de camundongos selvagens C57BL/6. Após 

a dissecção do cérebro, realizada em solução HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) (0,137 M 
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NaCl; 5,4 mM KCl; 0,25 mM Na2HPO4; 0,1 mM glucose; 0,44 mM KH2PO4; 1,3 mM CaCl2; 

1,0 mM MgSO4; 4,2 mM NaHCO3), o tecido foi submetido a digestão por tripsina e dissociado 

mecanicamente com pipeta Pasteur polida. Os neurônios foram dispostos em placas próprias 

para cultivo celular, previamente tratadas com poli-L-ornitina (Sigma-Aldrich®) em meio 

Neurobasal™ (Thermo Fisher Scientific) supplementado com N-2 e B-27® (Gibco™), 

GlutaMAX™ (Gibco™) 2 mM, antibióticos Penicilina e Estreptomicina (50 mg/ml cada - 

Gibco™). As células foram incubadas a 37ºC e 5% CO2 em uma incubadora com atmosfera 

umidificada e cultivadas por 12 dias com troca parcial de meio a cada 4 dias. 

 

2- Cultivo primário de células da glia 

As culturas de células gliais (cultura mista) foram preparadas a partir do córtex cerebral 

de camundongos E15 (C57BL/6). Após a dissecção do cérebro, realizada em solução HBSS, o 

tecido foi incubado no gelo por 1 hora e, posteriormente, dissociado mecanicamente com pipeta 

sorológica em meio DMEM – High glucose (LGC – Biotecnologia), suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (Gibco™), antibióticos Penicilina e Estreptomicina (50 mg/ml cada - 

Gibco™). Células da glia foram dispostas em garrafas próprias para cultivo celular, 

previamente tratadas com poli-L-Lisina (Sigma-Aldrich®) e incubadas a 37ºC e 5% CO2 em 

uma incubadora com atmosfera umidificada, com troca total de meio a cada 4 dias. As células 

gliais foram sujeitas a 2 passagens antes dos ensaios de infecção. 

 

3.4 Infecção viral e tratamento das células 

Cinco dias após a cultura primária dos neurônios, as células foram incubadas com meio 

contendo o vírus (MOI de 0,1) ou com o sobrenadante obtido do cultivo das células C6/36 não 

infectadas (MOCK) por 1 hora (período de adsorção). Em seguida, o vírus residual foi lavado 

e o meio suplementado foi reposto aos neurônios. Ao longo do estudo, foram realizados ensaios 
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de cinética a fim de avaliar o efeito do ZIKV no cultivo primário de neurônios em 12, 24, 36, 

48 e 72 horas após a infecção. Seguido o período de adsorção, os neurônios dos grupos MOCK 

e infectados com o ZIKV foram tratados com as drogas ifenprodil, etanercept ou IL1-RA e este 

tratamento era repetido a cada 24 horas nos ensaios de cinética de 36, 48 e 72 horas.  

 

1- Meio condicionado 

As culturas de neurônios foram infectadas com o ZIKV (MOI 0,1) por 24 horas. Os 

sobrenadantes foram coletados e diluídos numa proporção de 50% em DMEM – High glucose 

(LGC – Biotecnologia), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco™), antibióticos 

Penicilina e Estreptomicina (50 mg/ml cada - Gibco™), referido neste estudo como meio 

condicionado (M.C.), ver esquema experimental na Figura 20A. 

 

2- Inativação do vírus 

Para a inativação do vírus, o M.C. obtido a partir de culturas infectadas com o ZIKV 

foram submetidos ao aquecimento (94oC durante 15 minutos em banho seco). A inativação do 

vírus foi avaliada através da análise da curva de dissociação (em oC) gerada no ensaio de RT-

qPCR a partir do RNA do M.C. infectado inativado. Os testes mostraram que o M.C. infectado 

inativado não apresentou a mesma temperatura observada na curva de dissociação do RNA 

original do ZIKV (dados não mostrados). 

 

3.5 Ensaio de viabilidade celular 

A morte neuronal foi determinada utilizando o kit LIVE/DEAD Cell Viability Assays 

(Sigma-Aldrich®) descrito por (Doria, Silva et al. 2013), em diferentes tempos pós infecção 

(12, 24 e 72 horas). Resumidamente, a marcação dos neurônios com calceína-AM (2 µM) e 

homodímero de etídeo (2 µM) determina a fração de células vivas e mortas, respectivamente. 
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Os neurônios foram visualizados por microscopia de fluorescência e as imagens foram 

capturadas pelo microscópio FLoid® Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific). A 

quantificação do número de células vivas ou mortas foi feita com o auxílio do software ImageJ 

(Abràmoff, Magalhães et al. 2004, Collins 2007, Schneider, Rasband et al. 2012). Os valores 

foram expressos como porcentagem do número de células mortas. 

 

3.6 Ensaio de liberação de glutamato 

Para analisar a liberação de glutamato pelos neurônios dos grupos infectados ou 

controle, foi utilizado o “Ensaio Fluorométrico Ligado a Enzimas”, segundo protocolo 

estabelecido por (Nicholls, Sihra et al. 1987). Através desta metodologia, a liberação de 

glutamato é detectada indiretamente pelo aumento de fluorescência obtida a partir da produção 

de NADPH na presença de glutamato desidrogenase tipo II e NADP+. Culturas neuronais 

infectadas com ZIKV ou MOCK, por 48 h, foram incubadas com 1 mM de CaCl2 e 1 mM 

NADP+ em solução HBSS e analisada em espectrofluorímetro (Synergy 2, BioTek 

Instruments, Inc.) através do comprimento de onda de excitação de 360 nm e emissão de 450 

nm. Após 5 minutos, foi adicionado glutamato desidrogenase (50 unidades por poço) e as 

leituras foram reiniciadas até a fluorescência atingir o equilíbrio. As curvas de calibração foram 

realizadas em paralelo com a adição de quantidades conhecidas de glutamato (5 nM/mL) ao 

meio de reação. Os níveis de glutamato detectado foram normalizados pela quantidade total de 

proteína por poço. Os resultados obtidos foram expressos em porcentagem, tendo como 

referência a liberação basal de glutamato (tempo 0) como 100%. Os ensaios foram realizados 

à 37°C, em triplicata para cada condição. 
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3.7 Aferição da concentração de Ca2+ intracelular 

A aferição da concentração de Ca2+ livre no citosol foi realizada usando o método 

“Éster Fura-2-acetoxi metílico”(Fura-2AM) como previamente relatado por (Toivari, 

Manninen et al. 2011). Resumidamente, culturas neuronais, infectadas com ZIKV ou MOCK, 

foram incubadas com 0,2 µM de Fura-2 AM por 20 min a 37°C. O meio suplementado foi 

removido dos poços e os neurônios foram lavados com HBSS. Um feixe de luz alternada de 

comprimento de onda de 340 e 380 nm foi incidido aos poços e, posteriormente, um feixe de 

510 nm foi detectado pelo espectrofluorímetro PTI (Synergy 2, BioTek Instruments, Inc.). No 

final de cada experimento, foi adicionado dodecil sulfato de sódio a 10% (SDS) (0,1% final) 

para obter Rmax seguido por Tris 3 M + EGTA 400 mM (pH 8,6) para Rmin. Todos os 

experimentos foram realizados em triplicata para cada condição. 

 

3.8 Ensaio de imunoblot de proteínas (Western Blot) 

A fim de quantificar as proteínas CREB e ERK 1/2 fosforiladas, foi realizado o ensaio 

de imunoblot de proteínas, também conhecido como Western Blot. Resumidamente, nos 

tempos de 12 e 24 horas após a infecção por ZIKV ou MOCK, neurônios tratados ou não com 

ifenprodil, foram lisados em tampão RIPA (0,15 M NaCl, 0,5 M Tris-HCl, pH 7,2, 0,05 M 

EDTA, 1% nonidet P40, 1% TritonX-100, 0,05% desoxicolato de sódio, 0,1% SDS) contendo 

inibidor de protease SIGMAFAST™ (Sigma®). As amostras de cada grupo foram preparadas 

contendo 100 µg de proteína celular total e corridas em um gel de poliacrilamida do tipo SDS-

PAGE, seguido por eletroblotting (transferência) em membrana de nitrocelulose. As 

membranas foram submetidas ao bloqueio com tampão TBST (150 mM NaCl, 10 mM Tris-

HCl, pH 7.4 e 0,05 Tween 20) contendo 5% de BSA por 1 hora, seguido de incubação 

overnight, a 4oC com os anticorpos primários. Os anticorpos utilizados neste estudo, anti-rabbit 

p-CREB (1:500) ou anti-rabbit p-ERK (Thr202/Thr204) (1:1000), foram diluídos em tampão 
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TBS com 3% de BSA. As membranas foram lavadas três vezes em tampão TBS e, 

posteriormente, incubadas em anticorpo secundário IgG anti-rabbit conjugado com peroxidase 

(1:5000), diluído em tampão TBST com 3% de BSA pelo período de 1 hora. Em seguida, as 

membranas foram lavadas três vezes, incubadas em reagente de detecção para western blot 

ECL prime (GE Healthcare), digitalizadas e analisadas na plataforma ImageQuant LAS 4000 

(GE Healthcare). Em um segundo momento, estes anticorpos foram removidos da membrana 

utilizando solução de stripping (0,1 M glicina, 20 mM acetato de magnésio, 50 mM KCl, pH 

2,2) e as membranas foram incubadas com anti-mouse CREB total (diluição 1:700) ou anti-

rabbit ERK 1/2 (1:1000) overnight, a 4oC. As membranas foram então submetidas a uma 

segunda marcação pelos anticorpos secundários: anti-mouse IgG (1:2500) ou anti-rabbit IgG 

(1:5000) para determinar a expressão total de CREB e ERK 1/2, respectivamente. Bandas não 

saturadas relativas às proteínas CREB e ERK 1/2 foram quantificadas pela plataforma 

ImageQuantTM LAS 4000 (GE – Healthcare). A intensidade das bandas detectadas foi 

calculada através do software ImageJ (Schneider, Rasband et al. 2012) e utilizadas para análise. 

A normalização dos dados foi realizada através do número de pixels identificado nas bandas 

de p-CREB e p-ERK dividido pelo número de pixels detectados em CREB e ERK totais, 

respectivamente. 

 

3.9 Ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) 

A concentração das citocinas (IL-1β e TNF-α) foi mensurada no sobrenadante das 

culturas neuronais, nos períodos de 12, 24 ou 48 h após a infecção por ZIKV ou MOCK, pelo 

método de ELISA. O ensaio foi realizado com anticorpos comercialmente disponíveis e de 

acordo com os procedimentos contidos no boletim fornecido pelo fabricante (R & D Systems). 

Resumidamente, foram utilizadas microplacas rígidas contendo 96 poços e o volume das 

soluções distribuídas em todas as etapas foi de 100µL por poço. As placas foram devidamente 
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sensibilizadas com o anticorpo de captura e incubadas overnight. Após esse processo de 

sensibilização, as placas foram então lavadas e bloqueadas com 200 µL de solução BSA a 1% 

por 1 hora e, novamente, lavada duas vezes. Em seguida, foi adicionado as diluições para 

estabelecimento da curva padrão de referência, bem como as amostras, em duplicata, e uma 

nova incubação foi realizada em equipamento agitador próprio, de 300 rpm, a 37 °C, por 2 

horas. As amostras foram descartadas e os poços foram lavados 1 vez. 100 µL do anticorpo de 

detecção foi adicionado aos poços e as placas foram reincubadas por 2 horas. Entre cada 

lavagem, foi adicionada estreptavidina durante 20 min, seguida da adição de substrato o-

fenilenodiamina (OPD Sigma) durante 30 min. A reação foi interrompida pela adição de 100 

µL da solução de parada (H2SO4). A leitura da curva padrão bem como das amostras foram 

lidas em um espectrofotômetro a 490 nm. O limite de detecção de cada kit é de 4 a 8 pg/mL. 

 

3.10 Ensaio de Imunofluorescência 

A fim de visualizar e diferenciar os neurônios infectados com o ZIKV e/ou em processo 

de apoptose celular foi realizado um ensaio de imunofluorescência. Resumidamente, 48 horas 

após a infecção por ZIKV ou MOCK, as culturas neuronais foram lavadas utilizando tampão 

fosfato-salino (PBS) (137 mM NaCl; 10 mM Na2HPO4; 1,76 mM KH2PO4; 2,7 mM KCl; pH 

7,4) e fixado em solução de formaldeído 4% em PBS por 30 minutos. Após a fixação, as células 

foram lavadas três vezes em PBS e permeabilizadas em solução PBS-Triton 0,3% por 20 

minutos. Os anticorpos primários utilizados neste estudo anti-mouse 4G2 (diluição 1:300), anti-

mouse NeuN (diluição 1:500), anti-rabbit caspase ativa 3 (diluição 1:500) e anti-rabbit Iba1 

(diluição 1:500), foram diluídos em solução permeabilizante e as células foram incubadas com 

os anticorpos overnight, a 4oC. Em seguida, as células foram lavadas três vezes em PBS e 

incubadas por 1 hora em anticorpos de cabra anti-mouse conjugado com Alexa Fluor 546 

(diluição 1:500) e anti-rabbit conjugado com Alexa Fluor 488 (diluição 1:500), também 
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preparados em solução permeabilizante. Para marcar o núcleo, foi utilizado NucBlue™ 

juntamente ao DAPI. A aquisição de imagens foi realizada na plataforma Zeiss LSM 880 

Confocal System (Zeiss), equipado com uma lente objetiva de 40×/1.30 oil DIC M27, e o 

software “Zen 2” (Zeiss). DAPI foi detectado entre os comprimentos de 410 e 496 nm; 

anticorpos marcados com Alexa Fluor 488 e 546 foram detectados entre 499-555 e 560-679 

nm, respectivamente. A excitação sequencial de fluoróforos foi realizada utilizando lasers de 

405, 488 e 532 nm para DAPI, Alexa Fluor 488 e Alexa Fluor 546, respectivamente. 

 

3.11 Ensaio de PCR em tempo real (RT-qPCR) 

Para todos os procedimentos realizados abaixo foram utilizados instrumentos 

esterilizados por autoclavagem ou tratados com a solução de descontaminação por RNAses 

RNAseZap® (Ambion®). 

 

1- Coleta das amostras de cultura de células 

As amostras de cultura celular foram obtidas após 5 ou 6 dias da realização da cultura 

primária dos neurônios. Foi retirado todo o meio de cultura celular da placa contendo as 

células e adicionado TRIzol® Reagent (Tabela 2). A lise e homogeneização das células foram 

feitas mecanicamente através de pipetagem para cima e para baixo, seguida de agitação em 

vortex. 

Tabela 2. Volumes (em µL) dos reagentes utilizados para a extração de RNA total. 
Tecido/células TRIzol® Clorofórmio Isopropanol 
Cultura de células 
(Poço individual de uma 
placa contendo 12 poços) 

500 100 250 

 

2- Extração do RNA total 

O homogeneizado obtido foi incubado por 15 minutos à temperatura ambiente e foi 

então adicionado o clorofórmio (Sigma®) (Tabela 2) seguido de agitação em vortex por 30 
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segundos. Após incubação por 10 min à temperatura ambiente, as amostras foram 

centrifugadas por 12 minutos a 12.000×g em microcentrífuga a 4˚C. Após a centrifugação, a 

fase aquosa foi transferida para um novo tubo e foi adicionado 5 µg de glicogênio ultrapuro 

(Ambion®) em cada amostra. Foi adicionado isopropanol (Sigma®) (Tabela 2) seguido de 

agitação em vortex por 30 segundos e, após incubação por 60 minutos em freezer -20oC, as 

amostras foram novamente centrifugadas por 12 min a 12.000×g. O sobrenadante foi 

descartado e foi adicionado em cada tubo 1 mL de etanol 75% v/v (Sigma®) preparado 

utilizando água livre de nucleases (Nuclease-Free Water – Ambion®). Os tubos foram então 

centrifugados por 5 minutos a 7.500×g. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o 

precipitado foi seco pela inversão dos tubos em papel absorvente. Após a secagem do RNA, 

este foi ressuspendido em 15 µL de água livre de nucleases e aquecidas a 37oC em banho 

seco por 10 min. As amostras de RNA foram estocadas em freezer -80oC até o momento do 

uso. 

 

3- Transcrição reversa (RT-PCR) 

O cDNA foi sintetizado utilizando a enzima Transcriptase Reversa M-MLV 

(Promega®), com tampão da enzima (50 mM Tris-HCl pH 8,3; 75 mM KCl; 3 mM MgCl2), 

2,0 µg de RNA total, 15mM de Random Primers 6 mer (Invitrogen), 625 µM de dNTPs, 0,01 

M de DTT e água livre de nucleases para um volume final de 20 µL. Primeiramente, foi feita 

a desnaturação do RNA através da incubação da mistura RNA e Random Primers a 70oC em 

termociclador durante 10 min, seguido de banho de gelo. Em seguida, foram adicionados o 

tampão da enzima, DTT e 2 U da enzima transcriptase reversa. Posteriormente, essa mistura 

foi incubada novamente em termociclador a 42oC durante 60 min e 72oC por 5 min. Por fim, 

a amostra foi estocada a -20oC até o momento do uso. 
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Foram feitos controles sem a presença da enzima RT em todas as reações de 

transcrição reversa a fim de avaliar a possível contaminação com DNA, tendo em vista que 

não é feito o tratamento com DNAse nas amostras de RNA total. 

 

4- Desenho dos iniciadores 

O desenho dos iniciadores para o PCR quantitativo (RT-qPCR) foi feito utilizando o 

software Primer3Plus (Untergasser, Cutcutache et al. 2012), com pequenas modificações nos 

parâmetros padrões, sendo o tamanho do amplicon entre 87 e 211 nt, a temperatura ideal de 

anelamento em 60oC e conteúdo GC ideal de 50%, descritos na Tabela 3.  

 

 
Tabela 3. Iniciadores utilizados nos ensaios de RT-qPCR. 

Gene Sequência (5’-3’) Amplicon (pb) Tm oC %GC Nº identificador 
TNF. F GCTGAGCTCAAACCCTGGTA 

118 
59,68 55,0 

NM_013693 
TNF. R CGGACTCCGCAAAGTCTAAG 58,37 55,0 
Il1b. F GGGCCTCAAAGGAAAGAATC 

183 
56,37 50,0 

NM_008361.4 
Il1b. R TACCAGTTGGGGAACTCTGC 59,31 55,0 
Gls. F GGCAAAGGCATTCTATTGGA 

132 
56,06 45,0 

NM_001081081.2 
Gls. R TTGGCTCCTTCCCAACATAG 57,19 50,0 
Slc1a2. F ATTGGTGCAGCCAGTATTCC 

196 
58,23 50,0 

NM_001077514.3 
Slc1a2. R CCAGCTCAGACTTGGAAAGG 58,18 55,0 
NR1. F ACTCCCAACGACCACTTCAC 

186 
59,89 55,0 

NM_008169.3 

NR1. R GTAGACGCGCATCATCTCAA 58,16 50,0 
NR2A. F TACTCCAGCGCTGAACATTG 

167 
58,27 50,0 

NM_008170.2 

NR2A. R CATGCGTGATGAGGCTCTTA 57,77 50,0 
NR2B. F GTGAGAGCTCCTTTGCCAAC 

124 
59,12 55,0 

NM_008171.3 
NR2B. R ATGAAAGGGTTTTGCGTGAC 57,21 45,0 
NR3A. F ATGGGCATCAAGCATTTCTC 

116 
56,44 45,0 

NM_001276355.1 
NR3A. R TTGATTCGTGGTAGCAGCAG 58,27 50,0 
ZIKV. F TCAAACGAATGGCAGTCAGTG 

183 
59,13 47,6 

KX197192.1  
ZIKV. R GCTTGTTGAAGTGGTGGGAG 59,05 55,0 
Rpl32. F GCTGCCATCTGTTTTACGG 

98 
57,00 52,6 

NM_172086.2 
Rpl32. R TGACTGGTGCCTGATGAACT 58,94 50,0 
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5- PCR quantitativo  

Para análise dos níveis de expressão dos genes foi utilizada a técnica de RT-qPCR, 

conhecida como PCR quantitativo. As reações de quantificação dos genes foram realizadas 

utilizando o kit Power SYBR® GREEN PCR Master Mix (Applied®Biosystems). As reações 

foram executadas conforme os boletins técnicos do fabricante, utilizando o equipamento 

StepOnePlus™ RealTime PCR System (Applied® Biosystems) ou QuantStudio™ 7 Flex Real-

Time PCR System (Applied® Biosystems). Algumas adaptações quanto às concentrações dos 

iniciadores utilizados foram realizadas a fim de assegurar a confiabilidade e eficiência da 

reação de RT-qPCR. A concentração final do par de iniciadores do ZIKV foi de 0,4 µM e, para 

os demais iniciadores, a concentração final foi de 0,08 µM. As análises dos dados foram 

realizadas utilizando o método do 2-∆Ct calculado em relação ao gene de referência RPL32 

(Tabela 3). 

 

3.12 Análise dos dados 

Para os resultados do qPCR e ensaios de viabilidade celular, a média e o erro padrão 

foram calculados a partir de pelo menos três replicatas biológicas, como indicado nas legendas 

das figuras. Para amostras com 1 variável foi utilizado o teste t de Student, e para amostras 

com 2 variáveis foi utilizado o teste ANOVA de duas vias, com pós-teste de Bonferroni. Em 

ambos os métodos, as análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do software 

GraphPadPrism® versão 5 (GraphPad Software Inc.), sendo considerados significativos os 

testes que obtiveram valores de p < 0,05. 

  



 

 

43 

4. RESULTADOS 

 

4.1 Modelo experimental da infecção pelo ZIKV em cultura primária de 

neurônios 

No presente trabalho, os mecanismos subjacentes à infecção mediada pelo ZIKV em 

neurônios foram estudados com o emprego de culturas primárias de neurônios das regiões 

córtico-estriatais de embriões E15 de camundongos C57BL/6. Em ensaio de 

imunofluorescência foi observado que pelo menos 99,5% (1.030 de 1.035) das células em 

cultivo são neurônios, pois estas se mostraram positivas para o marcador neuronal NeuN 

(Figura 5A e B). Apenas 0,5% (5 de 846) das células analisadas são gliais, visto que marcaram 

positivamente para Iba1, um marcador de micróglia. Além disto, não foram encontradas células 

positivas para a proteína ácida fibrilar glial, um marcador específico para astrócito.  

 

 

Figura 5. Legenda na próxima página. 
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Figura 5. Culturas primárias de células córtico-estriatais são compostas predominantemente por 
neurônios. Micrografias representativas, obtidas em microscópio do tipo confocal, de culturas primária de 
neurônios córtico-estriatais infectados com ZIKV (A) ou controle (MOCK) (B), 48 horas após a infecção. A 
marcação por imunofluorescência foi realizada utilizando anticorpos anti-NeuN (vermelho), anti-Iba1 (verde). Os 
núcleos celulares foram marcados com DAPI (azul). Os painéis à esquerda mostram a imagem mesclada dos três 
marcadores fluorescentes. As imagens foram adquiridas para 5 campos aleatórios de cada lâmina, e o percentual 
de células marcadas com anti-NeuN e anti-Iba1 foi determinado em relação ao número de células marcadas com 
DAPI. Nove lâminas contendo culturas neuronais foram analisadas para cada condição (ZIKV ou MOCK) em 3 
experimentos independentes. Os percentuais descritos no texto representam as médias, n=3. 

 

Nos ensaios experimentais foram utilizados neurônios em cultura primária, cultivados 

in vitro por 5 dias (DIV5). Embora o cultivo primário DIV5 já apresentar elementos 

morfológicos típicos de neurônios como ramificações dendríticas, as células ainda são 

consideradas imaturas por apresentarem menor expressão de receptores sinápticos, menores 

taxas de neurotransmissores, bem como um metabolismo energético ainda em 

desenvolvimento (Lesuisse and Martin 2002, Agostini, Romeo et al. 2016). Além disto, estudos 

demonstram que neurônios imaturos são mais vulneráveis a infecção por vírus, o que coloca 

esta fase do desenvolvimento como um bom modelo para o nosso estudo (Ahn, Jee et al. 2008, 

Kole, Annis et al. 2013, Hughes, Addanki et al. 2016). As infecções foram realizadas com o 

vírus da Zika (ZIKV) isolado de um paciente sintomático do estado da Bahia/Brasil, em 2015 

(isolado HS-2015-BA-01, GenBank: KX520666), multiplicado em células C6/36 de Aedes 

albopictus e coletado a partir do sobrenadante celular. As culturas de neurônios controle 

(MOCK), por sua vez, foram incubados com o meio sobrenadante de células C6/36, não 

infectadas, a fim de mimetizar a condição ofertada aos neurônios infectados pelo ZIKV. Com 

o objetivo de caracterizar a infecção do ZIKV em cultura primária de neurônios, foi realizado 

um ensaio de RT-qPCR para mensurar a infecção viral em relação ao número de cópias do 

genoma viral, em diversos tempos pós-infecção. Foi observado um aumento significativo dos 

níveis de ZIKV no tempo de 12 horas e níveis ainda maiores de RNA do ZIKV nos tempos de 

24, 48 e 72 horas após a infecção, quando comparado ao grupo controle-infectado (Figura 6A). 
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Por outro lado, não foi observado aumento de expressão de RNA viral no grupo infectado em 

tempos inferiores a 12h (dados não mostrados). 

 

 

Figura 6. Níveis de RNA do ZIKV em cultura primária de neurônios e de células da glia. O gráfico 
mostra os níveis de RNA do ZIKV em neurônios primários córtico-estriatais nos tempos de 12, 24, 48 e 72 horas 
(A) e em células primárias gliais (B) no tempo de 24 horas após a infecção por ZIKV ou controle (MOCK). Os 
níveis de RNA do ZIKV foram avaliados por RT-qPCR, em triplicata biológica e normalizada pelo mRNA do 
gene de referência RPL32. Os dados representam as médias ± SEM, n = 4. (*) indica diferença significativa 
comparando com o grupo MOCK (p <0,05). 

 

Estudos apontam que não somente os neurônios são susceptíveis a infecções pelo 

ZIKV, mas as células da glia também estão sujeitas a entrada e replicação viral, potencializando 

os efeitos deletérios do vírus no SNC (Lum, Low et al. 2017, Meertens, Labeau et al. 2017). 

Desta forma, realizamos o ensaio de RT-qPCR a fim de quantificar a replicação viral do ZIKV 

em cultura primária de células gliais contendo astrócitos e micróglias. Corroborando os estudos 

prévios, 24 horas após a infecção pelo ZIKV, foi observado um aumento significativo dos 

níveis de RNA do vírus em células gliais comparado ao controle (Figura 6B). Embora 

confirmarmos a susceptibilidade tanto de neurônios quanto de células da glia à infecção pelo 

ZIKV, a infecção pelo vírus não incitou alterações na composição celular das culturas de 

neurônios. Assim, realizamos um ensaio de imunofluorescência para verificar se o aumento da 

replicação do vírus, observado nos neurônios primários estaria associado também a infecção 

das células da glia contidas nestas culturas. Foi observado que, 48 horas após a infecção pelo 
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vírus, o número de células da glia (0,5 ± 0,23%) não sofreu aumento comparado com o controle 

não infectado (0,5 ± 0,22%) (Figura 5A e B). Além disso, não foi observada a presença do 

ZIKV nas micróglias presentes nesta cultura. Os dados acima indicam que as culturas de 

células primárias neuronais empregadas neste trabalho são majoritariamente compostas por 

neurônios. Além disto, a replicação viral observada nestas culturas ocorre exclusivamente em 

células neuronais. 

 

4.2 O ZIKV induz a apoptose neuronal através de um mecanismo não-

autônomo 

Nosso grupo já demonstrou previamente que o ZIKV é capaz de desencadear a morte 

de neurônios murinos em cultura primária (Costa, Del Sarto et al. 2017). Considerando que o 

crescimento viral do ZIKV se torna significativo a partir de 12 horas após a infecção em 

neurônios (Figura 6A), nós decidimos investigar se havia correlação entre o aumento da carga 

viral e a morte celular mediada pelo ZIKV. Para isto, foi realizado um ensaio de viabilidade 

celular em diferentes tempos após a infecção e os resultados obtidos demonstram que, nos 

neurônios infectados com ZIKV, há um aumento da taxa de morte neuronal significativa 

somente a partir de 24 horas pós-infecção quando comparado ao grupo controle (Figura 7B). 

Portanto, o período anterior às primeiras 24 h da infecção pelo ZIKV representa um tempo 

chave no qual é possível identificar aumento da multiplicação viral sem morte neuronal 

evidente (Figura 7B). 
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Figura 7. O ZIKV promove neurodegeneração em culturas primárias de neurônios. (A) Micrografias 
representativas, obtidas em microscópio de fluorescência, de neurônios primários córtico-estriatais marcados com 
calceína AM (verdes, células vivas) e homodímero de etídio-1 (vermelho, células mortas), 48 horas após infecção 
com o ZIKV ou controle (MOCK). A barra de tamanho corresponde a 50 µm em todas as imagens. (B) O gráfico 
mostra a porcentagem de morte neuronal por 12, 24 ou 72 horas após infecção por ZIKV ou MOCK. Os dados 
representam as médias ± SEM, n = 4. (*) indica diferenças significativas (p <0,05). 
 

Com o objetivo de melhor caracterizar a morte neuronal induzida pelo ZIKV, neurônios 

primários foram imunomarcados simultaneamente com anticorpos para a proteína do envelope 

do ZIKV (anti-4G2) e anticorpos para a caspase 3 ativa. No tempo de 48 horas após a infecção, 

aproximadamente um terço (28,0 ± 2,35%) das células presentes nas culturas infectadas pelo 

ZIKV mostraram-se positivas para a forma ativa da caspase 3 (Figura 8A e C), comparado a 
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11,51 ± 1,43% das células MOCK-infectadas (Figura 8B e C). Nossas observações sugerem 

que a infecção por ZIKV desencadeia a apoptose. De maneira interessante, neste mesmo ensaio 

foi identificado que, para cada célula positiva para o ZIKV, foram encontradas até 228 células 

positivas para a caspase 3 ativa. De fato, a maioria dos neurônios positivos para o ZIKV estava 

cercada por neurônios com marcação positiva para caspase 3 que, aparentemente, não 

apresentavam infecção pelo vírus (Figura 8A). Contudo, observamos que os níveis de infecção 

do ZIKV detectados pelo método de imunofluorescência são aparentemente baixos quando 

comparamos com a saturação do genoma viral pelo método de RT-qPCR (Figura 6A). Parte 

desta discordância pode ser justificada pela maior sensibilidade do método RT-qPCR na 

detecção de patógenos quando comparado às análises por imunofluorescência (Skog, Ingvast 

et al. 2014, Moodley, Tempia et al. 2017). Em conjunto, os dados acima sugerem que o ZIKV 

pode desencadear a apoptose celular de maneira não autônoma, nos levando a formular a 

hipótese de que os neurônios infectados pelo ZIKV poderiam liberar fatores pró-apoptóticos 

que desencadeiam a morte de células neuronais adjacentes. 
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Figura 8. O ZIKV induz a apoptose celular através de um mecanismo não-autônomo. Micrografias 
representativas, obtidas em microscópio do tipo confocal, de cultura primária de neurônios córtico-estriatais 
infectados com ZIKV (A) ou controle (MOCK) (B), 48 horas após a infecção. A marcação por imunofluorescência 
foi realizada utilizando anticorpos anti-4G2 (vermelho), anti-caspase 3 ativa (verde). Os núcleos celulares foram 
marcados com DAPI (azul). Os painéis à esquerda mostram a imagem mesclada dos três marcadores fluorescentes. 
A barra de tamanho corresponde a 20 µm em todas as imagens. (C) O gráfico mostra a porcentagem de células 
marcadas com caspase 3, em culturas infectadas por ZIKV ou MOCK. As imagens foram adquiridas para 5 
campos aleatórios de cada lâmina, e o percentual de células caspase-positivas foi determinado em relação ao 
número de células marcadas com DAPI. Nove lâminas contendo culturas neuronais foram analisadas para cada 
condição (ZIKV ou MOCK) em 3 experimentos independentes, o que possibilitou a análise de um total de 881 
(ZIKV) e 888 (MOCK) células. Os dados representam as médias ± SEM, n=3. (***) indica diferenças 
significativas (p< 0,0001).  
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4.3 O vírus da Zika induz a morte neuronal via ativação do GluN2B 

Diversas injúrias que acometem o SNC, tais como hipóxia, traumas mecânicos, doenças 

neurodegenerativas progressivas e/ou agudas, podem induzir um aumento da liberação de 

glutamato que pode desencadear a morte de neurônios adjacentes àqueles que sofreram o dano 

(Bondy and LeBel 1993). Dessa forma, nós analisamos os níveis de glutamato liberados nas 

culturas neuronais infectadas pelo ZIKV através da metodologia descrita por (Nicholls, Sihra 

et al. 1987). Em nossos ensaios foi observado que os níveis de glutamato aumentaram 

progressivamente nos neurônios infectados com ZIKV em comparação ao controle (Figura 

9A). Embora haja uma tendência de aumento nos níveis de glutamato 12 horas após infecção, 

observamos uma diferença significativa apenas a partir de 24 horas após a infecção pelo ZIKV 

(Figura 9A). Níveis patológicos de glutamato no interstício podem desencadear a superativação 

de receptores glutamatérgicos pós-sinápticos, permitindo que altos níveis de íons Ca2+ entrem 

na célula (Choi 1987, Choi, Maulucci-Gedde et al. 1987, Choi, Koh et al. 1988, Zanelli, 

Numagami et al. 1999). Utilizando o ensaio de “Fura-2 AM” (Toivari, Manninen et al. 2011), 

foi avaliado se os níveis de Ca2+ intracelulares estavam aumentados nas culturas de neurônios 

infectadas com o ZIKV. No tempo de 48 horas após a infecção, os níveis de Ca2+ intracelular 

estavam significativamente aumentados nos neurônios infectados com o ZIKV, em 

comparação ao controle (Figura 9B). Os eventos observados podem explicar parcialmente os 

mecanismos subjacentes à morte neuronal mediada pelo ZIKV.  
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Figura 9. A infecção pelo ZIKV induz níveis aumentados de glutamato extracelular e aumento do 
fluxo de Ca2+ intracelular através da subunidade GluN2B. (A) O gráfico mostra uma linha de tempo 
correspondente aos níveis de concentração de glutamato extracelular em neurônios córtico-estriatais em cultura 
primária infectados com ZIKV ou controle (MOCK). Os dados representam as médias ± SEM, n = 6–10. (*) 
indica diferença significativa em relação aos neurônios controle (p <0,05). (B) O gráfico mostra os níveis de 
concentração de Ca2+ intracelular ([Ca2+] i) em neurônios córtico-estriatais em cultura primária que não foram 
tratados (veículo) ou tratados com 0,01 µM de ifenprodil por 48 h após a infecção por ZIKV ou controle (MOCK). 
Os dados representam as médias ± SEM, n = 4–8. (*) indica diferença significativa (p <0,05). 
 

Os receptores de NMDA são canais do tipo iônico, dependentes de glutamato e, quando 

ativados acima dos níveis fisiológicos, estão envolvidos na excitotoxicidade neuronal (Zanelli, 

Numagami et al. 1999). Para avaliar se o bloqueio do NMDAR é capaz de reverter a morte 

neuronal mediada pelo ZIKV, foi testado o efeito do antagonista de NMDAR, Dizocilpina 

(MK-801), na viabilidade celular, em culturas neuronais infectadas pelo vírus e culturas 

controle. O MK-801 é um antagonista não competitivo do NMDAR que se liga no interior do 

canal, impedindo o fluxo de íons (Wong, Kemp et al. 1986). Dentre as doses testadas do MK-

801 (1, 10 e 100 µM), os resultados mostraram que, 72 horas após a infecção pelo ZIKV, a 

morte neuronal foi reduzida significativamente na dose de 10 µM e, na dose de 100 µM, a 

morte neuronal se mostrou equivalente ao controle (Figura 10A). Este resultado corrobora 

observações descritas em um artigo publicado anteriormente por nosso grupo, onde 

demonstramos que o antagonismo do NMDAR promovido por outros bloqueadores, tais como 

Agmatina e Memantina, também reduzem significativamente a morte neuronal induzida pelo 

ZIKV (Costa, Del Sarto et al. 2017).  
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Ainda neste sentido, resultados de outros grupos mostram que a subunidade GluN2B, 

contida no NMDAR, possui um papel importante na sinalização excitotóxica de neurônios 

submetidos à injúria (Tu, Xu et al. 2010, Martel, Ryan et al. 2012). Sendo assim, para verificar 

a ação desta subunidade na excitotoxicidade promovida pelo ZIKV, foi avaliado o efeito do 

inibidor seletivo do receptor de NMDA contendo GluN2B, o Ifenprodil (Williams 2001), na 

viabilidade celular de culturas neuronais, nas doses de 0,01, 0,1 e 1 µM. Os resultados obtidos 

mostraram que a dose de 0,01 µM foi efetiva em reduzir significativamente a morte neuronal 

promovida pela infecção viral, quando comparado ao grupo infectado pelo ZIKV e tratado com 

o veículo utilizado para dissolver a droga (Figura 10B). Após determinar qual a dose efetiva 

do Ifenprodil, foi realizado um ensaio adicional a fim de confirmar se o tratamento com 

Ifenprodil (0,01 µM) é capaz de manter a sobrevivência neuronal nos tempos de 12, 24 e 72 

horas após a infecção pelo ZIKV. Em ensaio de viabilidade celular, o bloqueio de NMDAR 

contendo GluR2B pelo Ifenprodil reduziu significativamente a morte neuronal desencadeada 

pelo ZIKV nos tempos de 24 e 72 horas após a infecção pelo vírus, quando comparado ao 

grupo controle (Figura 11).  

Considerando o aumento do influxo de Ca2+ observado após a infecção pelo ZIKV, nós 

verificamos a participação da subunidade GluN2B neste fenômeno. Para isto, foi realizado o 

ensaio para medir a concentração de Ca2+ intracelular, nas culturas neuronais infectadas ou não 

com o ZIKV e tratadas com Ifenprodil. O tratamento com 0,01 µM de Ifenprodil foi eficiente 

para resgatar significativamente o aumento nos níveis de Ca2+ intracelular exibidos pelas 

culturas infectadas pelo ZIKV (Figura 9B), indicando que os NMDAR contendo GluN2B são 

canais importantes no aumento da entrada de Ca2+ desencadeada pela infecção pelo ZIKV.  
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Figura 10. O bloqueio do NMDAR previne a morte neuronal induzida pelo ZIKV em cultura primária 
de neurônios. O gráfico mostra a porcentagem de morte celular de neurônios córtico-estriatais em cultura 
primária que foram infectados com ZIKV ou controle (MOCK). O tratamento com o antagonista de NMDAR foi 
realizado após a infecção (tempo de adsorção) e a cada 24 horas. O ensaio de viabilidade celular (LIVE/DEAD) 
foi realizado 72 horas após a infecção pelo ZIKV.  Os tratamentos com as drogas MK-801 e Ifenprodil foram 
realizados em diferentes concentrações: 1; 10 e 100 µM para MK-801 (A) e 0,01; 1; 10 µM para Ifenprodil (B). 
Os resultados são representados como porcentagem de neurônios mortos. Os resultados são expressos como média 
± SEM, n=4. *, P <0,05 em comparação com neurônios infectados com ZIKV. 
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Figura 11. A inibição de GluR2B bloqueia a neurotoxicidade induzida pelo ZIKV. Micrografias 
representativas, obtidas em microscópio de fluorescência, de neurônios primários córtico-estriatais marcados com 
calceína AM (verdes, células vivas) e homodímero de etídio-1 (vermelho, células mortas) infectados com o ZIKV 
ou seu controle, submetidos ou não ao tratamento com o Ifenprodil (Ifen). Os grupos experimentais se subdividem 
em controle-infectado (MOCK) e não tratados (Vehicle) (A) ou tratados com 0,01 µM de Ifenprodil (B), bem 
como os grupos infectados com o ZIKV e não tratados (C) ou tratados com 0,01 µM de Ifenprodil (D). A barra 
de tamanho corresponde a 50 µm em todas as imagens. (E) O gráfico mostra a porcentagem de morte celular 
neuronal dos grupos experimentais que não foram tratados ou tratados com ifenprodil 0,01 µM por 12, 24 ou 72 
h após infecção por MOCK ou ZIKV. Os dados representam as médias ± SEM, n = 4. *indica diferenças 
significativas (p <0,05). 
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Para verificar se a infecção pelo ZIKV nas culturas neuronais seria capaz de alterar os 

níveis de expressão das subunidades do NMDAR, foi avaliado os níveis de mRNA destas 

subunidades nos tempos de 12 e 24 horas após a infecção pelo vírus. Os receptores de NMDA 

são heterotetrâmeros, compostos por duas subunidades obrigatórias de GluN1 e duas 

subunidades adicionais de GluN2 e/ou GluN3 (Paoletti, Bellone et al. 2013). Os resultados não 

indicam alterações significativas na expressão relativa das subunidades GluN1 (Figura 12A), 

GluN2A (Figura 12B) e GluN3A (Figura 12D) nos tempos de 12 e 24 horas após a infecção, 

comparando grupos infectados e controle. Entretanto, as subunidades GluN2A (Figura 12B), 

GluN2B (Figura 12C) e GluN3A (Figura 12D) mostraram aumento significativo na expressão 

gênica nos grupos infectados com ZIKV 24 horas, quando comparados a 12 horas após a 

infecção. Além disto, a subunidade GluN2B mostrou aumento da expressão gênica nos tempos 

de 24 horas após a infeção, quando comparado aos grupos controle 24 horas e infectado com 

ZIKV 12 horas (Figura 12C). Em conjunto, estes dados revelam que o aumento da liberação 

de glutamato e da morte neuronal observada no tempo de 24 horas podem ser explicados, em 

parte, pelo aumento da expressão do NMDAR, contendo GluN2B, durante a infecção pelo 

ZIKV.  
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Figura 12. A infecção pelo ZIKV aumenta a expressão de GluN2. Os gráficos mostram os níveis de mRNA 
das subunidades do receptor NMDA, GluN1 (GRIN1) (A), GluN2A (GRIN2A) (B), GluN2B (GRIN2B) (C) e 
GluN3A (GRIN3A) (D) em amostras de neurônios córtico-estriatais em cultura primária nos tempos de 12 e 24 
horas após infecção por ZIKV ou controle (MOCK). Os níveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR e 
normalizada para os níveis de mRNA de RPL32. Os dados representam as médias ± SEM, n = 6. (n.s.) indica não 
significativo e (*) indica diferença significativa (p <0,05). 
 

 

Para compreender o mecanismo biológico neuroprotetor subjacente ao bloqueio de 

NMDAR contendo GluN2B, foi investigado quais seriam as possíveis vias de sinalização 

envolvidas na sobrevivência celular. Nossos dados mostram que o Ifenprodil reduziu os níveis 

aumentados de Ca2+ intracelular desencadeados pela infecção do ZIKV, o que poderia 

contribuir consideravelmente para a neuroproteção (Figura 9B). Além disso, hipotetizamos que 

as vias de ERK e CREB também poderiam contribuir para esse mecanismo neuroprotetor via 

Ifenprodil, já que a ativação destas vias desencadeia a transcrição de genes envolvidos na 

plasticidade sináptica e sobrevivência celular, envolvendo geralmente fatores neurotróficos 

(Almeida, Manadas et al. 2005, Hardingham and Bading 2010, Sakamoto, Karelina et al. 2011). 



 

 

57 

Estes eventos poderiam explicar a neuroproteção promovida pelo bloqueio de NMDAR 

contendo GluN2B, uma vez que as vias biológicas de ERK e CREB podem ser estimuladas por 

outros receptores de glutamato que não os NMDAR contendo GluN2B (Thomas and Huganir 

2004). Como o Ifenprodil bloqueia somente os NMDARs contendo GluN2B, o glutamato 

extracelular ainda pode ativar NMDARs contendo GluN2A, que são NMDARs 

predominantemente sinápticos e promovem sobrevivência neuronal via sinalização de ERK, 

CREB e fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) (Hardingham and Bading 2010).  

Uma vez que as culturas neuronais infectadas pelo ZIKV exibiram altos níveis de 

glutamato extracelular (Figura 9A), investigamos se os níveis de fosforilação de ERK e CREB 

estariam alterados pelo tratamento com 0,01 µM de Ifenprodil após a infecção pelo ZIKV. 

Nenhuma diferença foi observada ao comparar a ativação de ERK e CREB em culturas 

infectadas com ZIKV ou controles após 12 horas de infecção pelo vírus (Figuras 13A, 14A). 

No entanto, 24 horas após a infecção, a ativação de ERK foi aumentada em neurônios que 

foram infectados com ZIKV e tratados com Ifenprodil, em comparação com os neurônios 

controle (Figura 13B).  
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Figura 13. O tratamento com Ifenprodil em culturas infectadas pelo vírus Zika (ZIKV) leva ao 
aumento da fosforilação da quinase regulada por sinal extracelular (ERK). No painel superior são 
mostradas imagens representativas de imunoblots para a expressão de p-ERK e, no painel inferior, são mostrados 
gráficos representando a análise densitométrica normalizada pela expressão total de ERK em neurônios córtico-
estriatais em cultura primária que não foram tratados (veículo) ou que foram tratados com 0,01 µM de ifenprodil 
durante 12 (A) ou 24 (B) horas após a infecção com ZIKV ou controle (MOCK). Foram utilizados 100 µg de 
lisado celular para cada amostra. Os dados representam as médias ± SEM, n = 5–6. * indica diferença significativa 
(p <0,05).  
 

A infecção por ZIKV, na presença ou ausência de tratamento com o Ifenprodil, 

aumentou a fosforilação de CREB, em comparação com os neurônios controle-infectados no 

tempo de 24 horas (Figura 14B). A fosforilação de CREB é um indicador da ativação desta 

proteína e, de maneira interessante, nós observamos também a ativação desta proteína mesmo 

no tratamento com ifenprodil e ausência do vírus (Figura 14B). Em conjunto, nossos dados 

mostram que a neuroproteção promovida pelas drogas inibidoras de NMDAR contendo 

GluN2B é justificada pela ativação de vias biológicas neuroprotetoras, tais como ERK e CREB. 

Portanto, estes resultados suportam a ideia de que o bloqueio de NMDAR pode oferecer uma 

estratégia terapêutica para prevenir a morte celular neuronal mediada pelo ZIKV. 
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Figura 14. O tratamento com Ifenprodil leva ao aumento da fosforilação da proteína de ligação ao 
elemento de resposta ao AMPc (CREB). No painel superior são mostradas imagens representativas de 
imunoblots para a expressão de p-CREB e, no painel inferior, são mostrados gráficos apresentando a análise 
densitométrica normalizada pela expressão total de CREB em neurônios córtico-estriatais em cultura primária que 
não foram tratados (veículo) ou que foram tratados com 0,01 µM de ifenprodil durante 12 (A) ou 24 (B) horas 
após a infecção com ZIKV ou controle (MOCK). Foram utilizados 100 µg de lisado celular para cada amostra. 
Os dados representam as médias ± SEM, n = 4-6. (*) indica diferença significativa (p <0,05).  
 

 

4.4 Fatores pró-inflamatórios facilitam a excitotoxicidade induzida pelo 

ZIKV  

Em injúrias do SNC, diversos elementos modulam a produção e a recaptação do 

glutamato. Dentre eles, o TNF-α pode aumentar a expressão da glutaminase, a enzima 

responsável pela reação de síntese do glutamato (Takeuchi, Jin et al. 2006, Chen, Ou et al. 

2012). Além disso, tanto o TNF-α quanto a IL-1β podem diminuir a recaptação do glutamato, 

aumentando assim os níveis extracelulares deste aminoácido (Szymocha, Akaoka et al. 2000, 

Prow and Irani 2008). As citocinas TNF-α e IL-1β também podem sensibilizar os NMDARs, 

aumentando a entrada de Ca2+ intracelular e, portanto, a excitotoxicidade (Viviani, Bartesaghi 
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et al. 2003, Jara, Singh et al. 2007). Embora os mecanismos descritos demonstrem uma clara 

interação entre a expressão de citocinas pró-inflamatórias e mecanismos celulares 

glutamatérgicos, a maioria dos estudos descrevem estes fenômenos em células da glia, tais 

como astrócitos ou micróglia. Até o presente momento, o nosso estudo tem elucidado 

mecanismos celulares desencadeados pelo ZIKV em culturas celulares fundamentalmente 

neuronais. Tendo em vista estes aspectos, hipotetizamos que os fenômenos descritos na 

literatura poderiam ocorrer em células alternativas às gliais, como os neurônios, por exemplo. 

Dessa forma, inicialmente, verificamos se os níveis de expressão de TNF-α e IL-1β estariam 

aumentados diretamente em culturas primárias de neurônios infectadas pelo ZIKV. Em ensaio 

de RT-qPCR, os níveis de mRNA do TNF-α mostraram-se aumentados nos neurônios 

infectados com ZIKV, nos tempos de 12 e 24 horas, em comparação aos neurônios controle 

(Figura 15A). Os níveis proteicos do TNF-α também se mostraram elevados no sobrenadante 

das culturas infectadas com ZIKV por 24 e 48 horas, em comparação aos neurônios controle 

(Figura 15B). 

 

 

 

Figura 15. A infecção pelo ZIKV induz a expressão do fator de necrose tumoral α (TNF-α). Os gráficos 
mostram os níveis de expressão de mRNA (A) e proteína (B) de TNF-α em cultura primária de neurônios, 12 e 
24 horas após a infecção pelo ZIKV ou controle (MOCK). Os níveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, 
realizados em triplicata e normalizados para os níveis de mRNA de RPL32, e os níveis de proteína foram avaliados 
pelo teste de ELISA. Os dados representam as médias ± SEM, n = 6–8. (*) indica diferenças significativas (p 
<0,05).  
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Os níveis de mRNA da IL-1β também se mostraram significativamente aumentados 12 

horas após a infecção pelo ZIKV, quando comparado ao grupo controle (Figura 16). Contudo, 

não foi possível detectar os níveis proteicos de IL-1β no sobrenadante das culturas de neurônios 

pelo método de ELISA.  

 

 

Figura 16. A infecção pelo ZIKV induz a transcrição da interleucina-1β (IL-1β). O gráfico mostra os 
níveis relativos do mRNA de IL-1β em cultura primária de neurônios, 12 e 24 horas após a infecção pelo ZIKV 
ou controle (MOCK). Os níveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizados em triplicata e normalizados 
pelos níveis de mRNA de RPL32. Os dados representam as médias ± SEM, n = 6–8. (*) indica diferenças 
significativas (p <0,05). 

 

 

O aumento dos níveis de expressão de TNF-α e IL-1β após a infecção pelo ZIKV sugere 

que estas citocinas podem contribuir na fisiopatologia da infecção do vírus. Sendo assim, para 

verificar se estas citocinas possuem um papel na neurodegeneração promovida pelo ZIKV, 

realizamos um ensaio de viabilidade celular em cultura de neurônios, bloqueando a atividade 

de TNF-α e do receptor de IL-1β através das drogas Etanercept e IL-1RA, respectivamente. 

Etanercept é uma substancia sintética que apresenta uma conformação capaz de sequestrar o 

TNF solúvel, inativando-o (Steed, Tansey et al. 2003). O IL-1RA (do inglês, “interleukin-1 

receptor antagonist”) é um antagonista competitivo que se liga aos receptores de IL-1, inibindo 

a resposta celular pró-inflamatória (Seckinger, Lowenthal et al. 1987). O tratamento com 

Etarnecept, nas concentrações testadas de 0,1; 1 e 10 µg/mL, promoveu uma diminuição 

significativa da morte neuronal induzida pelo ZIKV quando comparado ao grupo infectado 

com o vírus e não tratado (Figura 17A). O bloqueio do receptor IL-1β pela IL-1RA também 
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diminuiu significativamente a morte neuronal nas concentrações testadas (1, 10 e 100 ng/mL) 

(Figura 17B). Nossos dados também demonstram que não há diferença significativa entre os 

níveis de morte neuronal de culturas infectadas com ZIKV na presença de Etarnecept (Figura 

18A) ou IL-1RA (Figura 17B) quando comparado às culturas controle. Esses resultados 

confirmam a hipótese anterior de que citocinas pró-inflamatórias, expressas em neurônios, 

também contribuem para o mecanismo de morte celular desencadeado pelo ZIKV.  

 

 

Figura 17. Citocinas pró-inflamatórias induzem a morte neuronal por um mecanismo induzido pela 
infecção do ZIKV. Os gráficos mostram a porcentagem de morte celular em cultura primária de neurônios não 
tratados (veículo) ou tratados com Etanercept 0,1, 1 ou 10 µg / mL (A) ou IL-1RA 1, 10 ou 100 ng/mL (B), 48 
horas após a infecção pelo ZIKV ou controle (MOCK). Os dados representam as médias ± SEM, n = 4–5. (*) 
indica diferenças significativas em comparação com os neurônios infectados pelo ZIKV e (#) indica diferenças 
significativas em comparação aos neurônios infectados com MOCK (p <0,05). 
 

 

  Considerando a importância do TNF-α e da IL-1β na neurotoxicidade induzida pelo 

ZIKV, foi investigado se estas citocinas contribuem para o aumento dos níveis de glutamato. 

Para isso, foi avaliado os níveis de expressão da glutaminase, bem como do transportador de 

glutamato (SLC1a) em neurônios infectados ou não com o ZIKV. Através do ensaio de RT-

qPCR, não foi observada diferença significativa ao comparar culturas infectadas com ZIKV e 

controle, em termos dos níveis relativos do mRNA da glutaminase (Figura 18A). Por outro 

lado, os níveis de expressão de SLC1a estavam aumentados significativamente em culturas 
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neuronais 24 horas após a infecção pelo ZIKV, o que poderia constituir para um mecanismo 

de neuroproteção a fim de tamponar os aumentos dos níveis de glutamato extracelular 

decorrentes da infecção pelo vírus (Figura 18B).  

 

 

Figura 18. Níveis de expressão da glutaminase e transportador de glutamato após a infecção por 
ZIKV. Os gráficos mostram os níveis de mRNA da glutaminase (GLS) (A) e do transportador de glutamato 
(SLC1a) (B) em neurônios em cultura primária córtico-estriatais, 12 e 24 horas após a infecção pelo ZIKV ou 
controle (MOCK). Os níveis de mRNA foram avaliados por RT-qPCR, realizado em triplicata e normalizado para 
os níveis de mRNA do RPL32. Os dados representam as médias ± SEM, n = 6. (n.s.) indica não significativo e 
(*) indica diferença significativa (p <0,05). 
 

 

Para investigar se o TNF-α e a IL-1β contribuem para o mecanismo de excitoxicidade 

celular, avaliamos se estas citocinas poderiam estar facilitando a sensibilização do NMDAR. 

Para tal, a atividade de TNF-α e de IL-1β foi bloqueada utilizando 1 µg/mL de Etanercept ou 

10 ng/mL de IL-1RA, respectivamente, com conseguinte mensuração dos níveis de Ca2+ 

intracelular. Confirmando a nossa hipótese, o bloqueio tanto de TNF-α quanto de IL-1β 

diminuiu significativamente os níveis de Ca2+ intracelular, quando comparado aos neurônios 

infectados com ZIKV e não tratados (Figura 19). Esses dados sugerem que o aumento dos 

níveis de expressão de TNF-α e IL-1β, desencadeada pelo ZIKV, foi capaz de sensibilizar os 

NMDARs, levando ao aumento da entrada do Ca2+ e, consequentemente, facilitando a 

excitotoxicidade. 

B A 
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Figura 19. Citocinas pró-inflamatórias facilitam a excitotoxicidade decorrente da infecção pelo ZIKV. 
O gráfico mostra os níveis intracelulares de Ca2+ ([Ca2+] i) em cultura primária de neurônios não tratados (veículo) 
ou tratados com 1 µg/mL de Etanercept ou 10 ng/mL de IL-1RA, 48 horas após a infecção pelo ZIKV ou controle 
(MOCK). Os dados representam as médias ± SEM, n = 5–8. (*) indica diferença significativa em comparação aos 
neurônios infectados pelo ZIKV (p <0,05).  
 

Os nossos resultados revelaram que, em culturas neuronais infectadas pelo ZIKV, 

pequenas alterações dos níveis de expressão de citocinas são capazes de conferir um fenótipo 

citotóxico para o neurônio. Desta maneira, nós decidimos investigar se estes fatores pró-

inflamatórios produzidos pelos neurônios seriam capazes de ativar células da glia. Para isto, 

infectamos cultura primária mista de células da glia, com um meio condicionado (M.C.) 

proveniente de culturas neuronais infectadas com o ZIKV ou seu controle (Figura 20A). Nossos 

dados mostraram que, 24 horas após a infecção, o RNA viral foi detectado no grupo infectado 

com o M.C. contendo o ZIKV quando comparado ao grupo controle (Figura 20B). Entretanto 

não observamos diferença significativa entre o grupo infectado com o M.C. contendo o vírus 

quando comparado aos grupos MOCK e M.C. com o vírus inativado (Figura 20B). Embora os 

níveis de expressão do ZIKV tenham sido muito baixos, ao analisarmos as curvas de 

dissociação da reação de RT-qPCR, certificamos que os resultados do grupo infectado com o 

M.C., contendo o vírus, são específicos para o ZIKV (dados não mostrados). Analisamos 

também, por RT-qPCR, se os níveis de citocinas pró-inflamatórias, TNF-α e IL-1β, poderiam 

estar alteradas nas culturas de glia infectadas com o M.C. proveniente das células neuronais. 

Observamos que os níveis de TNF-α e IL-1β estavam aumentados significativamente nos 

grupos infectados com o M.C. contendo o vírus e nas células gliais infectadas diretamente com 
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o ZIKV, quando comparado ao grupo controle (Figura 20C e D). Em contrapartida, os níveis 

de TNF-α e IL-1β do grupo infectado com o M.C. inativado não apresentaram alterações 

significativas quando comparada ao grupo controle (Figura 20C e D). Os dados descritos 

indicam que os níveis de TNF-α e IL-1β produzidos por neurônios não parecem ser suficientes 

para promover uma resposta inflamatória pelas células da glia, pelo menos com relação à 

produção de TNF-α e IL-1β por essas células. Entretanto, outras estratégias experimentais 

poderiam ser implementadas visando uma investigação mais aprofundada sobre o efeito dos 

fatores celulares liberados por neurônios infectados pelo ZIKV e seus efeitos com relação à 

atividade de células da glia.  

 
Figura 20. Efeito dos fatores extracelulares produzidos pelos neurônios infectados com o ZIKV em 
cultura primária mista de glia. Cultura primária mista de astrócito e microglia foi infectada tanto com o ZIKV 
e seu controle (MOCK), quanto com o meio condicionado (M.C.). (A) O esquema representa a preparação do 
M.C. adicionado a cultura mista de células gliais. Células primárias neuronais foram infectadas com o ZIKV e 
seu controle (MOCK) e o sobrenadante foi coletado 24 horas após a infecção. O M.C. foi preparado a partir de 
50% de sobrenadante e adicionado a cultura primária de células da glia durante a infecção. Parte do sobrenadante 
infectado com o ZIKV foi aquecido a 94oC para inativação do vírus. Os níveis de RNA do ZIKV (B), do TNF-α 
(C) e do IL-1β (D) foram avaliados por RT-qPCR, em triplicata biológica e normalizada pelo gene de referência 
RPL32. Os dados representam as médias ± SEM, n = 4. (*) indicam diferenças significativas comparadas ao grupo 
MOCK (p <0,05). (n.s.) indicam diferenças não significativas comparadas ao grupo MOCK (p > 0,05).  
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1 O ZIKV induz a apoptose neuronal de maneira não-autônoma  

Estudos apontam que células infectadas por vírus podem sofrer apoptose como uma 

resposta protetora, limitando assim a replicação viral (Gavrieli, Sherman et al. 1992, 

Ankarcrona, Dypbukt et al. 1995, Elmore 2007). Este fenômeno pode ocorrer de forma não-

autônoma, em resposta a estímulos externos, ou de maneira autônoma, em resposta a 

anormalidades da própria célula (Gavrieli, Sherman et al. 1992, Elmore 2007). As vias de 

apoptose extrínseca e intrínseca convergem para clivar a procaspase-3 em caspase 3, que 

regulam diversos substratos celulares promovendo alterações morfológicas associadas à morte 

celular, como condensação da cromatina, encolhimento celular, formação de bolhas nucleares 

e de membrana plasmática (Elmore 2007). Os Flavivírus podem induzir o dano no tecido 

neuronal alterando a expressão de proteínas pró-apoptóticas e, assim, promover a morte das 

células infectadas (Liao, Lin et al. 1997, Parquet, Kumatori et al. 2001, Su, Liao et al. 2002, 

Tang, Hammack et al. 2016). Na infecção pelo WNV, foi demonstrado que 96% dos neurônios 

corticais primários infectados pelo vírus também são caspase 3 positivos (Shrestha, Gottlieb et 

al. 2003). De maneira interessante, em nosso estudo observamos que a maioria dos neurônios 

positivos para a caspase 3 foi negativa para o ZIKV, indicando que a resposta celular 

desencadeada pelo vírus ocorreu de maneira não-autônoma. Estudos anteriores demonstraram 

que o ZIKV induz a apoptose de NPCs humanas, entretanto a correlação do número de células 

positivas para caspase 3 e ZIKV não foi determinada (Cugola, Fernandes et al. 2016, Garcez, 

Loiola et al. 2016, Xu, Lee et al. 2016). Resultados semelhantes foram encontrados em modelo 

murino, no qual embriões e camundongos jovens, quando submetidos à injeção intracraniana 

de ZIKV, apresentaram o tecido cerebral contendo células positivas para caspase 3 e ZIKV 

(Cugola, Fernandes et al. 2016, Huang, Abraham et al. 2016). De maneira interessante, um 
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estudo recente aponta que NPCs infectadas com ZIKV também são positivas para caspase 3, 

ao contrário de nossos dados que sugere um mecanismo não autônomo de apoptose celular 

(Tang, Hammack et al. 2016). Acreditamos que os tempos após a infecção que foram 

analisados são o principal fator para encontrarmos resultados diferentes pois, no referido 

estudo, a apoptose celular induzida pelo vírus foi quantificada 72 horas após a infecção pelo 

ZIKV, tempo no qual a infecção é massiva e possivelmente atingiu a saturação do crescimento 

viral (Figura 6A) (Tang, Hammack et al. 2016). Entretanto, em nosso estudo, nós realizamos a 

maior parte das análises entre 12 e 48 horas após a infecção, com o objetivo de investigar quais 

elementos iniciariam a neurodegeneração induzida pelo ZIKV. Em tempos superiores a estes, 

observamos morte celular de aproximadamente 70% nas culturas neuronais infectadas com o 

vírus (Figura 7A), o que dificultaria as nossas análises. Com este conjunto de dados, 

entendemos que o ZIKV é capaz de se replicar em neurônios e aqueles neurônios não infectados 

sofrerão apoptose, exacerbando a neurodegeneração (Figura 21A). 

O mecanismo de indução da apoptose desencadeado nas células adjacentes às 

infectadas deve-se possivelmente à liberação de glutamato e de citocinas, incluindo TNF-α e 

IL-1β, mediadas pela infecção pelo ZIKV. Dentre as citocinas, o TNF-α circulante pode induzir 

uma resposta apoptótica a partir da ativação de seus receptores (TNFR) contendo o domínio de 

morte (DD, do inglês – “death domain”). Após a ligação do TNF-α ao seu receptor, os TNFRs 

recrutam moléculas adaptadoras distintas no domínio DD, ativando três vias principais de 

sinalização: sinalização NF-κB, sinalização MAPK/C-Jun e sinalização caspase/apoptótica 

(Gaur and Aggarwal 2003). Estudos anteriores mostraram que os níveis de expressão do TNF-

α aumentam após infecções virais e este fenômeno pode desencadear a sinalização 

caspase/apoptótica em células neuronais (Nuovo, Gallery et al. 1994, Talley, Dewhurst et al. 

1995, Alvarez, Blanco et al. 2011, Shao, Herrlinger et al. 2016). Em encéfalos de pacientes 

acometidos pela encefalite originada do vírus da imunodeficiência adquirida – tipo 1 (HIV-1), 
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foi detectado altos níveis de mRNA de TNF-α em comparação as amostras de indivíduos 

controle (Nuovo, Gallery et al. 1994). Estudos seguintes demonstraram que há um aumento 

significativo de neurônios com núcleos apoptóticos próximos a infiltrados de macrófagos 

perivasculares infectados com HIV-1 de pacientes quando comparado a indivíduos controle 

(James, Sharer et al. 1999). Além disto, a partir de ensaios in vitro utilizando meio 

condicionado de células infectadas, foi estabelecido uma correlação entre o aumento dos níveis 

de TNF-α e a apoptose mediada pela ativação de caspase 3 após a infecção pelo HIV-1, 

confirmando o efeito extrínseco da citocina na morte celular de células vizinhas (Talley, 

Dewhurst et al. 1995). Em nossos dados, identificamos um aumento significativo dos níveis 

proteicos de TNF-α no meio celular das culturas neuronais infectadas com o ZIKV (Figura 

16B), bem como uma redução da morte neuronal mediante a sua inibição pelo Etanercept após 

infecção pelo ZIKV (Figura 18A), confirmando assim a atividade pró-apoptótica do TNF-α 

circulante mediado pela infecção viral. Entretanto, para confirmar a atividade extrínseca do 

TNF-α induzida pela infecção do ZIKV seriam necessários ensaios de imunofluorescência que 

demostrassem a presença do vírus em neurônios apresentando produção aumentada desta 

citocina. 

Identificamos também uma diminuição significativa da neurodegeneração nas culturas 

neuronais infectadas com o ZIKV e tratadas com o inibidor de IL-1β, IL-1RA (Figura 18B). 

Embora não fosse possível detectarmos o IL-1β no sobrenadante celular, possivelmente, 

mesmo os baixos níveis de sua expressão contribuíram para a morte neuronal mediada pela 

infecção pelo ZIKV. Infecções virais desencadeiam respostas imunes inatas em células do 

hospedeiro e a produção e liberação de IL-1β tem sido associada não somente a infecções em 

células imunes do SNC, mas também em neurônios (Irani and Prow 2007, Kaushal, Dye et al. 

2015, Wang, Li et al. 2018). Em monócitos, macrófagos e micróglias induzidas, este processo 

é regulado pelo complexo sensor citoplasmático denominado inflamassoma (Scheiblich, 
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Schlutter et al. 2017, Wang, Li et al. 2018). O mecanismo envolve a oligomerização de um 

complexo proteico contendo receptores NOD do tipo 3 (NLRP3), promovendo a clivagem da 

pró-caspase do tipo 1 (Casp-1), que regula a maturação da IL-1β (Schroder and Tschopp 2010, 

Scheiblich, Schlutter et al. 2017). Estudos recentes apontam que infecções pelo ZIKV ativam 

a produção e liberação de IL-1β em soro de pacientes infectados e no sobrenadante de células 

em cultivo (Lum, Low et al. 2017, Wang, Li et al. 2018). Foi observado em monócitos e 

macrófagos infectados com o ZIKV que a proteína NS5 do vírus facilita a montagem e ativação 

do inflamassoma contendo o NLRP3, regulando assim o aumento dos níveis de IL-1β ativa 

(Wang, Li et al. 2018). Embora estes estudos tenham sido realizados em células imunes 

circulantes, foi observado em ensaios in vitro e in vivo que células neuronais também 

apresentam a ativação do inflamassoma mediado pelo NLRP do tipo 1 (NLRP1), após 

estimulação por lipopolissacarídeo, resultando em um aumento dos níveis de IL-1β ativa 

(Kaushal, Dye et al. 2015). Em nosso trabalho, não foi possível detectar um aumento do IL-1β 

no sobrenadante de células após a infecção pelo vírus nas culturas primárias neuronais, 

entretanto observamos que o tratamento pelo IL-RA foi capaz de reduzir a morte neuronal 

induzida pela infecção, o que indica que baixos níveis desta citocina são capazes de gerar um 

fenótipo deletério para a célula. Um possível mecanismo celular que justificaria o aumento dos 

níveis de IL-1β pode ser explicado pela formação de inflamassoma contendo o NLRP1 nas 

células infectadas pelo vírus (Figura 21B). Para testar esta hipótese, culturas neuronais 

poderiam ser submetidas ao silenciamento da expressão de NLRP1 por RNAi e, em seguida, 

realizar-se-ia o ensaio de viabilidade celular para confirmar se a inibição do inflamassoma é 

capaz de resgatar a sobrevivência neuronal após a infecção pelo ZIKV. A formação de 

inflamassomas contendo o NLRP3 também poderia justificar o aumento significativo das 

citocinas pro-inflamatórias em culturas mistas de glia infectadas com o ZIKV, entretanto estes 

resultados ainda são incipientes. Desta forma, faz-se necessário mais experimentos a fim de 
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confirmar os níveis proteicos da IL-1β, bem como avaliar se o silenciamento de NLRP3, bem 

como de Casp-1 são capazes de diminuir os níveis de IL-1β circulantes após a infecção pelo 

ZIKV. 

Embora o ZIKV promova uma extensa morte celular em culturas primárias neuronais, 

ainda não está claro por que as células infectadas pelo vírus são poupadas da apoptose. Em 

análise de transcriptoma, foi demonstrado que neurosferas originadas de NPCs humanos 

infectadas pelo ZIKV apresentam uma expressão aumentada do fator anti-apoptótico PRPF8 

(Figura 21B) (Garcez, Nascimento et al. 2017). Esta proteína é capaz de interferir no 

processamento de mRNA e promover um efeito anti-apoptótico em neurônios através da 

expressão de genes envolvidos na regulação da expressão gênica e sobrevivência celular 

(Keightley, Crowhurst et al. 2013, Garcez, Nascimento et al. 2017). Alguns vírus da família 

Picornavirus alteram a atividade do fator PRPF8 da célula hospedeira, interferindo na 

sinalização apoptótica e permitindo a replicação viral na célula hospedeira (Liu, Kuo et al. 

2014). Ademais, estudos recentes revelaram que alguns Flavivirus, tais como WNV, DENV e 

JEV, podem induzir uma sinalização antiapoptótica após a infecção. Foi observado em ensaios 

in vitro que a atividade antiapoptótica está relacionada ao capsídeo viral desencadeando a 

fosforilação de Akt, dependente da via de PI-3K (Figura 21B) (Lee, Liao et al. 2005, 

Urbanowski and Hobman 2013). Corroborando a hipótese de que determinados vírus seriam 

capazes de ativar vias neuroprotetoras, nossos resultados demonstraram que culturas neuronais 

infectadas com o ZIKV apresentam níveis elevados de fosfo CREB. Assim, seria interessante 

avaliar se os neurônios positivos para ZIKV apresentariam maior ativação de CREB. Desta 

forma, estudos futuros serão necessários para investigar quais são os mecanismos celulares 

antiapoptóticos que poderiam justificar a sobrevivência de neurônios infectados com o ZIKV, 

em detrimento dos neurônios não infectados. 
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Figura 21. O ZIKV promove a morte de células neuronais de maneira não autônoma. (A) O esquema 
representa o perfil de morte neuronal induzida pelo vírus. O ZIKV pode ser detectado em células neuronais 
primárias, 12 horas após a infecção viral. 24 horas depois, a lesão celular pode ser observada apenas em neurônios 
não infectados próximos a células infectadas, indicando que os neurônios infectados possivelmente liberam 
fatores citotóxicos aos não infectados. (B) O esquema representa as sinalizações celulares potenciais que poderiam 
explicar a sobrevivência e liberação de citocinas pelos neurônios infectados. O ZIKV é endocitado mediante 
receptores de superfície (ver Figura 3B) e o conteúdo da partícula viral é liberado e traduzido em diversas proteínas 
próprias, dentre elas o capsídeo. O capsídeo viral sequestra e inibe a atividade da enzima fosfatase tipo PP-1, 
aumentando os níveis da proteína quinase B fosforilada (p-Akt). A p-Akt ativa a proteína de ligação ao elemento 
de resposta ao c-AMP (CREB), responsável pela transcrição de diversos genes associados a sobrevivência celular. 
Além deste mecanismo, a estimulação de receptores de NMDA (NMDAR) também ativam uma sinalização 
alternativa que leva ao aumento de fosforilação da CREB e, consequentemente, aumento da sobrevivência celular. 
Com o aumento da liberação do glutamato, os NMDAR são ativados e aumentam o influxo de Ca2+. Os íons Ca2+ 

intracelulares rapidamente ativam a proteína quinase dependente de Ca/Calmodulina tipo IV (CAMKIV) que, 
consequentemente, aumenta a atividade nuclear de p-CREB. Neurônios infectados possivelmente liberam IL-1β 
para o meio extracelular devido a ativação de inflamassoma. O mecanismo envolve a interação da proteína não-
estrutural do NS5 a domínios específicos da proteína NLRP1 auxiliando, assim a formação do complexo sensor 
citoplasmático denominado inflamassoma. Por conseguinte, o inflamassoma promove a clivagem da pró caspase 
do tipo 1 (Casp-1), que irá consequentemente estimular a formação do IL-1β a partir da pro IL-1β. 
 

 

5.2 Mecanismos de sobrevivência celular e neurodegeneração mediados pelo 

NMDAR e o ZIKV 

Nossos resultados demonstram que o bloqueio de NMDARs contendo GluN2B leva à 

neuroproteção contra a infecção pelo ZIKV. Considerando que em injúrias do SNC os 

NMDARs extra-sinápticos são mais comumente ativados pela exposição crônica ao glutamato 

(Hardingham, Fukunaga et al. 2002), nós observamos que a infecção por ZIKV levou ao 

aumento sustentado dos níveis de glutamato na cultura, que por analogia poderia ocasionar na 

ativação de NMDARs extra-sinápticos. Corroborando essa hipótese, o Ifenprodil reduziu 
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significativamente os níveis intracelulares de Ca2+ e resgatou a morte celular neuronal induzida 

pelo ZIKV. O influxo de Ca2+ desencadeia a sinalização de diversas vias celulares que podem 

estar relacionadas à atividade sináptica fisiológica ou a sinalizações citotóxicas. Estudos 

apontam que o aumento dos níveis de Ca2+, induzido pela ativação do NMDARs extra-

sinápticos, pode desencadear uma via de inibição do CREB, bem como a disfunção do 

potencial de membrana mitocondrial, levando à morte neuronal (Hardingham, Fukunaga et al. 

2002). Por outro lado, o influxo de Ca2+ evocado pela ativação do NMDAR sináptico pode 

desencadear a ativação do CREB, que aumenta a expressão de genes importantes para a 

sobrevivência neuronal, incluindo o BDNF, além de genes importantes para reduzir a apoptose, 

tornando as mitocôndrias mais resistentes ao estresse celular e a insultos tóxicos (Bading, Ginty 

et al. 1993, Hardingham, Fukunaga et al. 2002, Vanhoutte and Bading 2003, Zhang, Steijaert 

et al. 2007).  

Considerando a neuroproteção promovida pelo Ifenprodil, parte do mecanismo celular 

envolvido neste processo poderia ser explicado pela ativação de CREB via ERK. Em cultura 

primária de neurônios corticais e hipocampais foi observado que a estimulação de NMDARs 

sinápticos promovem a fosforilação sustentada de ERK mediada pela ativação das vias de 

Ca2+/calmodulina e PI-3K (Chandler, Sutton et al. 2001, Kim, Dunah et al. 2005). A ativação 

da ERK, dependente de NMDAR, também envolve a família de proteínas GTPase Ras (Kim, 

Dunah et al. 2005). As GTPases da família Ras são proteínas G pequenas, importantes em 

cascatas de sinalização intracelular e podem ser inibidas por proteínas ativadoras de GTPases 

(GAPs) (Thomas and Huganir 2004). Foi observado por exemplo que NMDARs, contendo 

GluN2B, ligam-se a proteína SynGAP que pode desencadear a inativação de Ras e, 

consequentemente, resultar na inibição de ERK (Kim, Dunah et al. 2005). Dentro desta 

perspectiva, em nosso trabalho observamos níveis elevados de glutamato e não observamos 

ativação de ERK em culturas infectadas com ZIKV (Figuras 9 e 13B). Entretanto, encontramos 
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um aumento significativo da ativação de ERK quando o Ifenprodil foi adicionado a culturas 

infectadas (Figura 13B). Portanto, é possível que o bloqueio de NMDAR contendo GluN2B 

tenha diminuído a inativação de ERK, permitindo a ativação de seus alvos, incluindo CREB 

(Figura 22B).  

Em paralelo a estes resultados, observamos também um aumento significativo de p-

CREB em culturas infectadas pelo ZIKV, não tratadas com Ifenprodil. Isto se deve, 

provavelmente, ao fato de o CREB poder ser ativado por mecanismos alternativos a via de 

ERK. Por exemplo, foi demonstrado que a estimulação sináptica de NMDAR pode levar à 

ativação da CaMKIV, que promove a ativação rápida de CREB, em oposição aos efeitos de 

ação mais lenta e duradouras produzidos por ERK (Figura 4A) (Wu, Deisseroth et al. 2001, 

Thomas and Huganir 2004). Além disto, a própria atividade viral pode alterar vias biológicas 

próprias das células neuronais. Os Flavivírus são conhecidos por regular a apoptose da célula 

hospedeira por um mecanismo dependente da ativação de Akt (Lee, Liao et al. 2005). Estudos 

recentes apontam que parte desse fenômeno se deve a interação do capsídeo viral e fosfatases 

provenientes do hospedeiro, sendo observado que o capsídeo viral é capaz de sequestrar a 

fosfatase PP-1, que desfosforila a Akt, resultando em níveis intracelulares mais altos de Akt 

fosforilada (Airo, Urbanowski et al. 2018). Sendo a fosforilação de Akt importante para ativar 

a via de CREB, acreditamos que o aumento da p-CREB, observada nas culturas infectadas pelo 

ZIKV, também poderia ser justificada por um possível aumento da ativação de Akt (Figura 

21B) (Du and Montminy 1998). Portanto, os resultados aqui apresentados corroboram estudos 

anteriores e indicam que a presença do ZIKV pode não necessariamente levar à morte celular 

mediada por NMDAR, desde que os NMDARs contendo GluN2B sejam bloqueados. 
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5.3 Indução da expressão de TNF-α e IL-1β por neurônios infectados com o 

ZIKV 

A maioria dos vírus que apresentam neurotropismo induzem a produção de fatores 

inflamatórios pelas células da glia. Por exemplo, o JEV pode infectar células neuronais e gliais, 

promovendo a liberação de fatores inflamatórios, incluindo TNFα e IL-1β, além de glutamato 

por células microgliais (Chen, Ou et al. 2012). O ZIKV também é capaz de infectar microglias 

humanas cultivadas in vitro, desencadeando uma resposta inflamatória com o aumento dos 

níveis de IL-6, TNF-α, IL-1β e proteína quimiotática de monócitos 1 (Lum, Low et al. 2017). 

Resultados semelhantes foram obtidos em cultivos de microglias primária derivadas de 

camundongos E14 em que a infecção pelo ZIKV induziu o aumento dos níveis de TNF-α, IL-

6, IL-1β e da enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Wang, Liu et al. 2018). Neste 

mesmo estudo, o meio condicionado da microglia infectada pelo ZIKV foi capaz de inibir a 

diferenciação neuronal de NPCs murinos (Wang, Liu et al. 2018). Estes resultados sugerem 

que a indução de fatores pró-inflamatórios desempenha um papel importante na 

neuropatogênese desencadeada pelo ZIKV. Embora a micróglia seja o tipo celular que está 

predominantemente relacionado a respostas inflamatórias no SNC, em certas situações 

específicas, os neurônios também podem aumentar a produção de citocinas (Liu, Clark et al. 

1994). O WNV também induz a expressão de IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α por células neuronais 

e essas citocinas, quando derivadas de neurônios, podem mediar a ativação de astrócitos e 

contribuir para a neurotoxicidade induzida pelo vírus (Kumar, Verma et al. 2010). Em nossos 

resultados, o aumento dos níveis de TNF-α e IL-1β representou um papel importante na morte 

neuronal induzida pelo vírus. Embora o ZIKV tenha elevado os níveis de TNF-α e, em menor 

escala, de IL-1β nas culturas neuronais, esse aumento foi suficiente para sensibilizar os 

NMDARs, aumentando os níveis de Ca2+ intracelulares e facilitando a morte neuronal (Figura 

22A). Diante destes dados, é possível que a infecção pelo ZIKV possa ativar a produção 
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neuronal de TNFα e IL-1β. Também devemos considerar que a microglia presente em nossas 

culturas neuronais podem ter contribuído para a produção dessas citocinas. No entanto, talvez 

essa hipótese não seja plausível, já que o número de microglia era muito pequeno (~ 0,5%) e 

não foi aumentado devido à infecção pelo ZIKV. Estudos futuros serão importantes para 

determinar o papel de diferentes tipos de células cerebrais na neuroinflamação induzida pelo 

ZIKV. 

 

 

 

Figura 22. O ZIKV desencadeia a liberação de fatores neurotóxicos promovendo a neurodegeneração 
via ativação de NMDAR contendo a subunidade GluN2B. (A) O esquema representa culturas neuronais 
infectadas com o ZIKV, as quais liberam glutamato e citocinas pró-inflamatórias, o que desencadeia a 
sensibilização do receptor N-metil-d-aspartato (NMDAR) contendo a subunidade GluN2B e aumenta o influxo 
de Ca2+ intracelular, facilitando a excitotoxicidade. (B) O tratamento com Ifenprodil em culturas infectadas pelo 
ZIKV reduz o fluxo aumentado de Ca2+ mediado pela atividade de NMDAR contendo GluN2B. A ativação de 
NMDARs contendo GluN2A na presença de ifenprodil leva à ativação de ERK e CREB, o que pode aumentar a 
expressão de genes importantes para a sobrevivência neuronal. 
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5.4 As citocinas TNF-α e IL-β sensibilizam os NMDARs e desencadeiam a 

morte neuronal 

Células cerebrais sujeitas a alguma injúria liberam altos níveis de glutamato, o que 

poderia justificar, em parte, a propagação da morte das células adjacentes, de maneira não-

autônoma (Lipton and Rosenberg 1994, Darman, Backovic et al. 2004). Em nosso trabalho, 

observamos que os níveis de expressão de GluN2B estão aumentados em culturas infectadas 

com ZIKV. Embora, ainda não esteja claro porque a expressão desta subunidade é aumentada 

após a infecção viral, alguns estudos relacionam a regulação dos níveis de expressão das 

subunidades de NMDAR à atividade de citocinas pró-inflamatórias. Foi demonstrado, por 

exemplo, que o aumento dos níveis de TNF-α correlaciona-se com o aumento da expressão de 

GluN1, assim como o aumento de IL-1β promove o aumento da expressão de GluN2A/B 

(Weaver-Mikaere, Gunn et al. 2013, Dong, Kalueff et al. 2017). Dessa forma, é possível que o 

aumento dos níveis de IL-1β observado em culturas neuronais infectadas com o ZIKV tenha 

alguma relação com o aumento da expressão dos níveis de mRNA de GluN2B. Entretanto, 

ainda não está claro qual é o mecanismo que contribui para o aumento da expressão de GluN2B 

mediado pela infecção do ZIKV em neurônios.  

Além do aumento dos níveis de glutamato, os nossos resultados mostram que as 

citocinas TNF-α e IL-1β também estão envolvidas na morte neuronal induzida pelo ZIKV. Foi 

demonstrado previamente que estas citocinas pró-inflamatórias potencializam a 

excitotoxicidade através de interações funcionais com os NMDARs (Floden, Li et al. 2005, 

Fogal and Hewett 2008, Olmos and Llado 2014). Por exemplo, a IL-1β pode sensibilizar os 

NMDARs através da fosforilação das subunidades GluN2A/B pela tirosina quinase Src, 

aumentando o influxo de Ca2+ nos neurônios (Viviani, Bartesaghi et al. 2003). O TNF-α 

também pode sensibilizar os NMDARs, aumentando a entrada de Ca2+ dependente de NMDAR 

e facilitando a neurotoxicidade (Jara, Singh et al. 2007). Além disso, também já foi 
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demonstrado que o TNF-α pode aumentar a localização de receptores de glutamato ionotrópico, 

incluindo NMDAR, nos sítios sinápticos (Pickering, Cumiskey et al. 2005). Neste trabalho, 

nós identificamos que a infecção pelo ZIKV aumentou os níveis de expressão de IL-1β e TNF-

α e o bloqueio dessas citocinas tanto diminuiu o influxo de Ca2+ quanto a morte neuronal. Estes 

resultados indicam que a IL-1β e o TNF-α sensibilizam os NMDARs, facilitando a 

excitotoxicidade induzida pelo ZIKV.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A epidemia de ZIKV representou uma nova ameaça à saúde global, com particular 

relevância para os neurocientistas, devido às síndromes congênitas associada ao recém-nascido 

e aos distúrbios neurológicos associados aos adultos. Dessa maneira, faz-se necessário o 

contínuo investimento em pesquisa científica relacionada a busca de novos tratamentos e da 

compreensão da patogênese associada ao ZIKV. Neste trabalho, desvendamos um pouco mais 

os mecanismos de neurodegeneração associados ao vírus, bem como o mecanismo celular de 

neuroproteção associado ao bloqueio de receptores do tipo NMDA. Os nossos resultados 

revelaram que o ZIKV induz a morte neuronal em um mecanismo não-autônomo. Parte desta 

neurodegeneração pode ser justificada pelo aumento da liberação de glutamato e de citocinas 

pró-inflamatórias, incluindo TNF-α e IL-1β. Estes fatores ativam os NMDARs, promovendo 

excitotoxicidade e, consequentemente, morte celular neuronal. Além disto, o bloqueio dos 

NMDARs, contendo GluN2B, foi capaz de reduzir a morte neuronal através da diminuição dos 

níveis intracelulares de Ca2+ e do aumento da ativação de vias biológicas envolvidas na 

sobrevivência celular, incluindo a via de ERK e CREB. Embora estes resultados ajudem a dar 

mais um passo rumo ao entendimento dos mecanismos neurotóxicos provocados pela infecção 

por ZIKV, muitas perguntas ainda permanecem abertas. Por exemplo, ainda não está claro 

quais mecanismos celulares estão envolvidos na sobrevivência de células infectadas pelo vírus 

em detrimento das células não infectadas. Além disto, ainda não se sabe quais os fatores 

biológicos que alteram a expressão da subunidade GluN2B em células infetadas pelo ZIKV. 

Sob outra perspectiva, qual seria o papel de outros tipos celulares do SNC, no início da morte 

neuronal, desencadeada pela infecção pelo vírus? Sem dúvida, estudos nesta área poderiam 

auxiliar a compreender melhor a patogênese da infecção pelo ZIKV e o que diferencia este dos 

demais Flavivírus com atividade neurotrópica. Além do olhar biológico frente ao vírus, estes 
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estudos poderiam lançar novas perspectivas de tratamento para a infecção pelo ZIKV, 

principalmente para pacientes que incorram em risco de complicações, como gestantes durante 

os primeiros estágios da gravidez. 
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Zika virus (ZIKV) has recently caused a worldwide outbreak of infections associated with 
severe neurological complications, including microcephaly in infants born from infected 
mothers. ZIKV exhibits high neurotropism and promotes neuroinflammation and neuronal 
cell death. We have recently demonstrated that N-methyl-D-aspartate receptor (NMDAR) 
blockade by memantine prevents ZIKV-induced neuronal cell death. Here, we show 
that ZIKV induces apoptosis in a non-cell autonomous manner, triggering cell death 
of uninfected neurons by releasing cytotoxic factors. Neuronal cultures infected with 
ZIKV exhibit increased levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), 
and glutamate. Moreover, infected neurons exhibit increased expression of GluN2B and 
augmented intracellular Ca2+ concentration. Blockade of GluN2B-containing NMDAR by 
ifenprodil normalizes Ca2+ levels and rescues neuronal cell death. Notably, TNF-α and 
IL-1β blockade decreases ZIKV-induced Ca2+ flux through GluN2B-containing NMDARs 
and reduces neuronal cell death, indicating that these cytokines might contribute to 
NMDAR sensitization and neurotoxicity. In addition, ZIKV-infected cultures treated with 
ifenprodil exhibits increased activation of the neuroprotective pathway including extra-
cellular signal-regulated kinase and cAMP response element-binding protein, which 
may underlie ifenprodil-mediated neuroprotection. Together, our data shed some light 
on the neurotoxic mechanisms triggered by ZIKV and begin to elucidate how GluN2B-
containing NMDAR blockade can prevent neurotoxicity.
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INTRODUCTION

Zika virus (ZIKV) is an arthropod-borne virus (arbovirus) from 
the Flavivirus genus within the Flaviviridae family that was first 
isolated in 1947 from a rhesus monkey in the Ziika forest in 
Uganda (1). Only 14 sporadic and benign cases of ZIKV infection 
were documented in humans prior to the first large epidemic out-
break, which took place on the Island of Yap in 2007 (2, 3). This 
was followed by a major ZIKV outbreak in the French Polynesia 
from October 2013 to April 2014 (4). Since 2015, 76 countries and 
territories around the world have reported mosquito-borne ZIKV 
transmission, triggering an ongoing epidemic in South America, 
where Brazil was the main affected country (5). These recent 
ZIKV outbreaks have been associated with severe neurological 
complications, including microcephaly and congenital neuro-
logical malformations in infants born from infected mothers 
(6–9), as well as Guillain–Barré syndrome in adults (10–12). As a 
consequence, in February 2016, the World Health Organization 
declared that the ZIKV outbreak was a public health emergency 
of international concern (13). ZIKV was detected in the placenta 
and amniotic fluid of two pregnant women whose fetuses had 
been diagnosed with microcephaly (14–16), indicating that ZIKV 
can cross the placental barrier. The virus has also been found in 
the brains and retinas of microcephalic fetuses (16–18). ZIKV 
exhibits high neurotropism and can promote neuroinflammation 
and neurodegeneration, which is the main correlate of ZIKV-
associated neurological changes (17, 19–21).

We have recently demonstrated that N-methyl-d-aspartate 
receptor (NMDAR) blockade by memantine could prevent 
ZIKV-induced cell death of primary cultured corticostriatal neu-
rons (22). Type I interferon receptor-deficient mice (IFNα/βR−/−) 
infected with ZIKV exhibited high levels of neurodegeneration, 
microgliosis, and inflammatory response (22). Importantly, 
treatment of ZIKV-infected IFNα/βR−/− mice with 30  mg/
kg memantine was efficient to prevent microglia proliferation 
and neurodegeneration in all brain substrates tested, including 
prefrontal and motor cortex, striatum, and hippocampus (22). 
Moreover, memantine treatment was effective to prevent ZIKV-
induced increase in total and differential blood leukocyte counts 
(22). Despite these very promising results, little is known on how 
ZIKV induces neurodegeneration and on how NMDAR blockade 
rescues ZIKV-induced neuronal cell loss.

In the present work, we examined whether the release of 
neurotoxins by ZIKV-infected cells could contribute to death 
of uninfected nearby neurons, triggering apoptosis in a non-cell 
autonomous manner. Neuronal cultures infected with ZIKV 
exhibited increased levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), 
interleukin-1β (IL-1β), and glutamate. The increase in TNF-α 
and IL-1β production facilitated NMDAR sensitization, thereby 
increasing Ca2+ entry into the cell and promoting excitotoxic-
ity. Blockade of GluN2B-containing NMDARs by ifenprodil 
decreased intracellular Ca2+ concentration and rescued neuronal 
cell death. In addition, ZIKV-infected cultures treated with 
ifenprodil exhibited augmented activation of extracellular signal-
regulated kinase (ERK) and cAMP response element-binding 
protein (CREB), which may contribute to ifenprodil-mediated 
neuroprotection. Together, these data shed some light on the 

neurotoxic mechanisms triggered by ZIKV and begin to eluci-
date how GluN2B-containing NMDAR blockade can prevent 
neurotoxicity.

MATERIALS AND METHODS

Materials
Neurobasal medium, N2 and B27 supplements, GlutaMAX, 
penicillin and streptomycin, Live/Dead viability assay, TRIzol™, 
Power SYBR™ Green PCR Master Mix, anti-rabbit Alexa 
Fluor 488 antibody, anti-mouse Alexa Fluor 546, and DAPI 
(4′,6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) were 
purchased from Thermo Fisher Scientific. (1R*, 2S*)-erythro-2-
(4-Benzylpiperidino)-1-(4-hydroxyphenyl)-1-propanol hemi-
(DL)-tartrate (Ifenprodil) were purchased from Tocris Cookson 
Inc. Horseradish peroxidase conjugated anti-rabbit IgG second-
ary antibody was from BioRad. Western Blotting ECL Prime 
detection reagents were from GE Healthcare and Immobilon 
Western Chemiluminescent HRP Substrate was from Millipore. 
Anti-phospho-ERK1/2 (Thr202/Tyr204), anti-ERK1/2, and 
anti-phospho-CREB (Ser133) rabbit antibodies and anti-CREB 
mouse antibody were purchased from Cell Signaling. All other 
biochemical reagents were purchased from Sigma-Aldrich.

Animals
C57BL/6 mice (25–30 g) were purchased from the animal facil-
ity (CEBIO) from the Universidade Federal de Minas Gerais 
(UFMG). Mice were housed in an animal care facility at 23°C 
on a 12-h light/12-h dark cycle with food and water provided 
ad libitum. This study was carried out in accordance with the rec-
ommendations of the Brazilian Government (law 11794/2008a) 
and approved by the Committee on Animal Ethics of the UFMG 
(CEUA/UFMG, permit protocol no. 242/2016).

Virus
A low-passage-number clinical isolate of ZIKV (HS-2015-BA-01), 
isolated from a viremic patient with symptomatic infection in 
Bahia State, Brazil, in 2015, was used. The complete genome of the 
virus is available at GenBank under the accession no. KX520666. 
Virus stocks were propagated in C6/36 Aedes albopictus cells and 
titrated as described previously (23).

Neuronal Primary Cultures Preparation
Neuronal cultures were prepared from the cerebral cortex and 
striatal regions of C57BL/6 wild-type mouse embryo brains, 
embryonic day 15 (E15). After dissection, the brain tissue 
was submitted to trypsin digestion followed by cell dissocia-
tion using a fire-polished Pasteur pipette. Neuronal cells were 
plated onto poly-l-ornithine-coated dishes in Neurobasal® 
medium supplemented with N2 and B27® supplements, 2 mM 
GlutaMAX™, and penicillin and streptomycin (50  µg/mL 
each), and cultured in vitro for 5 days at 37°C and 5% CO2 in a 
humidified incubator.

Viral Infection and Neuronal Treatment
Primary neuronal cultures were incubated with either ZIKV 
(MOI of 0.1) or C6/36 supernatant (MOCK) for 1 h (adsorption 
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period). After that, residual virus was removed and replaced 
by supplemented neurobasal medium. Kinetic experiments 
evaluating the effects of ZIKV on primary neurons were per-
formed after 12, 24, 36, 48, and 72 h of ZIKV infection. When 
MOCK- or ZIKV-infected neuronal cultures were treated 
with ifenprodil, etanercept, or IL1-RA, drugs were added 
immediately after viral infection and replenished every 24 h in 
experiments lasting between 36 and 72 h. Following this incu-
bation, neuronal cultures were assessed for cell death/survival, 
glutamate release, and [Ca2+]i quantitation, or processed for 
immunofluorescence, quantitative RT-PCR (RT-qPCR), and 
western blot analyses.

Cell Death Assay
Neuronal cells death was determined by LIVE/DEAD Cell 
Viability Assays, as previously described (24), at different time 
points after infection (as indicated in each figure legend). Briefly, 
MOCK- or ZIKV-infected neurons, submitted to different drug 
treatments, were stained with 2  µM calcein acetoxymethyl 
ester (AM) and 2 µM ethidium homodimer-1 for 15 min and 
the fractions of live (calcein AM positive) and dead (ethidium 
homodimer-1 positive) cells were determined. Neurons were 
visualized and imaged in a fluorescence microscope, FLoid® Cell 
Imaging Station (Thermo Scientific). A minimum of 150 cells 
were analyzed per well in triplicate using ImageJ software. Dead 
cells were expressed as a percentage of the total number of cells.

Glutamate Release Assay
Glutamate release by primary cultured neurons was measured 
indirectly by the fluorescence increase due to the production 
of NADPH in the presence of glutamate dehydrogenase type II 
and NADP+ (25). Neuronal cultures, challenged with ZIKV or 
MOCK for 48 h, were incubated with 1 mM CaCl2 and 1 mM 
NADP+ in Hank’s balanced salt solution (HBSS) and analyzed 
in a spectrofluorometer (Synergy 2, BioTek® Instruments, Inc.) 
using excitation wavelength of 360 nm and emission of 450 nm. 
Glutamate dehydrogenase (50 units per well) was added to each 
well after 5 min, and readings were restarted until the fluorescence 
reached balance (approximately 5 min). Calibration curves were 
carried out in parallel with the addition of known amounts of glu-
tamate (5 nM/µL) to the reaction medium. Glutamate levels were 
normalized to the total amount of protein per well. Experimental 
data are expressed as percentage, taking basal glutamate release 
(time 0) as 100%. The experiments were performed at 37°C in 
triplicate well for each condition.

Measurement of Intracellular Ca2+ 
Concentration
Neuronal cultures, MOCK- or ZIKV-infected and submitted 
to different drug treatments, as described in the Figure Legend, 
were loaded with 0.2 µM Fura-2 AM for 20 min at 37°C. Neurons 
were washed with HBSS and illuminated with alternating 340- 
and 380-nm light, with the 510 nm emission detected using a 
PTI spectrofluorimeter (Synergy 2, BioTek® Instruments, Inc.). 
At the end of each experiment, sodium 10% dodecyl sulfate 
(SDS) (0.1% final) was added to obtain Rmax followed by 3  M 

Tris + 400 mM EGTA (pH 8.6) for Rmin. All experiments were 
performed in triplicate wells for each condition.

Immunoblotting
12 or 24  h following MOCK or ZIKV infection, neurons, 
treated or not with 0.01  µM ifenprodil, were lysed in RIPA 
buffer (0.15 M NaCl, 0.05 M Tris–HCl, pH 7.2, 0.05 M EDTA, 
1% non-idet P40, 1% TritonX-100, 0.5% sodium deoxycholate, 
0.1% SDS) containing SIGMAFAST™ Protease Inhibitor 
Cocktail Tablets. 100 µg of total cellular protein for each sample 
was subjected to SDS-PAGE, followed by electroblotting onto 
nitrocellulose membranes. Membranes were blocked with 5% 
BSA in wash buffer (150 mM NaCl, 10 mM Tris–HCl, pH 7.4, 
and 0.05% Tween 20) for 1 h and then incubated with either 
rabbit anti-phospho CREB (1:500) or rabbit anti-phospho ERK 
(Thr202/Thr204) (1:1,000) antibodies in wash buffer contain-
ing 3% BSA overnight at 4°C. Membranes were rinsed three 
times with wash buffer and then incubated with secondary per-
oxidase conjugated anti-rabbit IgG antibody diluted 1:5,000 in 
wash buffer containing 3% BSA for 1 h. Membranes were rinsed 
three times with wash buffer, incubated with ECL prime west-
ern blotting detection reagents, and scanned and analyzed by 
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare). Antibodies were then 
stripped and membranes were incubated with either mouse 
anti-CREB (1:700) or rabbit anti-ERK1/2 (1:1,000) antibodies 
overnight at 4°C and probed with secondary anti-mouse IgG 
antibody diluted 1:2,500 or anti-rabbit IgG antibody 1:5,000 
to determine total CREB and ERK1/2 expression, respectively. 
Non-saturated, immunoreactive CREB and ERK1/2 bands 
were quantified by scanning densitometry. Immuno-band 
intensity was calculated using ImageJ software, and the number 
of pixels of CREB and ERK1/2 phospho bands was divided by 
the number of pixels of total CREB and ERK1/2, respectively, 
to normalize phosphorylation levels of kinases to total kinase 
expression.

Measurement of Cytokine Concentrations 
(ELISA)
Cytokine concentration (IL-1β and TNF-α) was measured in 
the supernatant of neuronal cultures at 12, 24, or 48 h following 
MOCK or ZIKV infection. Cytokine measurement was per-
formed using commercially available antibodies and according 
to the procedures supplied by the manufacturer (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, USA). Briefly, 96-well plates were sensitized 
with capture antibody and incubated overnight. Plates were 
then washed and blocked with 200 µL of 1% BSA solution for 
60 min. After a second wash, 100 µL of the standard curve (seri-
ally diluted) and each sample were added to wells in duplicate 
and a new incubation was performed on the plate shaker at 
agitation of 300 rpm, 37°C, for 2 h. Following a further wash, 
100  µL of the detection antibody was added and plates were 
re-incubated for 2  h. Between each wash, streptavidin was 
added for 20 min, followed by substrate o-phenylenediamine 
dihydrochloride (OPD Sigma) addition for 30 min. Reaction 
was stopped by the addition of 100  µL of the stop solution 
(H2SO4). The standard curve and samples were read in a 
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spectrophotometer at 490 nm. The detection limit of each kit 
is 4–8 pg/mL.

Immunofluorescence and Imaging
48  h following MOCK or ZIKV infection, neuronal cultures 
were washed twice in Phosphate-buffered saline (PBS) and 
fixed with 4% formaldehyde in PBS for 30 min. After fixation, 
cells were washed three times with PBS and permeabilized in 
PBS containing 0.3% Triton, for 20  min. Primary antibodies 
were diluted in permeabilization solution as follows: mouse 
anti-4G2 (1:300), mouse anti-NeuN (1:500), rabbit anti-active 
caspase 3 (1:500), and rabbit anti-Iba1 (1:500) and incubated 
overnight at 4°C. Cells were washed three times with PBS 
and incubated with goat anti-mouse conjugated with Alexa 
Fluor 546 and goat anti-rabbit conjugated with Alexa Fluor 
488 antibodies (diluted 1:500 in permeabilization solution) for 
60 min. NucBlue™ fixed cell stain was used to label nuclei with 
DAPI. Image acquisition was performed using a Zeiss LSM 
880 confocal system equipped with a 40×/1.30 oil DIC M27 
objective. Zen 2 software was used to adjust the settings for 
wavelength detection of immunolabeled proteins as follows: 
DAPI was imaged by detection between 410 and 496 nm, Alexa 
Fluor 488 and Alexa Fluor-labeled antibodies were detected 
between 499–555 and 560–679  nm, respectively. Sequential 
excitation of fluorophores was performed using 405, 488, and 
532 nm lasers for DAPI, Alexa Fluor 488, and Alexa Fluor 546, 
respectively.

Quantitative RT-qPCR
RNA was isolated using TRIzol™ reagent as per the manufac-
turer’s instructions (Thermo Scientific). RNA was resuspended in 
15 µL of nuclease-free water, and its concentration was analyzed 
by spectrophotometer (NanoDrop™, Thermo Scientific). cDNAs 
were prepared from 2 µg of total RNA extracted in a 20-µL final 
reverse transcription reaction. RT-qPCR was performed from 10× 
diluted cDNA and using Power SYBR™ Green PCR Master Mix in 
the QuantStudio™ 7 Flex real-time PCR system platform (Applied 
Biosystems). All RT-qPCR assays were performed to detect viral 
RNA and quantify mRNA levels of the following genes: mus mus-
culus tumor necrosis factor (Tnf-α); mus musculus interleukin 
1 beta (Il1β); mus musculus glutaminase (Gls); mus musculus 
solute carrier family 1 (glial high-affinity glutamate transporter) 
(Slc1a2); mus musculus glutamate receptor, ionotropic, NMDA2B 
(Grin2b); ZIKV RNA—genome reference available at GenBank: 
KX197192.1; and mus musculus ribosomal protein L32 (Rpl32). 
Primers were designed using Primer3Plus Program (26): Tnfα 
(forward: 5′-GCTGAGCTCAAACCCTGGTA-3′; reverse: 5′-CG 
GACTCCGCAAAGTCTAAG-3′); Il1β (forward: 5′-GGGCCTCA 
AAGGAAAGAATC-3′; reverse: 5′-TACCAGTTGGGGAACTC 
TGC-3′); Gls (forward: 5′-GGCAAAGGCATTCTATTGGA-3′; 
reverse: 5′-TTGGCTCCTTCCCAACATAG-3′); Slc1a2 (forward:  
5′-ATTGGTGCAGCCAGTATTCC-3′; reverse: 5′-CCAGCTCA 
GACTTGGAAAGG-3′); Grin2b (forward: 5′-GTGAGAGCTCC 
TTTGCCAAC-3′; reverse: 5′-ATGAAAGGGTTTTGCGTGAC- 
3′); ZIKV (forward: 5′-TCAAACGAATGGCAGTCAGTG-3′; 
reverse: 5′-GCTTGTTGAAGTGGTGGGAG-3′); and Rpl32 (for-
ward: 5′-GCTGCCATCTGTTTTACGG-3′; reverse: 5′-TGAC 

TGGTGCCTGATGAACT-3′). Previous verification of undesired 
secondary formations or dimers between primers were performed 
using “OligoAnalyser 3.1” tool (Integrated DNA Technologies©), 
available at https://www.idtdna.com/calc/analyzer. All primers 
used in this work were validated by serial dilution assay and the 
reaction efficiency was calculated, comprising 90–110% (data 
not shown). All RT-qPCRs showed good quality of amplification 
and changes in gene expression were determined with the 2−ΔCt 
method using Rpl32 for normalization.

Data Analysis
Means ± SEM are shown for the number of independent experi-
ments indicated in Figure Legends. GraphPad Prism™ software 
was used to analyze data for statistical significance determined 
by either unpaired t-test (for comparing two groups) or one-way 
or two-way analysis of variance testing followed by Bonferroni 
post hoc multiple comparison testing.

RESULTS

To investigate the mechanism underlying ZIKV-induced neu-
ronal cell death, we employed primary neuronal cell cultures 
from the corticostriatal region of mouse embryo brains. Over 
99.5% (1,030 out of 1,035) of these cells consisted of neurons, as 
they were positive for the neuronal marker NeuN (Figure S1A 
in Supplementary Material). Only 5 out of 846 of the analyzed 
cells (0.5 ± 0.22%) were positively labeled for Iba1 (Figure S1B 
in Supplementary Material), a microglia marker. Moreover, 
ZIKV infection did not increase the number of microglia cells 
(0.5 ± 0.23%) and no microglia infected with ZIKV was found in 
these cultures. There was no cell positive for glial fibrillary acidic 
protein (Figure S1C in Supplementary Material), an astrocyte 
marker. Therefore, the primary cell cultures employed here can 
be regarded as pure neuronal cultures.

Primary neuronal cultures were then infected with a Brazilian 
isolate of ZIKV, ZIKV HS-2015-BA-01 strain. Control cultures 
were MOCK-infected using supernatant cultured medium 
from a suspension of mosquito C6/36 A. Albopictus-cultured 
cells. Forty-eight hours following infection, primary neurons 
were immunolabeled using specific antibodies for either ZIKV 
or active caspase 3. Approximately one third (28.0  ±  2.35%) 
of the cells present in the ZIKV-infected cultures were posi-
tive for the active form of caspase 3 (Figure 1A), compared to 
only 11.51 ± 1.43% of the cells in the MOCK-infected culture 
(Figure 1B), indicating that ZIKV infection triggers apoptosis. 
Interestingly, although several neurons were positive for ZIKV, 
we identified only 1 cell positive for ZIKV among the 228 cells 
positive for caspase 3. In fact, most ZIKV-positive neurons were 
surrounded by caspase 3-labeled neurons that appeared not to 
be infected by the virus (Figure  1A). These data indicate that 
ZIKV might trigger apoptosis mostly in a non-cell autonomous 
manner. Thus, we hypothesize that ZIKV-infected neurons may 
release pro-apoptotic factors that could trigger cell death of 
nearby neuronal cells.

We have previously demonstrated that ZIKV leads to high 
levels of neuronal cell death (22). Corroborating our previ-
ous results, ZIKV-infected neurons exhibited high levels of 
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FIGURE 2 | Ifenprodil rescues Zika virus (ZIKV)-induced neurotoxicity. Shown 
are representative images for primary cultured corticostriatal neurons labeled 
with calcein AM (green, live cells) and ethidium homodimer-1 (red, dead cells) 
that were MOCK-infected and either untreated (vehicle) (A) or treated with 
0.01 µM ifenprodil (B) or that were ZIKV-infected and either untreated (C) or 
treated with 0.01 µM ifenprodil (D). Size bar corresponds to 50 µm in all 
images. (E) Graph shows percentage of neuronal cell death in primary 
cultured corticostriatal neurons that were either untreated or treated with 
ifenprodil 0.01 µM for 12, 24, or 72 h following MOCK or ZIKV infection. Data 
represent the means ± SEM, n = 4. * indicates significant differences 
(p < 0.05).

FIGURE 1 | Zika virus (ZIKV) induces apoptosis in a non-cell autonomous 
manner. Shown are representative laser scanning confocal micrographs from 
primary cultured corticostriatal neurons infected with ZIKV (A) or MOCK-
infected (B) for 48 h. Immunofluorescence labeling was performed using 
anti-ZIKV (red) and anti-active caspase 3 (green) antibodies. Cells nuclei are 
labeled with DAPI (blue). Panels on the left show merged image of all three 
fluorescent markers. Size bar corresponds to 20 µm in all images.
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neuronal cell death 72 h following virus infection, as compared 
to that of MOCK-infected cells (Figure 2). To investigate early 
events that could be responsible for ZIKV-mediated neuronal 
cell death, we analyzed neurons at 12 and 24 h following virus 
infection. High levels of ZIKV RNA were present at 12 and 
24  h following virus infection (Figure S2 in Supplementary 
Material). However, neuronal cell death levels higher than that 
of MOCK-infected neurons could only be observed at 24 h after 
ZIKV infection (Figure  2E). Therefore, 12  h following ZIKV 
infection represents a time point without overt neuronal cell 
death. We have recently demonstrated that NMDAR blockade 
abrogates ZIKV-induced neuronal cell death (22). In agree-
ment with these results, GluN2B containing NMDAR blockade 
by 0.01 µM ifenprodil abolished ZIKV-triggered neuronal cell 
death at 24 and 72 h following virus infection (Figure 2).

To further explore the role of NMDARs in ZIKV-mediated 
neuronal cell death, we first evaluated the expression levels of 
different subunits of NMDARs at 12 and 24 h following virus 
infection. NMDARs are heterotetramers consisting of two 
obligatory GluN1 subunits and two additional GluN2 or GluN3 
subunits (27). ZIKV infection did not alter the levels of GluN1 
(Figure  3A), GluN2A (Figure  3B), and GluN3A (Figure  3D) 
mRNAs, as compared to MOCK-infected cultures. Although a 
strong tendency toward an increase in the expression of GluN2A 
(Figure 3B) and GluN3A (Figure 3D) was observed 24 h after 
ZIKV infection, no significant statistical difference was found 
when comparing to MOCK-infected controls. In addition, 
GluN2B expression levels were not increased 12 h following ZIKV 
infection, as compared to MOCK-infected controls (Figure 3C). 
However, ZIKV-infected cultures exhibited increased expression 
of GluN2A (Figure  3B), GluN2B (Figure  3C) and GluN3A 
(Figure 3D) at 24 h following infection, as compared to that of 
12 h following virus infection. Moreover, at 24 h following ZIKV 
infection, GluN2B mRNA levels were significantly increased, as 

compared to that of MOCK (Figure 3C). These data further sup-
port the concept that blockade of GluN2B-containing NMDARs 
may offer a good therapeutic strategy to prevent ZIKV-mediated 
neuronal cell death.

Our next step was to determine whether glutamate levels were 
increased in ZIKV-infected cultures, which could contribute 
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FIGURE 4 | Zika virus (ZIKV) infection induces increased levels of extracellular glutamate and augmented Ca2+ flux through GluN2B-containing N-methyl-D-aspartate 
receptors. (A) Graph shows a time course of the concentration levels of extracellular glutamate in primary cultured corticostriatal neurons that were either 
MOCK-infected or infected with ZIKV. Data represent the means ± SEM, n = 6–10. * indicates significant difference as compared to MOCK-infected neurons 
(p < 0.05). (B) Graph shows intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) levels in primary cultured corticostriatal neurons that were either untreated (vehicle) or treated 
with 0.01 µM ifenprodil for 48 h following MOCK or ZIKV infection. Data represent the means ± SEM, n = 4–8. * indicates significant difference (p < 0.05).

FIGURE 3 | Zika virus (ZIKV) infection increases GluN2 expression. Graphs show mRNA levels of the N-methyl-D-aspartate receptor subunits, GluN1 (GRIN1) (A), 
GluN2A (GRIN2A) (B), GluN2B (GRIN2B) (C), and GluN3A (GRIN3A) (D), in primary cultured corticostriatal neurons, 12 and 24 h following MOCK or ZIKV infection. 
mRNA levels were assessed by quantitative RT-PCR, which was performed in triplicate and normalized to RPL32 mRNA levels. Data represent the means ± SEM, 
n = 6. n.s. indicates not significant and * indicates significant difference (p < 0.05).
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to NMDAR overactivation and, thus, neuronal cell death. 
Glutamate levels were increased in ZIKV-infected cultures, 
as compared to that of MOCK-treated cultures (Figure  4A). 
Although glutamate levels appeared already higher at 12  h 
following ZIKV infection, a significant difference was only 
observed at 24 h and at later time points (Figure 4A). Therefore, 
increased glutamate levels could account for increased NMDAR 
activation. Overactivation of NMDARs can lead to excitotoxic-
ity due to increased intracellular Ca2+ entry into the cell (28). 

As GluN2B expression and glutamate levels were increased 
due to ZIKV infection, we investigated whether Ca2+ levels 
were also augmented in ZIKV-infected neuronal cultures. 
Neuronal cultures infected with ZIKV exhibited high levels of 
intracellular Ca2+ when compared to MOCK-infected cultures 
(Figure 4B). Moreover, treatment with 0.01 µM ifenprodil was 
efficient to completely rescue this increase in intracellular Ca2+ 
levels exhibited by ZIKV-infected cultures (Figure 4B), indicat-
ing that GluN2B-containing NMDARs are the main channels 
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FIGURE 5 | Zika virus (ZIKV) infection induces tumor necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-1β (IL-1β) expression, facilitating excitotoxicity. Graphs show mRNA 
(A) and protein (B) levels of TNF-α and mRNA levels of IL-1β (C), in primary cultured corticostriatal neurons, 12 and 24 h following MOCK or ZIKV infection. mRNA 
levels were assessed by quantitative RT-PCR, which was performed in triplicate and normalized to RPL32 mRNA levels, and protein levels were assessed by ELISA 
assay. Data represent the means ± SEM, n = 6–8. * indicates significant differences (p < 0.05). (D) Graph shows intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) levels in 
primary cultured corticostriatal neurons that were either untreated (vehicle) or treated with 10 ng/mL IL-1RA or 1 µg/mL etanercept for 48 h following MOCK or ZIKV 
infection. Data represent the means ± SEM, n = 5–8. * indicates significant differences as compared to ZIKV infected neurons (p < 0.05). Graphs show percentage 
of neuronal cell death in primary cultured corticostriatal neurons that were either untreated (vehicle) or treated with IL-1RA 1, 10, or 100 ng/mL (E) or etanercept 0.1, 
1, or 10 µg/mL (F) for 48 h following MOCK or ZIKV infection. Data represent the means ± SEM, n = 4–5. * indicates significant differences as compared to 
ZIKV-infected neurons and # indicates significant differences as compared to MOCK-infected neurons (p < 0.05).
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responsible for the increase in Ca2+ entry triggered by ZIKV 
infection.

Tumor necrosis factor-α can increase the expression of 
glutaminase, the enzyme responsible for glutamate synthesis  
(29, 30). Moreover, both IL-1β and TNF-α can decrease the 
reuptake of glutamate, thus increasing the extracellular levels of 
glutamate (31, 32). In addition, both TNF-α and IL-1β can sen-
sitize NMDARs, increasing Ca2+ entry and, thus, excitotoxicity  
(33, 34). In this context, we decided to investigate whether the 
levels of TNF-α and IL-1β were increased in ZIKV-infected neu-
ronal primary cultures. TNF-α mRNA levels were increased in 
neurons infected for 12 and 24 h with ZIKV, as compared to that 

of MOCK-infected cultures (Figure 5A). TNF-α protein levels 
were also elevated in the supernatant of cultures infected with 
ZIKV for 24 and 48 h, as compared to that of MOCK cultures 
(Figure  5B). In addition, IL-1β mRNA levels were increased 
12 h after virus infection (Figure 5C). However, IL-1β protein 
levels were not detected by ELISA. Our next step was to deter-
mine whether this modest neuronal-derived increase in IL-1β 
and TNF-α production was sufficient to facilitate neuronal cell 
death. To address that, TNF-α and IL-1β receptor were blocked 
with etarnecept and IL-1RA, respectively, and ZIKV-induced 
neuronal cell death was measured. Etarnecept treatment at all 
tested concentrations (0.1, 1, and 10 µg/mL) led to a decrease 
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in ZIKV-induced neuronal cell death (Figure 5E). IL-1β recep-
tor blockade by IL-1RA also decreased neuronal cell death at 
all tested concentrations (1, 10, and 100  ng/mL) (Figure  5F). 
Importantly, neuronal cell death levels of ZIKV-infected cul-
tures in the presence of either etarnecept (Figure 5E) or IL-1RA 
(Figure  5F) were not different than that of MOCK-infected 
cultures. These data clearly demonstrate the importance of these 
inflammatory cytokines in the neuronal cell death mechanism 
triggered by ZIKV. Next, we tested whether TNF-α and IL-1β 
could contribute to increased glutamate levels by increasing 
glutaminase and decreasing glutamate transporter (SLC1a) 
mRNA levels in neurons. No statistical difference was observed 
when comparing MOCK- and ZIKV-infected cultures in terms 
of glutaminase expression (Figure S3A in Supplementary 
Material). Contrary to our hypothesis, SLC1a expression levels 
were increased in neuronal cultures 24  h after ZIKV infec-
tion, what could constitute a protective mechanism to avoid 
further increases in extracellular glutamate levels (Figure S3B 
in Supplementary Material). Our next step was to investigate 
whether TNF-α and IL-1β could be facilitating NMDAR sensi-
tization. ZIKV infection enhanced intracellular Ca2+ levels and 
this enhancement was completely blocked by ifenprodil, indicat-
ing that increased intracellular Ca2+ levels was primarily due to 
Ca2+ flux through GluN2B-containing NMDARs (Figure  4B). 
To determine whether TNF-α and IL-1β were contributing for 
NMDAR sensitization, we blocked TNF-α and IL-1β receptor 
using 1 µg/mL etanercept and 10 ng/mL IL-1RA, respectively, 
and evaluated intracellular Ca2+ levels. In agreement with our 
hypothesis, either TNF-α or IL-1β blockade was efficient to 
decrease intracellular Ca2+ levels (Figure 5D). These data sug-
gest that TNF-α and IL-1β production triggered by ZIKV was 
effective to sensitize NMDARs, leading to increased Ca2+ entry 
and excitotoxicity.

To further understand the neuroprotective mechanism 
underlying GluN2B-containing NMDARs blockade, we 
investigated which cell survival signaling pathways were 
activated by ZIKV infection. Ifenprodil normalized the 
increased levels of intracellular Ca2+ triggered by ZIKV, which 
could greatly contribute to neuroprotection (Figure  4B). 
However, the neuroprotective pathway comprising ERK and 
CREB can be stimulated by glutamate receptors other than 
GluN2B-containing NMDARs (35). For instance, as ifenprodil 
only blocks GluN2B-containing NMDARs, glutamate could 
still activate GluN2A-containing NMDARs, which are pre-
dominantly synaptic NMDARs that were shown to promote 
neuronal survival via CREB/brain-derived neurotrophic 
factor (BDNF) signaling (36). As ZIKV-infected cultures 
exhibited high levels of extracellular glutamate (Figure  4A), 
we decided to investigate whether the levels of phospho-
rylation/activation of ERK and CREB were altered by ZIKV 
infection and 0.01 µM ifenprodil treatment. No difference was 
observed when comparing the activation of ERK and CREB 
in MOCK- and ZIKV-infected cultures at 12  h after virus 
infection (Figures 6A,C). However, 24 h following infection, 
ERK activation was increased in neurons that were infected 
with ZIKV and treated with ifenprodil, as compared to that 
of MOCK-infected cultures (Figure  6B). ZIKV infection, in 

the presence or absence of ifenprodil treatment, increased 
CREB phosphorylation, as compared to MOCK (Figure 6D). 
Moreover, ifenprodil treatment in the absence of ZIKV was also 
efficient to activate CREB (Figure 6D). CREB can be activated 
via NMDARs through cell signaling pathways other than ERK, 
which could account for the ERK-independent activation of 
CREB observed in our experiments (37). Altogether, these data 
indicate that the cell survival signaling pathway downstream 
from NMDARs ERK/CREB is activated following ZIKV infec-
tion and GluN2B-containing NMDAR blockade.

DISCUSSION

ZIKV Induces Neuronal Apoptosis  
in a Non-Cell Autonomous Manner
Several flaviviruses, including Saint Louis encephalitis virus (38), 
Japanese encephalitis virus (JEV) (39, 40), and West Nile virus 
(WNV) (41), have been shown to induce neuronal apoptosis, 
an effect that appears to contribute to the neurological damage 
caused by these viruses. Virus-triggered neuronal apoptosis 
can be immune-mediated or induced by virus cell autonomous 
injury. For instance, flaviviruses can promote neuronal injury 
by altering the expression of pro- and anti-apoptotic proteins, 
thus, facilitating death of infected cells (39, 40, 42). It has been 
shown that primary cultured cortical neurons infected with 
WNV undergo apoptosis and that 96% of cells that were caspase 
3 positive were also positive for WNV (41). These results are 
different from the data obtained in our study, as the great major-
ity of neurons that were positive for caspase 3 were negative for 
ZIKV. Thus, the cell response triggered by ZIKV might differ 
from other flaviviruses. Previous studies have demonstrated that 
ZIKV induces apoptosis of human neural progenitor cells (19, 
20, 43–45). Although the number of cells that were positive for 
both caspase 3 and ZIKV was not determined, it is possible to 
notice that several cells that were positive for ZIKV were not 
positive for caspase 3 in these studies (43, 45). Another study 
has shown that brain slices obtained from mice subjected to 
intracranial injection of ZIKV exhibits only a few cells positive 
for both caspase 3 and ZIKV (44), which corroborates our data 
showing that ZIKV induces apoptosis mostly through a non-cell 
autonomous mechanism. In this context, ZIKV will be able to 
efficiently replicate in infected neurons, increasing viral load, and 
otherwise healthy neurons will undergo apoptosis, exacerbating 
neurodegeneration. However, at this point, it is still unclear why 
ZIKV infected cells could be protected from apoptosis. It has 
been demonstrated that ZIKV infection upregulates PRPF8, 
which is a splicing factor known to have an anti-apoptotic effect 
in neurons infected with Picornavirus (46). Thus, ZIKV could 
protect infected neurons by altering the expression of apoptotic 
factors.

ZIKV Induction of TNF-α and IL-1β 
Production by Neurons
Most encephalitic viruses induce production of inflammatory 
factors by glial cells. For example, JEV can infect both neuronal 
and glial cells, promoting the release of inflammatory factors, 
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FIGURE 6 | Ifenprodil treatment of Zika virus (ZIKV)-infected cultures lead to increased extracellular signal-regulated kinase (ERK) and cAMP response element-
binding protein (CREB) phosphorylation. Shown are representative immunoblots for phospho- (upper panel) and total-ERK expression (lower panel) and graphs 
depicting the densitometric analysis of phospho-ERK normalized to total-ERK expression in primary cultured corticostriatal neurons that were either untreated 
(vehicle) or treated with 0.01 µM ifenprodil for 12 (A) or 24 (B) hours following MOCK or ZIKV infection. 100 µg of cell lysate was used for each sample. Data 
represent the means ± SEM, n = 5–6. * indicates significant difference (p < 0.05). Shown are representative immunoblots for phospho- (upper panel) and total 
CREB expression (lower panel) and graphs depicting the densitometric analysis of phospho-CREB normalized to total CREB expression in primary cultured 
corticostriatal neurons that were either untreated (vehicle) or treated with 0.01 µM ifenprodil for 12 (C) or 24 (D) hours following MOCK or ZIKV infection. 100 µg of 
cell lysate was used for each sample. Data represent the means ± SEM, n = 4–6. * indicates significant differences (p < 0.05).
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including TNFα and IL-1β, and glutamate by microglia (30). 
ZIKV is able to infect microglia as the virus was detected 
in microglia obtained from human fetal brain tissue (47). 

Importantly, ZIKV-infected microglia exhibits increased 
expression levels of several chemokines and cytokines, includ-
ing IL-6, TNF-α, IL-1β, and monocyte chemotactic protein 1 
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FIGURE 7 | Zika virus (ZIKV) promotes neuronal cell death via GluN2B activation in a non-cell autonomous manner by releasing neurotoxic factors. (A) ZIKV can be 
detected as early as 12 h following viral infection. 24 h later, cell injury can be observed in uninfected neurons nearby infected cells, indicating a cross talk between 
infected and uninfected neurons. (B) Neuronal cultures infected with ZIKV release glutamate and cytokines, triggering GluN2B-containing N-methyl-D-aspartate 
receptor (NMDAR) sensitization and increasing the influx of extracellular Ca2+, which facilitates excitotoxicity. (C) Ifenprodil treatment of ZIKV-infected cultures 
reduces viral-mediated increased Ca2+ flux through GluN2B-containing NMDARs. Activation of GluN2A-containing NMDARs by glutamate in the presence of 
ifenprodil leads to ERK and CREB activation, which can increase the expression of genes important for neuronal survival.
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(47). We have identified TNF-α and IL-1β as important factors 
triggering ZIKV-induced neuronal cell death. Interestingly, 
even though ZIKV induced only a mild increase in TNF-α 
and IL-1β production by neuronal cultures, this increase was 
enough to sensitize NMDARs and facilitate neuronal cell 
death. Although astrocytes and neurons can produce TNF-α, 
the major source of this cytokine is microglia. However, in 
certain specific situations, neurons can also increase TNF-α 
production (48, 49). For example, WNV induces the expres-
sion of IL-1β, IL-6, IL-8, and TNF-α by neuronal cells and 

these neuron-derived cytokines can mediate the activation of 
astrocytes and contribute to WNV-induced neurotoxicity (50). 
Thus, it is possible that ZIKV infection could activate neuronal 
production of TNFα and IL-1β. We also have to consider that 
the microglia present in our neuronal cultures might contribute 
to the production of these cytokines. However, this seems rather 
unlikely as the number of microglia was very small (~0.5%) and 
was not increased due to ZIKV infection. Future studies will be 
important to determine the role of different brain cell types in 
ZIKV-induced neuroinflammation.
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TNF-α and IL-β Sensitize NMDAR and 
Trigger Neuronal Cell Death
Our results show that TNF-α and IL-1β appeared to be key play-
ers of ZIKV-induced neuronal cell death. It has been previously 
demonstrated that these inflammatory cytokines potentiate 
excitotoxicity (51). For instance, IL-1β can increase Ca2+ flux 
through NMDARs (34). The mechanism underlying NMDAR 
sensitization by IL-1β involves the phosphorylation of NMDAR 
subunits GluN2A/B by Src tyrosine kinase (34). TNF-α can also 
sensitize NMDARs, increasing NMDAR-dependent Ca2+ entry 
and facilitating neurotoxicity (33). Moreover, it has also been 
shown that TNF-α can increase the localization of ionotropic 
glutamate receptors, including NMDARs, to synapses (52). Our 
results demonstrate that ZIKV infection augments Ca2+ flux 
through NMDARs, as GluN2B-containing NMDAR blockade by 
ifenprodil completely abolished the increase in intracellular Ca2+ 
levels. Importantly, ZIKV infection increased IL-1β and TNF-α 
expression levels and blockade of these cytokines decreased Ca2+ 
influx and neuronal cell death. These results strongly indicate that 
IL-1β and TNF-α are sensitizing NMDARs and facilitating ZIKV-
induced excitotoxicity. Damaged or dying brain cells release high 
levels of glutamate (53), which could underlie the increase in 
glutamate levels and contribute for neuronal cell death propaga-
tion in a non-cell autonomous way (Figure 7).

We show here that GluN2B expression is increased in cultures 
infected with ZIKV. At this point, it is unclear why the expres-
sion of this NMDAR subunit is augmented. However, it has been 
demonstrated that TNF-α increases GluN1 expression (54) and 
that IL-1β increases de expression of GluN2A/B (55). Thus, it is 
possible that IL-1β could contribute to the observed increased 
expression of GluN2B. Although so far it is not clear what is the 
mechanism contributing for ZIKV-mediated increase in GluN2B 
expression, our data clearly show that GluN2B-containing 
NMDAR is a relevant pharmacological target to treat ZIKV-
mediated neurotoxicity.

NMDAR Dual Role in Cell Survival  
and Neurodegeneration
Our results clearly demonstrate that blockade of GluN2B-
containing NMDARs by ifenprodil leads to neuroprotection 
against ZIKV infection. Numerous studies indicate that GluN2A 
mediates the protective pathway and GluN2B contributes to 
the excitotoxic pathway (27, 56–59). NMDARs can be localized 
at either the synaptic or extrasynaptic region, and a few years 
ago, it was proposed that signaling resulting from synaptic 
and extrasynaptic NMDAR stimulation is linked to neuronal 
survival and death, respectively (36). It is generally thought 
that most GluN2A-containing NMDARs are synaptic whereas 
GluN2B-containing NMDARs are extrasynaptic (59–63). 
However, synaptic/extrasynaptic distribution of NMDARs is not 
a clear-cut spatial demarcation, as GluN2A subunits have been 
found at extrasynaptic sites and GluN2B at the synaptic region 
(27, 64, 65). Synaptic NMDARs are in general transiently and 
intensely activated by the trans-synaptic release of glutamate, 
while extrasynaptic NMDARs are more commonly activated by 
chronic exposure to high levels of glutamate. Importantly, our 

results indicated that ZIKV infection led to sustained high levels 
of extracellular glutamate in the culture, which could underlie 
the activation of extrasynaptic NMDARs. Corroborating this 
hypothesis, ifenprodil rescued ZIKV-induced neuronal cell death.

Ca2+ influx evoked by the activation of synaptic NMDAR is 
well tolerated by neurons and can trigger the activation of CREB, 
which increases the expression of genes important for neuronal 
survival, including BDNF (36, 57, 66). In sharp contrast, com-
parable Ca2+ transients induced by activation of extrasynaptic 
NMDARs trigger a CREB shut-off pathway and mitochondrial 
membrane potential dysfunction, leading to neuronal cell death 
(36). In addition to BDNF, CREB targets genes that are important 
for reducing apoptosis by rendering mitochondria more resist-
ant to cellular stress and toxic insults (67–70). Activation of 
CREB by NMDARs can occur via ERK and synaptic NMDAR 
stimulation promotes sustained ERK activity, whereas activa-
tion of all NMDARs by bath application of glutamate results in 
ERK activation that is followed by rapid inactivation (71–75). In 
agreement with these studies, we did not observe ERK activation 
when cultures were infected with ZIKV and glutamate levels were 
high, although an increase in ERK activation was observed when 
ifenprodil was added to ZIKV-infected cultures. Therefore, it is 
possible that GluN2B-containing NMDAR blockade decreased 
ERK inactivation allowing this kinase to phosphorylate its 
downstream targets, including CREB. However, we observed 
activation of CREB in ZIKV-infected cultures, regardless of 
ifenprodil treatment. This is probably because CREB can be 
activated by kinases other than ERK. For example, it has been 
shown that synaptic NMDAR stimulation can lead to activation 
of the calmodulin-dependent protein kinase IV, which promotes 
rapid activation of CREB, as opposed to the slower acting and 
long-lasting effects produced by ERK (76). Therefore, the results 
presented here corroborate previous studies and indicate that the 
increase in glutamate triggered by ZIKV may not necessarily lead 
to NMDAR-mediated cell death, as long as GluN2B-containing 
NDMARs are blocked.

CONCLUSION

Zika virus induces neuronal cell death in a non-cell autonomous 
manner by triggering the release of cytokines, including TNF-α and 
IL-1β. Increased levels of TNF-α, IL-1β, and glutamate overactivates 
NMDARs, promoting excitotoxicity and, consequently, neuronal 
cell death (Figure  7). Therefore, these results help to clarify the 
neurotoxic mechanisms elicited by ZIKV neuronal infection.
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